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Resumo

AZEVEDO, Miriane Lucas. Perfil fitoquimico, atividades antioxidante e
antimicrobiana de amora-preta (Rubus fruticosus) cv. Tupy em diferentes
estadios de maturagdao cultivada em clima temperado. 2011. 75f. Tese
(Doutorado) — Programa de Po6s-Graduagado em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Amora-preta (Rubus fruticosus) é considerada um fruto rico em compostos
fitoquimicos, principalmente acidos fendlicos e antocianinas, que possuem um
elevado potencial antioxidante e também estdo presentes &acido L-ascérbico,
carotendides e tocoferdis. Com base nas mudancas de concentragdo que esses
compostos sofrem ao longo dos estadios de amadurecimento do fruto, este trabalho
tem por objetivo estudar as alteragdes no perfil fitoquimico da amora-preta cv. Tupy,
cultivada em clima temperado, na regidao de Pelotas, e os efeitos na capacidade
antioxidante e antimicrobiana. Foram determinados cinco pontos de maturagdo do
verde ao mais maduro, através da coloragao externa do fruto, e para confirmar as
diferengas entre estes, cada estadio foi avaliado fisico-quimicamente, determinando-
se acidez total titulavel (AT), sélidos soluveis totais (SS), indice de maturagao
(SS/AT) e analise instrumental da cor (&ngulo hue). Com relagao ao perfil fitoquimico
foram analisados os compostos fendlicos, acido L-ascérbico, carotendides e
tocoferdis. Pode-se afirmar que de acordo com os resultados os diferentes estadios
de maturacdo nao afetaram significativamente (p<0,05) os compostos fendlicos
totais, a catequina e o acido L-ascorbico. Para os compostos fendlicos individuais ao
longo do desenvolvimento dos frutos, os derivados do acido benzoico aumentaram,
0 mesmo comportamento ocorre com a epicatequina, que dentre todos € o composto
de maior concentragdo, os teores dos derivados do acido cinamico apresentaram um
comportamento diferenciado, houve queda destes teores. As antocianinas
aumentaram ao longo da maturagdo do fruto, destacando a cianidina-3-glicosideo.
Os carotendides e os tocoferdis decresceram no decorrer da maturagcao. Pode-se
concluir que € possivel montar um perfil fitoquimico da amora-preta cv. Tupy,
cultivada em clima temperado, para diferenciar seus estadios de maturagéo, porém
€ necessaria a realizacdo de diversas determinagdes, uma vez que nao € possivel
afirmar qual avaliagado contribuiu em maior parte para a diferenciagdo dos estadios
ao longo da maturagdo. Outra observagao, diz respeito a atividade antioxidante que
aumentou ao longo da maturacdo, tanto in vitro quanto in vivo, contudo foi
observado que ndo é possivel determinar qual composto tem maior capacidade
antioxidante isoladamente, mas sim foi verificado que ha um sinergismo entre os
compostos fitoquimicos presentes no fruto, que variam ao decorrer do seu
desenvolvimento. Da mesma maneira, ndo podemos afirmar se houve um aumento
na atividade antimicrobiana ao decorrer da maturagdo, € nem se houve um
composto secundario especifico responsavel por esta atividade antimicrobiana, mas
sim que esta existe, uma vez que a bactéria Salmonella Enteritidis mostrou
sensibilidade aos extratos, porém com diferentes respostas.

Palavras-chave: amora-preta, estadios de maturagcdo, compostos fendlicos,
antocianinas, acido L-ascorbico, carotendides, tocoferodis, atividade antioxidante,
atividade antimicrobiana.
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Abstract

AZEVEDO, Miriane Lucas. Perfil fitoquimico, atividades antioxidante e
antimicrobiana de amora-preta (Rubus fruticosus) cv. Tupy em diferentes
estadios de maturagao cultivada em clima temperado. 2011. 75f. Tese
(Doutorado) — Programa de Pd6s-Graduagado em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Blackberry (Rubus fruticosus) is considered a fruit rich in the phytochemical
compounds, mainly phenolic acids and anthocyanins, which have a high potential for
antioxidant and are also present L-ascorbic acid, carotenoids and tocopherols. Based
on the concentration changes that these compounds undergo during the fruit ripening
stages, this work aims to study the changes in the phytochemical profile of blackberry
cv. Tupy, grown in temperate climates, in Pelotas, and effects on antioxidant and
antimicrobial activity. Were determined five stages of ripening from green to mature
through the external color of the fruit, and to confirm the differences between them,
each stage was measured physical-chemical, determining total acidity (TA), total
soluble solids (SS),ripening index (SS/TA) and instrumental analysis of color (hue
angle). With regard to the phytochemical profile were analyzed phenolic compounds,
L-ascorbic acid, carotenoids and tocopherols. It can be stated that according to the
results of the different ripening stages did not affect significantly (p<0.05) the total
phenolic compounds, catechin and L-ascorbic acid. For the individual phenolic
compounds during the fruit development, the derivatives of benzoic acid increased,
the same behavior occurs with epicatechin, that among these is composed of higher
concentration, the levels of cinnamic acid derivatives showed a different behavior,
there fall of these levels. Anthocyanins increased during the fruit ripening, detaching
the cyanidin-3-glucoside. The carotenoids and tocopherols decreased during
ripening. One can conclude that it is possible to mount a phytochemical profile of
blackberry cv. Tupy, grown in temperate climates, to differentiate their ripening
stages, but it is necessary to carry out several determinations, since it is not possible
to say which assessment contributed most to the differentiation of stages along the
ripening. Another observation concerns the antioxidant activity increased during
ripening, in vitro and in vivo, but noted that it is not possible to determine which
compound has a higher antioxidant capacity in isolation, but found that there was a
synergism between the phytochemical compounds present in fruit, which vary over
the course of its development. Likewise, we can not say if there was an increase in
antimicrobial activity over the course of ripening, and even if there was a specific
secondary compound responsible for this antimicrobial activity, but that it exists,
since the bacterium Salmonella enteritidis showed sensitivity to the extracts but with
different answers.

Keywords: blackberry, ripening stages, phenolic compounds, anthocyanins, L-
ascorbic acid, carotenoids, tocopherols, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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1. Introducgao

A mudanga no habito alimentar da populagdo brasileira tem criado uma
enorme demanda para a produgcao de frutas frescas. A produgdo nacional das
principais espécies frutiferas de clima temperado é insuficiente para atender a
demanda interna, gerando uma crescente necessidade de importagcédo de frutas que
podem ser produzidas no Brasil. Tal situagao propicia enormes possibilidades de
mercado para a producao de frutas frescas e industrializadas no pais.

A regido sul do Brasil tem se destacado pelo potencial produtor de frutas
nativas, como pitanga, e pequenas frutas, destacando-se as do género Rubus, em
especial a amora-preta, devido as condigdes climaticas e adaptagdo de espécies,
levando a produc¢ao da fruta in natura e seus produtos derivados.

Além dos nutrientes essenciais e dos micronutrientes, as frutas contribuem
com diversos componentes oriundos de metabdlicos secundarios, compostos estes
de grande importancia para a fisiologia da planta e seus frutos, pois inibem danos
celulares. O consumo de frutas e hortalicas é associado ao baixo risco de incidéncia
e mortalidade por enfermidades degenerativas nao transmissiveis, devido a
presenca destes compostos fitoquimicos.

Frutos da espécie Rubus (spp) destacam-se pelo seu aspecto nutricional e
potencial funcional devido a ocorréncia de fitoquimicos fendlicos; as classes de
maior significancia sado os flavandides (flavondis, flavandis e antocianinas) e acidos
fendlicos. Esses compostos naturalmente presentes em frutas e outros vegetais
apresentam uma série de efeitos bioquimicos e antioxidantes que justificam a sua
importancia na dieta humana. Estudos afirmam que os fitoquimicos fendlicos atuam
como protetores de sistemas biologicos, influenciando na capacidade de

transferéncia de radicais livres, agindo como sequestrante de metais e ativadores de
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enzimas antioxidantes; atuando diretamente na inibicdo do estresses oxidativo e
danos celulares e do DNA.

Logo, a protecao a saude esta intimamente ligada a capacidade antioxidante
que estes compostos fitoquimicos apresentam, individual e/ou sinergicamente, de tal
forma que inibem diversas enfermidades degenerativas como: céncer,
arteriosclerose, diabetes, processos inflamatérios, doengas neurodegenerativas,
entre outras (ACOSTA-MONTOYA et al.,, 2010; KONKA & KARADENIZ, 2009;
PANTELIDIS et al., 2007; ELISIA et al., 2007; MOTA, 2006; ZADERNOWSKI et. al.,
2005; GARCIA-ALONSO et al.,2004; SIRIWOHARN et al., 2004). Estes compostos
podem apresentar ainda, atividades antialérgica, antitrombdtica, antimicrobiana e
antineoplasica (KUSKOSKI et al., 2005).

Sabe-se que amora-preta € um fruto n&o climatérico, que apresenta curta vida
de prateleira e que possui processos bioquimico-fisiologicos da maturagéo ainda n&o
conhecidos, em especial no seu metabolismo secundario. Espera-se que seja
possivel através do perfil fitoquimico diferenciar os estadios de maturagéo; que as
atividades antioxidante e antimicrobiana aumentam a medida que aumenta a
biossintese dos compostos fitoquimicos no decorrer da maturacdo; e que os
compostos fendlicos individuais tenham maior efeito sobre as atividades antioxidante
e antimicrobiana.

Muitos estudos estdo sendo realizados no intuito de comprovar as
propriedades antioxidantes das amoras-pretas cultivadas em clima temperado,
porém pouco se sabe sobre as mudancas que estes compostos sofrem durante os
estadios de maturagdo do fruto, enquanto ligado a planta. Visando elucidar essas
mudangas que ocorrem durante o crescimento do fruto, este trabalho objetiva
estudar as alteragdes na composi¢cao e no conteudo de compostos fendlicos totais e
individuais, carotendides totais e individuais, tocoferdis totais e individuais, acido L-
ascoérbico e na capacidade antioxidante e na atividade antimicrobiana da amora-
preta (Rubus fruticosus) cv. Tupy cultivada em clima temperado, na regido de
Pelotas-RS.
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2. Revisao de literatura

2.1. Amora-preta (Rubus fruticosus)

O género Rubus compreende cerca de 500 espécies altamente heterozigotas
e também hibridas, que possuem ampla adaptacao climatica. Dentre as espécies de
maior interesse agronémico deste género destacam-se Rubus idaeus (framboesa) e
a Rubus fruticosus (amora-preta), ambas pertencentes a familia Rosaceae
(ANTUNES, 2002).

A amoreira-preta, que da origem a amora-preta (blackberry) designada como
“pequena fruta”, consiste em um grupo variado e complexo de plantas. E uma
espécie arbustiva de porte ereto ou rasteiro, que produz frutos agregados,
denominados mini drupa ou drupete, onde existe uma pequena semente, pesando
cerca de 4 a 7 gramas de coloragao negra e sabor acido a doce-acido (ANTUNES,
2002).

A sua cultura foi introduzida no Rio Grande do Sul em 1972, e tem alcangado
excelente adaptacdo e alta produtividade, a considerar as condigdes climaticas
desta regido que permite ofertar frutas das espécies de clima temperado
(ANTUNES, 2002).

Dentre as varias espécies fruticulas com boas perspectivas de cultivo e
comercializagdo, a amoreira-preta (Rubus spp) surge como uma das mais
promissoras. Esta € uma das espécies que tém apresentado sensivel crescimento
de area cultivada nos ultimos anos no Rio Grande do Sul, atualmente o maior
produtor nacional, com aproximadamente 700 tano™, e apresentando potencial para
os demais estados de caracteristicas climaticas semelhantes. Dentre as principais

cultivares de amora-preta testadas e adaptadas as condi¢gdes do sul do pais,
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destaca-se a cultivar ‘Tupy’, que é atualmente a cultivar mais plantada no pais. E
resultado do cruzamento realizado em 1982, entre ‘Uruguai’ e ‘Comanche’. As
plantas sdo de porte ereto, vigorosas, com espinhos, os frutos tém 8 a 10g de peso
médio, sabor equilibrado (acidez/agucar), com teor de solidos soluveis entre 8-
9°Brix. A colheita, nas condigbes de Pelotas, ocorre entre meados de novembro a
inicio de janeiro (RASEIRA & ANTUNES, 2004).

A amora-preta in natura é altamente nutritiva, contendo 85% de agua, 10% de
carboidratos, com elevado conteudo de minerais (destacando-se o calcio e o
potassio), sendo apontada como de interesse na prevengao a osteoporose e como
tbnico muscular durante praticas esportivas, além de conter vitaminas A, B e C
(BYAMUKAMA et al., 2005; RASEIRA & ANTUNES, 2004).

A amora-preta, assim como os demais pequenos frutos (berries), apresentam-
se como uma importante fonte de alguns fitoquimicos, os quais atuam como agentes
promotores da saude. Uma série de fungdes e constituintes quimicos séo relatados
na literatura relacionados as qualidades destes frutos, entre eles os compostos
fendlicos, destacando-se os acidos fendlicos, antocianinas, pro-antocianinas e
outros flavondides, que sao considerados potentes agentes antioxidantes
(ZADERNOWSKI et al., 2005). A capacidade antioxidante da amora-preta, em sua
maior parte, se deve aos compostos fendlicos, porém esta fruta possui certa
quantidade de carotendides, tocoferdis e, ainda, o acido L-ascérbico, que em
sinergia com o0s componentes majoritarios contribuem para este potencial
(IGNARRO et al., 2007; FRANKE, et al., 2004; LEE & KADER, 2000).

2.2. A maturagao e os compostos fitoquimicos

Segundo Antunes et. al. (2006), o conhecimento da fisiologia pos-colheita de
um fruto é de grande importancia para que se tenha subsidio técnico que vise a
ampliacdo do tempo de armazenamento, sem alteragao de qualidade.

