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Resumo

MANICA-BERTO, Roberta. Caracterizacdo Fenoldgica, Fisico-quimica e
Fitoguimica de Cultivares de Marmeleiro, 2009. 70f. Tese (Doutorado) —
Programa de Pds-graduacdo em Agronomia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

O marmeleiro apresenta alta variabilidade genética, quanto ao vigor da planta,
produtividade, florescimento e qualidade de fruto. Tendo em vista a necessidade
de caracterizar diferencas entre cultivares, considerando as caracteristicas
fenologicas da planta, a composicéo fisico-quimica e fitoquimica dos frutos na
forma in natura, esse trabalho teve como objetivo descrever as fases fenoldgicas
do marmeleiro e avaliar 21 cultivares de marmelo quanto as propriedades fisico-
quimicas e fitoquimicas. A escala fenologica estabelecida, de acordo com a
escala BBCH, para as 21 cultivares de C. oblonga contém oito estadios de
desenvolvimento. Os estadios principais observados foram: 0 — Desenvolvimento
da gema; 1 — Desenvolvimento das folhas; 3 — Desenvolvimento dos brotos; 5 —
Emergéncia da inflorescéncia; 6 — Florescimento; 7 — Desenvolvimento dos
frutos; 8 — Maturacdo dos frutos; 9 — Senescéncia. As cultivares Champion,
Kiakomi e Portugal apresentam perfil fisico-quimico diferenciado das demais.
Enquanto que as cultivares Zuquerinetta, D’Angers, Alongado, Alaranjado,
Bereckzy, Smyrna, Mendonza Inta-37 apresentam um perfil fitoquimico muito
semelhante. Os teores de carotendides e fendis sdo maiores na casca do que na

polpa, resultando numa maior capacidade antioxidante da casca.

Palavras Chave: Fenologia. Escala BBCH. Capacidade Antioxidante. Fenais.
Carotenoides.
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Abstract

MANICA-BERTO, Roberta. Characterization Phenological, Physical-chemical
and Phytochemistry of Quince, 2009. 70f. Thesis (Doctor) — Programa de PG4s-
graduacdo em Agronomia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Quince shows high genetic variability regarding plant vigor, productivity, flowering,
fruit quality. In order to characterize the differences among cultivars, considering
the phenological characteristics of the tree, the physicochemical and
phytochemical compounds of in natura fruits, this study aimed to describe the
phenological stages of the quince and evaluate 21 quince cultivars regards to
physicochemical and phytochemical properties. The established phenological
scale according BBCH scale for the twenty one cultivars of C. oblonga contains
eight stages of development. The stages observed were: 0 - bud development; 1 -
Development of the leaves, 3 - Development of shoots, 5 - Emergence of the
inflorescence, 6 - Flowering; 7 — Development of fruits; 8 - ripening of fruits, 9 -
Senescence. The cultivars Champion, Kiakami and Portugal show a different
physical-chemical profile whether compared to the others. While the cultivars
Zuquerinetta, D'Angers, Prolonged, Orange, Bereckzy, Smyrna, Mendoza Inta-37
have a very similar phytochemical profile. Carotenoid and phenol contents are
higher in the peel than the pulp, resulting in a higher antioxidant capacity of the
shell.

Key words: Phenology. BBCH Scale. Antioxidant capacity. Phenols. Carotenoids.
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1 INTRODUCAO

O marmeleiro (Cydonia oblonga Miller, Cydonia maliformis Miller, Cydonia
vulgaris Pers., Pyrus cydonia L.) € uma espécie nativa do Sudoeste da Europa e da
Asia Menor (WESTWOOD, 1982). Pertence a familia Rosaceae, subfamilia
Maloideae, tribo Pyreae e subtribo Pyrinae, da mesma forma que outras espécies
frutiferas de importancia comercial como a macieira (Malus pumila Mill.), a pereira
(Pyrus communis L.) e a nespereira [Eriobotrya japonica (Thumb.) Lindl.] (POTTER et
al., 2007; USDA, 2009.).

A subfamilia Maloideae tem como numero de cromossomos base 17,
enguanto que outras subfamilias da Rosaceae tém nimeros cromossémicos basicos
de 7, 8 ou 9, sugerindo uma possivel origem de anfidiploidia da Maloideae de duas
formas primitivas da Rosaceae (LAYNE; QAMME, 1975). Recentes analises de
sequéncias de DNA confirmam uma origem da poliploidia da Maloideae, através de
aneuploidia de um ancestral com um numero de cromossomos de 9 (EVANS;
CAMPBELL, 2002).

A planta, caracteriza como arbustiva ou subarbdrea com ramos penugentos,
com folhas ovais e alternas, igualmente penugentas na face inferior, podendo
alcancar oito metros de altura e quatro metros de largura (SAMPAIO, 1947,
GHOLGHOLAB, 1961). As grandes flores brancas ou rosadas aparecem
isoladamente sobre curtos pedunculos. Os frutos, marmelos, sdo pomos amarelos de
10 a 12 cm de diametro, cobertos de penugem e com formato de péra
(GHOLGHOLAB, 1961). A espécie difundiu-se progressivamente até a Europa
Central e Paises Mediterranicos (VOLAK; STODOLA, 1990).
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Apesar de perdida a sua antiga reputacdo, o marmeleiro continua a ser
cultivado por toda a Europa, sendo os seus frutos utilizados na preparacao de doces,
compotas, geléias e xaropes e em fitoterapia (VOLAK; STODOLA, 1990). O marmelo
€ conhecido como sendo adstringente, emoliente e antidiarreico, apresentando
propriedades antioxidantes que sdo atribuidas a presenca de taninos, mucilagens e
pectinas (YILDIRIM; OKTAY; BILALOGLU, 2001).

A diminuicdo da oferta dessa matéria-prima e sua consequente valorizacéo
vém sendo sentidas pelas fabricas de doces, que a tém importado sob a forma de
polpa, principalmente da Argentina, ou a tém substituido pela mistura de outras
frutas. Assim, atualmente os frutos podem ser comercializados a precgos atraentes
devido a baixa oferta no mercado nacional (PIO et al., 2005).

Esse fato fez com que surgisse, novamente, estimulo gradual para a
produgdo comercial de marmelo. Pode-se dizer que a cultura do marmeleiro se
encontra, hoje, em fase de transi¢do, ou seja, existe uma forte tendéncia em sair do
ponto de estagnacéo, com a implantacdo de novos e mais produtivos marmeleirais.

A producdo de marmelo (C. oblonga) em 2009 foi de 497 mil toneladas,
ocupando uma area de 68 mil hectares. A China € o maior produtor (105 mil
toneladas), seguido pela Turquia (96,3 mil toneladas) e Uzbequistdao (60 mil
toneladas), que juntos concentram 52,5% da oferta mundial (FAO, 2009). Em
contrapartida, a producdo de marmelo brasileira apresenta niveis tdo reduzidos que
ndo chegam a provocar impacto no abastecimento do seu proprio mercado nacional.
Com isso, 0 mercado brasileiro torna-se bastante dependente de importacdes dessa
fruta, que chegaram a 79 toneladas em 2008. Quanto a distribuicdo por Estados,
Minas Gerais € o principal produtor de frutos de marmelo, com 57% da producéo
nacional, cultivando uma area de 122 hectares, seguido pelo Rio Grande do Sul, com
19% da area nacional (MAPA, 2009).

