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RESUMO

STANGER, Mayara Cristiana. Compostos fenolicos e
atividade antioxidante de macéas durante o desenvolvimento
dos frutos e ap6s o armazenamento em atmosfera
controlada dinamica e estatica. 2016. 107 f. Tese (Doutorado
em Producio Vegetal — Area: Biologia e Tecnologia Pds-
Colheita) — Universidade do Estado de Santa Catarina.
Programa de Pos-Graduagdo em Producdo Vegetal, Lages,
2016.

Este trabalho teve como objetivo caracterizar as mudancgas nos
contetdos de compostos fendlicos totais (CFT) e individuais
(CFI) e na atividade antioxidante total (AAT), na casca e polpa,
e de antocianinas totais (ANT) na casca, durante o
desenvolvimento dos frutos de macieiras ‘Brookfield® e
‘Mishima’, e avaliar o efeito do armazenamento em atmosfera
controlada dindmica monitorada pelo quociente respiratério
(ACD-QR) e pela fluorescéncia de clorofilas (ACD-FC) e em
condicdes de atmosfera controlada estatica (AC) sobre o
contetdo de CFl e CFT e a AAT, nas porgdes da casca e polpa
de magas ‘Galaxy’, bem como sobre a qualidade dos frutos
apos o0 armazenamento e mais 7 dias de prateleira. Foram
realizados dois experimentos, onde no primeiro experimento
objetivou-se caracterizar as mudancas nos conteudos de CFT e
CFI (&cido clorogénico, floridizina, quercetina 3-galactosideo,
epicatequina, catequina e procianidina B1 e B2) e na AAT, na
casca e polpa, e de ANT na casca, durante o desenvolvimento
dos frutos de macieiras ‘Brookfield®” e ‘Mishima’ cultivadas
em pomar comercial localizado no municipio de Sdo Joaquim,
SC. Magcas da cultivar Brookfield® foram colhidas aos 49, 79,
107, 134 e 138 dias ap0s a plena floracdo (DAPF), e da cultivar
Mishima aos 45, 75, 103, 130, 145, 165 e 172 DAPF, na safra






2014/2015. O segundo experimento teve como objetivo avaliar
o efeito da ACD monitorada pelo quociente respiratdrio e por
fluorescéncia de clorofilas e de trés condi¢fes de AC estética
(1,2 kPa de Oz + 1,2; 1,6; e 2,0 kPa de CO3) sobre o contetido
de CFl e CFT e sobre a AAT nas porgdes da casca e polpa,
bem como sobre a manutencao da qualidade de magas ‘Galaxy’
armazenadas por nove meses e mais sete dias de prateleira. Os
frutos foram colhidos em um pomar comercial em Vacaria, RS,
na safra 2012/2013. As condicGes de armazenamento testadas
foram: ACD-QR (0,21 kPa de Oz + 1,2 kPa de CO2), ACD-FC
(0,4 kPa de O, + 1,2 kPa de CO) e trés condigdes de AC
estatica (1,2 kPa O combinado com 1,2; 1,6 e 2,0 kPa COy).
Os frutos permaneceram armazenados por nove meses sob
temperatura de 1,0 °C e UR de 94 £ 1% e avaliados apos sete
dias de exposicédo dos frutos em condi¢Ges ambiente (20+1 °C
e UR de 65+5%), simulando o periodo de comercializacéo.
Foram avaliadas as taxas respiratoria e de producéo de etileno,
firmeza de polpa, acidez titulavel (AT), teor de solidos soltveis
(SS), contetdo de CFT e CFI (acido clorogénico, floridizina,
quercetina  3-galactosideo, epicatequina, catequina e
procianidina B1 e B2) e AAT, nas porgdes de casca e polpa,
incidéncia de escurecimento de polpa e polpa farindcea e a
porcentagem de frutos sadios. O conteldo de compostos
fendlicos individuais e totais, assim como a atividade
antioxidante total de macds ‘Brookfield® e ‘Mishima’
diminuiu ao longo do desenvolvimento dos frutos. A reducdo
na polpa ocorreu em maior intensidade em relagdo a casca. Em
ambas as cultivares, com o avang¢o do desenvolvimento, na
casca, houve um incremento no conteddo de quercetina 3-
galactosideo, epicatequina e procianianidina B2, coincidindo
com o incremento no conteudo de antocianinas totais. Em
magas ‘Mishima’, este incremento refletiu em aumento no
conteddo de CFT e na AAT. De maneira geral, o
armazenamento em ACD-QR e ACD-FC proporcionaram
maior retardo do amadurecimento dos frutos, seguido pela






condicdo de AC estéatica com 2,0 kPa CO2. O armazenamento
em ACD resultou em frutos com maior contetido de compostos
fendlicos totais na polpa em relacdo ao armazenamento em AC
estatica. A ACD-QR apresentou vantagens em relacdo as
demais condic¢des de armazenamento, por promover frutos com
maior conteudo de &cido clorogénico e procianidina Bl na
casca e acido clorogénico, epicatequina e catequina na polpa.

Palavras-chave: Malus domestica. Catequina. Quercetina 3-
galactosideo. Epicatequina. Procianidina. Acido clorogénico.
Fluorescéncia de clorofilas. Quociente respiratorio.






ABSTRACT

STANGER, Mayara Cristiana. Phenolic compounds and
antioxidant activity of apples during fruit development and
after storage in dynamic and static controlled atmosphere.
2016. 107 f. Dissertation (Doctorate in Plant Science — Area:
Postharvest Biology and Technology) — University of Santa
Catarina State. Graduation Program in Vegetable Production,
Lages, 2016.

This study aimed to characterize the changes in total phenolics
content (TFC) and individual (IFC) and the total antioxidant
activity (TAA), peel and pulp, and anthocyanins (TAN) in peel,
during the development of fruits of apple trees 'Brookfield®
and 'Mishima’, and evaluate the effect of controlled atmosphere
storage dynamically monitored by the respiratory quotient
(ACD-QR) and the fluorescence of chlorophyll (ACD-FC) and
static controlled atmosphere (CA ) on the content of CFIl and
CFT and AAT, in portions of the peel and pulp of 'Galaxy'
apples and on fruit quality after storage and more 7 days of
shelf live. Two experiments were conducted, where the first
experiment aimed to characterize the changes in TCF and ICF
content (chlorogenic acid, floridzina, quercetin 3-galactoside,
epicatechin, catechin and procyanidin B1 and B2) and TAA, in
peel and pulp, and ANT in peel during the development of the
fruits of apple trees 'Brookfield® and 'Mishima' grown in a
commercial orchard located in S&o Joaquim, -SC. Apples grow
Brookfield® were harvested at 49, 79, 107, 134 and 138 days
after full bloom (DAFB) and cultivar Mishima at 45, 75, 103,
130, 145, 165 and 172 DAFB in season 2014/2015. The second
experiment was conducted to evaluate the effect of DCA
monitored by the respiratory quotient and chlorophyll






fluorescence and three static CA conditions (1,2 kPa O2 + 1,2,
1,6, and 2,0 kPa COz2) on the content of IFC and TFC and on
the TAA in the portions of the peel and pulp, as well as
maintaining the quality of apples ‘Galaxy’ after nine months of
storage plus seven days of shelf life. The fruits were harvested
in a commercial orchard in Vacaria, RS, in the 2012/2013
harvest. The storage conditions were: DCA-RQ (0,21 kPa O +
1,2 kPa CO.), DCA-CF (0,4 kPa 1,2 kPa O. + CO) and three
CA static conditions (1,2 kPa O> combined with 1,2, 1,6 and
2,0 kPa CO»). The fruits were stored for nine months at a
temperature of 1,0 ° C and RH 94 = 1% and evaluated after
seven days of fruit exposure at ambient conditions (20 £ 1 °C
and RH 65 + 5%), simulating the marketing period. They
evaluated the respiratory and ethylene production rates,
firmness, titratable acidity (TA), soluble solids (SS) content
TFC and IFC (chlorogenic acid, floridzina, 3-galactoside
quercetin, epicatechin, catechin and procyanidin B1 and B2)
and TAA, in portions of peel and pulp, incidence of internal
browning and mealy pulp and the percentage of healthy fruits.
The content of individual and total phenolics and total
antioxidant activity of apples ‘Brookfield® and ‘Mishima’
decreased over fruit development. The reduction in the pulp
occurred in greatest intensity in relation to the peel. In both
cultivars, with the advancement of development, the peel, there
was an increase in the content of quercetin 3-galactoside,
epicatechin and procyanidin B2, coinciding with the increase in
the content of anthocyanins. In ‘Mishima’ apples, this increase
reflected in an increase in the content of TFC and TAA.
Generally, the DCA-RQ and DCA-CF storage provided greater
delay the ripening of the fruit, followed by static CA condition
with 2,0 kPa CO,. The DCA storage resulted in fruit with
higher content of phenolic compounds in the pulp compared to
static CA storage. The DCA-RQ showed advantages over other
storage conditions, to promote fruit with higher content of






chlorogenic acid and procyanidin B1 peel and chlorogenic
acid, epicatechin and catechin in the pulp.

Keywords: Malus domestica. Catechin. Quercetin  3-
galactoside. Epicatechin.  Procyanidin. Chlorogenic acid.
Fluorescence of chlorophyll. Respiratory quotient.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os temas relacionando salde e alimentagdo assumiram
destague na sociedade contemporanea. Ha uma crescente
preocupacdo da populacdo em relagdo a alimentacdo saudavel
com a finalidade de prevenir problemas de satde. As frutas e
vegetais séo ricos em compostos que desempenham funcdes
antioxidantes, os quais estdo associados a potencializacdo dos
efeitos promotores da salde humana através da prevencao de
varias doencas. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS,
2016), recomenda o consumo de cinco porcOes diarias de frutas
e vegetais pela atividade antioxidante destes compostos terem
sido associadas a potencializagdo dos efeitos promotores da
salde humana atraves da prevencdo de varias doencas.

As reacdes bioquimicas normais do corpo humano, bem
como o aumento da exposicdo a infeccBes microbianas,
poluentes, toxinas, alcool, radiacdes ionizante, UV, pesticidas e
0zOnio, resultam na producdo de espécies reativas de oxigénio
(POLJSAK; DUSAN SUPUT; MILISAV, 2013). Os radicais
sd0 substdncias quimicas reativas com um elétron
desemparelhado (POWELL, 1993). As espécies reativas de
oxigénio (ROS) compreendem moléculas tais como superéxido
(02"), radical hidroxila (HO"), éxido nitrico (NO), perdxido de
hidrogénio (H202) e oxigénio singleto (0z) (HALLIWELL;
GUTTERIDGE.; CROSS, 1992; RILEY, 1994), que podem
aumentar o estresse oxidativo e prejudicar o equilibrio redox
(POLJSAK; DUSAN SUPUT; MILISAV, 2013). O estresse
oxidativo ¢ definido por Poljsak, Dusan Suput e Milisav (2013)
como uma quantidade excessiva de ROS, resultante do
desequilibrio entre producéo e destruicdo de ROS, sendo desse
modo, consequéncia do aumento da producdo de radicais e/ou
reduzida atividade fisiologica das defesas antioxidantes contra
os radicais. As ROS podem causar dano oxidativo em varias
moléculas do organismo humano, tais como lipideos, proteinas
e acidos nucleicos, e originar doencas degenerativas, como
cancer, doencas cardiovasculares, asma e diabetes
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(KALINOWSKA et al., 2014). A homeostase celular pode ser
mantida pela defesa antioxidante endogena, que inclui enzimas
antioxidantes como superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa (GSH),
proteinas e sequestrantes de baixo peso molecular, como o
acido drico, coenzima Q e o &cido lip6ico (HALLIWELL,
2011). O estresse oxidativo pode ainda ser neutralizado através
do reforco das defesas celulares, pela ingestdo de certos
compostos antioxidantes. Os antioxidantes ndo enzimaticos,
como as vitaminas C e E, carotenoides e compostos fendlicos,
sdo atualmente considerados o0s principais antioxidantes
exdgenos (SHAHIDI; ZHONG, 2010; POLJSAK; DUSAN
SUPUT; MILISAV, 2013), que atuam interrompendo as
reacOes em cadeia provocadas pelos radicais livres (POLISAK;
DUSAN SUPUT; MILISAV, 2013). O consumo de alimentos
ricos em antioxidantes tem efeito preventivo, pois estes
compostos possuem capacidade de reduzir o estresse oxidativo
pela eliminacdo direta de espécies reativas de oxigénio
(PANZELLA et al., 2013), complexacdo de ions metalicos
(FLORA, 2009) e modulacdo da resposta celular (BIRT,;
HENDRICH; WANG, 2001).

As macds sdo apontadas como uma das frutas mais
consumidas regularmente em muitos paises (BOYER; LIU,
2004). Estima-se que 22% dos compostos fenolicos dietéticos
consumidos nos EUA sé&o provenientes de magas (VINSON et
al., 2001) e na Franca 37% (BRAT et al., 2006). Na Europa o
consumo de magés é de 62 g dia™, sendo considerada como a
fruta mais popular pela relacdo positiva entre preco e
beneficios a saide (HARKER; GUNSON; JAEGER, 2003).
No Brasil, em 2013, foram produzidas 1,2 milhdes de
toneladas, numa area colhida de 37.579 hectares, com
produtividade média de 32,2 t ha (FAO, 2016). As cultivares
Gala e Fuji e seus clones coloridos correspondem a 52 e 38%,
respectivamente, do total produzido (ABPM, 2014). Segundo
dados da FAO (2016), em 2013, o consumo per capita de



37

magcas pelos brasileiros foi de 5,0 kg*habitanteano™. Embora
0 consumo ainda seja baixo, se comparado ao de paises como
Argentina (14,6 kg thabitante*ano™) e Chile (8,7 kg™ habitante”
tano?), e baixissimo, quando comparado a paises como
Estados Unidos (15,9 kg*habitante*ano™) e Reino Unido (27,3
kg'habitantetano™) (FAO, 2016), a macd é a terceira fruta
mais consumida pelos brasileiros (IBGE, 2009), portanto, tém
importante contribuicdo no aporte de antioxidantes oriundos da
dieta.