Para melhor compreender os processos bioquimico-fisiolégicos da maturacgéo,
estudos buscam correlacionar os compostos secundarios com as respostas
fisiologicas e tecnologicas nos produtos. De acordo com Speirs e Brady (1991), o
amadurecimento de frutas envolve uma série de complexas reagdes bioquimicas,
como a hidrélise do amido, a producédo de carotendides, de antocianinas e de

compostos fendlicos, além da formacao de varios compostos volateis.
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Com relagédo aos processos bioquimicos-fisioldgicos da maturagéo, Morris et.
al. (1981) mencionam que, devido a estrutura fragil e alta taxa respiratéria de frutas
de amoreira-preta, sua vida pdés-colheita é relativamente curta, o que também é
corroborado por Hardenburg et. al. (1986), citados por Perkins-Veazie et. al. (1997).
Estes mesmos autores citam Clark (1992) quando relatam que a firmeza do fruto
colhido influencia na vida de prateleira, uma vez que podem ser facilmente
danificados no manuseio facilitando a infecgao por patégenos.

Fatores genéticos e de meio ambiente, tais como cultivar, maturagéo,
exposicao a luz UV e método de colheita, tem um importante papel na composi¢ao
das pequenas frutas. Em nivel de fendis e capacidade antioxidante de amoras-
pretas pode estar sendo influenciada pela maturacdo, além da natureza das
antocianinas individuais, dos fendis individuais, teores de acido L-ascorbico
presentes (FERREYRA et al., 2007; BYAMUKAMA, et. al., 2005; SIRIWOHARN et.
al., 2004; LEE & KADER, 2000). Por estas razdes, faz-se necessario um estudo
fitoquimico das mesmas, a fim de elucidar os processos bioquimicos-fisiolégicos da
maturacao e as rotas biossintéticas envolvidas nestes processos.

A sintese destes compostos com propriedades bioativas se torna importante
na fisiologia de plantas e frutas, pois eles atuam na protegéo contra o oxigénio livre e
de radicais metabdlicos causadores de uma série de danos celulares (AGAR et al.,
1997).

Ferreyra et. al. (2007), trabalharam com morangos cv. Selva, identificando e
caracterizando a capacidade antioxidante e o conteudo de diferentes compostos
como acido L-ascorbico, fendis totais, antocianinas totais ao longo da maturagéo
deste fruto. Os autores alegam que a oferta de cultivares de morango no mercado
mundial é altamente dinamica, e é uma estratégia util saber o maximo de
informagdes possiveis sobre suas caracteristicas de qualidade, incluindo a
composicao nutricional. Este conhecimento pode contribuir para avaliar e selecionar
as praticas de cultivo mais adequadas e atribuir o melhor uso (mercado de frescos,
processamento industrial, etc) para cada material. O morango € um dos mais
importantes representantes deste grupo de pequenos frutos, ndo-climatéricos, além
deste, destacam-se a framboesa, o mirtilo e a amora-preta (ANTUNES et. al., 2003)
para os quais também se justifica a identificacdo e caracterizacdo dos compostos

fitoquimicos presentes ao longo da maturacao.
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2.3. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo originados do metabolismo secundario das
plantas e, devido a sua diversidade quimica, possuem varias fungdes nos vegetais,
sendo essenciais para o seu crescimento e reproducdo, defesa contra herbivoria e
patdgenos, suporte mecanico, pigmentagdo, como atrativo de polinizadores ou
dispersores de frutos, além de se formarem em condicbes de estresse, como
infeccdes, ferimentos, radiagdes UV, dentre outros (ANGELO e JORGE, 2007; TAIZ
& ZEIGER, 2004; SELLAPPAN et al., 2002).

Basicamente sdo substéncias formadas pelo anel benzénico com grupos
hidroxilas associados diretamente a estrutura ciclica. Esses compostos sao
sintetizados a partir de duas rotas metabdlicas principais: a via do acido chiquimico e
a via do acido mevalbnico. A rota do acido chiquimico converte precursores de
carboidratos derivados da glicdlise e da rota da pentose fosfato em aminoacidos
aromaticos, mais precisamente a fenilalanina de onde derivam a maior parte dos
compostos fendlicos secundarios. A rota do acido mevaldnico embora seja uma
fonte importante de produtos secundarios fendlicos em fungos e bactérias, € menos
significativa em plantas superiores (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Os compostos fendlicos s&o classificados de acordo com seu esqueleto
basico, podendo ser divididos em: acidos fendlicos (derivados do acido benzdico,
derivados do acido cindmico), cumarinas, flavondides e derivados de polimerizagéo
(taninos e ligninas), os quais representam os compostos fendlicos amplamente
distribuidos na natureza.

A amora-preta apresenta-se como uma fonte importante de compostos
fendlicos bioativos, destacando-se a presenga das antocianinas, cianidina-3-
glicosidio e cianidina-3-rutinosidio; dos flavonois, quercetina e kaempferol; dos
flavanadis, catequina e epicatequina; e dos acidos fendlicos, acido p-cumarico, acido
cafeico, acido ferulico, acido p-hidroxibenzdico, acido elagico e acido galico
(MAATA-RIIHINENN et al., 2004; SIRIWOHARN et al., 2004).

Os acidos fendlicos caracterizam-se por possuir um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na
molécula. Estdo divididos em dois grupos, derivados do acido hidroxibenzdico, que
tem estrutura comum C6-C1 (como exemplo os acidos p-hidroxibenzdico, galico e

seu dimero de condensagdo elagico, vanilico e siringico), e derivados do acido
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hidroxicinamico, que sao compostos aromaticos com trés carbonos que formam uma
cadeia lateral com estrutura C6—C3 (os mais comuns sdo os acidos caféico, ferulico
e p-cumarico) (Figura 1) (ANGELO e JORGE, 2007).
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Figura 1. Estruturas quimicas: (a) acido galico; (b) acido elagico; (c) acido p-
hidroxibenzdico; (d) acido cafeico; (e) acido p-cumarico; (f) acido ferulico.
Fonte: Imagens GOOGLE, 2011.

O acido elagico (C4HgOs) apresenta-se como um dos acidos fendlicos de
maior relevancia, e tem sido reportado em varios estudos pela sua
representabilidade em frutos de amora-preta. Este composto € um hidrdlito da
elagitanina, produto da condensagéo do acido galico, que pode estar presente nas
plantas na forma de acido elagico livre, de acido elagico glicosideo ou de
elagitaninas, que é a mais comum (MATTILA & KUMPULAINEN, 2002; ZAFRILLA,
FERRERES & TOMAS-BARBERAN, 2001; HAKKINEN et al., 2000).

Os flavondides sao os que apresentam a estrutura quimica descrita como C6-
C3-C6, que consiste em dois anéis aromaticos, denominados anel A e B, unidos por
trés carbonos que formam um anel heterociclico, denominado anel C, possuindo
hidroxilas e glicosideos distribuidas ao redor (Figura 2) (ANGELO e JORGE, 2007).

O
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=

Figura 2: Estrutura genérica dos flavondides.
Fonte: ANGELO e JORGE, 2007.
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Variagbes na estrutura dos flavondides acabam subdividindo este grupo em
flavonol, flavona, flavanol e isoflavonas. Em comum, esses quatro grupos possuem
hidroxilas ligadas nas posigdes 5 e 7 do anel A. Os flavondis, como a quercetina e o
kaempferol, possuem uma hidroxila na posi¢do 3 e grupamento carboxila na posi¢cao
4 (anel C). Flavonas, como luteolina, sdo semelhantes aos flavondis, porém sem a
hidroxila ligada na posi¢gao 3. Os flavandis, como catequina, ndo possuem a dupla
ligagdo com oxigénio no anel C, mas possuem uma hidroxila da posicao 3. E
isoflavonas, como genisteina, apresentam o anel B ligado no carbono da posi¢ao 3
do anel C (RICE-EVANS et al., 1997).

O grupo mais comum dos flavondides pigmentados consiste das antocianinas,
que se caracterizam por um dos grupos de pigmentos mais largamente distribuidos
na natureza (TAIZ & ZEIGER, 2004). Sdo os componentes de muitas frutas
vermelhas e hortalicas escuras, apresentando grande concentragédo nas cascas. Seu
espectro de cor vai do vermelho ao azul, apresentando-se também como uma
mistura de ambas as cores resultando em tons de purpura (VOLP et al., 2008).

Em geral, os flavondides ocorrem como glicosideos, o que torna a molécula
menos reativa contra radicais livres, porém mais soluvel em sistemas aquosos,
permitindo, portanto, o armazenamento no vacuolo da célula (VOLP et al., 2008). A
glicolisagdo proporciona estabilidade e solubilidade a estes pigmentos, podendo
ocorrer em varias posigoes, sendo observada com maior freqiéncia na posigao 3 do
anel C. Como produtos da hidrélise das antocianinas obtém-se o componente
glicidico e a aglicona, denominadas antocianidina (CABRITA, LAUREANO e SILVA,
2003; SKREDE & WROLSTAD, 2000).

Muitas combinagdes de tipos, numero e posicdo do agucar substituinte sdo
possiveis de serem encontradas nas estruturas das antocianinas, assim, uma ampla
variedade tem sido identificada. Dentre as antocianidinas encontradas na natureza,
apenas seis estdo presentes nos alimentos: pelargonidina, cianidina, delfinidina,
peonidina, petunidina e malvidina, que diferem entre si quanto a o numero de
hidroxilas e ao grau de metilagdo no anel B (Figura 3) (LIMA e GUERRA, 2003).



21

Antoclanidina Grupp Grupo
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Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Malvidina OCH, OCH.,
Palargonidina H H
Paonidina OCH- H
Petunidina OCH, OH

Figura 3. Estrutura quimica de uma antocianidina e possiveis substituintes.
Fonte: LIMA & GUERRA, 2003.

2.4. Acido L-ascérbico (Vitamina C)

A vitamina C é um importante componente de qualidade em muitas frutas,
particularmente nas pequenas frutas e é também um constituinte essencial na dieta
humana, atuando na prevencao do escorbuto, manutencdo saudavel da pele e
vasos sanguineos, formacgédo do colageno, absor¢cdo de ferro inorganico, protegcao
contra a progressao de arteriosclerose e redugao do nivel de colesterol. O acido L-
ascorbico (Figura 4) € a forma biologicamente mais ativa da vitamina C e apresenta
forte capacidade antioxidante (ELLINGSEN et al., 2009; PANTELIDIS et al. 2007;
BURDULU et al., 2006).

Figura 4. Estrutura do acido L-ascoérbico
Fonte: ROSA et al., 2007.

Os processos de degradacao do acido ascorbico, que podem ocorrer por via
anaerobica e aerdbica, dependem de fatores como da concentragdo de oxigénio,
calor, luz, temperatura e tempo de estocagem (BURDULU et al., 2006). A forma

inicial, resultante da oxidagao reversivel da vitamina C, é o acido deidroascorbico
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(DHA), que é a forma oxidada do acido ascorbico (AA) e possui 80% da atividade
bioldgica de seu precursor ndo oxidado (Figura 5) (HERNANDEZ et al. 2006).
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Figura 5. Oxi-redugéo do acido L-ascorbico.
Fonte: SILVA et al., 2006.

A vitamina C, ou acido L-ascorbico, € uma vitamina hidrossoluvel e termolabil.
O acido L-ascérbico € amplamente distribuido nos vegetais e em produtos de origem
vegetal, sendo encontrado, principalmente, em frutas citricas e hortalicas folhosas
(ZHANG & HAMAUZU, 2004). Segundo Lee & Kadder (2000), a amora-preta
apresenta contetdos inferiores desta vitamina (cerca de 18 mg.100g™) quando
comparada as demais frutas deste estudo.

A acidez da vitamina C é justificada primeiramente devido a extens&do da
conjugacgao da carbonila presente no carbono 1, aumentando a caracteristica acida
da hidroxila no carbono 3. A hidroxila no carbono 2 faz parte de um enol e sua
acidez é pouco maior que a do fenol (ROSA et al., 2007).

O teor de vitaminas nas frutas pode variar dependendo da espécie, do estadio
de maturagdo na época da colheita, de variagbes genéticas, do manuseio pos-
colheita, das condi¢cdes de estocagem e do tipo de processamento (FERREYRA et
al., 2007; SILVA et al., 2006; LEE & KADER, 2000).

2.5. Carotendides

Os carotendides sao pigmentos que possuem como papel mais proeminente
na dieta de seres humanos a capacidade de servir como precursor da vitamina A. O
B-caroteno (Figura 6) € o carotendide que possui a maior atividade pro-vitaminica A
(SANCHEZ-MORENO et al, 2006; RODRIGUEZ-AMAYA, 1996).
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Figura 6. Estrutura do (3-caroteno
Fonte: RODRIGUEZ-AMAYA, 2001.

Os carotendides sao tetraterpendides de 40 carbonos unidos por unidades
opostas no centro da molécula. Ciclizagao, hidrogenagéo, desidrogenacéo, migragéo
de duplas ligagdes, encurtamento ou alongamento da cadeia, rearranjo,
isomerizagao, introdugcdo de fungbes com oxigénio ou a combinagdo destes
processos resultam na diversidade de estruturas dos carotendides (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001).

Tanto os carotendides precursores de vitamina A, assim como 0s n&o
precursores (como a luteina, a zeaxantina e o licopeno), parecem apresentar agao
protetora contra o cancer. Os possiveis mecanismos de prote¢ao sdo por intermédio
do sequestro de radicais livres, modulagdo do metabolismo do carcinoma, inibigao
da proliferacao celular, aumento da diferenciagao celular via retindides, estimulagao
da comunicacéo entre as células e aumento da resposta imune (OLSON, 1999).
Sabe-se que a estrutura dos carotendides exerce grande influéncia sobre a atividade
antioxidante. Por exemplo, cataxantina e astaxantina apresentam melhores
atividades antioxidantes que B-caroteno ou zeaxantina. A atividade antioxidante
aumenta com o aumento do numero de duplas ligagbes conjugadas, grupos cetona

e presencga do anel ciclopentano em sua estrutura (Figura 7) (UENOJO et al., 2007).
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Figura 7. Estrutura quimica das principais moléculas carotendides.
Fonte: Imagens GOOGLE, 2011.