Entre os fatores que contribuiram para o declinio da cultura no Rio Grande
do Sul e no Brasil, podem ser citados os problemas fitossanitarios, principalmente a
entomosporiose ou requeima (Entomosporium mespili DC. Sacc.), que impedem o
desenvolvimento normal da planta e a producdo de frutos de alta qualidade, a
multiplicacdo de plantas pouco produtivas, a falta de incentivos, o desinteresse do
mercado consumidor e a importacdo de polpa de outros paises (ABRAHAQ; SOUZA,;
ALVARENGA, 1995; SIMONETTO; GRELLMANN, 2003).
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Frente a esses entraves, a separagdo ou o agrupamento das espécies por
meio de caracteristicas fenoldgicas, anatbmicas ou moleculares apresenta grande
importancia na indicacdo da adaptabilidade das mesmas aos diferentes ambientes.
O estudo da sequéncia de todos os eventos peridédicos envolvidos no ciclo de vida
da planta é chamado de fenologia (VOLPE, 1992; VILLALPANDO; RUIiZ, 1993;
SCHWARTZ, 1999). E, o intervalo entre duas fases distintas é caracterizado estadio
fenologico. Diversos indicadores fenoldgicos sdo usados para monitorar e avaliar o
desenvolvimento da planta. Os mais significativos para as espécies frutiferas séo a
floracdo e maturacdo do fruto. O intervalo entre a floracéo e o fruit set &€ considerado
um dos estadios fenoldgicos mais importantes (VILLALPANDO; RUIZ, 1993).

Até finais da década de 90, poucos estudos existiam relativamente a espécie
C. oblonga e referiam-se apenas a sua composicdo em compostos volateis,
terpenicos nado volateis e polissacarideos (SCHREYEN et al., 1979; TSUNEYA et al.,
1980, 1983; ISHIHARA et al., 1983, 1986; UMANO et al., 1986; WINTERHALTER;
SCHREIER, 1988a,b; WINTERHALTER; HERDERICH; SCHREIER, 1990;
WINTERHALTER; HARMSEN; TRANI, 1991; WINTERHALTER; LUTZ; SCHREIER,
1991; GULDNER; WINTERHALTER, 1991; LUTZ.; WINTERHALTER; SCHREIER,
1991; LUTZ; WINTERHALTER, 1992, 1993; DE TOMMASI et al., 1996a,b). Contudo,
a partir de 1998, um grupo de investigadores Portugueses estabeleceram o perfil em
compostos fendlicos, acidos organicos e aminoacidos livres deste fruto e dos seus
derivados (ANDRADE et al., 1998, 1999; FERRERES et al., 2003; SILVA et al.,
2000a,b,c, 2001, 2002a,b, 2003, 2004a,b,c, 2005a,b, 2006).

Oliveira et al. (2007) identificaram diversos compostos fendlicos em folha de
marmelo, incluindo acidos 3-O-, 4-O-, 5-O cafeoilquinicos, acido 3,5-O-
dicafeoilquinico, a guercetina-3-O-galactésido, guercetina-3-O-rutinosideo,
caempferol-3-O-glucésido e caempferol-3-O-rutinosideo. O teor de fendlicos totais
nas folhas de marmelo variou de 4,9 a 16,5 g kg™ de matéria seca. Em outro estudo
do mesmo grupo, a composicdo de acidos organicos na folha de marmelo foi
investigada e detectaram como principais componentes acidicos, o acido quinico
(72,2%) e o acido citrico (13,6%). No entanto, eles encontraram maiores
concentracbes de compostos fendlicos totais em folhas de marmeleiro do que nas

polpas, cascas e sementes (OLIVEIRA et al., 2008). Costa et al. (2009) estudaram
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extratos metandlicos a partir de folha de marmeleiro e relataram que o acido 5-O-
cafeoilquinico foi o composto fendlico predominante.

Os perfis fendlicos de extratos metanodlicos de casca, semente e polpa de
marmeleiro foram relatados por MAGALHAES et al. (2009) em que o teor de fendis
totais foi 0,4, 6,3 e 2,5 g kg™, respectivamente. ALESIANI et al. (2010) isolaram 59
fitoquimicos de cascas de marmeleiro, incluindo cinco que até entdo ndo tinham sido
detectados. O numero de compostos fendlicos pode ser considerado como
marcadores quimicos de diferentes partes de marmelo.

Tsuneya et al. (1983) relataram aproximadamente 120 compostos volateis,
incluindo hidrocarbonetos, ésteres, alcodis, aldeidos, cetonas e lactonas de frutos de
marmeleiro. Tateo e Bononi (2010) analisaram o0s compostos volateis de frutos
inteiros de marmeleiro, utilizando uma extracdo de fase soélida de headspace e
identificados mais de 40 compostos. As amostras de frutos foram coletadas em
outubro e novembro, e ndo houve um padréo crescente de sesquiterpenos para esse
periodo. Ndo ocorreu alteracdo na percentagem relativa de isbmeros theaspirane
com a maturacdo. Silva et al. (2002a) analisaram os compostos fendlicos de
diferentes partes do fruto de marmelo (casca e polpa), oriundos de sete diferentes
lugares geograficos de Portugal. Ocorreram variagGes significativas nos teores de
compostos fendlicos totais de casca e polpa, os teores minimos foram observados
para os frutos colhidos em Braganca (243,5 mg kg™ para casca e 11,7 mg kg™ para
polpa) e os maximos foram obtidos para frutos colhidos na area de Pinhel com
1.738,6 mg kg™ para casca e 268,3 mg kg™ para polpa. A média + desvio padrdo dos
teores de compostos fendlicos totais para casca e polpa foram 975,2 + 536,1 mg kg™
e 130,1 + 77,6 mg kg™, respectivamente. Como os teores de compostos fenélicos
totais da casca e da polpa séo diferentes, a presenca de caracteristicas de
compostos da casca nos produtos comerciais obtidos a partir da polpa de marmelo,
pode ser usada como uma forma para detectar possiveis adulteracbes nesses
produtos.

O teor de agua e de lipidios de sementes de marmelo foi investigado por
Nogala-Kalucka et al. (2010), que obtiveram 15,61% para o teor de agua e 25,27%
como teor lipidico. Os compostos lipossoluveis bioativos das sementes, incluindo
tocoferdis, fitoesterdis e acidos fendlicos foram relatados por esses autores. Os
tocoferéis consistiram de a-tocoferol (16,03 mg 100g™* de semente seca), B-tocoferol
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(0,15), y-tocoferol (0,32) e tocoferol total de 16,49 mg 100g™ de semente seca. O a-
tocoferol representou a maior atividade para a vitamina E. Enquanto que o0s
fitoesterdis detectados foram o campestrol (0,32 mg g™ de gordura), estigmasterol
(0,20 mg g%), sitosterol (2,60 mg g*), avanasterol (0,44 mg g*) e fitoesteréis totais
(3,56 mg g™* de gordura). Os fitoesteréis, especialmente o B-sitosterol reduz os niveis
do colesterol LDL e sua contribuicdo nas sementes de marmelo foi de 73%.

O fruto do marmeleiro (C. oblonga) possui a maior quantidade de derivados
do &cido hidroxicinamico (30,9 mg g™) em comparagdo com marmelo japonés (6,9
mg g) e com macé (12,2 mg g*) (HAMAUZU et al., 2006). O teor fendlico total de
extratos metanolicos foi mais elevado em folha (27,96 g kg™ seco) seguido por casca
(7,41 g kg™), polpa (1,17 g kg') e sementes (0,52 g kg*), como relatado por
CARVALHO et al. (2010).

No entanto, ndo ha estudos que caracterizam diferencas entre cultivares,
considerando a fenologia, a composi¢ao fisico-quimica e caracteristicas fitoquimicas
dos frutos na forma in natura. Nesse contexto, foram avaliadas 21 cultivares de

marmelo quanto as propriedades fenolégicas, fisico-quimicas e fitoquimicas.



2 CAPITULO | - Fases fenoldgicas do marmeleiro (Cydonia oblonga Miller)

2.1 Introducéao

A caracterizacdo dos estadios fenoldgicos, tais como data de superacao de
dorméncia, florescimento e maturacdo dos frutos sdo essenciais na escolha da
cultivar. As épocas de floracdo e maturacdo podem variar, conforme o ano e o local
(HUMMER et al., 2007). Assim, antes de definir a cultivar, € importante a realizacédo
de estudos fenolégicos da cultura para tornar disponiveis informacbes que
determinam gquais cultivares sdo mais adaptadas as condi¢des edafoclimaticas locais
(SILVA et al., 2006), e quais séo os periodos de concentracdo da producao.