A coloracéo vermelha de magcés é de relevante interesse
para fruticultores e comerciantes, devido a preferéncia dos
consumidores brasileiros por frutos com esta caracteristica.
‘Brookfield® ¢ uma mutacio espontinea de ‘Royal Gala’
descoberta em 1994, na Nova Zelandia (NORTON; WAY,
1999). Esta cultivar apresenta desenvolvimento de cor de fruto
vermelho vivo antecipado comparado a ‘Royal Gala’ e padrao
de coloracdo constituido de faixas vermelho-escuras
destacadas, intercaladas com listras de cor de fundo presentes
sobre toda a superficie do fruto (HOSSAIN et al., 2002).
Iglesias, Echeverria e Soria (2008) e Gonzélez-Talice et al.
(2013), observaram coloracdo mais intensa na comparagao com
‘Galaxy’. Segundo Fioravango, Czermainski e Oliveira (2013),
a area cultivada com ‘Brookfield’ vem aumentando na regido
Sul do Brasil devido, dentre outras vantagens agronémicas, boa
produtividade, elevada qualidade dos frutos, principalmente em
relacdo a uniformidade e a intensidade de coloragdo da casca.
A ‘Galaxy’ ¢ uma mutagdo de ‘Royal Gala’, ocorrida em
Hawke’s Bay na Nova Zelandia, em 1985 (KIDDLE, 1989). Os
frutos desta cultivar apresentam estrias uniformemente
distribuidas em toda a superficie do fruto, inclusive na parte
sombreada. A cultivar Mishima é uma mutacdo esponténea de
‘Fuj1’, descoberta em 1978 por Y. Sasaki, em Akita no Japao
(KOMATSU, 1998). Os frutos apresentam a cor vermelha na
epiderme, recobrindo quase que totalmente a superficie, sobre
fundo esverdeado, sendo considerada mais uma opgéo para a
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composicdo de pomares, em funcdo da similaridade de
comportamento em relacdo a ‘Fuji Suprema’ e ‘Fuji Select’
(FIORAVANCO et al., 2012).

O consumo de macas esta relacionado a prevencgdo de
varias doencas cronicas. Extratos de maca tém demonstrado
atividade na prevencdo de doengas cardiovasculares
(SETORKI et al., 2009), diabetes tipo Il (SONG et al., 2005),
oxidacdo do colesterol LDL (VIDAL et al., 2005), e de
diversos tipos de cancer como leucemia, ovario, mama,
pulmao, figado, boca (RAMQOS, 2007) e colon (VEERIAH et
al., 2007). Acdo antiviral (HE et al., 2011), anti-inflamatoria
(ANDRE et al., 2012), antiobesidade (BOQUE et al., 2013),
protecdo da mucosa intestinal (CARRASCO-POZO et al.,
2011) e agdo  anti-hipertensiva  (BALASURIYA,;
RUPASINGHE, 2012).

O é&cido ascorbico (vitamina C) é um potente
antioxidante hidrossolivel (NIMSE; PAL, 2015). No entanto,
estudos demonstram que menos de 0,4% da atividade
antioxidante em macas é atribuido ao teor de acido ascorbico,
indicando que outras moléculas organicas, tais como
compostos fendlicos, sdo os principais contribuintes (TSAO et
al., 2005; DROGOUDI; MICHAILIDIS; PANTELIDIS, 2008).
Os compostos fendlicos possuem um ou mais anéis aromaticos,
com um ou mais grupamentos hidroxila (BOUAYED et al.,
2011; LEOPOLDINI; RUSSO; TOSCANO, 2011), sdo
provenientes do metabolismo secundario e desempenham
funcbes essenciais na bioguimica celular, reproducéo,
crescimento, mecanismos de defesa (contra patdgenos,
parasitas e predadores), coloracao e sabor dos frutos (HYSON,
2011; PALAFOX-CARLOS; AYALA-ZAVALA;
GONZALEZ-AGUILAR, 2011). Ja em animais e humanos
tem-se observado que séo capazes de reagir com radicais livres,
formando radicais estaveis. Esse poder de neutralizacdo dos
radicais pelos compostos fendlicos é devido a sua estrutura
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quimica formada por pelo menos um anel aromatico com
grupamentos hidroxilas (GIADA; MANCINI-FILHO, 2006).

Em magcés os compostos fendlicos sdo classificados em
compostos ndo-flavonoides e flavonoides. No grupo de
compostos nao-flavonoides fazem parte os acidos fendlicos,
dos quais os acidos hidroxicindmicos sdo o0s principais
representantes (PETKOVSEK; STAMPAR; VEBERIC, 2007).
Dentre os &cidos hidroxicindmicos, o acido clorogénico tem
sido o &cido identificado em maior guantidade, tanto na polpa
quanto na casca em diferentes cultivares de macé (LEE et al.,
2003; TSAO et al, 2003; PETKOVSEK; STAMPAR;
VEBERIC, 2007). No grupo dos flavonoides estdo as
dihidrochalconas, flavonois, flavanois, assim como as
antocianinas em cultivares vermelhas (LEE et al., 2003; TSAO
et al., 2003, TSAO et al., 2005). As principais dihidrochalconas
séo a floridizina e floretina e frequentemente estdo associadas a
acucares (TSAO et al.,, 2003). Os flavonois, considerados
quantitativamente a menor classe de compostos fenoélicos em
macas, sdo encontrados majoritariamente na casca e
frequentemente ligados a acuUcares, sendo a quercetina 3-
glicosideo a principal representante deste grupo (WOJDYLO;
OSZMIANSKI; LASKOWSKI, 2008). Os flavan-3-ois séo 0s
principais flavanois e quantitativamente a maior classe de
compostos fendlicos presentes na macd, 56% e 60% dos
polifendis na polpa e casca, respectivamente, podendo ser
encontrados nas formas monoméricas, (+)-catequina e a (-)-
epicatequina, sendo os dimeros procianidinas B1 e B2 de maior
destague em macds (TSAO et al., 2005). A cianidina 3-
galactosideo é a antocianina presente em maior quantidade em
cultivares de magés vermelhas ou parcialmente vermelhas,
sendo responsével pela coloracdo caracteristica das mesmas
(TSAO et al., 2005; IGLESIAS; ECHEVERRIA; SORIA,
2008).

A capacidade antioxidante e os compostos fenolicos
totais ndo estdo uniformemente distribuidos nos tecidos da
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maca. Trabalhos evidenciaram maior quantidade de polifenois
na casca em relacdo a polpa (FELICETTI; MATTHEIS, 2010;
KEVENS et al., 2011; VIEIRA et al., 2011). Os valores podem
ainda variar entre cultivares (CEYMANN et al.,, 2012;
JAKOBEK et al, 2013; PANZELLA et al., 2013). A
capacidade antioxidante pode ser de 4 a 15 vezes maior na
casca em relacdo a polpa, o que se justifica pela presenca de
antocianinas, floridizina e glicosideos da quercetina (LATA;
TRAMPCZYNSKA; PACZESNA, 2009). Em magds ‘Pink
Lady’ produzidas na Australia, os fenodis quantificados na casca
foram flavan-3-ois monoméricos (35%), procianidinas (27%),
flavonois (14%), antocianinas (12%), acidos fendlicos (8,5%) e
chalconas (3%), e na polpa acidos fendlicos (57%), flavan-3-
ois monoméricos (19,5%), procianidina B2 (17,5%) e
floridizina (5,5%) (HOANG; GOLDING; WILKES, 2011).
Vieira et al. (2011) em 14 cultivares produzidas no Brasil,
identificaram valores de compostos fendlicos totais entre 128 e
212 mg EAG 100g* de massa fresca e entre 304 e 712 mg
EAG 100g de massa fresca na polpa e casca, respectivamente.

O contetdo de compostos fenolicos em macds pode
variar em funcéo de fatores como ano de produgdo (McGHIE;
HUNT; BARNETT, 2005), manejo do pomar (LAMPERI et
al., 2008; VALAVANIDIS et al., 2009), posicdo do fruto no
dossel da planta (DROGOUDI; PANTELIDIS, 2011), cultivar
(KEVERS et al.,, 2011; VIEIRA et al., 2011), estadio de
desenvolvimento (ZHANG; LI; CHENG, 2010; ZHENG;
KIM; CHUNG, 2012), estadio de maturacdo na colheita
(McGHIE; HUNT; BARNETT, 2005), condi¢cbes de
armazenagem (HOANG; GOLDING; WILKES, 2011;
KEVERS et al., 2011) e da utilizacdo de inibidores da ac¢do do
etileno (HOANG; GOLDING; WILKES, 2011).

O contetdo de compostos fenolicos e a atividade
antioxidante total depende do estadio de desenvolvimento. Em
magas ‘Fuji’ colhidas na Coréia, a atividade antioxidante e 0s
polifendis totais diminuiram drasticamente aos 85 dias apos a
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plena floracdo (DAPF), principalmente pela reducdo do &cido
clorogénico na polpa dos frutos (ZHENG; KIM; CHUNG,
2012). Com base no peso fresco de macas ‘Honeycrips’
produzidas na China, Zhang, Li e Cheng (2010) observaram
uma reducdo exponencial nas concentracbes de floridizina,
acido clorogénico, &cido p-cumérico, &cido cafeico, &cido
feralico, quercetina, isogquercetina, rutina e flavondis com o
desenvolvimento dos frutos. J& as concentracbes de
procianidina B1 e B2, catequina, epicatequina, e acido galico
mantiveram-se inalteradas ou aumentaram ligeiramente no
estadgio inicial de desenvolvimento e, em seguida, houve
reducdo exponencial desses compostos até a colheita dos
frutos. Em macds ‘Braeburn’, o incremento no conteudo de
antocianinas totais ocorreu entre duas 2 e 4 semanas
antecedentes a maturacdo comercial (BIZJAK et al., 2013 a, b).

Com intuito de prolongar a oferta e atender ao mercado
consumidor, diversos métodos tém sido propostos para ampliar
a conservacdo poés-colheita de macas. O armazenamento de
macas em atmosfera controlada estatica (AC), com baixo O
(0,8 a 1,2 kPa) e alto CO2 (2,0 a 3,0 kPa), é a principal
tecnologia complementar a refrigeracdo atualmente usada para
a conservagdo pos-colheita de macds (BRACKMANN et al.,
2010). A AC estatica reduz o metabolismo dos frutos, conserva
atributos fisico-quimicos e reduz e/ou inibe a ocorréncia de
distarbios fisiologicos (GWANPUA et al., 2012; BOTH et al.,
2014a). Em AC estatica, o aumento dos niveis de CO:
demonstrou ser benéfico na reducdo do metabolismo e
manutencdo da qualidade dos frutos. Para as magés do grupo
‘Gala’, o nivel de CO2 recomendado é entre 2,0 e 3,0 kPa
(BRACKMANN et al., 2001). Brackmann, Weber e Both
(2015) afirmaram que o armazenamento com 2,0 kPa de CO2 é
mais apropriado para a manutencdo da qualidade desta cultivar,
em relagdo ao armazenamento com 1,2 e 1,6 kPa de CO:..

O uso da atmosfera controlada dinamica (ACD) tem
sido proposta como complemento a AC estatica. Na ACD o
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limite inferior de O é adaptado de forma dinamica, em funcéo
do tempo de armazenamento, com base na medida de uma
resposta bioldgica do fruto armazenado para baixos niveis de
oxigénio (ZANELLA, 2003). A atmosfera controlada dindmica
monitorada pela fluorescéncia de clorofilas (ACD-FC)
(WRIGHT et al., 2010; WRIGHT et al., 2012) e a atmosfera
controlada dindmica monitorada pelo quociente respiratdrio
(ACD-QR) (BESSEMANS et al.,, 2016), sdo metodologias
propostas para detectar o limite de baixo oxigénio tolerado
pelos frutos. Em relacdo & AC estatica, 0 armazenamento
ACD-FC demonstrou reduzir a taxa de producéo de etileno, a
perda de firmeza de polpa e o escurecimento interno de macas
‘Royal Gala’ e ‘Galaxy’ (THEWES et al., 2015). Em magcas
‘Granny Smith’, a ACD-QR reduziu a perda de firmeza de
polpa e a incidéncia de escaldadura superficial, em relacdo a
AC estatica (BESSEMANS et al., 2016). Brackmann, Weber e
Both (2015) afirmam que o armazenamento de magas ‘Galaxy’
em ACD-QR resulta em frutos com melhor qualidade em
relacdo a ACD-FC.

Nas condicBes edafocliméticas brasileiras de producdo
ndo existem trabalhos reportando a dinamica dos polifendis e
da atividade antioxidante em funcdo do estadio de
desenvolvimento e da utilizacdo de tecnologias de conservagéo
pos-colheita. Portanto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar
as mudancas no conteudo de compostos fenolicos individuais e
totais, antocianinas totais e atividade antioxidante total, nas
porcdes da casca e polpa, que ocorrem durante o
desenvolvimento dos frutos de macieiras ‘Brookfield® e
‘Mishima’ e avaliar o efeito da ACD monitorada pelo
guociente respiratorio e por fluorescéncia de clorofilas e de trés
condicdes de AC estatica (1,2 kPa de O, + 1,2; 1,6; e 2,0 kPa
de CO») sobre o conteudo de compostos fendlicos individuais e
totais e sobre aatividade antioxidante total, nas porcbes da
casca e polpa, bem como sobre a manutengéo da qualidade de
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magas ‘Galaxy’ armazenadas por nove meses € mais sete dias
de prateleira.