Nas plantas os carotendides desempenham um papel fundamental como
pigmento acessoério na fotossintese, agindo como coletor de energia e protetor
contra foto-oxidagao (SILVA & MERCADANTE, 2002; KRINSKI, 2001).

Os carotendides exercem acdes relacionadas a redugao do risco de doencgas
degenerativas, como prevengao da formagao de catarata, redugcdo da degeneracgéao
macular relacionada ao envelhecimento e reducao do risco de doencas coronarias
(KRINSKI, 2001).

2.6. Tocoferodis
Os tocoferois, precursores da vitamina E, pertencem ao grupo dos

terpendides, constituindo um importante grupo na dieta humana, estando vinculados

as funcgbes biolégicas gerais, incluindo a atividade vitaminica, capacidade
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antioxidante, modulagdo da fungdo imune e regulagdo da diferenciacdo e
proliferagédo celular (GRANADO-LORENCIO et al., 2007).

Os tocoferdis (Figura 8) ocorrem naturalmente em praticamente todos os
vegetais, principalmente nos verde-escuros, nas sementes oleaginosas, nos 6leos e
no germem de trigo. A ocorréncia natural dos diferentes compostos que fazem parte
da vitamina E diferenciam-se entre os vegetais, mas o a- tocoferol tem ocorréncia
mais comum (SETIADIA, 2003).

W alfa-tocoferol
o beta-tocoferol
w gamma-tocoferol
o
e — delta-tocoferol

Figura 8. Estruturas de moléculas de tocoferois.
Fonte: Imagens GOOGLE, 2011.

A vitamina E € considerada como fator de protecdo de aproximadamente
oitenta tipos de enfermidades, como céncer, doengas cardiovasculares, entre outras.
O a-tocoferol é a forma mais comum de vitamina E presente na natureza, e é a sua
forma mais biologicamente ativa. Este tocoferol consiste na principal vitamina com
capacidade antioxidante transportada através da corrente sanguinea pela fase
lipidica das particulas lipoprotéicas. Junto com o beta-caroteno e outros
antioxidantes naturais, chamados ubiquinonas, a vitamina E protege os lipidios da
peroxidagao in vivo (CHING & MOHAMED, 2001).

2.7. Atividade antioxidante e os compostos fitoquimicos
A avaliagao de "pequenas frutas” como fonte de compostos bioativos quanto a

sua acao antioxidativa, esta associada a fatores relacionados a absorcgao,

distribuigdo, metabolismo e excregdo do organismo (MAATTA-RIIHINEN et al.,
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2004). A funcionalidade destes compostos baseia-se em sua agdo como inibidor de
radicais livres e como sequestrante de enzimas e metais, 0os quais estariam
envolvidos em alteragdes fisioldogicas como ateriosclerose, cataratas, cancer,
patologias cerebrais e inflamagdes crénicas (ZADERNOWSKI et al., 2005; GARCIA-
ALONSO et al., 2004; SIRIWOHARN et al., 2004; SELLAPPAN et al., 2002).

Os polifendis, juntamente com outros compostos redutores presentes na dieta
humana, tais como vitamina C, vitamina E e carotendides, protegem os tecidos do
corpo contra o estresse oxidativo e de patologias associadas com canceres,
doencgas coronarianas e inflamacgdes (TAPIERO, 2002).

Os compostos antioxidantes, presentes nas frutas e hortalicas atuam nas
espécies reativas de oxigénio, que incluem radicais livres reativos, tais como
superoxidos, hidroxilas e peroxila, e também com n&o radicais, como perdxido de
hidrogénio. Estas substancias atuam na etapa de iniciagdo e propagacdo dos
radicais livres ou supressao da formagé&o dos mesmos (LIM, LIM & TEE, 2007).

A atividade antioxidante desses polifendis € determinada pela capacidade de
sequestrar radicais livres, oxigénio singlete e algumas vezes como quelantes de
metais, podendo também atuar em conjunto com outras moléculas antioxidantes
(SOARES, 2002). A habilidade dos compostos fendlicos de serem antioxidantes
depende de sua estrutura quimica, sendo que o0s principais grupamentos
responsaveis sao: a) a fracdo orto 3’,4’- dihidroxi no anel B (como exemplo a
catequina e quercetina); b) a fragdo 5,7-dihidroxi no anel A (como exemplo o
kaempferol); c) a dupla ligagdo entre as posigdes 2 e 3 combinadas com o grupo
carboxilico na posicdo 4 do anel C, que provocam ressonancia. Entretanto,
alteragbes nos arranjamentos dos grupos hidroxilas e substituigdes por glicosilagao
acabam diminuindo a atividade antioxidante (RICE-EVANS et al., 1997).

Os acidos fendlicos tem atuagdo semelhante aos flavondides, sequestrando
radicais livres como principal forma de atuacdo como antioxidantes. Os &cidos
hidroxicinamicos sao mais ativos em relagcdo a atividade antioxidante do que os
acidos hidroxibenzoicos. Isso se deve a dupla ligacdo do radical presente na
molécula dos derivados do acido hidroxicinamico, que participa da estabilidade do
radical por ressonancia do deslocamento do elétron desemparelhado, enquanto que
os derivados do acido benzoéico nao apresentam essa caracteristica (ANGELO e
JORGE, 2007).
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A atividade antioxidante dos acidos hidroxicinamicos também €& maior por
possuirem grupamentos metoxila em sua estrutura. A presenga de uma metoxila
adjacente a hidroxila, como ocorre no acido ferulico, aumenta o periodo de indugao
da oxidacao duas vezes em relacdo a um controle sem antioxidante. Este decurso
de tempo € ainda maior com a presenca de duas metoxilas, como ocorre no acido
sinaptico. Entretanto, um maior potencial antioxidante é encontrado quando ha duas
hidroxilas nas posigcdes 3 e 4, estrutura apresentada pelos acidos caféico e 3,4-
dihidroxibenzéico, por exemplo (MARINOVA e YANISHLIEVA, 1992).

Em pesquisas epidemiologicas alguns flavonoides apresentam-se associados
com a protecado contra doencas do envelhecimento, possivelmente pela sua agao
como antioxidante. A formacgao de radicais livres pelo oxigénio € supostamente a
chave para o desenvolvimento de cancer e doengas coronarias, aliado a funcéo
protetora da membrana celular. Radicais livres podem atacar biomoléculas, dentre
as quais se destacam os lipidios, as proteinas ou o DNA propriamente dito, os quais
podem ser preservados pela acdo dos antioxidantes (DEGASPARI &
WASZCZYNSKYJ, 2004).

Nos alimentos, o acido ascérbico possui uma fungdo muito importante, devido
a sua agao fortemente redutora. Este composto € amplamente empregado como
agente antioxidante para estabilizar cor, sabor e aroma de alimentos. E utilizado
ainda como conservador e para o enriquecimento ou restauragéo, a niveis normais,
do valor nutricional perdido durante o processamento (ANGELUCCI et al., 1987).

E sabido que a vitamina C é um antioxidante, possuindo muitas funcdes
biolégicas como absorgédo do ferro inorgénico, reducado dos niveis de colesterol do
plasma, inibicdo da formagao de nitrosaminas, aumento da imunidade, e por reagir
com o oxigénio singlete e outros radicais livres, e estudos afirmam que reduz os
riscos de arteriosclerose, outras enfermidades cardiovasculares e algumas formas
de céncer (LEE & KADDER, 2000).

Segundo Olson (1999) os carotendides sequestram o oxigénio singlete,
removem os radicais peroxidos, modulam o metabolismo carcinogénico, inibem a
proliferagdo celular, estimulam a comunicagao entre células (juncbes gap), e elevam
a resposta imune.

Em sua revisdo Pazdro & Burgess (2010) relatam que espécies reativas de
oxigénio (EROS) seriam formadas pelo estresse causado pelo excesso de glicose

intracelular em pessoas com diabetes tipo 2, causando complicagcbes. Em pacientes



28

supervisionados, tratados com suplementacdo de vitamina E esse dano celular
(membranas celulares e de particulas lipoprotéicas) teria sido minimizado, uma vez
que esse fitoquimico protege contra o dano nas macromoléculas. A fungao dos
tocoferdis como antioxidante na peroxidagdo das membranas celulares ocorre pelo
fornecimento de um atomo de hidrogénio ao radical perdxido formado, agindo como
sequestrante de radicais livres, protegendo assim as membranas celulares de
possiveis danos (SIQUEIRA, 1997).

2.8. Atividade antimicrobiana e os compostos fitoquimicos

A atividade microbiana é uma das principais causas de deterioracdo em
alimentos e, muitas vezes, é associada a perda de qualidade e seguranga destes. A
preocupagao com relagdo a bactérias e fungos patogénicos em alimentos vem
crescendo devido ao aumento de surtos de doengas transmitidas por alimentos.

Os extratos de plantas constituem importantes fontes de compostos
biologicamente ativos, que podem apresentar importantes propriedades
antimicrobianas. Recentemente, o uso de extratos de plantas como agentes com
atividade antioxidante e antimicrobiana tem sido de extrema importancia, em
especial para alimentos, pois podem ser utilizados como aditivos alimentares,
fornecendo protecdo contra reagdes oxidativas, além de proteger contra
microrganismos deteriorantes e patogénicos (WU et al., 2008).

As frutas sdo fontes ricas em substancias bioativas como compostos
fendlicos e acidos organicos, que podem apresentar atividade antimicrobiana.
Alguns autores estudam as propriedades antimicrobianas de compostos fendlicos e
extratos de plantas e frutas contra bactérias patogénicas transmitidas por alimentos
(DUNG et al., 2008; KUETE et al., 2008; THITILERTDECHA et al., 2008; WU et al.,
2008), evidenciando que os compostos fendlicos sdo alguns dos principais
componentes que fornecem atividade antimicrobiana, muitas vezes agindo
sinergicamente entre eles e com outras moléculas extraidas, como carotenoides e
acido ascorbico.

Pesquisas mostram que a atividade antimicrobiana € relacionada a agao
antioxidante dos fitoquimicos, que pode variar de acordo com a concentragao e o
tipo de bactéria a ser estudada. Variagbes nas estruturas de bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas podem causar danos diferenciados quando a bactéria é
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submetida a compostos antimicrobianos, pois as diferengas entre esses dois grupos
estdo, principalmente, nas suas propriedades de permeabilidade das membranas
celulares e nos componentes de superficie (MATASYOH et al., 2009; WU et al.,
2008; THITILERTDECHA et al., 2008).

A estrutura e a composicao quimica dos compostos fitoquimicos também é
importante na agdo como agente antimicrobiano. O mecanismo de ag¢do dos
componentes fendlicos, que se destaca por possuir caracteristica de hidrofobicidade,
que é verificado por sua agao na degradacao da parede celular, danos a membrana
citoplasmatica, ao extravasamento de material celular, a coagulagdo do citoplasma,
e a desregulagdo do sistema de transporte de ions e elétrons no sistema
membranario (BURT et al., 2004).

Publicagdes relatam as propriedades de varios fitoquimicos, especialmente
dos compostos fendlicos presentes em frutas, os quais atuariam com eficacia contra
infeccbes causadas por Helicobacter pylori e na prevengao de diversas doencas
(VATTEM, 2005). Dentre os principais fitoquimicos que apresentariam estas
propriedades antibacterianas destacam-se os compostos fendlicos, os tocoferdis e o
acido ascérbico. Martini et al. (2009) em seu trabalho com Rubus ulmifolius, onde
foram isolados polifendis de extratos, demonstraram a atividade antibacteriana
contra duas cepas do H. pylori. Este resultado sugere que o acido elagico, que mata
H. pylori por atividade inibidora arilaminas N-acetyltransferases, € um eficaz agente
anti-H. pylori que poderia ser usado, junto com antibiéticos, para o tratamento de
infecgbes causadas por ambos clones CagA+ e CagA-.

Panizzi et al. (2002) em estudo realizado com Rubus ulmifolius, utilizando-se
de extratos obtidos através de diferentes solventes, constatou atividade
antimicrobiana sobre bactérias e fungos, e que esta tende a aumentar a medida que
aumenta a polaridade dos extratos e de alguns componentes isolados, a quercetina,
o kaempferol, o acido galico e o acido ferulico. As fragdes de acidos fendlicos e
taninos, extraidas utilizando metanol como solvente, mostrou uma alta atividade

antimicrobiana.
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3. Material e métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Metabdlitos Secundarios e no
Laboratdério de Cromatografia de Alimentos - Departamento de Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial (DCTA) da Faculdade de Agronomia “Eliseu Maciel” (FAEM),
Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Pelotas-RS.

3.1. Material vegetal

Os frutos utilizados neste estudo foram amoras-pretas (Rubus fruticosus) cv.
Tupy, in natura, em cinco estadios de maturacéo diferenciados, cultivados na regido
de Pelotas-RS (31° 45’ S 52° 20° W.GRW), safra 2008/2009, temperatura média do
periodo 21°C, com amplitude térmica média de 8,9°C, precipitacao pluviométrica de
45,3mm e insolagao total de 468,1 cal.cm™.dia™.

Os frutos foram colhidos manualmente, cerca de 500g de cada ponto de
maturagao, e transportados até o laboratério, em caixas isotérmicas, entdo foram
selecionados, de acordo com o grau de sanidade visual, lavados, sanitizados (7ppm
de cloro) e separados em cinco lotes, de acordo com a homogeneidade da
coloracdo da superficie dos frutos, cada qual representando um estadio de
maturacgédo, distinguindo-se: P1- superficie verde; P2- superficie résea-esverdeada;
P3- superficie résea-vermelhada; P4- superficie vermelho-arrocheada; P5- superficie

preto-arrocheada (Figura 9).
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Figura 9. Amora-preta (Rubus fruticosus) cv. Tupy em diferentes estadios de
maturacdo (P1, P2, P3, P4 e P5).
Fonte: AZEVEDO, M.L., 2008.

Logo, foram separadas amostras para realizagdo das avaliagdes prévias
(acidez titulavel total, avaliacdo instrumental da cor, sdélidos soluveis totais), e o
restante embalado em sacos de polietileno de alta densidade (0,45 micra), e
armazenados separadamente em ultra-freezer a -80°C, até o momento da realizagéo

das demais analises. Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata.