A escolha das cultivares, em razdo das fenofases, proporciona o
escalonamento da producédo; o aumento do periodo de oferta de frutos ao mercado; e
a adaptacdo das tecnologias disponiveis aquela cultivar e regido. Uma vez que o
namero das préticas de manejo, como poda, aplicagdo de fitorreguladores,
fertilizantes, herbicidas, fungicidas, inseticidas, raleio, contam com o reconhecimento
de determinados estadios fenolégicos (SALINERO; VELA; SAINZ, 2009).

Apesar da evidente importancia destas consideracdes, até o inicio da década
de 1990, ndo havia uma codificacdo homogénea para descrever os estadios de
desenvolvimento das culturas agricolas e de plantas daninhas. Os métodos utilizados
anteriormente eram formados por uma combinacdo de letras e numeros
(FLECKINGER, 1948), sem coincidéncia entre géneros diferentes para 0 mesmo

desenvolvimento das fases, tornando-se dificil uma generalizacéo.
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Tornou-se necessario, entdo, estabelecer um sistema numeérico que permite
a padronizacdo na descricdo de estadios de desenvolvimento homologos para
culturas diferentes, utilizando os mesmos codigos. O primeiro codigo decimal foi
publicado por Zadoks; Chang; Konzak (1974) e posteriormente, obteve-se um
incremento, com a escala BBCH (Biologishe Bundesanstalt, Bundessortenamt and
CHemical Industry-BBCH) (BLEIHOLDER et al., 1989).

A escala BBCH (BLEIHOLDER et al., 1989; LANCASHIRE et al., 1991;
HACK et al., 1992) é um sistema de codificacdo uniforme que permite uma descri¢cao
fenolégica de estadios de crescimento similares para varias espécies de plantas,
tanto culturas agricolas, quanto plantas daninhas. Cada estadio é caracterizado por
um numero decimal, ou seja, um codigo de dois digitos, em que o primeiro digito (O-
9) corresponde a uma fase de crescimento principal e o segundo digito (0-9) um
estadio secundario. O estudo da caracterizacdo dos estadios fenol6gicos vem sendo
detalhado, em plantas daninhas (LANCASHIRE et al.,, 1991; BLEIHOLDER et al.,
1997; SANZ-CORTES et al., 2002), na horticultura (JEFFERIES; LAWSON, 1991), e
mais recentemente na fruticultura, como em caquizeiro (GARCIA-CARBONELL et al.,
2002), damasqueiro (PEREZ-PASTOR et al., 2004), cherimoeira (CAUTIN; AGUSTI,
2005), goiabeira (SALAZAR et al., 2006), quivizeiro (SALINERO et al.,2009), todos
descritos de acordo com a escala BBCH.

Nesse contexto, objetivou-se estudar e/ou caracterizar as fases fenolégicas
do marmeleiro, segundo a escala BBCH, usando dados de vinte e uma cultivares e

dois anos de estudo para assegurar a precisdo das observacoes.

2.2 Materiais e métodos

Os dados foram coletados de plantas adultas (6 anos) de Cydonia oblonga
(Miller), cultivares Constantinopla, Zuquerinetta, D’Angers, Alongado, Bereckzy, Du
Lot, Smyrna, Meliforme, Champion, Pineapple, Lajeado, Mendonza Inta-37,
Alaranjado, De Vranja, Apple, Portugal, De Patras, BA 29, Kiakami, CTS 207 e
Radaelli, presentes no Banco de Germoplasma (BAG). O BAG pertence ao Centro
Agropecuario da Palma (CAP), da Universidade Federal de Pelotas (UFPel),
Municipio de Capéo do Leado - RS (latitude de 31° 48’ Sul, longitude de 52° 30°'W e
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altitude de 60m). O clima da regido caracteriza-se como temperado Umido com
verbes quentes, conforme a classificacdo de Kdppen, do tipo “Cfa”. A regido possui
temperatura e precipitacdo médias anuais de 17,9°C e 1.500 mm, respectivamente.
A éarea experimental foi constituida por 80 plantas, sendo que do total de
quatro de cada cultivar, foram sorteadas trés plantas por cultivar e em cada planta,
marcados aleatoriamente quatro ramos (produtivos) seguindo a orientacao norte, sul,
leste, oeste. A fenologia foi acompanhada durante dois ciclos vegeto-produtivos
(2008 e 2009) e os estadios fenoldgicos foram avaliados de uma a duas vezes por
semana. A escala fenolégica foi construida por meio de observacgdes realizadas nas
plantas e cada fase foi fotografada, possibilitando assim a comparacao entre anos e
cultivares em estudo. Também, foi determinado a duracdo de cada fase fenoldgica
ao longo dos dois ciclos vegeto-produtivos, com o objetivo de elaborar uma escala

cronoldgica para obter o ciclo produtivo de cada cultivar.

2.3 Resultados e discusséo

2.3.1 Caracteristicas da escala

Para o marmeleiro, segundo a escala BBCH, foram usados oito dos dez
estadios principais, comecando com o desenvolvimento de gema (estadio 0) e
terminando na senescéncia (estadio 9). Os trés principais estadios sao atribuidos ao
crescimento vegetativo, que descrevem o desenvolvimento de gemas (estadio 0),
desenvolvimento foliar (estadio 1) e de brotos (ramos) (estadio 3). A escala completa-
se com os estadios de floracao (estadio 6), crescimento (estadio 7) e maturacdo dos
frutos (estadio 8).

As fases secundarias também foram numeradas de 0 a 9, relacionando a
valores ordinais ou percentuais de crescimento. Desse modo, o valor 1 que
acompanha o estadio principal de crescimento 6 (florescimento) representa 10% das
flores abertas, assim, a identificacdo foi 61. Da mesma forma, o valor 5 do estadio
principal 7 (crescimento do fruto) representa frutos com 50% do tamanho final, e foi
definido, portanto, como 75. Os valores das fases secundarias indicam fases



21

qualitativamente diferentes dentro de um determinado estadio fenoldgico principal,
por exemplo, dentro da floracdo, o cddigo 60 corresponde o inicio de flores abertas,

enguanto que o codigo 67, a maioria das pétalas caidas.

2.3.2 Descricédo dos estadios fenologicos para o marmeleiro

As avaliacbes do experimento iniciaram-se quando as gemas foliares
estavam fechadas, cobertas por escamas de coloracdo castanho escuras,
esbranquicadas e felpudas, estendendo-se até a senescéncia, em que todas as
folhas estavam caidas. A caracterizacdo dos estadios fenolégicos seguiu o padrédo
estabelecido por Meier et al. (1994), utilizando a escala BBCH, que ja consta com a
descricdo para a macieira e a pereira. Assim, foram determinados os estadios

fenolégicos do marmeleiro (apresentados abaixo) para a regidao de Pelotas-RS.

e Estadio principal de crescimento 0: Desenvolvimento da gema

00: Dorméncia: as gemas estdo completamente fechadas e cobertas por
escamas de coloragdo castanho escuras, esbranquigadas e felpudas (Fig. 1).

01: Inicio da expansdo das gemas ou inchamento: gemas visivelmente
inchadas; as escamas que formam a gema comecam a se alongar e a se separatr.
(Fig. 1).

03: Fim da expansao das gemas.

07: Inicio da extremidade da primeira folha verde visivel (Fig. 1).

09: Extremidade da folha verde cerca de 5 mm acima das escamas da gema.

e Estadio principal de crescimento 1: Desenvolvimento das folhas

10: Extremidade da folha verde com mais de 10 mm acima das escamas da
gema; primeiras folhas separadas.

11: Primeiras folhas abertas (Fig. 1).

15: Mais folhas abertas, mas ainda néo totalmente expandidas (Fig. 1).