2 CONTEUDO DE COMPOSTOS FENOLICOS E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DURANTE o)
DESENVOLVIMENTO DE MACAS ‘BROOKFIELD® E
‘MISHIMA’

2.1 RESUMO

Macas contém uma série de compostos bioativos responsaveis
por promover a salde humana, dentre os quais destacam-se 0s
compostos fendlicos, principais responsaveis pela atividade
antioxidante dos frutos. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar as mudancas nos conteidos de compostos
fenolicos totais (CFT) e individuais (CFI; acido clorogénico,
floridizina, quercetina 3-galactosideo, epicatequina, catequina e
procianidina B1 e B2) e na atividade antioxidante total (AAT),
na casca e polpa, e de antocianinas totais (ANT) na casca,
durante o desenvolvimento dos frutos de macieiras
‘Brookfield® e ‘Mishima’, cultivadas em pomar comercial
localizado no municipio de Sdo Joaquim-SC. Macés da cultivar
Brookfield® foram colhidas aos 49, 79, 107, 134 e 138 dias
apos a plena floracdo (DAPF), e da cultivar Mishima aos 45,
75, 103, 130, 145, 165 e 172 DAPF. Na polpa, os contetdos de
CFl e CFT e a AAT reduziram rapidamente aos 75 e 79 DAPF
para  ‘Brookfield® e  ‘Mishima’,  respectivamente,
permanecendo constantes até a maturacdo comercial. Na casca
de macis ‘Brookfield®’, houve reducdo no contetido de CFT e
na AAT até 79 DAPF, com manutencdo nos contetdos de
acido clorogénico, catequina e procianidina B1 desta data até a
maturagdo comercial, e no conteddo de floridizina de 107
DAPF até a maturagdo comercial. Os contetdos de quercetina
3-galactosideo, epicatequina e procianidina B2 reduziram até
107 DAPF, com posterior incremento, apresentando na
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maturacdo comercial, valores semelhantes ao inicio do
desenvolvimento dos frutos (45 DAPF). Na casca de magés
‘Mishima’, houve redu¢ao no conteido de CFT ¢ da AAT até
130 DAPF, com posterior incremento até a maturagdo
comercial. Até 103 DAPF houve reducdo nos contetdos de
acido clorogénico, floridizina e catequina, seguida de
manutencdo até a maturacdo comercial. Os conteddos de
quercetina 3-galactosideo, epicatequina e procianidinas Bl e
B2 reduziram até 130 DAPF, com posterior incremento até a
maturacdo comercial. O conteddo de ANT na casca aumentou
nas duas e quatro semanas antecedentes a maturacdo comercial,
para ‘Brookfield® e ‘Mishima’, respectivamente. Com o
avanco do desenvolvimento, na polpa e na casca de ambas as
cultivares, ha reducdo de CFl e CFT, e da AAT. Proximo a
maturacdo comercial, houve incremento nos contetdos na
casca de quercetina 3-galactosideo, epicatequina, procianidina
B2 e ANT, em ambas as cultivares.

Palavras-chave: Malus domestica. Dias ap6s a plena floracéo.
Cromatografia liquida. Polifendis. Antocianinas.

PHENOLIC CONTENT AND ANTIOXIDANT
ACTIVITY DURING THE DEVELOPMENT OF APPLES
‘BROOKFIELD® AND ‘MISHIMA’

2.2 ABSTRACT

Apples contain a number of bioactive compounds responsible
for promoting human health, among which is the phenolic
compounds, mainly responsible for antioxidant activity of fruit.
The aim of this study was to characterize the changes in the
content of phenolic compounds (TFC) and individual (IFC;
chlorogenic  acid, floridzina, quercetin  3-galactoside,
epicatechin, catechin and procyanidin B1 and B2) and total
antioxidant activity (TAA) in the peel and pulp, and
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anthocyanins (TAN) in the peel during the development of the
fruits of apples ‘Brookfield® and ‘Mishima’, grown in
commercial orchard located in Sdo Joaquim-SC. Apples
‘Brookfield® were harvested at 49, 79, 107, 134 and 138 days
after full bloom (DAFB) and ‘Mishima’ at 45, 75, 103, 130,
145, 165 and 172 DAFB. In pulp content IFC and TFC and
TAA rapidly reduced to 75 and 79 to DAFB ‘Brookfield® and
‘Mishima’, respectively, being equal to the commercial
maturity. In peel apples ‘Brookfield®”, there was a reduction in
the content of TFC and TAA up to 79 DAFB, maintaining the
chlorogenic acid content, catechin and procyanidin B1 of this
date to the commercial maturity, and floridizina content of 107
to DAFB commercial maturity. The quercetin 3-galactoside
content, epicatechin and procyanidin B2 reduced to 107 DAFB
with subsequent increase, with the commercial maturity, values
similar to the early development of fruit (45 DAFB). In peel
apples ‘Mishima’, there was a reduction in the content of CFT
and AAT DAFB to 130, with subsequent increase to the
commercial maturity. Up to 103 DAFB there was a reduction
in chlorogenic acid content, floridizina and catechin, followed
by maintenance to commercial maturity. The quercetin-3-
galactoside content, epicatechin and procyanidins B1 and B2
reduced to 130 DAFB, with subsequent increment up to
commercial maturity. TAN content in the peel increased in two
and four weeks prior to the commercial maturity, for
‘Brookfield® and ‘Mishima’, respectively. With the
advancement of development in the pulp and peel of both
cultivars, there is a reduction of IFC and TFC, and TAA. Near
commercial maturity, there is an increase in content in the peel
of quercetin 3-galactoside, epicatechin, procyanidin B2 and
ANT in both cultivars.

Keywords: Malus domestica. Days after full bloom. Liquid
chromatography. Polyphenols.
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2.3 INTRODUCAO

As magds sdo as frutas de clima temperado mais
populares em termos de area cultivada e volume consumido.
Estudos recentes reportam os efeitos positivos do consumo de
macas a potencializacdo dos efeitos promotores da saude
humana pela prevencdo de doencas cronicas (HYSON, 2011,
LI et al, 2012; CONDEZO-HOYOS; MOHANTY;
NORATTO, 2014). Esses efeitos benéficos tém sido atribuidos
aos compostos fendlicos e ao seu efeito antioxidante
(BOUAYED, 2010; BOUAYED; BOHN, 2010).

Os compostos fendlicos possuem um ou mais anéis
aromaticos, com um ou mais grupamentos hidroxila
(BOUAYED et al, 2011; LEOPOLDINI; RUSSO;
TOSCANO, 2011), s@o provenientes do metabolismo
secundario e desempenham fungdes essenciais na bioquimica
celular, reprodugdo, crescimento, mecanismos de defesa
(contra patégenos, parasitas e predadores), coloracdo e sabor
dos frutos (HYSON, 2011; PALAFOX-CARLOS; AYALA-
ZAVALA; GONZALEZ-AGUILAR, 2011).

Os principais grupos de compostos fendlicos em macas
sdo os acidos fendlicos, di-hidrochalconas, flavonois, flavanois
(flavan-3-ois), e antocianinas (CEYMANN et. al., 2012,
JAKOBEK et al., 2013). De acordo com os trabalhos de
Jakobek et al. (2013), Ceymann et al. (2012) e Tsao et al.
(2005), os éacidos fendlicos, di-hidrocalcolonas e flavonois
contribuem, respectivamente, com valores de 3-30%, 1-5% e 2-
10% do conteudo de compostos fenolicos totais (CFT) em
macds. Ja os flavan-3-ois nas formas monoméricas [(+)-
catequina e (-)-epicatequina] e oligomérica (proantocianidinas)
sdo os principais flavanois, e contribuem com 55-85% do
conteddo de CFT em macds. As antocianinas estdo presentes
em cultivares de magas vermelhas ou parcialmente vermelhas,
e sua contribuicéo varia de 1-7% do contetdo de CFT.

Trabalhos demonstraram que o conteddo de CFT na
casca (BIZJAK et al., 2013 a,b) e na polpa (ZHANG; LI;
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CHENG, 2010; ZHENG; KIM; CHUNG, 2012), diminuem
com o desenvolvimento do fruto, permanecendo relativamente
constantes até a maturacdo comercial. Na casca, alguns
compostos especificos, como as antocianinas em cultivares
coloridas e as quercetinas glicosiladas, aumentam proximo da
maturacdo dos frutos (BIZJAK et al., 2013 a,b). O conteudo de
CFT pode variar ainda entre cultivares de macas (CEYMANN
etal., 2012; JAKOBEK et al., 2013; PANZELLA et al., 2013).
Nas condicGes edafoclimaticas de producdo no Sul do Brasil,
ndo existem trabalhos reportando a dinamica de CFT e da
atividade antioxidante total (AAT) durante o desenvolvimento
dos frutos, em clones das cultivares Gala e Fuji, que
representam 90% do total produzido (PETRI et al., 2011). As
cultivares Brookfield® e Mishima, sdo clones mutantes de
‘Gala’ e ‘Fuji’, respectivamente, e tém como principal
caracteristica a coloragdo vermelha intensa, de interesse para
fruticultores, comerciantes e consumidores.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar as mudancas
no conteudo de compostos fendlicos individuais e totais,
antocianinas totais e atividade antioxidante total, nas porcoes
da casca e polpa, que ocorrem durante o desenvolvimento dos
frutos de macieiras ‘Brookfield® e ‘Mishima’.

2.4 MATERIAL E METODOS

Macas ‘Brookfield® e ‘Mishima’ foram colhidas em
um pomar comercial, localizado no municipio de S&o Joaquim-
SC (28°17° S e 49°55° W, com altitude 1.360 m), na safra
2014/2015. O pomar era constituido por plantas com sete anos
de idade, sobre porta-enxerto Marubakaido, espagadas em 2,0
m x 6,0 me 2,5 m x 6,0 m, para ‘Brookfield® e ‘Mishima’,
respectivamente. Os frutos foram colhidos aos 49, 79, 107, 134
e 138 dias apds a plena floracdo (DAPF) na cultivar
Brookfield®, e aos 45, 75, 103, 130, 145, 165 e 172 DAPF na
cultivar Mishima.
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Reagentes, padrdes e solventes

Os reagentes 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico) (ABTS), 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH),
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-4cido carboxilico (Trolox),
Folin-Ciocalteau, acetato de sodio e persulfato de potéssio
foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
EUA), com grau analitico (PA). Os padrdes de acido
clorogénico, catequina, epicatequina, procianidina B1,
procianidina B2, quercetina 3-galactosideo e floridizina, e 0s
solventes acetonitrila, &cido acético e metanol foram adquiridos
da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA), todos com grau
de pureza HPLC. Acido galico, carbonato de sodio, acetona e
alcool etilico foram obtidos da Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil),
com grau analitico (PA).

Preparacao das amostras

Para cada data de colheita e para cada cultivar, foram
preparadas, em laboratério, quatro unidades amostrais
homogéneas de 20 frutos, de forma casualizada, descartando
frutos com podriddes, lesdes e defeitos. A casca de toda
superficie foi removida com uma ldmina cortante (1 mm de
espessura). A amostra de polpa foi retirada por meio de uma
fatia longitudinal, de cerca de um centimetro, da porcdo
mediana do fruto, descartando a regido do endocarpo e
conservando cada lado da fatia. As amostras de polpa foram
processadas com um triturador vertical, marca Philips Walita,
modelo RI1364 (Varginha, Brasil), e as amostras de casca
foram maceradas em almofariz com nitrogénio liquido.

Obtencéo dos extratos para quantificagdo de CFT e AAT

A obtencdo do extrado para a quantificacdo de CFT e
AAT foi realizada conforme descrito por Rufino et al. (2007),
adaptado de Larrauri, Rupérez e Saura-Calixto (1997). Foram
utilizadas 10,0 g de polpa e 2,5 g de casca. A amostra foi
colocada em um tubo Falcon (Zollstr, Suica) adicionando-se 10
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mL de metanol/agua destilada (50:50, v/v), com posterior
homogeneizagdo em ultraturrax, marca Heidolph, modelo D-
91126 (Schwabach, Alemanha) e repouso por 60 min a
temperatura ambiente. Apos, as amostras foram centrifugadas a
12.880 g por 20 min a 4 °C, em uma centrifuga Eppendorf,
modelo 5810R (Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante foi
transferido para um baldo volumétrico de 25 mL e ao residuo
da primeira extracdo, foram adicionados 10 mL de
acetona/agua destilada  (70:30, v/v), com posterior
homogeneizacdo e repouso por 60 min a 20 °C. As amostras
foram submetidas a nova centrifugacdo nas mesmas condicdes.
O sobrenadante foi transferido para o baldo volumétrico
contendo o primeiro sobrenadante e o volume foi completado
para 25 mL com &gua destilada.

Determinacdo do contetido de CFT na casca e na polpa

O contetdo de CFT foi determinado usando o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau modificado, descrito
por Roesler et al. (2007). Foi adicionado 2,5 mL do reagente
Folin-Ciocalteau/agua destilada (25:75, v/v) a 0,5 mL de uma
diluicdo conhecida do extrato hidroalcéolico, em triplicata, em
um tubo de ensaio, seguido de homogeneizacdo em agitador de
tubos, marca Arsec, modelo ATS-100 (Sao Paulo, Brasil), e
manutenc¢do durante 3 min a 20 °C para a reacdo. Em seguida,
foi adicionado 2,0 mL de solucdo de carbonato de sodio (10 g
100 mL1), e as amostras novamente agitadas e mantida em
repouso durante 1 hora ao abrigo da luz. A absorbéancia foi
determinada no comprimento de onda (1) de 765 nandmetros
(nm), em espectrofotdmetro UV-visivel, marca Bel Photonics,
modelo BEL2000-UV (Piracicaba, Brasil). O contetdo de CFT
foi calculado a partir da curva de calibracdo, preparada com
acido galico e os resultados foram expressos em miligramas de
equivalentes acido galico por 100 g de massa fresca (mg EAG
100 gt MF).
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Determinacdo da AAT na casca e na polpa

A AAT foi determinada utilizando as metodologias
baseadas na capacidade do extrato de sequestrar os radicais
2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (método
ABTS) (RUFINO et al.,, 2007) e 1,1-difenil-2-picrilhidrazila
(método DPPH) (BRAND-WILLIANS; CUVELIER,;
BERSET, 1995).