3.2. Reagentes quimicos

Os padrdes cromatograficos para a determinagao de fendis individuais foram
obtidos da Sigma (St. Louis, MO, USA) e Fluka (Milwaukee, WI), incluindo: acido
cafeico, acido ferulico, acido p-cumarico, acido galico, acido elagico, acido p-
hidroxibenzdico, quercetina, campferol, miricetina, (+)catequina e (-) epicatequina;
todos com 96-99% de pureza.

Os padrdes utilizados para a determinacdo de tocoferdis foram: a, & e y-
tocoferol, obtidos da Sigma Aldrich (Steinheim, Germany) com 90-99% de pureza.

Para a determinacgao de carotendides utilizou-se padrdes de B-cryptoxantina,
licopeno, luteina e zeaxantina, obtidos da Chromadex (Irvine, USA); e o B-caroteno
obtido da Fluka (Saint Louse, USA), todos com 97% de pureza.

Na determinacdo de antocianinas todos os padrbées utilizados foram
provenientes da Fluka (Milwaukee, WI), com pureza maior que 95%, incluindo o
cloreto de cianidina, cloreto de pelargonidina, cloreto de malvidina, cloreto de
peonidina, cloreto de delfinidina, cloreto de Kuromanina, cloreto de Keracianina e
cloreto de malvidina-3-0-galactosideo.

Os padrdes cromatograficos para a determinagao de acido ascoérbico foram

o acido L-(+)-ascorbico da Synth (Diadema, Brazil), 99% de pureza.
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Foram utilizados meios YPD (Yeast Peptone Dextrose), Agar, Peptona, MHI
(Agar Miller Hinlton), TSA (Trypticase Soy Agar) Merck (Germany). Ciprofloxacina.
DPPH (2.2-Difenil-1-picrylhidrazil), reagente Folin-Ciocalteu e TROLOX (Acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-2-carboxilico) da Sigma (St. Louis, MO, USA).

Os demais reagentes utilizados para a realizagdo das diversas analises
foram de grau P.A. ou UV/HPCL espectroscopico.

3.3. Métodos
3.3.1. Avaliagao instrumental da cor

A cor foi mensurada instrumentalmente com colorimetro Minolta CR-300
Chroma Meter (Ramsey, USA), os parametros medidos foram: L*, a* e b*; onde L*
indica a luminosidade (0 = preto e 100 = branco) e a* e b* representam a
cromaticidade (+a* = vermelho; -a* = verde; +b* = amarelo; -b* = azul). Estes
parametros foram convertidos em angulo de cor, H° = tan'b*/a*, indicando o angulo
hue (H°) da amostra (0° ou 360° = vermelho; 90° = amarelo; 180° = verde; 270° =

azul) (ZHANG et al., 2008).
3.3.2. Avaliagoes fisico-quimicas gerais

Acidez titulavel total, método volumétrico, com NaOH 0,1N, foi expressa em
mg de acido malico por 100 gramas de fruto (AOAC, 2006).

Sdlidos soluveis totais (expresso em °Brix) foi mensurado com refratdmetro de
Abbé, a 20°C (modelo RM-M3, Atago Co. Ltd., Tokyo, Japéao).

O indice de maturagcdo foi obtido através da razdo: solidos soluveis
totais/acidez total titulavel (ACOSTA-MONTOYA et al., 2010).

3.3.3. Determinagao de compostos fendlicos totais

Compostos fendlicos totais foram determinados por espectrofotdbmetro pelo
método de Folin-Ciocalteu (SINGLENTON & ROSSI, 1965). Segundo o método,
pesou-se 2g de amostra triturada, dilui-se em 20 mL de metanol, manteve-se o

macerado em um banho-maria a 25°C, durante 3 horas, filtrou-se com algodé&o para
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um baldo volumétrico de 50 mL, completando o volume com metanol. Fez-se a
reacao colorimétrica para quantificagdo, tomando-se 1 mL de extrato e adicionando
10 mL de agua e 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau, deixando reagir por 3
minutos, adicionou-se 1,5 mL de carbonato de sodio 20%, deixou-se reagir por 2
horas e, logo, fez-se a leitura da absorbéancia da amostra em espectrofotdmetro
(Ultrospect® 2000 UV/Visivel Pharmacia), utilizando comprimento de onda 765 nm.
Foi construida uma curva padrao de acido galico para realizar a quantificagao
dos fenois expressa em mg de acido galico.100g™" de amostra. Os resultados foram
expressos em miligramas de equivalente em acido galico por 100 gramas de peso

de fruto in natura.
3.3.4. Determinagao de antocianinas totais

O conteudo de antocianinas totais foi determinado por espectrofotdmetro
segundo método de Less e Francis (1972), com algumas modificagdes, onde pesou-
se 1 g de amostra macerada, acrescentou-se 25 mL de etanol acidificado (HCI até
pH 1,0) e deixou-se 0 macerado em repouso por 1h, homogeneizando-o, neste
intervalo, a cada 5 min (+/-). Apos, filtrou-se com algodao e completou-se o volume
com etanol, para 50 mL em baldo volumétrico. Fez-se a leitura da absorbéncia em
espectrofotdmetro (Ultrospect® 2000 UV/Visivel Pharmacia) no comprimento de onda
de 520 nm. Os resultados foram expressos em miligramas de cianidina-3-glicosideo

por 100 gramas de fruto in natura.
3.3.5. Determinagao de carotendides totais

O conteudo de carotenoides totais foi determinado segundo método de
Rodriguez-Amaya (1999), Triturou-se a amostra com celite, extraiu-se com acetona
gelada, e apos foi feita uma filtragdo a vacuo e lavagem com acetona gelada, até
total remocédo do pigmento. Apds a etapa de extragdo, o pigmento foi transferido
para um funil de separagdo, onde foi adicionado éter de petroleo e agua até a
completa remogdo da acetona. Foi realizada a leitura da absorbancia do extrato
etéreo em espectrofotdbmetro (Ultrospecz‘® 2000 UV/Visivel Pharmacia), no
comprimento de onda de 450 nm. A quantificagao foi realizada através da equacéo a

seqguir:
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Absorbancia X vol. do extrato (mL) x 10°
2500 % 100 X g de amostra

Carotendides totais =

Os resultados foram expressos em miligrama de [(3-caroteno por 100 gramas

de fruto in natura.
3.3.6. Avaliagoes cromatograficas
A. Determinagao de compostos fendlicos individuais

Foram quantificados e determinados fendis individuais segundo método
descrito por Hakkinen et al. (1998), com pequenas modificacbes. A amostra foi
extraida com metanol, apos foi adicionado acido cloridrico P.A. (concentragao final
de HCI 1,2 M) para realizagdo da hidrolise da amostra. O extrato foi homogeneizado
em banho-maria a temperatura de 35°C, na auséncia de luz por 24 horas e, apds
este periodo, a mistura foi filtrada em algodao e o sobrenadante foi concentrado em
rotaevaporador a 40°C por 20 minutos. O residuo concentrado foi redissolvido em
metanol até o volume final de 10 mL, o qual foi centrifugado (7.000 x g) por 10
minutos, sendo entao injetada uma aliquota de 30 pL no cromatdgrafo liquido.

O cromatografo consiste no sistema HPLC-Shimadzu, com injetor automatico,
detector UV-visivel a 280nm, coluna de fase reversa RP-18 CLC-ODS (5um, 4,6mm
x 150mm) com fase estacionaria octadecil e uma coluna de guarda CLC-GODS (4)
com fase estacionaria de superficie octadecil, ambas localizadas em forno a 25°C. A
fase movel consistiu no gradiente de eluigdo (Tabela 1) utilizando solugdo aquosa de
acido acético (99:1, v/v) e metanol, com fluxo de 0,8 mL.min™', com um tempo total
de corrida de 45 minutos, segundo metodologia descrita por Zambiazi (1997).

Os compostos fendlicos individuais foram quantificados com base na curva
de calibragdo dos padroes externos de acido p-cumarico, acido cafeico, quercetina,
acido ferulico, epicatequina, acido p-hidroxibenzoico, acido galico, acido elagico,
catequina, miricetina e campferol. Os valores dos pontos de calibragdo foram
estipulados com base em estudos prévios de quantificagcdo de compostos fendlicos
individuais em pequenas frutas (SHAHRZAD et al.,, 1996), os resultados foram
expressos em miligramas do composto fendlico por 100 gramas de fruta fresca.
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Tabela 1. Programa do gradiente de eluicdo dos solventes para separagcéo de
compostos fendlicos individuais em amora-preta (Rubus fruticosus).

Tempo (minutos) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 100 0
25 60 40
27 60 40
37 95
42 95
45 100

Solvente A: solugédo aquosa de acido acético (99:1 v/v); Solvente B: metanol
Fonte: Chim, 2008.

B. Determinagao de antocianinas individuais

Na extracdo de antocianinas individuais foi utilizado o método adaptado de
Zhang et al. (2004), que consistiu na extracdo do pigmento com uma solugdo de
metanol e acido cloridrico (99,9:0,1v/v), seguida de uma agitacdo por trés horas,
filtracdo, concentracdo em rotaevaporador a 30°C por 20 minutos e dissolugdo em
solucéo de metanol com 1% de HCI, até completar 5 mL em baldo volumétrico. Apos
o extrato foi centrifugado (7.000 x g) por 10 minutos, sendo ent&do injetada uma
aliquota de 10 pL no cromatografo liquido.

O sistema cromatografico utilizado consiste no sistema HPLC-Shimadzu
(idem ao descrito na analise de compostos fendlicos individuais) com detector UV-
visivel a 520 nm. A fase movel consistiu em um gradiente de eluicdo (Tabela 2) com
solugdo aquosa de acido acético (98:2,0% v/v), metanol e acetonitrila, com fluxo de
0,8 mL.min" e tempo total de corrida de 40 minutos.

Os picos foram identificados por comparagéo com os tempos de retengao dos
padroes e quantificados através de curvas de calibracdo de padrdo externo de
cloreto de malvidina, cloreto de Kuromanina (cianidina-3-glicosideo), cloreto de
Keracianina (cianidina-3-rutinosideo), cloreto de Pelargonidina, cloreto de Peonidina,
cloreto de Delfinidina, cloreto de Cianidina e malvidina-3-galactosideo. Os resultados
foram expressos em miligramas do composto antocianico por 100 gramas de fruto in

natura.
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Tabela 2. Programa do gradiente de eluicdo dos solventes para separagcéo de
antocianinas individuais em amora-preta (Rubus fruticosus)

Tempo (minutos) Fase moével Fase movel (%)

100
0
0

90
0
10
80
10
10
80
10
10
80
10
10
70
0
30
70
0
30

100
0
0

10

15

20

25

30

35

40

O @ >» 0 ®>» O > O >» O >» O >» O >» O O >

Solvente A: solugdo aquosa de acido acético (98:2, v/v); Solvente B: metanol; Solvente C: acetonitrila.

Fonte: Pertuzatti, 2009.
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C. Determinacgéao de acido L-ascérbico

Para a extracdo do acido L-ascorbico, a amostra foi dissolvida com acido
metafosforico a 4,5% em agua ultra pura ao abrigo da luz a temperatura ambiente,
apos filtrou-se e completou-se o volume para 50 mL em agua ultra pura. Do filtrado
retirou-se uma aliquota de 1,5 mL e centrifugou-se por 10 minutos a 9000 x g. O
sobrenadante foi recolhido e uma aliquota de 20uL da amostra foi injetada em
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia.

Para a determinacdo de acido L-ascérbico foi realizada analise em
cromatografia liquida de alta eficiéncia constituida de sistema HPLC-Shimadzu
(idem ao descrito na analise de compostos fendlicos), utilizando o detector UV-
visivel a 254 nm. Utiliza-se um sistema de elui¢cao gradiente (Tabela 3) com as fases
moveis contendo agua ultra pura:acido aceético (99,9:0,1 v/v) e metanol (100%), com
tempo total de corrida de 10 minutos e fluxo de 0,8 mL.min”", seguindo a
metodologia adaptada de Vinci, Rot e Mele (1995) e de Ayhan, Yeom e Zhang
(2001).

Tabela 3. Programa de gradiente de eluicdo dos solventes na determinagao de
acido L-ascorbico em amora-preta (Rubus fruticosus).

Tempo (minutos) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 100 0
5 98 2
7 98 2
10 100 0

Solvente A: solugdo de agua ultra pura: acido acético (99,9:0,1 v/v); Solvente B: metanol.

Fonte: Chim, 2008.

Para a quantificacdo de vitamina C utilizou-se a curva quadratica de padrao
externo, preparada com acido L-ascérbico. O conteudo de acido L-ascoérbico na
amora-preta foi expresso em miligramas de acido L-ascoérbico por 100 gramas de

fruta fresca.
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D. Determinagao de carotendides individuais

O processo de extragao para determinagao e quantificagcdo de carotendides
individuais foi realizado utilizando a mesma metodologia de extragdo de amostra
para a determinacio de carotendides totais. Apds a etapa de extragao foi realizada a
saponificagdo da amostra com KOH (1,5N). Logo a amostra foi centrifugada (9000 x
g) por 10 minutos e injetada uma aliquota de 20 uL no cromatégrafo liquido.

A anadlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia consistiu no sistema
HPLC-Shimadzu (idem ao descrito para a analise de compostos fendlicos), equipado
com detector UV, utilizando o comprimento de onda de 450 nm. Utilizou-se um
sistema de eluicdo gradiente (Tabela 4) de metanol, acetonitrila e acetato de etila,

com tempo total de corrida de 40 minutos um fluxo de 1 mL.min™".

Tabela 4. Programa do gradiente de eluicdo dos solventes para separacédo de
carotendides individuais em amora-preta (Rubus fruticosus)

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

Solvente A: metanol; Solvente B: acetonitrila; Solvente C: acetato de etila

Fonte: Pertuzatti, 2009.