19: Primeiras folhas totalmente expandidas (Fig. 1).

e Estadio principal de crescimento 3: Desenvolvimento dos brotos
31: O eixo de desenvolvimento dos brotos esta visivel.
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35: Brotos com 50% do tamanho final (Fig. 1).
39: Brotos com 90% do tamanho final (Fig. 1).

e Estadio principal de crescimento 5: Emergéncia da inflorescéncia

51: Inicio da expansao das gemas de inflorescéncia; as escamas das gemas
comecam a se alongar e a se separar.

52: Fim da expanséao das gemas.

53: Abertura da gema: extremidade da folha verde que envolve a flor esta
visivel.

54: Extremidade da folha verde cerca de 5 mm acima das escamas da gema;
primeiras folhas estdo separadas.

55: Botéo de flor visivel (ainda fechado).

56: Botéo de flor verde (ainda fechado) (Fig. 1).

57: Botdo de flor rosa escuro: sépalas levemente abertas; pétalas se
alongando; primeiras pétalas brancas visiveis (Fig. 1).

59: A maior parte das flores com pétalas brancas, formando uma esfera oca
(balédo) (Fig. 1).

e Estadio principal de crescimento 6: Florescimento

60: Primeiras flores abertas (Fig. 1).

61: Inicio da floracdo: com 10% das flores abertas.

65: Plena Floracdo: com pelo menos 50% das flores abertas, primeiras
pétalas caindo (Fig. 1).

67: Queda das flores: maioria das pétalas caidas.

69: Fim do Florescimento: todas as pétalas caidas (Fig. 1).

e Estadio principal de crescimento 7: Desenvolvimento do fruto
71: Fruto com tamanho de até 10 mm.

72: Fruto com tamanho de até 20 mm (Fig. 1).

75: Fruto com aproximadamente metade do tamanho final (Fig. 1).
76: Fruto com aproximadamente 60% do tamanho final.

77: Fruto com aproximadamente 70% do tamanho final.

78: Fruto com aproximadamente 80% do tamanho final.
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79: Fruto com aproximadamente 90% do tamanho final.

e Estadio principal de crescimento 8: Maturacao do fruto

81: Inicio da coloracgéo do fruto, primeiros sinais de mudanca de coloracao.

85: Aumento da intensidade da coloracdo; coloracdo especifica da cultivar
(amarelo) e queda de pélos (Fig. 1).

87: Fruto maduro para a colheita (Fig. 1).

e Estadio principal de crescimento 9: Senescéncia, inicio de dorméncia

91: Completo desenvolvimento de brotos; gema terminal desenvolvida; folhas
totalmente verdes.

93: Inicio da queda das folhas.

97: Todas as folhas caidas (Fig. 1).

‘
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Figura 1 — Principais estadios fenoldgicos do marmeleiro segundo a escala BBCH.
FAEM/UFPel, Capéo do Leéao, 2009.
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2.3.3 Duragao dos estadios fenol6gicos para o marmeleiro

Baseado nos estadios fenolégicos do marmeleiro descritos para a regiao de
Pelotas / RS, foi tracado uma escala cronolégica de desenvolvimento da planta para
cada uma das cultivares estudadas. Esta escala descreve o tempo decorrido entre o
inicio do desenvolvimento das gemas e a colheita do fruto maduro no ponto de
consumo.

De acordo com a Fig. 2, as cultivares CTS 207 e Smyrna apresentaram o
menor periodo vegetativo de 35 e 48 dias, respectivamente. J4 as cultivares
Bereckzy e Kiakami levaram respectivamente 69 e 76 dias para completar o mesmo
periodo. As demais cultivares levaram entre 83 a 98 dias para atingir o fim desse
periodo.

Por meio do estudo das fases fenoldgicas das 21 cultivares verificou-se a
existéncia de diferencas no ciclo de producéo, o que possibilitou a observacédo de
trés grupos. O primeiro grupo, mais precoce, foi formado pelas cultivares BA 29,
Kiakami e CTS 207 com ciclo entre 210 e 213 dias contados a partir do inicio do
desenvolvimento das gemas até a colheita dos frutos. As cultivares Constantinopla,
Zuquerinetta, Pineapple, Lajeado, Mendonza Inta-37, Alaranjado, De Vranja,
formaram um segundo grupo, apresentando um ciclo intermediario com 215 e 216
dias. Ja as cultivares Apple, Portugal, De Patras, Radaelli, D’Angers, Alongado,
Bereckzy, Du Lot, Smyrna, Meliforme e Champion mais tardias, uma vez que o ciclo
foi concluido com 220 e 221 dias, ap0s o inicio do desenvolvimento das gemas.

Com a descricdo temporal do desenvolvimento das cultivares pode-se
planejar melhor a escolha das cultivares a serem plantadas no pomar, tendo como
intuito obter uma melhor distribuicdo da colheita ao longo da safra. Dessa maneira, a
safra pode comecar mais cedo e terminar mais tarde, aumentando o periodo de

comercializacao, e procurando obter melhores precos no mercado.
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Figura 2 — Escala cronologica de desenvolvimento fenolégico das 21 cultivares

estudadas. FAEM/UFPel, Capéo do Leao, 2009.
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2.4 Conclusoes

A escala fenolégica estabelecida para as 21 cultivares de C. oblonga contém
oito estadios principais de desenvolvimento. Os estagios observados foram: 0 —
Desenvolvimento da gema; 1 — Desenvolvimento das folhas; 3 — Desenvolvimento
dos brotos; 5 — Emergéncia da inflorescéncia; 6 - Florescimento;, 7 -

Desenvolvimento dos frutos; 8 — Maturacao dos frutos; 9 — Senescéncia, de acordo
com a escala BBCH.



3 CAPITULO Il - Caracterizacao fisico-quimica, fitoquimica e multivariada de
cultivares de marmeleiro

3.1 Introducéao

O marmeleiro apresenta alta variabilidade genética, conforme ja verificado
por Scaramuzzi (1957), que caracterizou a existéncia de 30 cultivares diferentes na
Europa, 19 nos EUA e 86 na antiga URS. O mesmo autor salienta que a classificacéo
botanica torna-se dificil pela quantidade de sinbnimos, polimorfismo de frutos e folhas
e, sobretudo, pela existéncia de muitas plantas propagadas por sementes. Nuzzo;
Dichio; Xiloyannis (1999), estudaram 22 cultivares italianas e encontraram grande
variabilidade quanto ao vigor da planta, produtividade, florescimento, tamanho e peso
de fruto. Da mesma forma, outros autores também relataram o problema da
variabilidade genética dessa espécie (SHAO; LU, 1995; ERCISLI; GULERYUZ;
ESITKEN, 1999; YARLGAC, 2001; SRIVASTAVA et al., 2005). Mais recentemente,
Rodriguez-Guisado et al. (2009), avaliaram cinco clones de marmeleiro pertencentes
ao Banco de Germoplasma da Espanha, selecionando o material quanto as
caracteristicas morfolégicas, quimicas e sensoriais.

Apesar do fruto do marmeleiro ndo ser muito apreciado para consumo in
natura devido a dureza da polpa, acidez e adstringéncia, sua planta é o porta-enxerto
mais importante na cultura da pereira. Os marmeleiros sdo amplamente adotados
como porta-enxertos clonais para variedades de pereira européia (Pyrus communis
L.) (WERTHEIM, 2002) e mais de 90% dos pomares de péra, na Italia, encontram-se
enxertados sobre marmelos (SANSAVINI; MUSACCHI, 2002). Os marmeleiros

clonais permitem o controle do tamanho da planta, resultando na reducao do vigor
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(LOCKARD; SCHNEIDER, 1981), possibilitando assim, o plantio em alta densidade.
Ocorre, ainda, uma demanda na utilizacdo do marmelo, seja para marmeladas,
compotas ou geléias, em funcdo do fruto apresentar altos rendimentos no
processamento (SILVA et al., 2002b, 2004a,b, 2005b, 2006).