Para 0 método ABTS, o radical foi gerado a partir da
reacao da solucdo estoque de ABTS (7 mM) com o persulfato
de potassio (140 mM), mantido no escuro por 16 h, a 20 °C.
Antes da analise, o radical foi diluido com alcool etilico até
obter uma absorbéncia de 0,70 £ 0,05, no A=734 nm. O radical
ABTS foi diluido em etanol até obter-se uma medida de
absorbancia de 0,70 (£ 0,05) no A=734 nm. A partir do extrato
hidroalcodlico, foram preparadas, em tubos de ensaio, trés
diluicdes diferentes, em triplicata. Foram transferidas aliquotas
de 30 pL de cada diluigdo do extrato para tubos de ensaio com
3,0 mL do radical ABTS, e homogeneizadas em agitador de
tubos. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro UV-
visivel, marca Bel Photonics, modelo BEL2000-UV
(Piracicaba, Brasil), no A=734 nm, ap6s 6 min de reacdo. Foi
utilizado alcool etilico como branco para calibrar o
espectrofotobmetro. A partir das absorbancias obtidas das
diferentes dilui¢cbes dos extratos, foi obtida a equacédo da reta.
Curvas com solucdes padrdes de Trolox foram construidas e os
resultados de AAT foram expressos em equivalente de Trolox
(TEAC) por g de massa fresca (WMol TEAC g™ MF).

Para o meétodo DPPH, o radical (0,06 mM) foi
preparado no dia da avaliacdo, diluido em metanol. Foi
transferida uma aliquota de 0,1 mL do extrato hidroalcodlico
para tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH, em
triplicata, com posterior homogeneizagdo em agitador de tubos.
A medida de absorbancia foi realizada no A=515 nm, ap6s 30
min de reacdo com adi¢cdo da amostra. Foi utilizado &lcool
metilico, como branco, para calibrar o espectrofotdometro.
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Curvas com solucdes padrdes de Trolox foram construidas, e
os resultados de AAT foram expressos em pMol TEAC 100 g*
MF.

Determinacdo de ANT na casca

As ANT foram determinadas conforme metodologia
adaptada por Fuleki e Francis, (1968). Para determinacdo de
ANT, foi utilizado 5,0 g de amostra de casca, adicionado a 15
mL de etanol/dgua destilada (95:5, v/v), acidificado com
etanol/acido cloridrico (HCI, 1,5 N) (85:15, v/v). As amostras
foram homogeneizadas em ultraturrax, marca Heidolph,
modelo D-91126 (Schwabach, Alemanha), mantidas durante 24
h a 4 °C, e posteriormente centrifugadas durante 20 min a
12.880 g, a 4 °C, em uma centrifuga Eppendorf, modelo 5810R
(Hamburgo, Alemanha). Foi transferido 2 mL do sobrenadante
para um baldo volumétrico e completado o volume para 50 mL
com o solvente extrator. As leituras foram realizadas em
espectrofotbmetro UV-visivel, marca Bel Photonics, modelo
BEL2000-UV (Piracicaba, Brasil), no A=535 nm. A ANT foi
expressa em mg cianidina 3-glicosideo por 100 g de massa
fresca (mg cianidina 3-glicosideo 100 g* MF).

Determinacéo de CFI na casca e polpa

As analises de CFI foram realizadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), conforme descrito por Tsao
et al. (2003). A preparacgédo das amostras foi a mesma utilizada
para CFT e AAT. Cada amostra foi transferida para um becker
com metanol/agua ultrapura (70:30, v/v), na proporcao de 1:1
(p/v), onde foram homogeneizadas usando um ultraturrax
marca Heidolph, modelo D-91126 (Schwabach, Alemanha). A
filtragem foi realizada por filtro quantitativo sob vacuo e, em
seguida, por um filtro de seringa de 0,45 um, marca Kasvi
(Curitiba, Brasil). A amostra final permaneceu armazenada a -
20 °C até a analise.
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A quantificacdo de CFI foi realizada através de CLAE,
com um cromatografo da marca Shimadzu (Toquio, Jap&o),
equipado com  controladora  SCL-10Avp, misturador
quaternério FCV-10ALvp, bomba LC-10ADvp, amostrador
automatico SIL 10-ADvp, detector ultravioleta SPD-10AVp e
software CLASS VP 6.14. Foi utilizada uma coluna analitica
C18 (250 x 4,6 mm; tamanho das particulas, 5 pm), marca
Restek (Bellefonte, EUA). A fase movel foi acido acético/agua
ultrapura (6:94, v/v) em 2 mM de tampdo de acetato sédio
(solvente A, pH 2,55, v/v) e acetonitrila (solvente B). O
programa de gradiente foi o seguinte: 0 % até 15 % de B em 45
min, 15 % até 30 % de B em 15 min, 30 % a 50 % de B em 5
min, e 50 % até 100 % de B em 5 min. O tempo de retorno a
condic&o inicial foi de 10 min. A taxa de fluxo foi de 1,0 mL
min durante um tempo total de corrida de 80 min. O detector
foi fixado em A=280 nm e o volume de injecdo de 20 pL para
todas as amostras. Todos os padrbes foram dissolvidos em
metanol.

A identificacdo dos compostos fendlicos foi baseada
nos tempos de retencdo dos padrdes: procianidina B1=10,9
min; catequina=17,4 min; procianidina B2=22,0 min; acido
clorogénico=22,7 min; epicatequina=35,2 min; quercetina 3-
galactosideo=52,6 min; e floridizina=67,0 min. A confirmacgéo
da identidade foi obtida pela adicdo de padrdo interno nas
amostras e comparagao com a mesma amostra, sem a adi¢do do
padrdo interno. A concentracdo do analito foi calculada
conforme curvas de calibracdo derivadas do correspondente
composto fendlico padrdo puro, nas concentracdes entre 0-100
mg g. Todas as amostras foram preparadas e analisadas em
duplicata.

Analise dos atributos de maturacéo dos frutos

Nas colheitas realizadas aos 134 e 138 DAPF em macas
‘Brookfield®, e 165 e 172 DAPF em ‘Mishima’, foram
utilizadas, adicionalmente, quatro repeticdes de 10 frutos, as
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quais foram submetidos as analises de cor de fundo da casca,
firmeza de polpa, indice de iodo-amido, sélidos soluveis (SS) e
acidez titulavel (AT).

A cor de fundo da casca foi determinada por um
colorimetro eletronico Konica Minolta®, modelo CR400
(Téquio, Japdo). As leituras foram realizadas na regido
equatorial dos frutos e expressas em termos de angulo hue (h°)
(0° = vermelho; 90° = amarelo; 180° = verde e 270° = azul). A
firmeza da polpa (Newton; N) foi determinada na regido
equatorial do fruto, em dois lados opostos, onde foi
previamente removida uma pequena por¢do da casca, com 0
auxilio de um penetrometro eletronico (GUSS Manufacturing
Ltd., Cidade do Cabo, Africa do Sul), com ponteira de 11 mm
de didmetro. O indice de iodo-amido foi avaliado utilizando
escala de 1 (seccdo transversal da polpa corada pelo complexo
iodo-amido, indicando alto teor de amido e fruto imaturo) a 5
(seccdo transversal da polpa ndo corada pelo complexo iodo-
amido, indicando teor de amido proximo a zero e fruto
maduro). Os teores de SS e AT foram determinados por meio
de uma amostra de 5mL de suco dos frutos, previamente
extraido de fatias transversais retiradas da regido equatorial das
macds, com uma centrifuga elétrica marca Mondial, modelo
1260-01 (Conceicdo do Jacuipe, Brasil). A AT (% de &cido
malico) foi determinada pela titulacdo de 5 mL de suco, diluido
em 45 mL agua destilada, com solucdo de hidroxido de sodio
0,1 N, até pH 8,1, usando-se titulador automéatico marca Schott
Instruments, modelo TitroLine® easy (Mainz, Alemanha). O
teor de SS (°Brix) foi medido usando refratbmetro digital
marca Atago®, modelo PR2010, com compensacdo automatica
de temperatura (Toquio, Japéo).

Analise estatistica

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com quatro repeticbes de 20 frutos por data de
colheita, exceto para as andlises de cor de fundo da casca,
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firmeza de polpa, indice de iodo, SS e AT, onde foi utilizado
quatro repeticdes de 10 frutos. Os dados de CFI, CFT, AAT
foram submetidos a analise da variancia (ANOVA), utilizando
0 programa estatistico SAS (SAS Institute, 2002). Os efeitos de
data de colheita foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05).
Anélises de correlacdo de Pearson entre CFT e AAT (pelos
métodos DPPH e ABTS), na casca e na polpa dos frutos, foram
realizadas com o programa SAS.

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas analises para caracterizar a maturacdo comercial,
macas ‘Brookfield®’ apresentavam, respectivamente, aos 134 e
138 DAPF, h° da casca de 78,8 e 80,6; firmeza de polpa de
75,8 e 70,6 N; AT de 0,5% e 0,4%; SS de 10,8 e 10,7 °Brix; e
indice de iodo-amido de 4,0 e 4,5. Macgds ‘Mishima’
apresentavam, respectivamente, aos 165 e 172 DAPF, h° da
casca de 83,8 e 85,3; AT de 0,5% e 0,4%; SS de 12,6 e 12,6
°Brix; e indice de iodo-amido de 3,5 e 3,8.

Com o avango do desenvolvimento das magas
‘Brookfield®’, foi observado redugdo no CFT e na AAT
(métodos ABTS e DPPH) na casca e polpa (Figura 1). Na
casca, 0 CFT foi reduzido pela metade, comparando os frutos
colhidos aos 49 DAPF com aqueles colhidos aos 134 e 138
DAPF. Nesse periodo, a AAT foi reduzida 3,0 e 2,5 vezes
pelos métodos DPPH e ABTS, respectivamente. Os contetdos
de &cido clorogénico, floridizina, catequina e procianidina Bl
foi maior aos 49 DAPF, diminuindo aos 79 DAPF e, partir de
entdo, se mantiveram relativamente constantes até a maturagao
comercial (Tabela 1). Houve reducdo nos contetdos de
quercetina 3-galactosideo, epicatequina e procianidina B2 a
partir de 49 DAPF até 107 DAPF, com posterior incremento,
atingindo aos 138 DAPF valores semelhantes aos quantificados
aos 49 DAPF (Tabela 2). Na polpa, houve queda dréstica no
CFT e na AAT entre 49 e 79 DAPF e, a partir de 107 DAPF, se
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mantiveram relativamente constantes. A reducdo foi de 6,5 no
CFT, e de 7 e 10 vezes na AAT, quantificada, respectivamente,
pelos métodos DPPH e ABTS. O valor de CFI foi maior aos 49
DAPF, caindo até 79 DAPF, permanecendo relativamente
constantes a partir de entdo (Tabela 2).
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Figura 1 - Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante
total determinada pelos métodos DPPH e ABTS, nos
tecidos de casca e polpa, durante o desenvolvimento
de magcas ‘Brookfield® . Letras diferentes no interior
do gréafico, demostram diferencas significativas entre
épocas de analise dos frutos, determinadas pelo teste
de Tukey (p<0,05). Barras verticais representam o
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Tabela 1 - Contetido de compostos fenolicos (mg kg™ MF), na
casca e polpa, durante o desenvolvimento (dias

apos a plena floragio - DAPF) de macas
‘Brookfield®”.
DAPF  AC FL QG EP CAT  PB1 P B2
Casca

49 104,12a 201,12a 23165a 19859a 204,04a 14527a 1819ab
79 38,77b 58,79b 173,71ab 112,77ab 1461b 37,31b 121,00b
107 26,00b 1425c 1142b  73,68b 831b 2295b 8151b

127 32,16b 12,38c 155,06 ab 143,80ab 10,08b 30,84b 192,71 ab
134 2467b 1323c 158,34ab 129,84ab 6,74b 2481b 167,71ab
138 42,13b 33,18 bc 152,68 ab 183,03 a 9,14b 36,22b 302,47a

(C%\)/' 21,08 2374 19,02 25,26 51,23 3390 32,09

Polpa
49 106,50a 72,33a ND!? 1194 a 1540a 2537a ND
79 651b 0,02b ND 0,19b 057b 096b ND
107 1,93b 0,02 b ND 0,11 b 045b 0,37b ND
127 1,27b 0,02b ND 0,06 b 0,21b 048b ND
134 1,25b  0,04b ND 0,08 b 029b 044b ND

138 0,66 b 0,03b ND ND 0,38b 0,35b ND
V. 68,77 64,19 - 141,72 110,82 121,58 -
(%)

Fonte: produgdo do préprio autor, 2016. Valores seguidos da pela mesma
letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
AC=Acido Clorogénico; FL=Floridizina; QG=Quercetina 3-Galactosideo;
EP=Epicatequina; CAT=Catequina; P=Procianidina.

INéo detectado.

Na cultivar ‘Mishima’ também foi observada a reducao
no conteddo de CFT e na AAT (ambos os metodos), com o
avanco do desenvolvimento dos frutos (Figura 2). Na casca,
comparando frutos colhidos aos 45 DAPF com aqueles
colhidos aos 165 e 172 DAPF, foi observada reducgéo de 1,3
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vezes nos CFT, e 1,5 e 2,0 vezes na AAT quantificada pelos
métodos DPPH e ABTS, respectivamente. Houve réapida
reducao no contetdo de CFT e na AAT até 130 DAPF, seguido
de incremento no contetdo de CFT e na AAT quantificada pelo
método DPPH. Houve reducdo de todos 0s compostos
fendlicos avaliados, exceto a epicatequina e a procianidina B2,
as quais apresentaram reducdo do contetdo até 130 DAPF,
seguido de incremento nas avaliacbes subsequentes,
apresentando contetdos semelhantes aos quantificados aos 45
DAPF (Tabela 2). A partir dos 145 DAPF houve um
incremento no conteudo de quercetina 3-galactosideo (Tabela
2). Na polpa, o comportamento apresentado foi semelhante ao
da cultivar Brookfield®. Houve queda dréstica entre 45 e 75
DAPF, e manutencdo a partir de 103 DAPF. As redugdes
observadas foram de 4,5 vezes para CFT, e de 5,0 e 9,0 vezes
na AAT quantificada pelos métodos DPPH e ABTS,
respectivamente. O contetdo de todos os compostos fenolicos
individuais foi maior na primeira data de colheita (45 DAPF)
em relacdo as datas posteriores, permanecendo relativamente
constantes de 75 até 172 DAPF (Tabelas 3).
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Figura 2 - Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante
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Tabela 2 - Conteudo de compostos fendlicos (mg kg* MF)
durante o desenvolvimento (dias apdés a plena
floracdo - DAPF) de mag¢as ‘Mishima’.