Os compostos foram identificados por comparagdo com os tempos de
retengcdo dos padrdes e quantificados através de curvas de calibracdo do padrao
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externo de p-criptoxantina, licopeno, Iluteina e p-caroteno. O conteudo de
carotendides individuais na amora-preta foi expresso em miligramas de carotendides
individual por 100 gramas de fruta fresca, e foi determinada a soma dos carotenoides

individuais (B-caroteno, luteina + zeaxantina, licopeno e B-criptoxantina).

F. Determinacgao de tocoferoéis

Para a extragdo de tocoferois, foi utilizada a metodologia para extragdo de
carotendides totais de Rodriguez-Amaya (1999), com algumas modificagbes. Apds a
extragao da fase etérea, esta foi separada e centrifugada (9000 x g) por 10 minutos
e transferida a um vial de 1,5 mL para a injegdo de uma aliquota no cromatégrafo.

A analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia consistiu no sistema
HPLC-Shimadzu (idem ao descrito para a analise de compostos fendlicos
individuais), equipado com detector de fluorescéncia, utilizando o comprimento de
onda de 290 nm para excitacdo e de 330 nm para a emissdo. Utilizou-se um sistema
de eluicdo gradiente (Tabela 5), com fases moveis: metanol, acetonitrila e
isopropanol, seguindo a metodologia adaptada de Zambiazi (1997). O tempo total de

corrida foi de 15 minutos e fluxo de 1,0 mL.min.™".

Tabela 5. Programa do gradiente de eluicdo dos solventes na separagcdo de
tocoferdis individuais em amora-preta (Rubus fruticosus)

Tempo (minutos) Fase moével (%) Fase movel
0 A 40
0 B 50
0 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

Solvente A: metanol; Solvente B: acetonitrila; Solvente C: isopropanol.

Fonte: Chim, 2008.
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Para a quantificacdo 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 y-
tocoferol, porque estes dois compostos nédo foram separados no processo
cromatografico, e, portanto, foram quantificados conjuntamente.

O conteudo total de tocoferdis, expresso em miligrama de tocoferdis por 100
gramas de amostra, foi determinado pela soma dos tocoferdis individuais (a-, 6- e y-

tocoferol).
3.3.7. Determinacao da atividade antioxidante
A. Atividade antioxidante in vitro

Em extratos metandlicos dos pontos de maturagdo dos frutos,
macerados por 24 horas, foram determinadas as atividades antioxidantes segundo
meétodo adaptado de Brand-Willians, Cuvelier e Berset (1995), que se baseia na
reducdo do radical estavel 2,2-difenil-1-picrylhidrazil (DPPH), com algumas
modificagdes. Para a extracdo dos compostos com atividade antioxidante presentes
nas amostras trituradas, utilizou-se metanol. Apos maceragdo de 24h a uma
temperatura de 3-4°C a amostra foi centrifugada (7000 x g) por 10 minutos.

Foi preparada uma solugao mae de DPPH pesando-se 24mg do radical livre
DPPH e dissolvendo em 100 mL de metanol, apds esta foi estocada sob
refrigeracdo. No momento da analise, retirou-se 10 mL da solugdo mae, que foram
diluidos em 45 mL de metanol, para preparar a solugdo uso. A absorbancia desta
solucgao foi ajustada para 1,1 + 0,02.

Para quantificacdo da atividade antioxidante, 100 uL do extrato da amostra
foram adicionados a 3,9 mL da solucdo uso de DPPH. A absorbancia da amostra foi
lida em espectrofotémetro (Ultrospect® 2000 UV/Visivel Pharmacia) ap6s 30 minutos
a um comprimento de onda de 517 nm. O resultado foi expresso em percentual de
inibicdo (%) e em mM TE (equivalente em Trolox) por 100 gramas de fruto fresco.
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B. Atividade antioxidante in vivo

A atividade antioxidante in vivo foi determinada segundo metodologia descrita
por Soares et al. (2005), utilizando células eucaridticas da levedura Saccharomyces
XV 185-14C (MATa, ade 01/02, 17/04 arg, seu 1-7, 1-1 lys, trp 1-1, 5-48 trp, hom
10/03), fornecido pelo Dr. Von Borstel RC (Departamento de Genética da
Universidade de Alberta, Edmonton, AB, Canada).

Uma porgao desta cepa foi mantida em meio YPD sélido contendo extrato de
levedura (1% wi/v), glicose (2% w/v), peptona (2% w/v) e agar (2% w/v). As células
foram transferidas para um meio liquido (mesma composi¢gao de meios solidos sem
agar) e colocadas em um agitador orbital a 28°C e 160 rpm.

As suspensdes celulares contendo 2 x 10° células de levedura.mL™, foram
entdo tratadas com extratos diluidos (extrato:agua) P1 (1:8), P2 (1:7), P3 (1:6), P4
(1:3) e P5 (1:3) e incubados por 1 hora a 28°C sob agitagdo no escuro, estas
diluicbes foram estabelecidas em funcdo da maior concentragdo nao citotdxica
determinada em ensaios preliminares. As ceélulas foram centrifugadas (2000 x g,
28°C por 5 minutos) e lavadas com 0,9% (w/v) de solugéo de cloreto de sodio (duas
vezes). Finalmente as células foram destacadas com solugédo de agua oxigenada 50
mM para uma hora a 28°C. As amostras foram diluidas em uma solug&o de cloreto
de sddio (0,9% w/v), semeadas em meio de cultura completo YPD e incubadas a
28°C por 48 horas.

ApOs a incubagéao, as coldnias foram contadas e fez-se referéncia das placas
teste, ao numero total de colbnias observadas na placa de controle (células n&o

tratadas) que esta ultima foi definida como a sobrevivéncia celular de 100%.
3.3.8. Atividade antimicrobiana

Foi utilizada a linhagem de Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) que foi
mantida a 5 °C em meio TSA. A atividade antimicrobiana dos extratos foi testada
pelo método de difusdo em disco de acordo com o National Commitee for Clinical
Laboratory Standards Guidelines (NCCLS, 2001), com algumas modificagdes.

Foram utilizadas suspensdes de células com 10" UFC/mL obtidas pelo padrao
de turbidez McFarland N° 0.5, as quais foram padronizadas ajustando-se a

densidade Optica de 0,100 a 625 nm. Uma suspensdo do microrganismo foi
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espalhada em Agar Mueller-Hinton em placas de Petri com didmetro de 15 cm.
Discos de papel filtro (6 mm de didmetro) foram embebidos com 10 pyL do extrato.
Apods os discos foram secos a temperatura ambiente (20 + 3 °C) e colocados na
superficie das placas inoculadas, que foram incubadas a 37°C por 24h. Os
didmetros das zonas de inibigdo foram mensuradas em milimetros. O antibidtico
Ciprofloxacina foi utilizado como controle positivo, e agua ultra pura como controle
negativo, e as zonas de inibigdo foram comparadas com aquelas dos discos de
referéncia.

A minima concentragdo inibitéria (MIC) foi definida como a menor
concentragdo que inibiu o crescimento do microrganismo, detectado visualmente.
Foram utilizadas as seguintes concentra¢des dos extratos: 100%, 66% e 33%, que
equivalem a aproximadamente, 750 mg.mL", 500 mg.mL' e 250 mg.mL",

respectivamente.
3.3.9. Analise estatistica

Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilks e quanto a homocedasticidade pelo teste de Hartley. Posteriormente, os dados
foram submetidos a analise de variancia (p<0,05). Os efeitos de estadios de
maturagao foram avaliados por comparacao de médias pelo teste de Tukey (p<0,05).
A comparagdo com a testemunha e/ou controle, nas variaveis atividade
antimicrobiana e sobrevivéncia de leveduras, foi realizada pelo teste de Dunnett
(p<0,05). A presenca de correlagbes entre as variaveis dependentes do estudo foi

analisada através do coeficiente de correlagao de Pearson (SAS Institute, 2002).
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4. Resultados e discussao

Como ponto de partida para diferenciar os cinco estadios de maturagao foi
realizada a avaliagao instrumental da cor (Tabela 6), sendo esta uma determinagao
muito util para correlacionar com os pigmentos presentes nos frutos, bem como as

mudancas ao decorrer do seu desenvolvimento.

Tabela 6. Coordenadas de cor e angulo hue (H°) em amoras-pretas (Rubus
fruticosus) cv. Tupy provenientes de cinco diferentes estadios de maturagéo
(FAEM/UFPel, Pelotas-RS, 2008/2009).

Estadios de
Maturacao - 2 ° a
P1 4436 a ¥ -14,17 d 32,19 a 113,76 a
P2 43,86 a 8,57 b 27,83 a 72,91 b
P3 21,25 b 23,39 a 11,28 b 2492 ¢
P4 15,96 ¢ 8,67 b 1,48 ¢ 9,67 d
P5 14,75 ¢ 2,58 ¢ 0,19 ¢ 4,25 d
Média Geral 28,03 5,81 14,60 45,10
CV (%) 5,9 34,5 15,2 7,2
DesvPad 14,87 13,55 14,79 46,95

¥ Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
CV- coeficiente de variagao.

De acordo com os resultados obtidos, em especial pelo angulo hue (H°),
pode-se observar que ha uma diferenga significativa (p<0,05) entre os estadios P1,

P2, P3 e agrupados P4 e P5, demonstrando ser esta avaliagao interessante para
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delimitar os estadios, porém ainda nao totalmente, visto que dois grupos ainda

permanecem sem diferencga significativa (p<0,05) entre eles.

Tabela 7. Determinagdes fisico-quimicas em amoras-pretas (Rubus fruticosus) cv.
Tupy provenientes de cinco diferentes estadios de maturagcdo (FAEM/UFPel,
Pelotas-RS, 2008/2009).

_ _ . _ . indice de
Estadios de Acidez titulavel Solidos Soluveis _
. ] o p . Maturacao
Maturagao (mg ac. malico.100g™) (°Brix)
(SS/AT)
P1 17,43 ab ¥ 4,90 d 0,28 d
P2 18,35 a 5,10 d 0,28 d
P3 15,68 b 6,20 c 0,40 c
P4 12,78 ¢ 7,00 b 0,55 b
P5 11,54 ¢ 8,40 a 0,73 a
Média Geral 15,15 6,32 0,45
CV (%) 6,2 1,6 8,3
DesvPad 2,93 1,44 0,19

¥ Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
CV- coeficiente de variagédo

Com relagédo as analises fisico-quimicas (Tabela 7), pode-se verificar que a
acidez total titulavel (AT) decresce, diferindo significativamente (p<0,05), ao longo do
desenvolvimento do fruto, com exce¢ado de P4 e P5 que, assim como ocorreu no
angulo hue, nao diferiram entre si, o que indica que somente estes dois testes ainda
sao insuficientes para diferenciar os cinco estadios. O teor de acidez natural é
representado principalmente pela presenga do acido malico, que € o acido organico
majoritario em amora-preta (KAFKAS, 2006).

O contrario ocorre com os solidos soluveis (SS) que aumentam
significativamente (p<0,05) a medida que o fruto torna-se mais maduro (Tabela 7).
Com esta avaliagao podemos diferenciar os pontos 4 e 5, porém, nao diferimos mais
os pontos 1 e 2, 0 que corrobora para o uso de mais de uma avaliagao para se ter
uma diferenciacdo dos estadios. Tais resultados estdo de acordo com os descritos

por Chim (2008) que verificou valores de soélidos soluveis de 8,5 °Brix, em amora-
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preta madura da safra 2006/2007; e Mota (2006) relata valores de solidos soluveis
de 7 °Brix, em amora-preta oriundas da safra 2003/2004.

O indice de maturagéo (SS/AT) aumentou significativamente (p<0,05) durante
o desenvolvimento do fruto (Tabela 7), porém nesta avaliagcdo ndo diferimos os
pontos 1 e 2, assim como nos resultados de sdlidos soluveis totais. Vale ainda
ressaltar que esta avaliagdo nao esta sendo utilizada com o intuito de avaliar o ponto
de colheita, que seria sua fung¢do original, mas sim ser mais uma ferramenta na
diferenciacdo dos cinco pontos de maturacdo aqui propostos. Resultados
semelhantes obtiveram Acosta-Montoya et al. (2010) em seu trabalho, porém estes
autores trabalharam somente com trés estadios de maturacao tardios e comestiveis
de amoras-pretas (Rubus adenotrichus Schitdl.) provenientes de clima tropical em
terras altas, estes autores afirmam que o indice de maturagéo (SS/AT) apresenta-se
como um bom indicador de maturidade do fruto, pois aumenta durante a
maturagao/desenvolvimento deste.

Essas trés variaveis demonstradas na Tabela 7 apresentam forte correlacéao,
segundo coeficiente de correlagdo de Person, dados demonstrados na tabela em
anexo (Apéndice |), bem como acompanha nesta correlagdo o angulo hue, o que
indica que estas quatro avaliagbes sao determinagdes eficientes para diferenciar os
frutos em estadios de maturagao/desenvolvimento.

Com relagdo aos compostos fitoquimicos presentes nos frutos, a partir de
extratos obtidos dos cinco estadios de maturagao, ja delimitados previamente pelas
determinacgdes fisico-quimicas, pode-se afirmar que, de acordo com os resultados
nao houve diferengas significativas (p<0,05) para os compostos fendlicos totais

(Tabela 8), a catequina (Tabela 9) e o acido L-ascoérbico (Tabela 10).
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Tabela 8. Fendis totais em amoras-pretas (Rubus fruticosus) cv. Tupy provenientes
de cinco diferentes estadios de maturagdo (FAEM/UFPel, Pelotas-RS, 2008/2009).

Fendis totais

Estadios de maturacao )
(mg GAE.100g™")

P1 5267,22 ™

P2 4217,59 ™

P3 2801,36 "™

P4 3114.34 ™

P5 4062.66 "

Média Geral 3892,64
CV (%) 36,2
DesvPad 977,32

" valores nao significativos (p<0,05). CV- ceficiente de variagao.

GAE-= equivalente em acido galico.

Sobre a diferenga nao significativa (p<0,05) nos resultados de compostos
fendlicos totais (Tabela 8), esta pode estar relacionada, possivelmente, as condi¢des
edafoclimaticas que a planta € submetida, pois a sintese de fendis esta ligada aos
fatores de metabolismo secundario de protecdo da planta (MOYER et al., 2002),
bem como, os cinco estadios de maturagdo apresentam resultados semelhantes
devido a possiveis conversdes quimicas dos compostos fendlicos individuais no
decorrer do desenvolvimento dos frutos.