Estudos como os de Silva et al. (2006) e Oliveira et al. (2007), mostram que 0
marmelo € um fruto que concentra uma grande diversidade de fitoquimicos que sao
considerados potentes agentes antioxidantes. Particularmente, a casca, tem teores
elevados de polifendis e carotendides, que contribuem com a coloracdo amarelada
do fruto maduro. Em estudos recentes, o foco sobre a atividade antioxidante em
marmelo, relacionando a capacidade de inativagdo dos radicais livres com a
atividade anti-proliferativa vem sendo atribuida ao grupo dos ésteres fendlicos,
triterpenos, esterdides (ALESIANI et al.,, 2010). Porém, o teor desses compostos
varia extremamente entre partes do fruto, como casca, polpa ou semente
(MAGALHAES et al., 2009).

A literatura relaciona os produtos resultantes do processamento do marmelo
com as caracteristicas fisico-quimicas (SILVA et al., 2006), e/ou a utilizacdo de
extratos a partir de folhas, casca, polpa e sementes do fruto com as propriedades
fitoquimicas (COSTA et al., 2009; MAGALHAES et al., 2009; ALESIANI et al., 2010).
No entanto, ndo ha estudos que -caracterizam diferencas entre cultivares,
considerando a composicao fisico-quimica e caracteristicas fitoquimicas dos frutos
na forma in natura. Nesse contexto, o objetivo foi avaliar 21 cultivares de marmelo

quanto as propriedades fisico-quimicas e fitoquimicas dos seus frutos.

3.2 Materiais e métodos

Os marmelos (Cydonia oblonga (Miller)) utilizados foram das cultivares:
Constantinopla, Zuquerinetta, D’Angers, Alongado, Bereckzy, Du Lot, Smyrna,
Meliforme, Champion, Pineapple, Lajeado, Mendonza Inta-37, Alaranjado, De Vranja,
Apple, Portugal, De Patras, BA 29, Kiakami, CTS 207 e Radaelli, oriundos de plantas
presentes no Banco de Germoplasma (BAG). O BAG pertence ao Centro
Agropecuario da Palma (CAP), da Universidade Federal de Pelotas (UFPel),
Municipio de Capédo do Ledo - RS (latitude de 31° 48’ Sul, longitude de 52° 30'W e



37

altitude de 60m). O clima da regido caracteriza-se como temperado Umido com
verdes quentes, conforme a classificacdo de Koppen, do tipo “Cfa”. A regido possui
temperatura e precipitacdo médias anuais de 17,9°C e 1.500 mm, respectivamente.

Os frutos foram colhidos manualmente e aleatoriamente em diversas
posicoes e quadrantes nas plantas durante a safra de 2008/2009, de acordo com o
ponto de colheita (estaddio 87) determinado visualmente para cada cultivar utilizando
a escala BBCH (MEIER et al., 1994). O experimento foi conduzido no Laboratorio de
Metabolismo Secundéario e de Cromatografia do Departamento de Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel na Universidade
Federal de Pelotas.

Os padrbes cromatograficos para a determinacdo de carotendides foram: (-
cryptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina, obtidos da Chromadex (Irvine, USA); e
0 B-caroteno obtido da Fluka (Saint Louse, USA), todos com 97% de pureza. Para a
determinacdo de tocoferdis foram: a-, &- e y- tocoferol, obtidos da Sigma Aldrich
(Steinheim, Germany) com 90-99% de pureza. Os reagentes para as demais
andlises foram de grau p.a.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, as
unidades experimentais foram compostas por 3 plantas por tratamento, de cada qual
avaliaram-se 20 frutos. As variaveis independentes foram as cultivares, com 21
niveis (Constantinopla, Zuquerinetta, D’Angers, Alongado, Bereckzy, Du Lot, Smyrna,
Meliforme, Champion, Pineapple, Lajeado, Mendonza Inta-37, Alaranjado, De Vranja,
Apple, Portugal, De Patras, BA 29, Kiakami, CTS 207 e Radaelli) e partes do fruto,
com dois niveis (casca e polpa). As variaveis fisico-quimicas dependentes foram:

a) cor da epiderme, mensurada com colorimetro eletrénico, marca Minolta
300, com iluminante D65 e abertura de 8 mm, L*, a* e b* (CIE-Lab). Foram realizadas
duas leituras em faces opostas de cada fruto, utilizando-se 20 frutos por planta de
cada cultivar. A partir das leituras foram calculados os valores da tonalidade da cor
(angulo Hue), expressa em graus, pela formula he = tan™ b*/a*;

b) firmeza da polpa, com penetrémetro manual, munido de ponteira de 8 mm
de didmetro. Em cada marmelo integro foram realizadas duas leituras na sec¢ao
equatorial em faces diametralmente opostos apds remocdo da epiderme. Os

resultados foram expressos em Newtons (N);
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c) solidos soluveis (SS), diretamente no suco dos frutos, usando-se um
refratdmetro digital com compensacdo automética de temperatura. Os resultados
foram expressos em °Brix;

d) acidez titulavel (AT), através da diluicdo de 10 mL de suco de 5 frutos
homogeneizados em 90 mL de agua destilada e posterior titulacdo com solu¢céo de
NaOH 0,1N. Utilizou-se pHmetro digital Handylab 1 (Schott®), até pH 8,10 (ponto de
viragem), sendo os resultados expressos em % acido malico;

e) indice de maturacao (relacdo SS/AT), obtida através do quociente entre as

duas variaveis;

As variaveis fitoquimicas, avaliadas na casca e na polpa, foram:

f) carotendides totais, pelo método descrito por Rodriguez-Amaya (1999). A
absorbancia foi determinada a 450 nm e os resultados expressos em micrograma de
B-caroteno por grama de amostra;

g) carotendides individuais, a extracdo seguiu a mesma metodologia descrita
para a extracdo de carotendides totais, segundo o método de Rodriguez-Amaya
(1999); no entanto, nesta determinacéo foi realizada uma saponificacdo no extrato
etéreo, segundo Zambiazi (1997). Ap6s a amostra foi centrifugada, retirada o
sobrenadante e deste removido uma aliquota de 20 puL e injetada em cromatégrafo
HPLC (liquido de alta eficiéncia).

O cromatografo consistiu no sistema HPLC-Shimadzu, com injetor
automatico, detector UV-visivel, coluna de fase reversa RP-18 CLC-ODS (5 um, 4,6
mm x 150 mm) com fase estacionaria octadecil e uma coluna de guarda CLC-GODS
(4), com fase estacionaria de superficie octadecil. A fase movel consistiu em um
gradiente de eluigcéo (tab. 1) com metanol, acetonitrila e acetato de etila, em um fluxo
de 1mL.min™, a um comprimento de onda de 450 nm, durante 40 minutos. Os picos
foram identificados por comparacdo com os tempos de retencdo dos padrdes e
quantificados através de curvas de calibracdo de padrdo externo de B-criptoxantina,
licopeno, luteina e B-caroteno e os resultados foram expressos em micrograma por

100 g* de amostra;
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Tabela 1 - Programa do gradiente de eluicdo dos solventes para separacdo de
carotendides em marmelos (Cydonia oblonga Miller)

Tempo (minutos) Fase mével Fase movel (%)

A 30

0 B 70
C 0

A 10

10 B 80

C 10
A 5

35 B 80

C 15

A 30

40 B 70
C 0

h) tocoferol (vitamina E), a extracdo de tocoferdis foi realizada segundo
método descrito por Rodriguez-Amaya (1999), a qual é similar a extracdo dos
carotendides. ApOs a extracdo da fase etérea, esta foi separada e centrifugada a
9000 rpm por 10 minutos (microcentrifugue NT800 Nova Técnica - Sdo Paulo, Brasil)
e o0 sobrenadante transferido a um vial de 1,5 mL para a injecdo de uma aliquota no
cromatografo (HPLC).