DAPF AC Fl QG EP CAT P B1 P B2

Casca
45 2966a 61,32a 17851b 958la 3988a 26,79a 44434a
75 1592bc 38,04b 252,59ab 30,89b 23,38b 11,01bc 216,55 bc
103 4,117c¢ 13,72c¢ 16159b 567b 459c 349c 57,89c
130 4,67bc 859c 128,30b 3,71b 3,06c¢ 1,75c 4147c
145  10,63bc 20,06c 264,93ab 326b 9,26c 8,17 bc 184,69 b
165 16,26b 18,76 c 380,39ab 2590b 9,29c 9,34 bc 225,53 bc
172 1587bc 20,03c 39844a 7519a 847c 13,27b 293,50ab

?%\)/ 30,80 21,30 25,25 3461 2622 30,31 24,89
Polpa

45 160,73a 21,00a ND?! 30,73a 39,42a 362,80a ND
75 1198b 0,77b ND 0,57b 0,10b 0,553b ND
103 513b 0,18b ND 0,26b 0,18b 0,26b ND
130 931b 0,70b ND 062b 035b 0,11b ND
145 2,50 b ND? ND 0,04b 029b 0,10b ND
165 3,83b ND ND 0,39b 0,26b 0,08b ND
172 2,20 b ND ND 0,19b 0,28b 0,10b ND
E‘:%\)/ 21,88 57,64 - 79,02 52,72 118,33 -

Fonte: producdo do proprio autor, 2016. Valores seguidos da pela mesma
letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
AC=Acido Clorogénico; FL=Floridizina; QG=Quercetina 3-Galactosideo;
EP=Epicatequina; CAT=Catequina; P=Procianidina.

!N&o detectado.

Na maturacdo comercial, o conteudo de CFI na polpa,
de ambas as cultivares, representou, aproximadamente, 1% do
quantificado 45 DAPF. A reducdo da AAT pode ser atribuida a
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reducdo dos CFlI, principalmente pela reducdo do conteudo de
catequina, epicatequina, procianidina Bl e de 4cido
clorogénico, por estes compostos serem 0S principais
responsaveis pela AAT na polpa de magas (VOLZ; McGHIE,
2011; CEYMANN et al.,, 2012; JAKOBEK et al.,, 2013).
Comportamento similar nos valores de CFT, CFl e AAT
reportado neste trabalho, foi observado por Zheng, Kim e
Chung (2012) em magas ‘Fuji’, durante o desenvolvimento dos
frutos (25-185 DAPF). Os autores atribuem a rapida reducéo de
CFT a grande expansdo celular que ocorre aproximadamente
até 85 DAPF. Zhang, Li e Cheng (2010) sugerem que 0S
compostos fendlicos sdo sintetizados e/ou acumulam-se a uma
taxa mais lenta em relacdo ao crescimento dos frutos.

Na casca de macds ‘Brookfield®, o incremento no
conteddo de procianidina B2, epicatequina e quercetina 3-
galactosideo ndo refletiu em aumento no contetdo de CFT e na
AAT na maturacdo comercial (134 e 138 DAPF). Em Macds
‘Mishima’, o incremento destes fenois resultou em aumento do
conteddo de CFT e da AAT. O contetdo de CFT é
caracteristico de cada cultivar (VOLZ; McGHIE, 2011;
CEYMANN et al., 2012; JAKOBEK et al., 2013; PANZELLA
et al., 2013), e a contribuicdo dos diferentes grupos de
compostos fendlicos apresenta variacdo sobre a AAT (TSAO et
al., 2005; ZHENG; KIM; CHUNG, 2012). Os flavonoides sdo
antioxidantes e/ou reguladores do desenvolvimento e
desempenham importante funcdo na fotoprotecdo (AGATI et
al., 2013). Alonso-Salces et al. (2005) observaram em 12
cultivares de macieira incremento no contetdo de quercetinas
glicosiladas com o0 avango da maturacdo. A quercetina
glicosilada tém sido reportadas como um dos compostos
fendlicos que mais contribuem para a AAT em magcas, por
apresentar vantagens estruturais em relagcdo a outras moléculas
(HYSON, 2011; AGATI et al., 2012; 2013), sendo um dos
fenois mais efetivos em todos os parametros antioxidativos
(HYNSON, 2011). A quercetina glicosilada é o principal
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flavonoide na casca de macas expostas ao sol, contribuindo
positivamente na protecdo contra a radiagdo UV-B
(SOLOVCHENKO; SMICHTZ-EIBERGER, 2003). Portanto,
a reducdo de flavonoides em magnitude menor na casca, em
relacdo a polpa, constitui importante mecanismo de protecéo
contra radiacdo solar nos frutos, representando excelente fonte
desses compostos para a dieta humana.

Em ambas as cultivares, o contetdo de ANT aumentou
com o avanco do desenvolvimento dos frutos (Figura 3). O
incremento ocorreu nas duas 2 e 4 semanas antecedentes a
maturagdo comercial, para ‘Brookfield® e ‘Mishima’,
respectivamente. Bizjak et al. (2013 a,b) observaram resultados
semelhantes em magds ‘Braeburn’. As antocianinas sdo a
subclasse de flavonoides responsaveis pela produgdo da cor
vermelha na casca de macas (BAE; KIM, 2006), atributo este
importante para estimular o interesse de compra dos
consumidores. Bi et al. (2014) afirmam que a cianidina 3-
galactosideo, principal antocianina presente na casca de macas,
sdo mais efetivas na remogdo do perdxido de hidrogénio
(H202), em relagdo a outros polifenois. Os autores sugerem
ainda que, em humanos, as antocianinas dos alimentos ficam
em contato direto com o H202 no trato digestivo, atuando
efetivamente na remocéo desse composto.
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Figura 3 - Mudancas na composicao de antocianinas totais (mg
cianidina 3-glicosideo 100 g* MF de casca), durante
0 desenvolvimento dos frutos de macas
‘Brookfield® e ‘Mishima’. Letras diferentes no
interior do grafico, demostram  diferencas
significativas entre épocas de andlise dos frutos,
determinadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Barras
verticais representam o erro padrdo da média.
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Fonte: produgdo do proprio autor, 2016.

Os dados de CFI e ANT na casca sugerem que, nas 2 e
4 semanas que antecedem a maturacdo comercial para
‘Brookfield® e ‘Mishima’, respectivamente, a rota
biossintética de producdo dos flavonoides € intensificada,
aumentando a concentracdo de quercetinas, nas formas
glicosiladas, e de leucoantocianidinas (flavan-3,4-diol), que é
precursor comum para flavan-3-ois e antocianidinas. Bizjak et
al. (2013a) observaram comportamento semelhante na casca de
magas ‘Braeburn’.

Foi observada correlagdo positiva e significativa
(p<0,001) entre contetdo de CFT e a AAT (pelos métodos
ABTS e DPPH) e entre os métodos de determinacdo da AAT,
na casca e polpa de ambas as cultivares (Tabela 3). Os
resultados obtidos neste trabalho confirmam os relatados por
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Kevers et al. (2011), Zheng, Kim e Chung (2012) e Panzella et
al. (2013), de que os CFT sdo os principais contribuintes da
AAT em magcas.

Tabela 3 - Coeficientes de correlacdo de Pearson entre
compostos fendlicos totais (CFT) e atividade
antioxidante total (AAT), quantificada pelos
métodos ABTS e DPPH, nas por¢des casca e
polpa, em magds ‘Brookfield® e ‘Mishima’
durante o desenvolvimento.

3 ‘Brookfield® ‘Mishima’
Correlacédo
Casca Polpa Casca Polpa
CFT x DPPH 0,92 0,98 0,94 0,96™"
CFT x ABTS 0,81 0,99 0,81 0,98
DPPH x ABTS 0,83 0,98 0,90 0,97

Fkk

Fonte: producdo do préprio autor, 2016. ~significativo a 0,001.

Diversos trabalhos mostram que o conteldo de CFT e a
AAT sdo maiores na casca do que na polpa de macas (VOLZ;
MCcGHIE et al., 2011; JAKOBEK et al., 2013). Além do maior
conteddo de CFT, compostos especificos sdo encontrados em
maiores quantidades na casca, como a quercetina glicosilada,
mostrando que a casca possui maior bioatividade em relacéo a
polpa (PANZELLA et al., 2013; YANG et al., 2015). No
entanto, com base no peso, a porcentagem de casca é muito
inferior a de polpa, portanto a polpa pode representar a por¢éo
que mais contribui para o aporte de antioxidantes,
principalmente, porque a casca tende a ser frequentemente
descartada pelos consumidores.

2.6 CONCLUSAO

O contetdo de compostos fendlicos individuais e totais
e a atividade antioxidante total de macds ‘Brookfield® e
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‘Mishima’ diminui ao longo do desenvolvimento dos frutos. A
reducdo na polpa ocorre em maior intensidade em relacéo a
casca. Em ambas as cultivares, com o avanco do
desenvolvimento, na casca, h& um incremento no conteudo de
quercetina 3-galactosideo, epicatequina e procianianidina B2,
coincidindo com o incremento no contetido de antocianinas
totais. Em macas ‘Mishima’, este incremento reflete em
aumento no contetdo de CFT e na AAT.

3 CONTEUDO DE COMPOSTOS FENOLICOS E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM MACAS ‘GALAXY’
ARMAZENADAS EM ATMOSFERA CONTROLADA
DINAMICA E ESTATICA

3.1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
armazenamento em atmosfera controlada dindmica, monitorada
pelo quociente respiratorio (ACD-QR) e pela fluorescéncia de
clorofilas (ACD-FC), e em condi¢bes de atmosfera controlada
estatica (AC) sobre o contetdo de compostos fendlicos
individuais (CFI) e totais (CFT) e a atividade antioxidante total
(AAT), nas porgdes da casca e polpa de macads ‘Galaxy’. Os
tratamentos avaliados foram: ACD-QR (0,21 kPa O2+1,2 kPa
CO,), ACD-FC (0,4 kPa O2+1,2 kPa COy) e trés condicdes de
AC estética (1,2 kPa O. combinado com 1,2; 1,6; e 2,0 kPa
CO7) a 1,0+0,1 °C e UR de 94+1%. De maneira geral, o
armazenamento em ACD-QR e ACD-FC proporcionaram
maior retardo do amadurecimento dos frutos, seguido pela
condicdo de AC estatica com 2,0 kPa CO2. O armazenamento
em ACD-QR apresentou menor incidéncia de polpa farinécea,
seguido dos tratamentos ACD-FC e AC estatica com 1,6 € 2,0
kPa CO.. A incidéncia de escurecimento da polpa foi menor
em ACD-FC, em relagdo & ACD-QR e AC com 2,0 kPa de
COa. A condicdo de AC estatica com 1,2 kPa CO, apresentou
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menor porcentagem de frutos sadios do que o0s demais
tratamentos. Na casca ndo houve diferenca no contetdo de
CFT, contudo, de maneira geral, o armazenamento ACD
resultou em maior contetdo de CFI, destacando-se a ACD-QR,
com maior conteudo de acido clorogénico e procianidina B1. A
AAT (método ABTS) foi maior em ACD-QR, diferindo apenas
da AC estatica com 1,2 kPa Oz combinado com 1,6 ou 2, kPa
CO.. Na polpa, o contetdo de CFT foi maior em ambos o0s
sistemas de ACD, seguido da AC estatica com 2,0 kPa CO. O
armazenamento em ACD-QR resultou em maior contetdo de
CFI, néo diferindo de ACD-FC. Em ACD-QR foi quantificado
na polpa maior conteido de &cido clorogénico, epicatequina e
catequina. N@o houve efeito dos sistemas de armazenamanto
sobre a AAT na polpa. A utilizacdo da ACD, além de manter
os atributos fisico-quimicos e de qualidade, resulta em frutos
com maior contetudo de CFT na polpa. A ACD-QR apresenta
vantagens pelo maior contedo de CFI especificos com
capacidade de promover a satde dos consumidores.

Palavras-chave: Malus domestica. Fluorescéncia de clorofilas.
Quociente respiratorio. Cromatorafia liquida. Polifenais.

PHENOLIC CONTENT AND ANTIOXIDANT
ACTIVITY OF ‘GALAXY’ APPLES STORED IN
DYNAMIC AND STATIC CONTROLLED
ATMOSPHERE

3.2 ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of storage in
dynamic controlled atmosphere, monitored by respiratory
quotient (DCA-RQ) and the chlorophyll fluorescence (DCA-
CF), and static controlled atmosphere (CA) about the content
of individual phenolics compounds (IFC) and total (TFC) and
the total antioxidant activity (TAA), the portions of the peel
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and pulp of apples 'Galaxy'. The treatments were: DCA-QR
(0,21 kPa O2 + 1,2 kPa CO,), DCA-CF (0,4 kPa Oz + 1,2 kPa
CO3) and three static CA conditions (1,2 kPa Oz combined
with 1,2; 1,6 and 2,0 kPa CO2) to 1,0 + 0,1 ° C and RH 94 +
1%. Generally, the DCA-QR and DCA-CF storage provided
greater delay the ripening of the fruit, followed by static CA
condition with 2,0 kPa CO. The DCA-RQ storage showed a
lower incidence of mealiness, followed by DCA-CF treatment
and static CA with 1,6 and 2,0 kPa CO,. The incidence of
browning was lower in DCA-CF compared to the DCA-RQ
and CA with 2,0 kPa COz. Static CA condition with 1,2 kPa
CO2 showed a lower percentage of healthy fruits than the other
treatments. In the peel there was no difference in the content of
TFC, however, generally, the DCA storage resulted in higher
content of IFC, especially the DCA-RQ with higher content of
chlorogenic acid and procyanidin B1. TAA (ABTS assay) was
increased in DCA-RQ, differing only static AC 1,2 kPa O
combined with 1,6 or 2,0 kPa CO2. In the pulp, the TFC
content was higher in both DCA systems, followed by static
CA with 2,0 kPa CO.. The DCA-RQ storage resulted in higher
IFC content, not differing from DCA-CF. In DCA-RQ was
quantified in the pulp higher content of chlorogenic acid,
epicatechin and catechin. No effects of storage systems on the
TAA in the pulp. The use of the DCA, in addition to
maintaining the physical and chemical attributes and quality,
results in fruit with higher content of TFC in the pulp. The
DCA-RQ has advantages by higher content specific IFC with
capacity to promote the health of consumers.