Estes, ainda, apresentaram uma média de 3892,64 mg GAE.100 g™, o que é
considerado um teor alto destes componentes. O alto conteudo de fendis totais pode
ser explicado, pois sendo esta quantificacdo uma estimativa do conteudo de todas
as subclasses de compostos fendlicos presentes nas amostras, abrangendo
flavondides, antocianinas e compostos fendlicos ndo flavondides (SELLAPPAN et
al.; 2002).

Outro fator que pode contribuir para os valores elevados, e com a nao
diferencga significativa (p<0,05) destes nos frutos, € que os teores de fendis totais séo
geralmente superestimados, por causa da inclusdo de compostos n&o fendlicos,
dentre os quais agucares e acido L-ascorbico, que podem interferir na reagdo com
Folin-Ciocalteu (GEORGE et al., 2005).



47

No entanto, ha relatos na literatura de altas concentragdes de fendis totais em
amoras-pretas, sugerindo que esse fruto possui alto poder antioxidante
(SELLAPPAN et al.; 2002). Mertz et al. (2007), encontraram teores de fendis totais
de 4250 mg GAE.100 g' e 6300 mg GAE.100 g', em base seca, em R.
adenotrichus, provenientes da Costa Rica, e R. glaucus, provenientes do Equador,
respectivamente. Chim (2008) encontrou valores de compostos fendlicos totais ao
redor de 569,89 mg GAE.100 g™ para a mesma cultivar, também em Pelotas-RS, na
safra 2005/2006, onde as condigdes edafoclimaticas podem ser diferentes, visto que
0 pomar n&o é o mesmo, apesar de estar na mesma regiéo.

Para os teores de compostos fendlicos individuais (Tabela 9) foram
determinados alguns acidos fendlicos, como os derivados do acido benzdico, dentre
0s quais o acido p-hidroxibenzdico, o acido galico e o seu dimero de condensagao: o
acido elagico; os derivados do acido cinamico, representados pelo acido cafeico,
acido p-cumarico e pelo acido ferulico e flavanols: epicatequina e catequina.
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Tabela 9. Compostos fendlicos individuais (Acido galico, Acido p-hidroxibenzéico,
Acido elagico, Acido cafeico, Catequina, Epicatequina, Acido p-cumarico, Acido
ferulico e somatério) em amoras-pretas (Rubus fruticosus) cv. Tupy provenientes de
cinco diferentes estadios de maturacao (FAEM/UFPel, Pelotas-RS, 2008/2009).

Estadios de Acido galico . Ac.ido p-” Acido elagico ACi(_jO
maturacéo (mg.100g") hidroxibenzodico (mg.100g™) cafeico
(mg.100g™) (mg.100g™)
P1 8,40 ¢’ 10,80 d 1,06 ¢ 8,20 a
P2 17,78 ¢ 11,73 d 921 b 5,73 ab
P3 55,22 ¢ 33,69 c 574 b 3,86 bc
P4 128,15 b 74,55 b 578 b 2,39 ¢
P5 199,04 a 146,33 a 15,65 a 1,77 ¢
Média 81,72 55,42 7,49 4,39
CV (%) 22,5 8,0 19,6 22,7
DesvPad 80,75 57,01 5,40 2.61
Estadios de  Catequina Epicatequina Acido p-cumarico Acido ferulico >

maturagdo  (mg.100g")  (mg.100g™) (mg.100g™) (mg.100g™") (mg.100g™)

P1 6,36 " 64,32 c 2,10 ab 3,56 a 104,79 ¢
P2 4,61" 49,77 ¢ 2,88 a 2,77 a 104,48 ¢
P3 3,58 ™ 53,36 ¢ 1,39 ab 1,62 b 158,46 ¢
P4 3,57™ 172,54 b 0,87 b 1,36 b 389,23 b
P5 1,94 " 44494 a 0,49 b 1,05 b 811,21 a
Média 4,35 156,98 1,54 2,07 313,63
CV (%) 49,2 7,8 27,2 15,2 7,7
DesvPad 1,62 168,80 0,95 1,05 301,96

¥ Médias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). ™

Diferenga nao significativa (p<0,05). CV- coeficiente de variagao.

No decorrer do desenvolvimento do fruto €& possivel visualizar que os
derivados do &acido benzéico e um flavanol, a epicatequina, aumentaram
significativamente (p<0,05) seus teores, 0 que ndo ocorreu com a catequina, uma
vez que seus teores permaneceram praticamente inalterados, o que explica a nao
significancia (p<0,05) destes resultados. Os derivados do acido cinamico, neste
fruto, apresentaram um comportamento diferenciado, uma vez que durante o

desenvolvimento destes ha uma queda significativa (p<0,05) de seus teores.
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Todos os compostos fendlicos individuais possuem forte correlagdo (Apéndice
I) com as determinagdes fisico-quimicas e com o angulo hue, o que indica que estao
de acordo com a diferenciagdo dos pontos de maturagdo propostos. Afora isso,
todos os compostos fendlicos individuais se correlacionam entre si, com exceg¢ao do
acido p-cumarico que n&o apresentou correlagdo com acido elagico e com a
catequina.

Com relagdo aos maiores teores no ponto de maturagao cinco, ponto de
consumo deste fruto, tem-se destaque para epicatequina, acido galico e acido p-
hidrobenzéico, com 444,94 mg.100g”, 199,04 mg.100g”" e 146,33 mg.100g™,
respectivamente, que juntos perfazem mais de 97% dos compostos fendlicos
individuais, representando um notavel aumento destes compostos durante o
transcorrer da maturagéo dos frutos, uma vez que no ponto de maturagdo um, estes
trés compostos perfaziam 79,7% do total do somatério dos compostos fendlicos
individuais, onde tinha-se epicatequina com 64,32 mg.100g™, acido galico com 8,40
mg.100g™" e 4cido p-hidroxibenzdico com 10,80 mg.100g™, com atengdo maior para
o acido galico que aumentou em média 95,78%.

Chim (2008) em amoras-pretas cv. Tupy safra 2005/2006 cultivadas na
mesma regido, detectou como composto fendlico majoritario o acido galico,
apresentando 151,44 mg.100g™, tal valor é préximo do encontrado neste estudo,
porém o perfil de compostos fendlicos individuais foi um pouco diferenciado, uma
vez que neste estudo o destaque como fendlico individual foi para o teor de
epicatequina, para amora-preta madura. Este fato pode ter ocorrido devido a
alteracbes nas rotas metabdlicas do acido chiquimico. Onde ao invés da produgao
do acido galico, houve uma maior conversdao dos compostos oriundos da rota do
acido citrico em fenilalanina e consequentemente a conversao em acido cinamico e,
com a adicdo de elementos da rota do acido mevaldnico, a metabolizagdo dos
flavonoides em especial a epicatequina.

Sellappan et al. (2002) analisando amostras de amora-preta ‘Choctaw’ e
‘Kiova’ maduras, detectaram como acidos maijoritarios o galico e o cafeico, com 6,42
e 4,12 mg.100g" e 1,38 e 3,64 mg.100g™", respectivamente. Siriworarn et al. (2004)
em seu trabalho com amoras-pretas ‘Marion’ e ‘Evergreen’, cultivadas em clima
temperado, em trés diferentes estadios de maturagéo, a saber: sob maduro, maduro
e sobre maduro, reportaram a presencga de elaginatos (expresso em acido elagico)

majoritariamente, porém este decresceu significativamente (p<0,05) ao longo da
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maturagdo em ambas cultivares (34,8 a 32,3 mg.100g™ e 34,6 a 17,6 mg.100g™,
respectivamente), e, ainda, de derivados do acido elagico, que aumentaram ao
longo da maturagao, significativamente para ‘Marion’, porém nao houve diferencga
significativa para ‘Evergreen’ (0,96 a 1,39 mg.100g™" e 2,17 a 2,61 mg.100g"
respectivamente) e catequina que aumentou em ‘Marion’ e decresceu em
‘Evergreen’ (0,6 a 13,8 mg.100g™"), porém n3o foi detectada no estadio maduro (38,9
a 19,5 mg.100g™"), respectivamente. Acosta-Montoya et al. (2010) no seu estudo de
trés pontos de maturagdo comestiveis de amora-preta (Rubus adenotrichus),
cultivadas em clima tropical, quantificaram elaginatos (expressos em equivalentes ao
acido elagico), onde houve um decréscimo destes no decorrer da maturagdo de
378,4 mg.100g™" para 217,5 mg.100g™". As diferencas entre os estudos podem ser
devido as diferencas entre cultivares, regides de cultivo, condi¢des de pré-colheita
que influenciam na biossintese de fitoquimicos, ou ainda, as diferencas
metodoldgicas de extragdo dos compostos.

Muitos trabalhos relatam a presenga de quercetina em amora-preta
(ACOSTA-MONTOYA et al.,, 2010; VASCO et al. 2009; MERTZ et al., 2007;
SIRIWOHARN et al., 2005; MAATTA-RIIHINEN et al., 2004), porém neste estudo
este composto n&o foi detectado, assim como no trabalho de Sellappan et al. (2002)
que nao detectaram quercetina em duas variedades de amoras-pretas. Chim (2008)
analisando a mesma cultivar também nao detectou a presenga de quercetina,
mesmo sendo ambos frutos colhidos em safras diferentes, porém na mesma regiao,
0 que pode significar que nesta regido geografica e para esta cultivar, as condi¢des
edafoclimaticas n&o priorizam a formagao deste composto.

Os teores de acido L-ascorbico presentes na Tabela 10, n&o diferiram

significativamente (p<0,05) nos cinco estadios de maturac¢ao do fruto.
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Tabela 10. Determinacbes de acido L-ascérbico em amoras-pretas (Rubus
fruticosus) cv. Tupy provenientes de cinco diferentes estadios de maturagéo
(FAEM/UFPel, Pelotas-RS, 2008/2009).

. Acido L-ascérbico
Estadios de maturacao ] o 1
(mg ac. L-ascorbico.100g ™)

P1 6,67 ™
P2 8,29 ™
P3 4,99 "™
P4 4,27 ™
P5 3,58 ™
Média Geral 5,57
CV (%) 47,7
DesvPad 1,91

" valores nao significativos (p<0,05). CV- coeficiente de variag&o.

Tais resultados perfazem uma média de 5,57 mg.100 g~ de fruto fresco,
resultado este inferior ao citado por outros autores. Pantelidis et al. (2007)
encontraram uma média de 14 mg.100 g de acido L-ascérbico em fruto fresco, em
seu estudo com quatro variedades de amora-preta madura, e Lee & Kader (2000),
citando Agar et al. (1997), relatam teores de 18 mg.100 g'1. Estes autores relatam
que tais diferengas podem ser explicadas por diferentes condi¢cbes climaticas,
praticas culturais e, ainda, o ponto de maturagao do fruto no momento da colheita.

Mas quando comparados a resultados de amora-preta madura cultivada em
clima temperado na regido de Pelotas, os valores do atual estudo (P5 = 3,57 mg.100
g ") sdo superiores aos encontrados por Chim (2008), 2,49 mg.100g™" cv. Tupy, 0,73
mg.100g™" cv. Guarani e 0,70 mg.100g™" cv. Brazos, para o acido L-ascorbico.

Atala et al. (2009) relatam contetidos de 6 mg.100g™" para a amora-preta e
de 8 mg.1009'1 para a mirtilo. Os resultados indicam que na cultivar analisada de
amora-preta, o conteudo de vitamina C é pouco expressivo e que apesar de este
fruto ser considerado rico em compostos antioxidantes, o teor de vitamina C nao €&
representativo quando comparado com fitoquimicos como compostos fendlicos.

No que tange aos valores de antocianinas totais presentes na Tabela 11,
outro composto fendlico relevante neste fruto, os estadios apresentaram crescente

diferenca significativa (p<0,05).
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Tabela 11. Antocianinas totais (mg Cy-3-glc equivalente.100g™"') em amoras-pretas
(Rubus fruticosus) cv. Tupy provenientes de cinco diferentes estadios de maturagao
(FAEM/UFPel, Pelotas-RS, 2008/2009).

Antocianinas totais
Estadios de maturagao . ]
(mg Cy-3-glc equivalente.100g™)

P1 2,31 d

P2 217 e

P3 6,62 c

P4 26,68 b

P5 35,71 a
Média Geral 14,70
CV (%) 0,29
DesvPad 15,49

¥ Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
CV- coeficiente de variagao.

Cy-3-glc equivalente = equivalente a cyanidina-3-glicosideo.

Resultados estes que concordam com a progressdo da maturagédo do fruto,
pois apresenta fortissima correlagdo (Apéndice |) com as determinagdes fisico-
quimicas que delimitam os cinco estadios de maturagdo (solidos soluveis, acidez
total e indice de maturagao), além de correlacionar, também, com o angulo hue (H°).
Isto demonstra que durante a maturagéo a biossintese de antocianinas nos tecidos
vegetais € aumentada, resultando em uma maior concentragdo destes pigmentos,
por modificagdo no padrao das antocianinas ou por alteragado do pH, juntamente com
uma mudanga na aparéncia dos frutos (STINTZING & CARLE, 2004).

Os padrbes de distribuicdo dependem do grau de acesso a luminosidade,
especialmente de raios ultravioleta, pois a formagdo dos flavondides é acelerada
pela luz. Consequentemente, em plantas cultivadas em estufas, onde os raios
ultravioleta sdo bloqueados, o conteudo de flavondides é reduzido; assim como os
vegetais que crescem na Espanha ou na Africa do Sul sdo apontados como
contendo de 4 a 5 vezes mais flavondides que os que crescem no Reino Unido
(DEGASPARI & WASZCZYNSKY, 2004).