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia consistiu no sistema
HPLC-Shimadzu, equipado com injetor automatico e detector de fluorescéncia, com
comprimentos de onda de excitagédo e de emissao, 290 e 330 nm, respectivamente.
A separacdao foi desenvolvida em coluna de fase reversa RP-18 (5um, 4,6 mm x 150
mm) com fase estacionaria octadecil, operando a temperatura de 25°C com fluxo de
1,0 mL min?. A separacdo foi efetuada utilizando um sistema de eluicdo por
gradiente, utilizando como fases mdveis o metanol, acetonitrila e isopropanol (tab.

2), seguindo a metodologia adaptada de Zambiazi (1997).
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Tabela 2 - Programa do gradiente de eluicdo dos solventes na separacdo de
tocofer6is em marmelos (Cydonia oblonga Miller)

Tempo (minutos) Fase mével (%) Fase movel

A 40
0 B 50

C 10
10 B 30
10 A 65
10 C 5
12 B 50
12 A 40
12 C 10
15 B 50
15 A 40
15 C 10

Para a quantificagao de a-, &- e y-tocoferol utilizou-se uma curva de padrao
externo, preparada com os padrbes cromatograficos correspondentes. A
quantificacdo de [B-tocoferol foi realizada baseada na curva de calibragdo do o-
tocoferol, porque estes dois compostos nédo sdo separados noO processo
cromatografico, e, portanto, sdo quantificados conjuntamente. Os resultados foram
expressos em micrograma por 100 g™ de amostra. O contetido total de tocoferéis no
marmelo foi expresso em mg 100 g de amostra, sendo determinado pela soma dos
tocoferois individuais;

i) compostos fendlicos totais, quantificados de acordo com o método de
Folin-Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI, 1965). A absorbéancia foi determinada a 725
nm. Foi utilizado o acido galico para a obtencdo da curva padrdo, e os resultados
foram expressos em miligramas equivalentes a acido galico (mg EAG) por 100 g de
amostra;

j) capacidade antioxidante, determinada através do método do sequestro de
radicais livres do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) segundo Brand-Williams;
Cuvelier; Berset (1995). As leituras foram realizadas a 517 nm apds 30 minutos de

reacdo a 23°C. Foi preparada uma curva padrdo com Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
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tetrametilcromo-2-4cido carboxilico) e os resultados foram representados em TEAC,
ou seja, capacidade antioxidante equivalente de Trolox (g 100 g* de peso da matéria
fresca).

Os dados foram analisados quanto a sua homocedasticidade e,
posteriormente, submetidos a analise de variancia (P<0,05). Os efeitos de cultivar e
partes do fruto (casca e polpa) foram avaliados pelo teste de Tukey (P<0,05). Os
valores dos intervalos de confianca de 95% foram plotados nos graficos e mostram
as diferencas significativas entre as médias dos tratamentos (SigmaPlot® 9.0). A
presenca de correlacdes entre as variaveis dependentes do estudo foi analisada
através do coeficiente de correlacdo de Pearson. A Analise de Componentes
Principais (ACP) foi agrupada em funcdo do comportamento dos tratamentos (SAS
INSTITUTE, 2002).

3.3 Resultados e discusséo

De acordo com os resultados obtidos para as variaveis fisico-quimicas (Fig.
3, 4,5, 6 e7), pode-se verificar que o gendtipo (cultivar) afetou significativamente a
coloracdo, a firmeza da polpa, os SS, a AT e a relacdo SS/AT. Desse modo, a
hipétese do trabalho foi aceita, ou seja, as 21 cultivares em estudo diferem quanto
aos parametros fisico-quimicos avaliados no fruto in natura, embora o
comportamento dos dados mostre que as cultivares sejam muito semelhantes (Fig.
8).

A cor da epiderme €, entre os parametros fisico-quimicos, um parametro
critico de qualidade, e a sua determinacdo torna-se util para correlacionar com a
concentracdo de pigmentos presentes no fruto. Métodos de quantificacdo de
antocianinas totais e indices de cor vém sendo estabelecidos e utilizados em
aplicagbes de controle industrial (NGO; WROLSTAD; ZHAO, 2007). Desse modo,
pode-se observar (Fig. 3 - A e 3 - A) que as cultivares Champion, Alongado e
Bereckzy caracterizaram o0s menores valores para L (63,40; 64,61, 64,64,
respectivamente) e positivos para b*, o que significa que a epiderme desses frutos

apresentou um tom de amarelo mais escuro. Essa coloracdo é favoravel
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comercialmente, por ser uma tonalidade que se busca nas cultivares de marmelo,
considerando que os consumidores preferem frutas bem amareladas.

Com relacdo aos valores do angulo Hue (Fig. 4 - B), todas as cultivares
obtiveram valores proximos ao amarelo (h=90°), o que era esperado. As cultivares
Alongado, Smyrna, Meliforme, Champion e Pineapple tém um comportamento muito
semelhante, ou seja, valores de Hue mais distantes de 90° (Fig. 3 - B) e a* com
menores valores (Fig. 3 - B), o que mostra uma cor de fundo esverdeada,

caracterizando assim o amarelo-esverdeado.
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Figura 3 - Valores de Luminosidade (L*: 0 = preto, 100 = branco) (A) e coordenada
de cromaticidade a* (+a = vermelho, -a = verde) (B) referentes a
coloracdo da epiderme de 21 cultivares de marmeleiro. FAEM/UFPel,

Capao do Le&do-RS, 2009.
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Figura 4 - Valores da coordenada de cromaticidade b* (+b = amarelo, -b = azul) (A) e
do angulo Hue (0° = vermelho, 90° = amarelo, 180° = verde, 360° = azul)
(B) referentes a coloracdo da epiderme de 21 cultivares de marmeleiro.
FAEM/UFPel, Capéo do Ledo-RS, 2009.

Quanto a variavel firmeza de polpa (Fig. 5), os maiores valores foram das
cultivares Champion, CTS 207, Apple e Portugal, variando de 93,13 a 106,38 N e os
menores em Du Lot (54,41 N) e De Vranja (68,71 N). Esses valores estdo bem
acima dos encontrados por Ercisli; Guleryuz; Esitken (1999), que comparou
cultivares nativas da Turquia (11,86 a 13,82 N). Por outro lado, Yarlgac (2001),
caracterizou a firmeza de polpa de marmelos em outra regido da Turquia e obteve
valores variando de 41,16 a 51,94 N), valores esses bem préximos aos encontrados
para Du Lot e De Vranja. J4, Rodriguez-Guisado et al. (2009), obteve para o clone
MEMB5 uma firmeza de polpa de 91,24 N, valor esse bem superior aos trabalhos
citados anteriormente. Segundo Paiva; Fioravanco; Manica (1995) a firmeza dos
frutos é influenciada por varios fatores, entre eles, as condi¢des climaticas durante o

periodo de colheita e a variabilidade genética.
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Figura 5 - Valores de firmeza de polpa (N) referentes a coloracédo da epiderme de 21
cultivares de marmeleiro. FAEM/UFPel, Capao do Le&o-RS, 2009.

A avaliacdo do teor de solidos solaveis (°Brix) também estabeleceu
diferencas significativas entre as cultivares (Fig. 6). Enquanto que ‘Smyrna’
apresentou o0 menor teor de SS (9,83 °Brix), resultados superiores foram
encontrados para ‘D’Angers’ (12,4 °Brix) e ‘Champion’ (12 °Brix). Velickovic; Jelacic;
Radivojevic (2001) avaliaram caracteristicas pomoldgicas, tecnolégicas e medicinais
nas cultivares Yugoslavian Vranjska e Leskovacka e obtiverem 12,56 °Brix e 13,16
°Brix, respectivamente. Do mesmo modo, Ercisli; Guleryuz; Esitken (1999) e
Rodriguez-Guisado et al. (2009) constataram variacdo entre os clones estudados e
as maiores variagoes foram encontradas por Yarlgac (2001), trabalhando com 19

cultivares turguesas, seus teores de SS variaram de 9,95 °Brix a 17,8 °Brix.