Keywords: Malus domestica. Chlorophyll fluorescence.
Respiratory quotient. Liquid chromatography. Polyphenols.
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3.3 INTRODUCAO

O consumo regular de magés tem sido frequentemente
associado a potencializacdo dos efeitos promotores da saude
humana através da prevencdo de doengas crénicas (HYSON,
2011; LI et al, 2012; CONDEZO-HOYOS; MOHANTY;
NORATTO, 2014). Compostos bioativos de macds tem
demostrado efeito antimicrobiano (ROUNDS, et al., 2012;
FRIEDMAN; HENIKA; LEVIN, 2013; ROUNDS, et al.,
2013), anti-inflamatério (ANDRE et al., 2012; DENIS et al.,
2013), prevencdo do cancer (JEDRYCHOWSKI et al., 2010;
SERRA, et al., 2010), prevencdo de doengas cardiovasculares
(RAPASINGHE; WANG; THILAKARATHNA, 2011; CHAI
et al., 2012), osteoporose (HOOSHMAND et al., 2011) e
reducdo de triglicerideos (YAO et al., 2014). Estes efeitos
benéficos tém sido atribuidos ao contetdo de compostos
fendlicos e sua capacidade antioxidante (PANZELLA et al.,
2013).

Os principais grupos de compostos fendlicos em macas
sdo os acidos hidroxicindmicos, dihidrochalconas, flavonois,
flavan-3-ois, nas formas monoméricas ((+)-catequina e (-)-
epicatequina) e oligomérica (proantocianidinas), e antocianinas
(CEYMANN et. al., 2012; JAKOBEK et al., 2013). A
ocorréncia e 0 conteldo destes compostos variam entre
cultivares (JAKOBEK et al., 2013; PANZELLA et al., 2013),
tecido da casca e da polpa (VOLZ; McGHIE, 2011; JAKOBEK
et al., 2013), manejo do pomar (PETKOVSEK et al., 2010), e
condicbes de armazenamento (CARBONE et al, 2011;
HOANG; GOLDING; WILKES, 2011; KEVERS et al., 2011).

No Brasil, a malicultura concentra-se nas cultivares
Gala e Fuji e seus clones coloridos. As magas do grupo ‘Gala’
correspondem a 58% do total produzido (WAPA, 2011), com
periodo de colheita de janeiro a marco. Com intuito de
prolongar a oferta e atender ao mercado consumidor, diversos
métodos tém sido propostos para ampliar a conservagdo pés-
colheita de magds. O armazenamento de macas em atmosfera
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controlada (AC) estatica, com baixo Oz (0,8 a 1,2 kPa) e alto
CO2 (2,0 a 3,0 kPa), é a principal tecnologia complementar a
refrigeracdo atualmente usada para a conservacdo pos-colheita
de macds (BRACKMANN et al., 2010). A AC estatica reduz o
metabolismo dos frutos, conserva atributos fisico-quimicos e
reduz e/ou inibe a ocorréncia de distdrbios fisiologicos
(GWANPUA et al.,, 2012; BOTH et al., 2014a). Em AC
estatica, o aumento dos niveis de CO. demonstrou ser benéfico
na reducdo do metabolismo e manutencdo da qualidade dos
frutos. Para as macads do grupo ‘Gala’, o nivel de CO:
recomendado € entre 2,0 e 3,0 kPa (BRACKMANN et al.,
2001).

A atmosfera controlada dindmica (ACD) tem sido
proposta como um sistema de armazenamento que pode ser
mais eficiente do que a AC estatica (THEWES et al., 2015). Na
ACD o limite inferior de O, é adaptado de forma dindmica, em
funcdo do tempo de armazenamento, com base na medida de
uma resposta bioldgica do fruto armazenado para baixos niveis
de oxigénio (ZANELLA, 2003). A ACD-FC (WRIGHT et al.,
2010; WRIGHT et al., 2012) e a ACD-QR (BESSEMANS et
al., 2016), sdo metodologias propostas para detectar o limite de
baixo oxigénio tolerado pelos frutos. Em relacdo a AC estatica,
0 armazenamento ACD-FC demonstrou reduzir a taxa de
producdo de etileno, a perda de firmeza de polpa e o
escurecimento interno de macgds ‘Royal Gala’ e ‘Galaxy’
(THEWES et al., 2015). Em mac¢ads ‘Granny Smith’, a ACD-
QR reduziu a perda de firmeza de polpa e a incidéncia de
escaldadura superficial, em relacdo a AC estatica
(BESSEMANS et al., 2016). Brackmann, Weber e Both (2015)
afirmam que o armazenamento de magds ‘Galaxy’ em ACD-
QR, resulta em frutos com melhor qualidade em relagéo a
ACD-FC. Em AC estatica, estes autores afirmam que o
armazenamento com 2,0 kPa de CO é mais apropriado para a
manutencdo da qualidade desta cultivar, em relacdo ao
armazenamento com niveis inferiores de COx.
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Na literatura brasileira ndo existem trabalhos sobre o
contetdo de compostos fenolicos, bem como sobre a AAT de
macas, submetidas a diferentes sistemas de armazenamento.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da ACD
monitorada pelo quociente respiratério e por fluorescéncia de
clorofilas e de trés condicbes de AC estatica (1,2 kPa de O2 +
1,2; 1,6; e 2,0 kPa de COy) sobre o contetdo de CFl e CFT e
sobre a AAT nas porcdes da casca e polpa, bem como sobre a
manuten¢do da qualidade de mag¢as ‘Galaxy’ armazenadas por
nove meses e mais sete dias de prateleira.

3.4 MATERIAL E METODOS

Material vegetal e aplicacdo dos tratamentos

Magas ‘Galaxy’ foram colhidas em wum pomar
comercial em Vacaria, RS (28°30'44"S de latitude, 50°56'02"W
de longitude e 970 m de altitude), na safra 2012/2013. Apds a
colheita, os frutos foram transportados para o laboratério, onde
foi realizada a selecdo dos frutos e a homogeneizacdo das
amostras experimentais. O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado, com quatro repeticbes de 25
frutos. Os tratamentos testados foram: armazenamento em
ACD-QR=1,5 (0,21 kPa O2 + 1,2 kPa COz); ACD-FC (0,4 kPa
O2 + 1,2 kPa CO3); AC estatica com 1,2 kPa O e trés pressdes
parciais de CO2: 1,2; 1,6; e 2,0 kPa. Os frutos foram mantidos a
temperatura de 1,0+0,1 °C e umidade relativa de 94+1%
durante nove meses e avaliados apos sete dias de exposic¢ao dos
frutos em condigdes ambiente (201 °C e UR de 65+5%),
simulando o periodo de comercializagdo.

Controle e manutencdo da atmosfera de armazenamento

Para obtencdo das condi¢Oes atmosféricas desejadas,
foram utilizadas camaras experimentais de 0,23 m3, onde foi
feita a injecdo de nitrogénio até atingir o nivel de oxigénio de
pré-estabelecido. Na AC estatica, o nivel de dioxido de
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carbono foi obtido pelo acumulo do g&s na camara de
armazenamento devido a respiracdo dos frutos. Durante o
tempo de armazenamento, o0s niveis de dioxido de carbono e
oxigénio foram determinados e corrigidos diariamente com o
auxilio de um sistema automatico de controle de AC. O
equipamento comparou 0s niveis de oxigénio e didxido
carbono a um ponto de ajuste (set point). Quando o nivel de
oxigénio era inferior ao ponto de ajuste, O foi injetado até a
concentracdo desejada. O mesmo foi utilizado para a correcédo
do dioxido de carbono. Quando o nivel de CO> era superior a
concentracdo  desejada, 0 excesso foi  absorvido
automaticamente com um purificador de cal.

Na ACD-FC a pressdo parcial de oxigénio foi
monitorada e corrigida de acordo a metodologia proposta por
Prange et al. (2007), utilizando um sistema HarvestWatch™. O
pico de fluorescéncia foi detectado em 0,06 kPa O: e,
posteriormente, o oxigénio foi injetado e mantido entre 0,35 e
0,45 kPa até a ocorréncia de novo pico de fluorescéncia de
clorofilas.

Na ACD-QR, o QR foi inicialmente calculado a cada
dois dias e depois a cada cinco dias pela relacdo entre a
producdo CO2 e o0 consumo de O,. De acordo com resultados
do QR calculado, a pressdo parcial de O foi ajustada
(aumentada ou diminuida) para que o RQ permanecesse
préximo de 1,5, durante todo o periodo de armazenamento. Foi
utilizado QR de 1,5, pois os estudos realizados até entdo,
avaliando os niveis de QR sobre a manutengédo da qualidade de
magas ‘Gala’, demonstraram ser 0 mais adequado para macéas
do grupo ‘Gala’ (informagc&o pessoal)®.

Avaliacdo da qualidade dos frutos.
Apo0s nove meses de armazenamento e mais sete dias de
prateleira foram realizadas as anélises das taxas respiratoria e

! Noticia fornecida por Auri Brackmann, 2013.
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de producdo de etileno, firmeza de polpa, acidez titulavel e
solidos soltveis utilizando a metodologia descrita por Thewes
et al. (2015).

O escurecimento de polpa foi obtido pela contagem de
frutos que apresentavam sinais de escurecimento interno. A
incidéncia de polpa farinacea foi determinada pela
quantificacdo dos frutos que apresentaram sintomas do
disturbio (polpa seca, sem suculéncia e aspecto farinaceo). Os
frutos sadios foram quantificados através da contagem de
frutos que ndo apresentavam incidéncia de podriddes,
rachaduras, escurecimento de polpa e polpa farindcea. Os
resultados dos distdrbios e de frutos sadios foram expressos em
porcentagem.

Reagentes, padrdes e solventes

Os reagentes 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico) (ABTS), 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH),
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico (Trolox),
Folin-Ciocalteau, acetato de sdédio e persulfato de potéssio
foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
EUA), com grau analitico (PA). Os padrdes de acido
clorogénico, catequina, epicatequina, procianidina B1,
procianidina B2, quercetina 3-galactosideo e floridizina, e 0s
solventes acetonitrila, cido acético e metanol foram adquiridos
da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA), todos com grau
de pureza HPLC. Acido gélico, carbonato de sodio, acetona e
alcool etilico foram obtidos da Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil),
com grau analitico (PA).

Preparacao das amostras

ApOs nove meses de armazenamento e mais sete dias de
prateleira, a casca de toda superficie distal do fruto foi
removida com uma lamina cortante (1 mm de espessura). A
amostra de polpa foi retirada por meio de uma fatia
longitudinal, de cerca de um centimetro, da por¢cdo mediana da
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regido distal, descartando a regido do endocarpo e conservando
cada lado da fatia. Imediatamente apds, as amostras foram
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em
ultrafreezer, marca Thermo Scientific, modelo 900 Series
(Ohio, Estados Unidos). As amostras de polpa foram
processadas com triturador vertical, marca Philips Walita,
modelo RI1364 (Varginha, Brasil) e as amostras de casca
foram maceradas em almofariz com nitrogénio liquido.

Obtencao dos extratos para quantificagdo de CFT e AAT

A obtencdo do extrado para a quantificacdo de CFT e
AAT foi realizada conforme descrito por Rufino et al. (2007),
adaptado de Larrauri, Rupérez e Saura-Calixto (1997). Foram
utilizadas 20 g de polpa e 5 g de casca. A amostra foi colocada
em um tubo Falcon (Zollstr, Suica) adicionando-se 20 mL de
metanol/dgua  destilada  (50:50, v/v), com posterior
homogeneizacdo em ultraturrax, marca Heidolph, modelo D-
91126 (Schwabach, Alemanha) e repouso por 60 minutos a
temperatura ambiente. Apos, as amostras foram centrifugadas a
12.880 g por 20 minutos a 4°C, em uma centrifuga Eppendorf,
modelo 5810R (Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante foi
transferido para um baldo volumétrico de 50 mL e ao residuo
da primeira extracdo, foram adicionados 20 mL de
acetona/agua  destilada  (70:30, v/v), com posterior
homogeneizacdo e repouso por 60 minutos & temperatura
ambiente. As amostras foram submetidas a nova centrifugacao
nas mesmas condicdes. O sobrenadante foi transferido para o
baldo volumétrico contendo o primeiro sobrenadante e o
volume foi completado para 50 mL com agua destilada.

Determinacéo do contetido de CFT na casca e na polpa

O conteudo de CFT foi determinado usando o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau modificado, descrito
por Roesler et al. (2007). Foi adicionado 2,5 mL do reagente
Folin-Ciocalteau/agua destilada (25:75, v/v) a 0,5 mL de uma
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diluicdo conhecida do extrato hidroalcoolico, em triplicata, em
um tubo de ensaio, seguido de homogeneizacdo em agitador de
tubos, marca Arsec, modelo ATS-100 (Sao Paulo, Brasil), e
manutencdo durante 3 min a 20 °C para a rea¢cdo. Em seguida,
foi adicionado 2,0 mL de solucdo de carbonato de sodio (10 g
100 mL), e as amostras novamente agitadas e mantida em
repouso durante 1 hora ao abrigo da luz. A absorbéancia foi
determinada no comprimento de onda (1) de 765 nandmetros
(nm), em espectrofotdmetro UV-visivel, marca Bel Photonics,
modelo BEL2000-UV (Piracicaba, Brasil). O contetido de CFT
foi calculado a partir da curva de calibragcdo, preparada com
acido galico e os resultados foram expressos em miligramas de
equivalentes acido galico por 100 g de massa fresca (mg EAG
100 g MF).

Determinacdo da AAT na casca e na polpa

A AAT foi determinada utilizando as metodologias
baseadas na capacidade do extrato de sequestrar os radicais
2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (método
ABTS) (RUFINO et al.,, 2007) e 1,1-difenil-2-picrilhidrazila
(método DPPH) (BRAND-WILLIANS; CUVELIER;
BERSET, 1995).