Tal relato pode explicar o fato de a amora-madura deste estudo (P5) ter
teores inferiores deste composto (35,72 mg.100g™"), pois Chim (2008) apresentou

para a mesma cultivar de amora 137,59 mg.1009'1, visto que neste periodo de
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colheita dos frutos da safra 2008/2009, a incidéncia de luminosidade foi inferior a
média registrada neste periodo, bem como a nebulosidade foi superior. E afora isto,
nao se tem certeza se ambas as coletas obedeceram ao mesmo grau de maturagéo,
dito maduro.

Outro fator preponderante para o aumento no teor de antocianinas é a
amplitude térmica do periodo, e segundo dados climatologicos desta época, a
amplitude térmica neste periodo foi de 8,9°C ndo sendo suficiente para um maior
acumulo deste fitoquimico, uma vez que é necessaria uma amplitude térmica
superior a 10°C para haver maiores concentracdes de antocianinas nos frutos.

Ademais, diferencas observadas quanto ao conteudo de antocianinas totais
pode estar relacionada com as variagdes genéticas, condigbes ambientais durante a
colheita e também devido a agao enzimatica na pds-colheita, principalmente devido
a processos oxidativos das polifenoloxidases, cujo principal substrato é a cianidina-
3-glicosidio, além do pH, que modifica a cor destas dependendo do meio que se
encontram (LIMA e GUERRA, 2003, TERCI e ROSSI, 2002).

Das antocianinas individuais presentes em amoras-pretas o destaque é a
cianidina-3-glicosideo (VASCO et al. 2009; MERTZ et al., 2007; SIRIWOHARN et al.,
2005; MAATTA-RIIHINEN et al., 2004), o que é verificado com os resultados obtidos
nos cinco diferentes estadios de maturacdo nos frutos deste estudo como podemos

observar na Tabela 12.
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Tabela 12. Antocianinas individuais (Cianidina-3-glicosideo + Cianidina-3-
rutinosideo, Peonidina, Delfinidina e somatorio das antocianinas individuais) em
amoras-pretas (Rubus fruticosus) cv. Tupy provenientes de cinco diferentes estadios
de maturagao (FAEM/UFPel, Pelotas-RS, 2008/2009).

Estadios de Cyanidina Peonidina Delfinidina >
maturagao (mg.100g™) (mg.100g™) (mg.100g™) (mg.100g™)
P1 0,06 d¥ 0,032 b 0,000 ¢ 0,092 d
P2 0,23 d 0,020 ¢ 0,013 ¢ 0,263 d
P3 1,13 ¢ 0,021 ¢ 0,159 b 1,310 ¢
P4 8,07 b 0,036 b 0,568 a 8,674 b
P5 35,32 a 0,103 a 0,589 a 36,01 a
Média Geral 8,96 0,042 0,265 9,27
CV (%) 1,0 7.6 3,5 1,0
DesvPad 15,10 0,03 0,29 15,36

' Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
CV- coeficiente de variagao.

A cianidina-3-glicosideo apresenta teores de P1 a P5, de 0,06 mg.1OOg'1 a
35,32 mg.100g™", respectivamente, apresentando diferenca significativa (p<0,05)
entre os estadios de maturagdo. Resultado que corrobora com as avaliagbes de
Acosta-Montoya et al. (2010), onde também percebeu-se um aumento significativo
(p<0,05) em seus trés estadios de maturagdo comestiveis para R. adenotrichus. Vale
ressaltar que no presente trabalho, a cianidina-3-rutinosideo foi quantificada em
conjunto com a cianidina-3-glicosideo, por dificuldade da separagdo dos picos, mas
foi possivel visualizar nos cromatogramas o maior teor deste ultimo, que se
sobrepode.

Tal perfil também é acompanhado pela peonidina e pela delfidina, que
aumentaram significativamente (p<0,05) no decorrer da maturagao, atingindo 0,103
mg.100g™" e 0,589 mg.100g™", respectivamente.

Estes resultados apresentam forte correlagdo (Apéndice 1) com as
determinacgdes fisico-quimicas e com o teor de antocianinas totais, o que reporta ser
um fator interessante na diferenciagéo da progressao da maturacdo. Além desses, a
cianidina-3-glicosideo e a delfinidina, também, apresentaram forte correlagdo com o

angulo hue.
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Na literatura, ainda ha relatos de presengca de perlagonidina, que neste
estudo néo foi detectado (VASCO et al., 2009).
Os carotendides totais com resultados descritos na Tabela 13 apresentaram

um decréscimo significativo (p<0,05) no seu conteudo, no decorrer da maturagao.

Tabela 13. Carotendides totais em amoras-pretas (Rubus fruticosus) cv. Tupy
provenientes de cinco diferentes estadios de maturagdo (FAEM/UFPel, Pelotas-RS,
2008/2009).

Carotendides totais
Estadios de maturagéo _ )
(mg B-caroteno equivalente.100g™)

P1 1,78 a ¥
P2 0,33 b
P3 0,06 c
P4 0,05 cd
P5 0,04 d
Média Geral 0,45
CV (%) 1,0
DesvPad 0,75

¥ Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
CV- coeficiente de variagao.

Os resultados apresentam-se passando de 1,78 para O,O4mg.1OOg'1, de P1
até P5, respectivamente. O teor de carotendides dos vegetais pode ser afetado por
uma série de fatores como: o grau de maturagao, o tipo de solo e as condigbes de
cultivo, as condi¢gdes climaticas, a variedade dos vegetais, a parte da planta
consumida, o efeito dos agrotdxicos, a exposicdo a luz solar, as condigbes de
processamento e estocagem (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Comparando os dados dos conteudos de antocianinas e carotendides, que
neste presente trabalho apresentaram uma correlagdo média, é sugerido que o alto
valor de antocianinas nestes frutos possa levar a cor dos carotendides a estar sendo
mascarada pelas antocianinas (MARINOVA & RIBANOVA, 2007).

Os resultados de carotendides individuais estdo apresentados na Tabela 14,
estes apresentaram diferentes comportamentos ao decorrer da maturagédo, porém

seu somatério apresenta um decréscimo significativo (p<0,05).
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Tabela 14. Carotendides individuais (luteina+zeaxantina, licopeno, [-caroteno e
somatorio dos carotendides individuais) em amoras-pretas (Rubus fruticosus) cv.
Tupy provenientes de cinco diferentes estadios de maturagdo (FAEM/UFPel,
Pelotas-RS, 2008/2009).

Estadios de  Luteinat+zeaxantina Licopeno B-caroteno >
maturacado (mg.100g™") (mg.100g")  (mg.100g")  (mg.100g™)
P1 0,086 a” 0,000 b 0,082 a 0,168 a
P2 0,029 b 0,001 ab 0,039 b 0,069 b
P3 0,003 c 0,000 b 0,001 c 0,004 c
P4 0,004 c 0,001 ab 0,000 c 0,005 ¢
P5 0,002 c 0,003 a 0,000 c 0,005 ¢
Média Geral 0,025 0,001 0,025 0,05
CV (%) 24 20 17,8 20,6
DesvPad 0,03 0,001 0,03 0,07

¥'Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
CV- coeficiente de variagao.

Nas determinacdes individuais de carotendides houve um destaque para a
luteina, que foi quantificada juntamente com a zeaxantina, por dificuldades na
separagao cromatografica dos isbmeros geométricos de carotendides apolares, os
quais nao apresentaram boa resolu¢do em colunas monomeéricas C1s, concordando
com citagdes da literatura que enfatizam a necessidade de colunas C3p (poliméricas)
para que haja separagao destes compostos (LEE & CHEN, 2001). A luteina esteve
presente em todos os estadios de maturagdo, mesmo que em decréscimo
significativo (p<0,05), onde passou de 0,086 mg.100g”" para 0,002 mg.100g™" no
estadio mais maduro.

O pB-caroteno teve o0 mesmo comportamento, porém sé foi quantificado nos
trés primeiros estadios de maturacgao.

E o licopeno aparece em tragos, salteado em alguns pontos, porém
representando 0,003 mg.1009'1 no ponto de maturagcdo cinco, estando em maior
concentragao que a luteina+zeaxantina neste mesmo estadio.

Estes compostos fazem forte correlagado (Apéndice I) com as determinagdes
fisico-quimicas e com o angulo hue, demonstrando, também, estarem sendo

parametros que se modificam ao decorrer do desenvolvimento do fruto, também se
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correlacionam fortemente com os carotendides totais. A luteina+zeaxantina e o [3-
caroteno, possuem fortissima correlagao com os acidos cafeico e ferulico, derivados
do acido cinamico, provavelmente por estes quatro compostos diminuirem ao longo
da maturacgao.

Marinova & Ribanova (2007), em seus estudos corroboram com os resultados
aqui expostos, uma vez que em estudo prévio a luteina se destaca como o principal
carotendide presente em berries da Bulgaria, dentre as quais esta presente a amora-
preta, sendo seguida por B-caroteno e zeaxantina.

Os teores de tocoferol apresentados na Tabela 15 apresentam um
comportamento diferenciado dos outros componentes fitoquimicos descritos neste

estudo.

Tabela 15. Tocoferois (alfa, delta, gama+beta e total) em amoras-pretas (Rubus
fruticosus) cv. Tupy provenientes de cinco diferentes estadios de maturagéo
(FAEM/UFPel, Pelotas-RS, 2008/2009).

Estadios de a-tocoferol O-tocoferol y+B-tocoferol >
maturagao (mg.100g™) (mg.100g™) (mg.100g™) (mg.100g™)
P1 0,705 a ¥ 1,022 a 2,663 a 4,390 a
P2 0,682 a 0,629 b 1,842 a 3,153 a
P3 0,098 b 0,074 c 0,107 b 0,279 b
P4 0,472 ab 0,240 ¢ 0,433 b 1,145 b
P5 0,527 ab 0,135 ¢ 0,169 b 0,831 b
Média Geral 0,497 0,420 1,043 1,960
CV (%) 32,5 28,3 30,1 34,5
DesvPad 0,24 0,39 1,14 1,73

T Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
CV- coeficiente de variagao.

Segundo os resultados é possivel visualizar que, a-, 8- e (y+)-tocoferol, bem
como seu somatorio, decrescem nos trés primeiros estadios de maturagéo, voltam a
subir no ponto de maturagao quatro e cinco para a-tocoferol e voltam a cair no ponto
cinco para 6- e (y+B)-tocoferol, refletindo o mesmo comportamento no somatério
destes. Nas condi¢des realizadas deste estudo (coluna de fase reversa Cqg) 0 [3-
tocoferol ndo se separou de seu isdbmero, o y-tocoferol, e, portanto, estdo sendo

quantificados em conjunto, correspondendo ao conteudo do (y+p)-tocoferol.
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Para a-tocoferol, o tocoferol que mais se destacou no ultimo estadio de
maturacao deste estudo, houve decréscimo significativo (p<0,05) de 0,705 a 0.527
mg.100g”" no decorrer da maturagdo. Este resultado assemelha-se a dados
reportados deste componente, considerado precursor da vitamina E, em outro
trabalho com mirtilo maduro, que apresentou 0.53 mg.100g™' (CHUN et al., 2006).

Neste estudo foram encontrados teores de tocoferdis totais em decréscimo
significativo (p<0,05), partindo de 4,390 mg.100g™" até atingir 0,831 mg.100g™ no
ponto mais maduro, resultados estes inferiores aos encontrados em amora-preta
madura cultivada nos Estados Unidos que apresenta 3,740 mg.1009'1, porém se
equivale a outros frutos cultivados na mesma regido, como o figo (0,760 mg.100g™),
a nectarina (0,730 mg.100g™") e o péssego (0,760 mg.100g™") (CHUN et al., 2006) e
a tomates (0,890 mg.100g™") (LEE et al., 2000). Mas quando comparados com
resultados apresentados por Chim (2008), para a mesma cultivar Tupy, de 0,168
mg.1009'1, percebe-se que os teores apresentados neste estudo para o ponto de
maturagao cinco sao superiores.

Os resultados obtidos tiveram forte correlagcdo (Apéndice 1) com os
parametros fisico-quimicos e com o angulo hue, o que demonstra estar em variagao
no decorrer do desenvolvimento do fruto, além de apresentar forte correlagéo entre
os componentes individuais (a-, 6- e y+B- tocoferol), também apresenta correlagéo
com componentes fenodlicos derivados do acido cinamico (acido cafeico e acido
ferulico) e com carotendides totais, bem como, com B-caroteno e luteina, isso,
provavelmente, por estarem todos decrescendo no decorrer da maturagao.

Na literatura ha poucos relatos de tocoferdéis em amora-preta, por estes frutos
serem considerados pobres neste componente e diferengas nos resultados podem
ser explicadas por diferentes variedades e condigcdes de crescimento do fruto,
variando a incidéncia e duragao da exposicao a luz, propriedades quimicas e fisicas
do solo, temperatura, incidéncia de precipita¢des, localizagdo geografica, que podem
alterar o perfil de vitaminas presentes em frutos (CHING & MUHAMED, 2001).

A capacidade antioxidante in vitro dos cinco pontos de maturacao foi expressa
de duas maneiras, tanto em percentual de inibigdo, quanto em mM equivalente em

Trolox por 100 gramas de peso fresco de fruto (Tabela 16).
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Tabela 16. Capacidade antioxidante em percentual de inibigdo e em equivalente de
Trolox - TEAC (mM.100g™" de amostra) apés 30 minutos de reagcdo em amoras-
pretas (Rubus fruticosus) cv. Tupy provenientes de cinco diferentes estadios de
maturacado (FAEM/UFPel, Pelotas-RS, 2008/2009).

Estadios de maturagao pPPH TEAC-reIative:
(% inibic&o) (mM TE.100g™)

P1 75,26 ¢V 488,58 ¢

P2 88,56 b 563,12 b

P3 44,07 e 281,87 e

P4 63,52 d 399,09 d

P5 91,73 a 594,40 a

Média Geral 72,63 465,41

CV (%) 0,19 0,19
DesvPad 19,52 127,28

' Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
CV- coeficiente de variagao.
DPPH- 1,1-difenil-2-picrihidrazila; TEAC- capacidade antioxidante equivalente a Trolox relativa; TE- equivalente a

Trolox.