45

12,5 H

120 II | T T[]

11,5 A

11,0 A I T I I

10,5 A

Solidos Soluveis (°Brix)

10,0 A

9,5

Inta 37
Apple A
BA 29 A

Kiakami -

Du Lot -
Alaranjado -

D' Angers A
Alongado A
Bereckzy -
Smyrna - H
Meliforme -
Champion A
Pineapple -
Lajeado A
De Vranja -
Portugal
De Patras A
CTS 207 A
Radaelli

Zuguerinetta - i

Constantinopla -

Cultivares de marmeleiro
Figura 6 - Valores de sélidos solaveis (°Brix) referentes a 21 cultivares de
marmeleiro. FAEM/UFPel, Capéo do Le&do-RS, 2009.

O teor de acidez no marmelo é representado principalmente pela presenca
do acido malico, que é o &cido organico majoritario nesses frutos, conforme
quantificado por Rodriguez-Guisado et al. (2009) utilizando cromatografia liquida de
alta eficiéncia. Esse mesmo autor detectou a maior concentracéo de acidez (0,80%
de &cido malico) no clone MEMB2, valor esse similar aos encontrados para De
Vranja, Apple e Zuquerinetta (0,74; 0,81; 0,82% de acido malico, respectivamente) e
bem inferior em relagéo a De Patras (1,53% de acido malico) (Fig. 7 - A).

Os valores de acidez titulavel das cultivares De Vranja, Apple e Zuquerinetta
foram responsaveis pelo maior indice de maturacao (Fig. 7 — B) atribuido as mesmas
(14,64; 13,13; 12,78, respectivamente), valores esses bem inferiores aos

encontrados por Rodriguez-Guisado et al. (2009).
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Figura 7 - Valores de acidez titulavel (% de acido malico) (A) e indice de maturacéo
(SS/AT) (B) referentes a 21 cultivares de marmeleiro. FAEM/UFPel,
Capao do Ledo-RS, 2009.

A dispersdo gréfica para as caracteristicas fisico-quimicas (Fig. 8),
utilizando-se dois primeiros componentes principais, mostrou que eles explicaram
93% da variabilidade total, CP1 (70%) e CP2 (23%). A firmeza da polpa respondeu a
99% da resposta do CP1 e enquanto que o parametro L, da coloracéo, respondeu a
92% para o CP2. Isso indica que as demais variaveis fisico-quimicas néo
influenciaram na caracterizacdo dessas cultivares. Para estas varidveis nao foi
possivel realizar o agrupamento, mas pode-se afirmar pelo gréfico, que as cultivares
Champion, Kiakami, Portugal, Du Lot apresentam caracteristicas fisico-quimicas

diferenciadas das demais.
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Figura 8 - Dispersdo grafica de 21 cultivares de marmeleiro, utilizando-se dois
primeiros componentes principais (CP1 e CP2) para variaveis fisico-
guimicas. FAEM/UFPel, Capéao do Ledo-RS, 2009.

No que concerne aos carotendides, compostos fendlicos e capacidade
antioxidante, também houve efeito da cultivar (Fig. 9, 12 e 13) e distribuicdo distinta
dos mesmos entre casca e polpa.

Quanto aos carotendides totais, a polpa do fruto ndo apresentou
concentracbes possiveis de serem detectadas pelo espectrofotdbmetro. Esse
comportamento € coerente com o fato de que os carotendides sao sintetizados junto
aos plastideos, majoritariamente localizados em células da epiderme, no caso de
marmelo e demais rosaceas.

A casca, por outro lado, possibilitou a diferenciacdo desse composto entre
as cultivares (Fig. 9). A maior presenca de carotenoides na casca dos frutos tem sido
documentada em rosaceas (REMORINI et al., 2008), pois da mesma maneira que 0S
compostos fenodlicos, os carotendides possuem acao fitoprotetora. Os maiores
valores de B-caroteno foram encontrados na casca de Constantinopla, Apple,
Mendonza Inta-37 (11,97; 11,79 e 11,1 pg de B-caroteno g* de amostra
respectivamente), enquanto que as cultivares Radaelli, Pineapple, Alaranjado (2,11,
2,16 e 2,23 ug de B-caroteno g* de amostra respectivamente) representaram as

menores concentrag(”)es.
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Figura 9 — Teor de carotendides totais (ug de B-caroteno g de amostra) na casca
de 21 cultivares de marmeleiro. FAEM/UFPel, Capéo do Le&o-RS, 2009.

Para os carotendides individuais ndo foi possivel quantificar os picos das
referidas amostras de marmelo, mesmo sendo possivel a visualizacdo dos mesmos
no cromatograma (Fig. 10). A quantidade desses compostos na amostra esta abaixo
do limite de deteccdo do equipamento ou, provavelmente, esses carotendides ndo
Sao 0s compostos majoritarios em marmelo.

Na separacdo cromatografica dos carotendides observou-se a presenca de
outros picos (Fig. 10). Foi possivel identificar quatro picos, através da utilizacdo de
padrées cromatograficos, incluindo o [p-caroteno, Licopeno, [-criptoxantina e
Luteina+Zeaxantina. Nao foi possivel a separacdo dos isbmeros geométricos de
carotendides apolares, Luteina e Zeaxantina, os quais ndo apresentaram boa
resolucdo em colunas monoméricas Cig, concordando com citacfes da literatura que
enfatizam a necessidade de colunas Cjy (poliméricas) para que haja separacao
destes compostos. Alesiani et al. (2010) detectaram a presenga de outros
carotendides, por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, que

até entdo a sua identificacdo nao era conhecida em marmelos.
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Figura 10 - Cromatograma tipico da separacdo de carotendides (1- Luteina +
Zeaxantina; 2- B-criptoxantina; 3- Licopeno; 4- B-caroteno) na casca
da cultivar CTS 207 via HPLC, com coluna de fase reversa Cig €
detector UV a 480nm, tendo como fase mdével um gradiente com
metanol, acetonitrila e acetato de etila. FAEM/UFPel, Capédo do Ledao-

RS, 20089.

Na separacdo cromatografica correspondente aos componentes dos
tocoferdis foram observados trés picos distintos (Fig. 11). Pela comparacdo com os
padrdes, identificou-se o &-, y- e a-tocoferol, correspondentes aos picos 1, 2 e 3
respectivamente. No entanto, nas condic¢des realizadas neste estudo (coluna de fase
reversa) o B-tocoferol nao se separou de seu isbmero, o y-tocoferol, e portanto, o
pico 2 corresponde ao conteudo do (y+p)—tocoferol. Observa-se ainda que o método
foi satisfatorio para a separacéo e identificacdo dos trés picos, correspondentes aos
tocoferdis presentes na amostra, apresentado picos assimétricos e sem interferentes
gue poderiam falsear o resultado. Mesmo assim, nao foi possivel quantificar os
resultados das amostras pela capacidade de deteccdo que o equipamento apresenta
e sdo escassos na literatura os teores de tocoferdis encontrados em frutas (KIM;
GIRAUD; DRISKELL, 2007).
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Figura 11 - Cromatograma tipico da separacdo de tocoferéis (1-6-; 2-y-; e 3-a-
tocoferol) na casca da cultivar CTS 207 via HPLC com coluna de fase
reversa e detector de fluorescéncia, 290 nm de excitagao e 330 nm de
emissdo, usando como fase movel, um gradiente com metanol,

acetonitrila e isopropanol. FAEM/UFPel, Capao do Ledo-RS, 2009.

Quanto a variavel fendis totais, a casca também contém teores superiores a
polpa (Fig. 12). Tomas-Barberan et al. (2001) detectaram teores superiores de
fendis, antocianinas e flavondis na casca de nectarinas, de péssegos e de ameixas
em relacdo a polpa. Kondo et al. (2002) também relataram uma concentracdo mais
elevada de polifendis na casca em diferentes cultivares de maca. Alesiani et al.
(2010) apontaram a presenca de diferentes compostos fenolicos na casca de
marmelo, e Magalhaes et al. (2009) testaram a comparagao entre casca, polpa e
semente, ambos 0s autores comprovaram a atividade antioxidante e anti-proliferativa
do marmelo.