Para 0 método ABTS, o radical foi gerado a partir da
reacao da solucdo estoque de ABTS (7 mM) com o persulfato
de potassio (140 mM), mantido no escuro por 16 h, a 20 °C.
Antes da analise, o radical foi diluido com alcool etilico até
obter uma absorbéncia de 0,70 £ 0,05, no A=734 nm. O radical
ABTS foi diluido em etanol até obter-se uma medida de
absorbancia de 0,70 (£ 0,05) no A=734 nm. A partir do extrato
hidroalcodlico, foram preparadas, em tubos de ensaio, trés
diluicGes diferentes, em triplicata. Foram transferidas aliquotas
de 30 pL de cada diluicdo do extrato para tubos de ensaio com
3,0 mL do radical ABTS, e homogeneizadas em agitador de
tubos. As leituras foram realizadas em espectrofotbmetro UV-
visivel, marca Bel Photonics, modelo BEL2000-UV
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(Piracicaba, Brasil), no A=734 nm, ap6s 6 min de reacdo. Foi
utilizado alcool etilico como branco para calibrar o
espectrofotbmetro. A partir das absorbancias obtidas das
diferentes diluicbes dos extratos, foi obtida a equagéo da reta.
Curvas com solugdes padrbes de Trolox foram construidas e 0s
resultados de AAT foram expressos em equivalente de Trolox
(TEAC) por g de massa fresca (uMol TEAC gt MF).

Para o método DPPH, o radical (0,06 mM) foi
preparado no dia da avaliacdo, diluido em metanol. Foi
transferida uma aliquota de 0,1 mL do extrato hidroalcodlico
para tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH, em
triplicata, com posterior homogeneizacdo em agitador de tubos.
A medida de absorbancia foi realizada no A=515 nm, apds 30
min de reacdo com adicdo da amostra. Foi utilizado alcool
metilico, como branco, para calibrar o espectrofotémetro.
Curvas com solucdes padrdes de Trolox foram construidas, e
os resultados de AAT foram expressos em pMol TEAC 100 g*
MF.

Determinacéo de CFI na casca e polpa

As analises de CFI foram realizadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), conforme descrito por Tsao
et al. (2003). A preparacédo das amostras foi a mesma utilizada
para CFT e AAT. Cada amostra foi transferida para um becker
com metanol/agua ultrapura (70:30, v/v), na proporcdo de 1:1
(p/v), onde foram homogeneizadas usando um ultraturrax
marca Heidolph, modelo D-91126 (Schwabach, Alemanha). A
filtragem foi realizada por filtro quantitativo sob vacuo e, em
sequida, por um filtro de seringa de 0,45 um, marca Kasvi
(Curitiba, Brasil). A amostra final permaneceu armazenada a -
50 °C até a analise.

A quantificagdo de CFI foi realizada através de CLAE,
com um cromatégrafo da marca Shimadzu (Toquio, Japao),
equipado com controladora SCL-10Avp, misturador
quaternario FCV-10ALvp, bomba LC-10ADvp, amostrador
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automatico SIL 10-ADvp, detector ultravioleta SPD-10AVp e
software CLASS VP 6.14. Foi utilizada uma coluna analitica
C18 (250 x 4,6 mm; tamanho das particulas, 5 pm), marca
Restek (Bellefonte, EUA). A fase movel foi acido acético/agua
ultrapura (6:94, v/v) em 2 mM de tampdo de acetato sédio
(solvente A, pH 2,55, v/v) e acetonitrila (solvente B). O
programa de gradiente foi o seguinte: 0 % até 15 % de B em 45
min, 15 % até 30 % de B em 15 min, 30 % a 50 % de B em 5
min, e 50 % até 100 % de B em 5 min. O tempo de retorno a
condic&o inicial foi de 10 min. A taxa de fluxo foi de 1,0 mL
min durante um tempo total de corrida de 80 min. O detector
foi fixado em A=280 nm e o volume de injecdo de 20 L para
todas as amostras. Todos os padrbes foram dissolvidos em
metanol.

A identificacdo dos compostos fendlicos foi baseada
nos tempos de retencdo dos padrbes: procianidina B1=10,9
min; catequina=17,4 min; procianidina B2=22,0 min; &cido
clorogénico=22,7 min; epicatequina=35,2 min; quercetina 3-
galactosideo=52,6 min; e floridizina=67,0 min. A confirmacgéo
da identidade foi obtida pela adicdo de padrdo interno nas
amostras e comparagao com a mesma amostra, sem a adi¢éo do
padrdo interno. A concentracdo do analito foi calculada
conforme curvas de calibracdo derivadas do correspondente
composto fendlico padrdo puro, nas concentracfes entre 0-100
mg g. Todas as amostras foram preparadas e analisadas em
duplicata.

Analise estatistica

Os valores em % foram previamente transformados pela
formula arco seno [(x+0,5)/100]"2. Os dados de AAT, CFT e
CFI (de casca e polpa), taxas respiratoria e de producdo de
etileno, firmeza de polpa, acidez titulavel, sélidos sollveis,
distarbios fisioldgicos (escurecimento da polpa e polpa
farinacea) e frutos sadios foram submetidos & analise da
variancia (ANOVA). As médias dos tratamentos foram
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comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Foi realizada anélise
de correlacdo de Pearson entre as variaveis CFT e a soma de
CFI, na casca e na polpa, e entre a soma de CFl e a AAT pelo
método ABTS na casca dos frutos. Todos as analises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa SAS (SAS
Institute, 2002).

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Tanto a ACD-QR quanto a ACD-FC e a AC com 2,0
kPa de CO2 proporcionaram frutos com menor taxa respiratoria
do que os frutos armazenados em AC com 1,2 e 1,6 kPa de
CO.. Frutos armazenados em ACD, independente do indicador
de resposta bioldgica do fruto ao baixo oxigénio utilizado,
apresentaram menor taxa de producdo de etileno. A firmeza de
polpa foi maior em ACD-QR, nédo diferindo de ACD-FC. A AT
foi maior em AC com 2,0 kPa de CO», ndo diferindo de ambas
as condicdes de ACD. Néo houve diferenca no teor de SS em
funcdo das condicbes de armazenamento (dados né&o
apresentados). Outros trabalhos também verificaram menores
taxas respiratéria e de producdo de etileno (THEWES et al.,
2015) e melhor manutencdo da firmeza de polpa
(BRACKMANN; WEBER; BOTH, 2015; THEWES et al.,
2015; BESSEMANS et al., 2016) em magcds armazenadas em
ACD.

Na casca, o conteido de CFT ndo diferiu entre os
sistemas de armazenamento (Figura 4). Porém, a soma de
compostos de compostos fendlicos individuais foi maior em
ACD-QR, diferindo apenas da condicdo de AC com 1,6 kPa de
CO, (Tabela 4). De maneira geral, na casca, 0S maiores
conteudos de CFI foram quantificados em ACD, destacando-se
a ACD-QR, com maior conteudo de acido clorogénico e
procianidina B1 (Tabela 1). O maior conteddo de CFI em
ACD-QR, ndo refletiu em aumento no contetido de CFT nesta
condicdo, 0 que pode estar relacionado a baixa correlagéo,
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embora significativa, entre CFT e a soma de CFI (r=0,52;
p=0,05). Este efeito pode ser atribuido a interacdo do reagente
Folin-Ciocalteau com compostos ndo fendlicos e resultar em
um contetdo de CFT superestimado (NACZK; SHAHIDI,
2004; GEORGE et al., 2005). A AAT quantificada pelo
método DPPH, ndo diferiu entre o0s sistemas de
armazenamento. Todavia, a AAT quantificada pelo método
ABTS foi maior em ACD-QR, diferindo das condicGes de AC
com 2,0 e 1,6 kPa de CO, (Figura 4). A maior AAT
quantificada em ACD-QR pelo método ABTS pode ser
atribuida a correlacdo positiva e significativa entre este método
e a soma de CFI (r=0,66; p=0,01). Floegel et al. (2011)
afirmam que, para a quantificacdo da AAT na casca, 0 método
ABTS é considerado de maior precisdo em relagdo ao método
DPPH, pois reflete melhor a atividade antioxidante em
alimentos ricos em compostos hidrossoltveis, lipossoltveis e
em pigmentacgdo. Na condicdo de 2,0 kPa de CO., a soma de
CFI quantificada foi numericamente maior em relacdo a 1,2
kPa de CO2, no entanto, a maior soma de CFI néo refletiu em
aumento na AAT quantificada pelo método ABTS. Este
resultado pode ser atribuido aos efeitos sinergicos e aditivos
que os diferentes compostos fendlicos apresentam sobre a AAT
(BOLLING; CHEN; CHEN, 2013; REBER; EGGETT,
PARKER, 2011; WANG et al., 2011). A condicdo de 1,2 kPa
de CO. apresentou maior conteudo de quercetina 3-
galactosideo, composto este, apontado como um dos que mais
contribuem para a AAT em macds, por apresentar vantagens
estruturais em relacdo a outras moléculas (AGATI et al., 2012;
2013; HYSON, 2011), o que pode ter refletido no aumento da
AAT pelo método ABTS nesta condig&o.
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Figura 4 - Conteudo de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante total (métodos DPPH e ABTS), nos
tecidos de casca e polpa, em magds ‘Galaxy’
armazenadas por nove meses em diferentes
condicdes de armazenamento, seguidos por mais
sete dias de exposicdo em condigdes ambiente
(20+1 °C e UR de 65+5%). ACD-QR= 1,5 (0,21
kPa O, + 1,2 kPa CO.); ACD-FC: ACD por
fluorescéncia de clorofilas (0,4 kPa O, + 1,2 kPa
COy); AC (1,2 kPa Oz +1,2; 1,6; e 2,0 kPa COy).

3004 7 Casca

%%%

Compostos fendlicos totais
(mg EAG 100g™)

pOF o0 a0

DPPH (Mol Trolox 100g'1)

ABTS (Mol Trolox g')

pcoQR ACD‘: g yo w2 ng LowPa CE(;L 20WP2 coz

Condigéo de armazenamento

ACD-QR=atmosfera controlada dindmica por quociente respiratorio.
AC=atmosfera controlada estatica. Letras minUsculas diferentes no interior
do gréfico indicam diferencas estatisticas significativas entre médias de
tratamentos em cada tecido (casca e polpa) pelo teste de Tukey (p<0,05).
ns: ndo significativo (p>0,05). Barras verticais representam o erro padrdo
da média. Fonte: producéo do préprio autor, 2016.
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Tabela 4 - Conteudo de compostos fenolicos (mg kg™ MF) em
macads ‘Galaxy’ armazenadas por nove meses em
atmosfera controlada dindmica (ACD) e atmosfera
controlada estética (AC) e seguidos por mais sete
dias de exposi¢cdo em condi¢des ambiente (20+1 °C
e UR de 65+5%). (Continua)

Condicéo de

armazenamento AC FL QG EP
Casca
ACD-QR! 34,92 a" 22,88 a 168,42 87,25 ab
ACD-FC2 19,66 b 17,47 ab 175,74 107,89 ab
AC (1,2 kPa CO,)? 11,85¢ 11,47 be 190,42 21,01 bc
AC (1,6 kPaCOy)*  1158¢ 10,07 ¢ 180,98 3,65¢
AC (2,0 kPa CO)5 15,29 ch 15,57 be 177,66 59,96 abc
C.V. (%) 15,07 15,08 18,37 52,25
Polpa
ACD-QR! 22,42 a 0,29 ND 3,05a
ACD-FC2 17,53 ab 0,22 ND ND
AC (1,2 kPa CO»)? 7,44 c 0,09 ND 0,12b
AC (1,6 kPa COz)* 9,56 bc 0,22 ND 0,16 b
AC (2,0 kPa CO,)5 13,06 bc 0,36 ND 0,74 b
C.V. (%) 23,21 45,77 - 36,84
gr‘;:;jz'gﬁgrﬂgmo CAT P B1 P B2 Soma
Casca
ACD-QR! ND 4525 a 168,13a 526,84 a
ACD-FC2 0,47b 21,36 b 143,70 a 486,28 ab
AC (1,2 kPa CO,)? 293a  17,92b 116,93ab 372,54 ab
AC (1,6 kPa CO,)* 1,29b  19,69b 84,65 b 311,88 b
AC (2,0 kPa CO,)® 1,09b  1573b 11443a 399,72 ab

C.V. (%) 27,36 16,14 17,37 16,70
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Tabela 4 - Conteudo de compostos fenolicos (mg kg™ MF) em
macas ‘Galaxy’ armazenadas por nove meses em
atmosfera controlada dindmica (ACD) e atmosfera
controlada estética (AC) e seguidos por mais sete
dias de exposi¢cdo em condicdes ambiente (20+1 °C
e UR de 65+5%). (Conclusao)

;ﬂgggﬁgrﬂgmo CAT P B1 P B2 Soma
Polpa
ACD-QR! 1,22a 0,57 ab ND 27,56 a
ACD-FC2 0,78 ab 0,46 b ND 18,99 ab
AC (1,2 kPa CO;)? 0,20 b 0,50 b ND 8,35¢
AC (1,6 kPa CO,)* 020D 0.35b ND 10,48 be
AC (2,0 kPa CO;)® 0,56 b 105a ND 15,77 be
C.V. (%) 39,76 33,98 - 22,95

Fonte: Produgédo do préprio autor, 2016. “Médias ndo seguidas pela mesma
letra nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). AC=Acido
Clorogénico; FL=Floridizing; QG=Quercetina 3-Galactosideo;
EP=Epicatequina; CAT=Catequina; P=Procianidina. ns: ndo significativo
(p>0,05); ND: ndo detectado.

