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RESUMO

O maracuja amarelo azedo (Passiflora edulis f. flavicarpa Degener) pode ser
consumido in natura ou industrializado. Sua importancia é dada pelo valor medicinal,
popularmente usado no tratamento da ansiedade, insbnia e irritabilidade; alimenticio,
na forma de polpa congelada e suco, doces, geleia e sorvete; e nutracéutico ou
alimento funcional, apresentando elevados teores de ions fosfato e potassio,
vitamina A, B1 (tiamina), B2 (riboflavina) e C (acido ascérbico). Algumas alteracdes
podem ocorrer durante o processamento e armazenamento do suco interferindo na
cor e sabor do produto final, o que pode implicar em ndo aceitagdo por parte dos
consumidores. Isso pode ocorrer principalmente devido a reagdes bioquimicas de
escurecimento e alteragdes bioquimicas moleculares que resultam em flavors
indesejaveis e perda de nutrientes. Por esse motivo o controle desses efeitos
indesejaveis durante o processamento de frutos é muito importante para a
preservagcdo da aparéncia natural dos mesmos. Deste modo as enzimas
Pectinametilesterase (PME; EC: 3.1.1.11), Peroxidase (POD; EC: 1.11.1.7),
Polifenoloxidase (PPO; EC: 1.10.3.1) e Ascorbato Oxidase (AO; EC: 1.10.3.3)
podem ser responsaveis pelo escurecimento enzimatico e outras reagbes que
alteram o produto durante e ao final do processamento. Visto isso, com o objetivo de
agregar valores nutricionais e mercadolégicos ao maracuja vem sendo desenvolvida
e usada a cultura hibrida, que, em sintese, significa o uso de sementes modificadas
e com manejo adequado, com vistas a racionalizagdo do uso de defensivos
agricolas e aumento de produtividade. O objetivo desse trabalho é estudar o
comportamento cinético das enzimas ja citadas e avaliar os teores de compostos
bioativos como vitamina C, compostos fendlicos, flavondides, e atividade
antioxidante em cinco hibridos da cultivar maracuja amarelo azedo. Os resultados
principais desse estudo foram a visualizagdo de distintos comportamentos cinéticos
da mesma enzima nos hibridos estudados e teores de compostos bioativos maiores,
como a vitamina C que apresentou teores de 21 a 115% superiores e atividade
antioxidante cujos teores foram de 6 a 68,5% maiores que a atividade do maracuja
amarelo azedo comercial.

Palavras chaves: Ascorbato oxidase. Compostos bioativos. Maracuja amarelo
azedo. Pectinametilesterase. Peroxidase. Polifenoloxidase.



ABSTRACT

The yellow passion fruit (Passiflora edulis f. flavicarpa Degener) can be eaten in
natura or industrialized. Its importance is given by medicinal value, commonly used
for treating anxiety, insomnia and irritability; food in the form of frozen pulp and juice,
candy, jelly and ice cream, and nutraceutical or functional food, with high levels of
potassium and phosphate ions, Vitamin A, B1 (thiamine), B2 (riboflavin) and C
(ascorbic acid). Some changes may occur during processing and storage of the juice
interfere the color and flavor of the final product, which can result in non-acceptance
by the consumers. This can occur mainly due to biochemical browning and reactions
molecular biochemical changes that result in undesirable flavors and nutrient loss.
Therefore the control of these undesirable effects during processing of fruits is very
important  for  preserving the natural appearance. Thus, enzymes
pectinmethilesterase (PME, EC: 3.1.1.11), peroxidase (POD, EC: 1.11.1.7),
Polyphenoloxidase (PPO, EC: 1.10.3.1) and ascorbate oxidase (AO, EC: 1.10.3.3)
can be responsible for enzymatic browning and other reactions that alter the product
during and after processing. Seen it, with the goal of adding nutritional value and
market the passion fruit has been developed and used a hybrid culture, which, in
summary, means the use of modified seeds and with appropriate management, with
a view to rationalizing the use of pesticides and increase productivity. The aim of this
work is to study the kinetic behavior of the enzymes already mentioned and evaluate
the contents of bioactive compounds such as vitamin C, phenolic compounds,
flavonoids and antioxidant activity of five hybrid the yellow passion fruit tart cultivar.
The main results of this study was to visualize distinct kinetic behaviors of the same
enzyme in hybrids studied and higher levels of bioactive compounds such as vitamin
C levels which was 21 t0115% higher and antioxidant activity whose contents were 6
to 68.5 % greater than the activity of passion fruit tart commercial.