Os compostos fendlicos constituem-se em moléculas do metabolismo
secundério de vegetais que tendem a serem sintetizados como forma de protecdo
frente a estresses bidticos (ataque de patdgenos) e abidticos (radiacdo ultravioleta,

seca, estresse salino) (SIMOES et al., 2007). Pelo fato de a casca dos frutos ser o
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tecido mais exposto a radiacao solar, diferencas de temperatura, acdo do vento, ao
ataque de pragas e doencas, é possivel que desenvolva uma atividade biolégica de
biossintese desses compostos com maior intensidade, o que explica 0os maiores
teores detectados.

A sintese desses compostos foi afetada pela caracteristica genotipica.
Cultivares como Meliforme, Lajeado e CTS 207 apresentaram um comportamento
muito semelhante, ou seja, maiores teores tanto na casca, quanto na polpa. Autores,
como Vizzotto (2007), Tavarini et al. (2008) e Veberic et al. (2010) também
verificaram que o gendtipo tem grande efeito sobre a sintese dos compostos
fendlicos.

Os teores de fendis totais observados na casca (113,12 a 428,16 mg EAG
100 g*, para Constantinopla e Meliforme, respectivamente) e na polpa (79,72 a
243,54 mg EAG 100 g*, Zuquerinetta e CTS 207, respectivamente) situam-se como
valores intermediérios se comparados com outros frutos como abacaxi, com 21,7 mg
100 g™*; graviola, com 84,3 mg 100 g*; maracuja, com 20,2 mg 100 g*; acerola, com
580,1mg 100 g*; e manga, com 544 mg 100g™ (KUSKOSKI et al., 2005). Esses
resultados indicam que o marmelo in natura é uma boa fonte de compostos fendlicos
0 que pode contribuir para uma boa capacidade antioxidante. Porém, é conhecido
também, que elevados teores de compostos fendélicos constituem em agravante do
ponto de vista do processamento, pois torna o produto mais sensivel ao
escurecimento enzimatico, caso tenha elevadas atividades peroxidase e/ou
polifenoloxidase (DEGL'INNOCENTI et al., 2005).
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Figura 12 — Teo(;um(;aer:esfdégggleltrgtais (mg EAG 100g™ de ancwucl;wsatn;:)e mr?:et:l;sca (A) e na
polpa (B) de 21 cultivares de marmeleiro. FAEM/UFPel, Cap&do do

Ledo-RS, 20009.
A capacidade antioxidante das 21 cultivares de marmeleiro foi resultante da
acdo de carotendides, compostos fendlicos, tocoferol e outros compostos, e
apresentou grande variagdo média entre casca e polpa (35,4 e 8,8 g TEAC 100 g7,
respectivamente) (Fig. 13). Como a casca apresenta maiores teores de
carotendides, fendis totais, era esperada que a capacidade antioxidante também
pudesse ser maior. O fato de existir uma grande variagdo entre cultivares, pode ser
devido a variacGes qualitativas dentro de cada grupo, ou seja, que o perfil de
compostos fendlicos, principalmente, seja distinto entre as fracbes estudadas. No

entanto, essa hipétese nao foi testada nesse trabalho.
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Figura 13 — Capacidade antioxidante apdés 30 minutos de reacdo expressa em
equivalente ao Trolox (g TEAC 100 g™) na casca (A) e na polpa (B)
de 21 cultivares de marmeleiro. FAEM/UFPel, Capao do Le&o-RS,
2009.

O fato de se tratarem de frutos relativamente ricos em compostos fendlicos e
apresentarem elevada atividade antioxidante concorda com a maioria dos trabalhos
(SILVA et al., 2004b; HEREDIA; CISNEROS-ZEVALLOS, 2009), segundo os quais
ha tendéncia de correlacdo positiva entre essas variaveis. Os frutos analisados
neste experimento demonstraram correlacéo direta (tab. 3) entre o conteudo total de
compostos fendlicos e a atividade antioxidante. Contudo, para se estabelecer uma
relacdo direta de cada grupo ou composto fendlico, ser4 necessario um estudo
especifico com os compostos isolados. Isso indica que os compostos fendlicos sédo

contribuintes na atividade antioxidante dos frutos analisados.

Tabela 3 - Coeficientes de correlagdo de Pearson entre fendis totais e a capacidade
antioxidante em 30 minutos expressa em equivalente ao Trolox (g TEAC
100 g™*) de 21 cultivares de marmeleiro. FAEM/UFPel, Capéo do Leéo-
RS, 2009

TEAC

Fendis Totais 0,59

“p <0,005.

A disperséo grafica para as caracteristicas fitoquimicas (Fig. 14), utilizando-

se dois primeiros componentes principais, mostrou que eles explicaram 99% da
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variacdo, CP1 (97%) e CP2 (2%). Os compostos fendlicos totais responderam a 99%
da resposta do CP1 e enquanto que a capacidade antioxidante respondeu a 98%
para o CP2, isso indica que os carotendides totais nao influenciaram na
caracterizacao dessas cultivares. Silva et al. (2005b), com o auxilio da ferramenta de
componentes principais concluiram que os perfis fendlicos formados foram
responsaveis pelas diferencas entre as partes do fruto de marmeleiro, casca e polpa.
Pelo grafico pode-se afirmar que as cultivares Zuquerinetta, D’Angers, Alongado,
Alaranjado, Bereckzy, Smyrna, Mendonza Inta-37 apresentam um perfil fitoquimico
muito semelhante para essas variaveis. Enquanto que as cultivares CTS 207,
Radaelli, Champion, Constantinopla se distanciam acentuadamente, em relacdo as

demais.

Compongﬂt 1

0 Oo
jm} +
++
+
- +
[m]
[m]
-2
T T T T T T T
-2 -1 0 1 2 3 4
Component 2
OD Angers m} Ala‘mzi]ado O Alengado Apple
OBA 29 CBera CTS A7 Cham 9lon O Constantinopla
De Paras +De Vranja + Du Lot +Inta 3 + Kiakami
Lajeado -+ Meliforme + Pincapple Portugal Rada<lli
+ Sm yma Zuquerinetta

Figura 14 - Dispersdo grafica de 21 cultivares de marmeleiro, utilizando-se dois
primeiros componentes principais (CP1 e CP2) para variaveis
fitoquimicas. FAEM/UFPel, Capéo do Ledo-RS, 2009.
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3.4 Conclusoes

As cultivares Champion, Kiakami, Portugal e Du Lot apresentam
caracteristicas fisico-quimicas diferenciadas das demais;

Os teores de carotendides e fendis sdo maiores na casca do que na polpa,
resultando numa maior capacidade antioxidante da casca;

Os compostos fendlicos sdo contribuintes na atividade antioxidante dos
marmelos por apresentar correlagéo direta com a capacidade antioxidante;

As cultivares Zuquerinetta, D’Angers, Alongado, Alaranjado, Bereckzy,
Smyrna, Mendonza Inta-37 apresentam caracteristicas fitoquimicas muito
semelhantes;

A cultivar Meliforme apresentou os maiores valores para fendis totais e

consequentemente maior capacidade antioxidante.



4 CONCLUSOES

A escala fenoldgica estabelecida para as vinte e uma cultivares de C.
oblonga contém oito estadios de desenvolvimento. Os estagios observados foram: 0
— Desenvolvimento da gema; 1 — Desenvolvimento das folhas; 3 — Desenvolvimento
dos brotos; 5 — Emergéncia da inflorescéncia; 6 - Florescimento; 7 -
Desenvolvimento dos frutos; 8 — Maturacao dos frutos; 9 — Senescéncia, de acordo
com a escala BBCH;

As cultivares Champion, Kiakomi, Portugal e Du Lot apresentam perfil fisico-
guimico diferenciado das demais;

As cultivares Zuquerinetta, D’Angers, Alongado, Alaranjado, Bereckzy,

Smyrna, Mendonza Inta-37 apresentam um perfil fitoquimico muito semelhante.
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