'QR: quociente respiratdrio = 1,5 (0,21 kPa O, + 1,2 kPa CO,)

2FC: fluorescéncia de clorofilas (0,4 kPa O, + 1,2 kPa CO,)

8AC: 1,2 kPa O, + 1,2 kPa CO»

“AC: 1,2 kPa O, + 1,6 kPa CO,

SAC: 1,2 kPa O + 2,0 kPa CO»

Na polpa, o contetdo de CFT foi maior em ambas as
condi¢cdes de ACD, seguido pela AC com 2,0 kPa de CO:
(Figura 4). A ACD-QR apresentou maior soma de fenois
individuais, ndo diferindo de ACD-FC (Tabela 4). De maneira
geral, ACD-QR apresentou maior conteido de acido
clorogénico, epicatequina e catequina em relacdo as demais
condigcdes de armazenamento (Tabela 4). Houve correlagéo
positiva e significativa entre CFT e a soma de CFI (r=0,85;
p<0,001), indicando que os compostos fendlicos individuais
quantificados séo os principais contribuintes para o contetdo
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de CFT. N&o houve efeito dos sistemas de armazenamanto
sobre a AAT por ambos os métodos de quantificacdo (Figura
4). A auséncia de resultados claros na AAT na polpa dos frutos
pode ser atribuida ao fato de que, em amostras complexas
como nos frutos, a AAT € resultado da presenca de varias
moléculas e seus efeitos sinérgicos, portanto a AAT ndo pode
ser relacionada com uma Unica classe de compostos, devido ao
efeitos sinérgicos e aditivos que apresentam (WANG et al.,
2011; REBER; EGGETT; PARKER, 2011; BOLLING;
CHEN; CHEN, 2013). Embora varios métodos tenham sido
desenvolvidos nos ultimos anos para avaliagdo da AAT,
nenhum deles é capaz de medir a capacidade antioxidante com
precisdo (KEVERS et al., 2011).

O conteudo de todos os CFI avaliados foi superior na
casca, resultando em um contetdo de CFT sete vezes maior em
relacio & polpa. E fato consolidado pela literatura a maior
concentracdo de compostos fendlicos na casca em relacdo a
polpa de macds (CARBONE et al., 2011; VOLZ; McGHIE,
2011; JAKOBEK et al., 2013). Além do maior conteudo, a
presenca de compostos especificos, como as quercetinas
glicosiladas, sugerem que a casca possui maior bioatividade em
relacdo a polpa de macds (PANZELLA et al., 2013; YANG et
al., 2015). No entanto, considerando que uma maga com massa
de 126 g, possui 96,5 g de porcdo comestivel e desta porcéo,
6,5 g corresponde a casca, esta relagdo resulta em,
aproximadamente, 14 vezes a massa de polpa em relacdo a
casca. Portanto, a polpa corresponde a porcdo que mais
contribui no consumo de compostos fenolicos e antioxidantes,
devido a porcentagem de casca dos frutos ser muito inferior a
de polpa.

Plaza, Kariuki e Turner (2014) afirmam que os acidos
fenolicos e os flavonois sdo os principais responsaveis pela
capacidade antioxidante total de extratos de macd, com
destaque para o acido clorogénico, um acido fendlico ndo
identificado, a quercetina 3-galacosideo e um de seus
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derivados, 0s quais apresentam as maiores capacidades
antioxidantes. Diversos trabalhos in vivo e in vitro relatam
possiveis beneficios do consumo de compostos especificos
presentes na magd. O acido clorogénico é o principal &cido
fenolico presente na macd e apresenta grande capacidade de
eliminar radicais livres (PANZELLA et al., 2013). O seu
consumo esta associado a prevencdo de doengas
cardiovasculares (BONITA et al., 2007), reducdo do risco de
diabetes tipo Il (BIDEL; HU; TUOMILEHTO, 2008) e acédo
anti-inflamatéria (MARTINEZ-MICAELO et al., 2015). A
procianidina Bl demonstrou efeito  anti-diabetes
(YAMASHITA et al., 2013) e anti-Alzheimer (KANNO et al.,
2015). A epicatequina foi responsavel pela melhoria nas
funcbes cardiovasculares (SCHROETER et al., 2010),
demonstrou acdo anti-inflamatoria (RUIJTERS et al., 2014) e
beneficios sobre alteragdes renais associadas a doencas
inflamatdrias ou metabdlicas (PRINCE et al., 2016). Ja a
catequina demonstrou acdo anti-inflamatéria (CHEN et al.,
2011) e anti-obesidade (JIN et al., 2013). Serra et al. (2012),
avaliando o efeito protetor cardiovascular do consumo de
diferentes cultivares de maca e a correlacdo com a composicao
quimica, afirmam que catequina, epicatequina, procianidina B1
e 0 B-caroteno s&o 0s principais compostos responsaveis pela
reducéo do colesterol. Portanto, o armazenamento de magas em
ACD pode contribuir para uma dieta com maior contetudo de
compostos bioativos, refletindo em beneficios na saude dos
consumidores.

Frutos armazenados em ACD-FC apresentaram menor
incidéncia de escurecimento da polpa do que os frutos
armazenados em ACD-QR e AC com 2,0 kPa CO», porém, ndo
diferindo de AC com 1,6 e 1,2 kPa CO; (Tabela 5). Singh e
Singh (2013) e Yan et al. (2013) atribuem o escurecimento dos
tecidos & perda da integridade da membrana pela oxidacéo
enzimatica de compostos fenolicos pela polifenoloxidase
(PPO), resultando na reducdo do contetdo de compostos
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fenolicos. Parametros cinéticos indicaram que o0 4cido
clorogénico € o melhor substrato para a enzima PPO, no
entanto, pode ocorrer uma interacdo quimica entre acido
clorogénico, catequina e epicatequina (AMAKI et al., 2011).
Surpreendentemente, estes compostos fenolicos apresentaram
maior contetdo na condi¢do de ACD-QR, o que pode ter sido
resultado da intensificacdo do metabolismo secundario devido
a condicdo de estresse provocada pela pressdo parcial de
oxigénio muito baixa (aproximadamente 0,2 kPa). Ho et al.
(2013) afirmaram que a incidéncia de escurecimento aumenta
devido a baixa producdo de energia pelo armazenamento de
frutos sob baixos niveis de oxigénio. Reduzidas pressdes
parciais de O na cAmara do armazenamento podem limitar a
difusdo de oxigénio para as células do interior da polpa dos
frutos, induzindo a respiracdo anaerdbica e a formacdo de
compostos como etanol e acetaldeido, os quais, podem induzir
o colapso das células (HO et al., 2010; DEUCHANDE et al.,
2012). A alta incidéncia de escurecimento da polpa em macés
armazenadas em AC com 2 kPa de CO> pode ser resultado do
aumento da concentragdo de CO2 na atmosfera interna do fruto,
0 que segundo Brackmann et al. (2014), é resultado da menor
taxa de difusdo desse gas. Thewes et al. (2015) evidenciaram
maior incidéncia de escurecimento de polpa em frutos que
apresentavam maior concentracdao interna de CO2 e no suco
celular, resultando em dano celular e disturbios fisiologicos,
como o escurecimento da polpa. A maior incidéncia de
escurecimento da polpa em ACD-QR e AC com 2 kPa de COa,
pode ainda estar relacionado a reducdo da atuacdo das enzimas
antioxidantes. SINGH e SINGH (2013) afirmam que o
armazenamento em condi¢fes Otimas limita a produgdo de
espéecies reativas de oxigénio e permite a sua eliminacdo
eficiente atraves da acdo das enzimas antioxidantes, reduzindo
a peroxidacao lipidica da membrana.
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Tabela 5 - Incidéncia de distarbios fisiolégicos em macéas
‘Galaxy’ armazenadas por nove meses em
atmosfera controlada dindmica (ACD) e
atmosfera controlada estética (AC) e seguidos por
mais sete dias de exposicdo em condi¢cbes
ambiente (201 °C e UR de 65+5%).

Condigéo de Escurecimento de Polpa Frutos sadios
armazenamento polpa (%) farindcea (%) (%)
ACD-QR!? 16,1a" 119c 715a
ACD-FC? 28D 28,0b 62,5a
AC (1,2 kPa CO,)? 8,4 ab 529a 438D
AC (1,6 kPa COp)* 8,6 ab 354b 59,4 a
AC (2,0 kPa COp)° 13,3a 245D 70,8 a
C.V. (%) 21,7 10,5 5,8

Fonte: Produgdo do prdprio autor, 2016. "Médias ndo seguidas da mesma
letra nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

'QR: quociente respiratdrio = 1,5 (0,21 kPa O+ 1,2 kPa CO,)

2FC: fluorescéncia de clorofilas (0,4 kPa O, + 1,2 kPa CO,)

8AC: 1,2 kPa O, + 1,2 kPa CO»

4AC: 1,2 kPa O; + 1,6 kPa CO;

SAC: 1,2 kPa Oz + 2,0 kPa CO;

O armazenamento em ACD-QR resultou em menor
incidéncia de polpa farinacea (Tabela 5). A incidéncia de polpa
farinacea aumenta com o avanco da maturacdo dos frutos
(BOTH et al., 2014 b). A reducdo da incidéncia de polpa
farinacea dos frutos armazenados em ACD-QR pode estar
relacionada a reducdo da biossintese de etileno nos frutos
(dados néo apresentados). Brackmann et al. (2014) e Thewes et
al. (2015) relacionam o aumento desse distarbio a maior
concentracdo interna de etileno e maior taxa de producédo de
etileno dos frutos.

A AC com 1,2 kPa de CO; apresentou menor
porcentagem de frutos sadios. As demais condi¢Oes de
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armazenamento ndo apresentaram diferencas entre si (Tabela
5). Embora o escurecimento de polpa tenha sido superior em
ACD-QR e AC com 2 kPa de CO2 ndo houve
comprometimento do percentual de frutos sadios. Estes frutos
sdo aqueles que ndo apresentaram nenhum sintoma de podridao
e/ou dano interno ou externo, portanto, aptos para a
comercializacdo e consumo. O maior percentual de frutos
sadios em ambas as condi¢bes de ACD pode estar relacionado
a menor taxa respiratoria e de producdo de etileno dos frutos
(TEWHES et al., 2015). Na AC estatica, o maior percentual de
frutos saudaveis em 1,6 e 2,0 kPa de CO, demonstra o efeito
benéfico do alto CO: neste sistema de armazenamento
(BRACKMANN; WEBER; BOTH, 2015).

Mais trabalhos sdo necessarios para elucidar qual o
mecanismo responsavel pelo maior conteudo de CFT na polpa
em ACD, bem como se héa intensificacdo de determinadas rotas
metabdlicas que resultam em maior conteldo de compostos
fenolicos especificos na casca e na polpa de macas
armazenadas em ACD-QR.

3.6 CONCLUSAO

O armazenamento em ACD reduz o metabolismo, a
perda da firmeza de polpa e a incidéncia de polpa farinacea de
magas ‘Galaxy’. O armazenamento em ACD resulta em frutos
com maior contetdo de compostos fenolicos totais na polpa em
relacdo ao armazenamento em AC estitica. A ACD-QR
apresenta vantagens em relacdo as demais condicGes de
armazenamento, por promover frutos com maior conteudo de
acido clorogénico e procianidina B1 na casca e acido
clorogénico, epicatequina e catequina na polpa, compostos
estes capazes de promover a saude humana.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho evidenciam a
reducdo do conteddo de compostos fenolicos individuais e
totais e a atividade antioxidante total ao longo do
desenvolvimento dos frutos em macds das cultivares
Brookfield® e Mishima. A reducdo do contelido destes
compostos ocorre em menor intensidade na casca, pois com o
avanco do desenvolvimento ha incremento de composto
fenolicos especificos e no conteido de antocianinas totais.

O armazenamento em atmosfera controlada dinamica,
além de promover melhor manutencdo dos atributos fisico-
quimicos e de qualidade de mac¢as ‘Galaxy’, resulta em frutos
com maior conteudo de compostos fendlicos totais na polpa em
relagdo ao armazenamento em atmosfera controlada estatica. A
atmosfera controlada dindmica monitorada pelo quociente
respiratério apresenta vantagens, pois promove frutos com
maior conteudo de compostos especificos, nas por¢des de casca
e polpa. Portanto, a utilizacdo da atmosfera controlada
dindmica é uma boa alternativa para promover frutos com
maior conteldo de compostos capazes de promover a saude
dos consumidores. Entre as condi¢cdes de atmosfera controlada
estatica, a condicdo de 1,2 O, + 2,0 kPa CO; é a mais
apropriada, pois além da manutencdo dos atributos fisico-
quimicos e de qualidade, resulta em frutos com maior contetdo
de compostos fendlicos totais na polpa e maior contetdo de
compostos especificos na casca e na polpa.

Com relagdo ao armazenamento em atmosfera
controlada dindmica, sugere-se para trabalhos futuros,
investigar os mecanismos responsaveis pelo maior conteido de
compostos fendlicos na polpa em atmosfera controlada
dindmica, bem como se ha intensificacdo de determinadas rotas
metabolicas que resultam em maior conteldo de compostos
fendlicos especificos na casca e na polpa de macas
armazenadas em atmosfera controlada dindmica monitorada
pelo quociente respiratério. Sugere-se ainda, investigar se ha
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relacdo entre o sistema antioxidante enzimatico e o maior
conteildo de compostos fendlicos individuais e totais na polpa
de macéds armazenadas em atmosfera controlada dinamica.

Independente da cultivar avaliada, ficou evidente o
maior contetdo de compostos fenolicos individuais e totais
além da maior atividade antioxidante na casca em relacdo a
polpa. Esta maior bioatividade da casca ja foi bem estudado na
literatura estrangeira. Todavia, ha um consenso geral de que a
polpa é a porcdo que mais contribui no aporte de compostos
fendlicos e antioxidantes, devido a porcentagem de casca dos
frutos ser muito inferior a de polpa e porque a casca tende a ser
frequentemente descartada pelos consumidores.

O consumo de frutas, incluindo macas, esta associado a
reducdo de uma série de doencas degenerativas. No Brasil, a
maca € a terceira fruta mais consumida, no entanto, a literatura
brasileira carece de trabalhos na éarea de pds-colheita
relacionados ao contetdo de compostos bioativos.
Praticamente toda a producdo de macds é armazenada para que
possa ser oferecida aos consumidores ao longo do ano.
Portanto, a utilizacdo de tecnologias que promovam frutos de
qualidade, aliada a possibilidade de oferecer frutos com maior
conteddo de compostos bioativos, contribuem no aumento do
aporte de antioxidantes oriundos da dieta, proporcionado
beneficios na satde dos consumidores.
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