Os resultados, em ambas expressdes apresentam o mesmo comportamento,
onde ha um aumento da capacidade antioxidante do ponto um para o ponto dois de
maturacgao, logo, uma queda no ponto trés e, a partir deste, um aumento até o ponto
cinco, demonstrando um aumento significativo (p<0,05) no decorrer do
desenvolvimento do fruto, pois no inicio tem-se 75,26% (488,58 mM TE.100g™') até
atingir no final 91,73% (594,40 mM TE.100g™") de inibicdo do radical DPPH, sendo,
este ultimo, superior ao encontrado por Kuskoski et al. (2005) que foi de 118,9 mM
TE.100g™" de fruta madura. Chim (2008) encontrou em seu estudo com amora-preta
madura cv. Tupy o equivalente a 87,73% de inibicdo do radical DPPH, resultado
inferior ao aqui exposto.

Os resultados da capacidade antioxidante se correlacionam com varias
determinagées do mesmo, dentre as quais estdo o acido elagico, a cianidina-3-
glicosideo, a peonidina e principalmente, mesmo em pequena concentragédo, o0 a-
tocoferol (Apéndice ). Com base nestes dados, pode-se observar que o ponto de
maturacao trés demonstrou comportamento semelhante para as analises de

compostos fendlicos totais, acido elagico, peonidina, a-tocoferol e capacidade
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antioxidante in vitro (DPPH), onde este foi o ponto com os menores valores
comparando-se aos demais pontos de maturacéo delimitados neste estudo. Pode-se
inferir que este fato aconteca devido ser neste periodo de desenvolvimento do fruto
que ocorra a rapida progressado da expansao celular, para o crescimento do mesmo,
onde ha acumulo de agua e outros solutos e os compostos secundarios ficam mais
diluidos, por conseguinte, nas avaliagdées seus teores podem aparecer minimizados.

Em posse destas informacgdes, € observado que a capacidade antioxidante
nao €& determinada apenas por um composto, mas sim pela sinergia de varios
compostos presentes no fruto.

Segundo Duarte-Almeida et al. (2006), o acido galico e o acido elagico
seriam, dentre os acidos fendlicos presentes na amora-preta, considerados como os
principais responsaveis pela atividade antioxidante, apresentando 41% e 34% de
inibicdo dos radicais livres, respectivamente. Porém, alguns autores encontram forte
correlagdo entre o teor de antocianinas e a atividade antioxidante em variedades de
uva (ABE et al., 2007; MUNOZ-ESPADA et al., 2004) e em frutos de coloracéo
avermelhada (KALLITHRAKA et al., 2005).

A capacidade antioxidante in vivo dos extratos obtidos dos cinco pontos de
maturagdo, apresentadas na Tabela 17, também foi avaliada comparando-se os
niveis de sobrevivéncia da levedura S. cereviseae tratada com peroxido de

hidrogénio (controle) e com os extratos de amoras e o agente estressor.



61

Tabela 17. Sobrevivéncia de leveduras (%) em presenca de extratos de amoras-
pretas (Rubus fruticosus) cv. Tupy provenientes de cinco diferentes estadios de
maturacado (FAEM/UFPel, Pelotas-RS, 2008/2009).

Tratamentos Sobrevivéncia de leveduras (%)
Controle positivo (Agua) 98,00
Controle negativo (H20, 50mM) 42,67

P1(1:8) 49,00 c¥ 49,00™
P2 (1:7) 49,33* bc 49,33™
P3 (1:6) 57,67* ab 57,67 *
P4 (1:3) 62,33* a 62,33*
P5 (1:3) 64,00 a 64,00*

Média Geral 56,46
CV (%) 5,0
DesvPad 7,05

¥ Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05),
comparando os estadios de maturagdo. "™ e * ndo significativo e significativo, respectivamente, pelo teste de
Dunnett (p<0,05) em fungéo do controle positivo e negativo. CV- coeficiente de variagao.

De acordo com os resultados obtidos observou-se diferenga significativa
crescente (p<0,05) entre os pontos de maturagdo, durante o desenvolvimento do
fruto na protecdo desta levedura frente ao agente estressor, onde houve uma
variagdo de 49% até 64% no fruto mais maduro. Demonstra-se assim, que os
extratos obtidos dos diferentes pontos de maturacdo de amora-preta aumentam os
indices de sobrevivéncia das leveduras, possuindo um potencial de prote¢cdo das
células frente ao agente estressor.

Nos pontos de maturacdo P1 e P2 ndo foi diagnosticada diferencga
significativa, segundo teste de Dunnett (p<0,05), com a sobrevivéncia de leveduras
do controle negativo, tratado somente com o agente estressor (H20, 50mM), isto
indica que estes dois estadios, ndo possuem atividade antioxidante suficiente para
proteger as células de Saccharomyces, frente ao agente estressor aqui utilizado. Tal
fato pode ter ocorrido por dois motivos, primeiro, estes extratos foram diluidos em
demasia, visto que em P1 tivemos uma diluicdo de 1:8 e em P2 1:7 em agua, e outro
fator, pode ser a composigao dos fitoquimicos presentes, ndo estarem agindo como
antioxidantes adequados.

Este resultado, porém, ndo possui correlagdo com a capacidade antioxidante

in vitro medida através da reacao de sequestro do radical DPPH (Apéndice I). Deve
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ser salientado, no contexto, que a determinacédo da capacidade antioxidante de uma
amostra depende de varios fatores, como por exemplo, do tipo de teste utilizado, do
agente estressor escolhido e das condi¢bes de solubilidade do meio. Ademais,
alguns testes que avaliam a capacidade antioxidante in vitro n&o representam o que
realmente acontece nas condic¢ées in vivo. O uso de eucariotos tem provado ser um
meio eficaz, rapido, sensivel e reprodutivo, na obtencdo de bons resultados ao
avaliar a capacidade antioxidante em sistemas biolégicos (SOARES et al., 2005).

Haenen et al. (2005) relatam, no entanto, o efeito bioldégico de qualquer
composto in vivo ou in vitro depende da estrutura do composto ea concentragdo do
composto. Na estrutura geral, antioxidante e concentragdo sdo mais bem definidos e
controlados durante estudos in vitro em comparagéo com estudos in vivo.

Soares et al. (2005) em seu trabalho do potencial de sobrevivéncia de
levedura S. cereviseae utilizando diferentes compostos fendlicos individuais, acido L-
ascorbico e vitamina E como protetores contra danos causados pelo agente
estressor apomorfina, verificou que o acido L-ascoérbico teria pouca agao protetora
(34%), a vitamina E teria média acao protetora (50%) e os compostos fendlicos
individuais teriam a maior agéo protetora (56 — 82%) indicando um importante efeito
antioxidante. Resultados estes que se assemelham aos aqui expostos em especial
quando verificamos as correlacbes desta avaliagdo com as demais verificagoes,
onde, os niveis de sobrevivéncia de leveduras possuem forte correlacdo com a
maioria das determinagdes realizadas, como as fisico-quimicas, o angulo hue, o
acido galico, acido p-hidroxibenzdico, catequina, epicatequina, acido cafeico, acido
p-cumarico, acido ferulico, antocianinas totais, todas as antocianinas individuais
detectadas neste estudo, acido L-ascorbico, carotendides totais, todos os
carotendides individuais deste estudo, aos tocoferadis totais e com 6- e y+p- tocoferol.
Comprovando, mais uma vez, com este teste, que a capacidade antioxidante esta na
sinergia de diferentes compostos presentes no fruto.

A atividade antimicrobiana dos extratos de amora-preta provenientes de cinco
diferentes estadios de maturacdo, apresentada na Tabela 18, foi testada frente a
bactéria Salmonella Enteritidis de acordo com a presencga ou auséncia de halos de
inibicdo nas diferentes concentragdes pelo valor de MIC (Concentragdo Minima

Inibitéria).
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Tabela 18. Inibicdo da bactéria Salmonella em presenga de extratos de amoras-
pretas (Rubus fruticosus) cv. Tupy provenientes de cinco diferentes estadios de
maturacado (FAEM/UFPel, Pelotas-RS, 2008/2009).

Estadios de maturacéo Halo de inibicdo (mm) Testemunha (mm)~
P1 (33%) 7,00 b Z* 21,00
P2 (33%) 8,00 ab* 21,00
P3 (66%) 8,67 a* 21,00
P4 (66%) 8,33 a* 19,00
P5 (66%) 7,67 ab* 20,00
Média Geral 7,93 20,4
CV (%) 5,6 2,2
DesvPad 0,64 0,89

T A testemunha se refere ao controle positivo, sendo utilizado o principio ativo Ciprofloxacina 5 pg.

2 Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(p=0,05). * significativo, pelo teste de Dunnett (p<0,05) em funcédo da testemunha.

CV- coeficiente de variagéo.

MIC (concentragdo minima inibitoria) dos extratos: 100% = 750 mg.mL™"; 66% = 500 mg.mL™"; 33% =
250 mg.mL™".

Neste contexto, todas as amostras apresentaram atividade antimicrobiana,
porém com diferentes respostas no que diz despeito as concentragdes. O destaque
€ para o extrato P2 que apresentou maior inibicdo com um menor MIC (33%).

Os resultados demonstram que a bactéria Salmonella enteriditis foi sensivel
aos extratos, e segundo correlagdo apresentada com a capacidade antioxidante in
vitro, tanto na % inibicdo do radical DPPH, quanto pela TEAC relativa (Anexo 1),
indica que esta atividade antimicrobiana estd diretamente relacionada com a
atividade antioxidante in vitro que estes extratos apresentam. Martini et al. (2009)
relata em seu trabalho a relagdo entre a atividade antimicrobiana e a capacidade
antioxidante que foi encontrada apenas para a cepa G21 CagA- de H. Pylori, e ainda
ressalta que nesta atividade antioxidante teria detaque a participacédo do acido
elagico.

Trés dos extratos (P3, P4 e P5) apresentaram valores de MIC de 66%, que
contém aproximadamente uma concentracdo de 500 mg.mL' de compostos
extraidos na polaridade do metanol, os outros dois (P1 e P2) apresentaram valores
de MIC em uma menor concentragdo 33%, que equivale a aproximadamente 250
mg.mL™". Segundo Panizzi et al. (2002), na extragéo de fitoquimicos de amora-preta
na polaridade do metanol estariam presentes compostos como: flavondides, acido
galico, acido cafeico, acido ferulico, campeferol, quercetina, acido clorogénico,

dentre outros, ou seja, um perfil muito semelhante aos compostos exibidos pela
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amora-preta neste estudo. Estes autores ainda apresentam resultados que seu
extrato metandlico apresentaria forte inibicdo das bactérias Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli,e também da levedura
Saccharomyces cerevisiae, e ainda do fungo Candida albicans.

Valarmathy et al. (2010) em extrato etanodlico de folhas diversas, dentre as
quais folhas de bananeira, A. Indica (planta indiana), grama, apresentaram inibigao
da bactéria Escherichia colli em especial o extrato etandlico de Azardiratica indica
mostrou atividade muito mais alta contra Escherichia coli que outros extratos.

Com relagdo ao antibidtico Ciprofloxacina, usado como controle, em
concentracdo de 5 pg pode-se afirmar que este diferiu significativamente (p<0,05)
de todos extratos. Este resultado demonstra que apesar destes extratos nao terem a
mesma atividade antimicrobiana do composto sintético, podem ainda assim, serem
usados em conjunto com este em detrimento a bactéria Salmonella Enteritidis, pois
esta demonstrou sensibilidade aos extratos nestas concentragbes propostas (MIC).
Outro fator interessante a ser testado seriam concentragcbes maiores destes
extratos, no intuito de alcangar uma maior inibicao desta bactéria em comparagao ao
antibidtico.

Varios estudos tem sido realizados buscando relacionar a atividade
antimicrobiana de extratos de plantas e frutos e os constituintes responsaveis, mas
ainda ndo ha clareza nesta relacdo. Conforme alguns autores, a atividade
antimicrobiana de estratos de frutas é ligada em grande parte aos compostos
fendlicos presentes (DUNG et al., 2008; THITILERTDECHA et al., 2008; WU et al.,
2008; LOGUERCIO et al., 2005).

A identificacdo de uma unica molécula ativa que seja responsavel pela
atividade antimicrobiana de uma planta se torna cada vez mais improvavel.
Pesquisas mostram que o foco das investigacdes esta na combinagao de compostos
que fornecam uma melhor eficacia. Extratos com compostos diversificados podem
ser mais ativos do que componentes isolados, ja que um composto individual
bioativo pode ter propriedades diferenciadas na presenca ou auséncia de outros
componentes, correspondendo a um efeito sinérgico (ESTEVINHO et al., 2008; VAN
VUUREN, 2008). Este relato corrobora a idéia de que a atividade antimicrobiana,
que se correlaciona a atividade antioxidante, seja composta da sinergia dos

compostos, e ndo somente de um fitoquimico em especial.
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5. Conclusoes

Pode-se concluir que € possivel montar um perfil fitoquimico da amora-preta
cv. Tupy, cultivada em clima temperado, para diferenciar seus estadios de
maturagao, porém € necessaria a realizagdo de diversas determinagdes, uma vez
que ndo € possivel afirmar qual avaliagcdo contribuiu em maior parte para a
diferenciagao dos estadios ao longo da maturagao.

Outra observagao, diz respeito a atividade antioxidante que aumentou ao
longo da maturacao, tanto in vitro quanto in vivo, contudo foi observado que nao é
possivel determinar qual composto tem maior capacidade antioxidante
isoladamente, mas sim foi verificado que ha um sinergismo entre os compostos
fitoquimicos presentes no fruto, que variam ao decorrer do seu desenvolvimento.

Da mesma maneira, ndo podemos afirmar se houve um aumento na atividade
antimicrobiana ao decorrer da maturacdo, e nem se houve um composto secundario
especifico responsavel por esta atividade antimicrobiana, mas sim que esta existe,
uma vez que a bactéria Salmonella Enteritidis mostrou sensibilidade aos extratos,

porém com diferentes respostas.
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Apéndice |
Tabela de determinagdes fisico-quimicas e fitoquimicas de amoras-pretas (Rubus

fruticosus) cv. Tupy em cinco diferentes estadios de maturagcdo (FAEM/UFPel,
Pelotas-RS, 2008/2009).