Keywords: Ascorbate oxidase. Bioactive compounds. Yellow passion fruit. Pectin
metilesterase. Peroxidase. Polyphenol oxidase.
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I. INTRODUCAO

I.1. Fruticultura no Brasil

A producdo mundial de frutas tem apresentado um crescimento continuo. Em
2009 a producéo foi de aproximadamente 720 milhdes de toneladas, sendo o Brasil
responsavel por 5,5% dessa produgcédo ocupando o terceiro lugar, atras de China e
india. No ano de 2010 foram colhidas 42,2 milhdes de toneladas, um aumento
significativo em relagdo ao ano anterior, quando os volumes colhidos foram de 39,6
milhdes de toneladas. A significativa presencga brasileira no mercado externo deve-
se a oferta de frutas tropicais, clima favoravel ao plantio e producdo durante boa
parte do ano, situagdo possivel gragas a extensdo territorial do pais, posigcéao

geogréfica e condigdes de clima e solo privilegiadas (PARANA, 2011).

Como visto, a producédo brasileira de frutas aumentou e o consumo também
cresceu de 113 kg/hab/ano em 2001, para 125 kg/hab/ano em 2009 (BRASIL, 2011).
O aumento no consumo tem como uma das justificativas a busca por uma vida com
mais qualidade que vem incentivando a insergaode frutas e outros alimentos na
dieta, a fim de somar valores nutricionais importantes para sua saude humana.
Segundo a Coordenagao-Geral para Pecuaria e Culturas Permanentes, do Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, o crescimento também se deu com a
melhora de produtividade e rendimento. Provavelmente isso se deve ao fato dos
produtores estarem investindo em tecnologia ao longo desses anos, melhorando a
produtividade da maioria das culturas. Outro fator que explica o bom desempenho
do setor é o preco. O indice Nacional de Precos ao Consumidor (IPCA) das frutas é
0 mais baixo (16% de acréscimo) entre os itens do grupo alimentacéo e bebidas
(110% de aumento). Contudo, apesar do cenario positivo, o saldo da balanca
comercial de frutas frescas (US$ 312,6 milhdes em 2010) sofreu uma queda de 21%
em relagao a 2009 e de 46% se comparado a 2007 (BRASIL, 2011).

Neste contexto, onde se tem as frutas como fonte de renda e de nutrientes,
encontra-se a fruta maracuja originaria da América Tropical. O Brasil € o maior
produtor e consumidor mundial de maracuja, onde o maracuja amarelo azedo
representa em torno de 97% da area plantada em todo pais. Em 2010 a produgao de

maracuja ficou em aproximadamente 920 mil toneladas, sendo os estados Bahia,
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Ceara e Sergipe responsaveis por cerca de 72% dessa produgdo. Estima-se que
60% da produgdo sejam vendidas in natura e o restante é destinada ao
processamento industrial, principalmente industrias de suco e de producdo de
polpas congeladas. Além disso, a referida fruta também é destinada para a obtengao
de produtos como sorvetes, mousses, bebidas alcodlicas, entre outras (SANDI et al.,
2003a; EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA, 2010).

Visando o alto rendimento de polpa de frutas, com resisténcia e tolerancia as
doencas, alguns produtores estdo investindo na cultura hibrida que, em sintese,
significa o uso de sementes modificadas e manejo adequado, técnica que inclui
também a correcdo dos nutrientes no solo, menor dependéncia da polinizagao
artificial, maior longevidade, vigor e alta produtividade (GAMA, 2008). De acordo
com a Embrapa Cerrados nos ultimos anos tem-se observado problemas sérios com
varias doengas na cultura do maracujazeiro, o que deprecia a qualidade do fruto. O
uso de variedades resistentes e outras técnicas de manejo integrado € a medida
mais eficaz, econdmica e ecologicamente correta de controle de doengas. O
desenvolvimento de cultivares resistente a doengas é estratégico, a saber: redugao
de custos de producgdo, qualidade mercadoldgica, preservagdo do ambiente e
sustentabilidade do agronegdcio (GAMA, 2008).

Segundo a Secretaria da Agricultura, Irrigacdo e Reforma Agraria, a
participagdo do Brasil na exportagdo de sucos de frutas vem caindo, explicado pela
forte concorréncia versus qualidade do produto com paises como a Colémbia, Peru
e Equador. Por isso, sao justificados os investimentos em tecnologias, no
desenvolvimento de processos que visem uma melhor qualidade na produtividade,
com possibilidade de concorréncia internacional. Assim, € importante destacar que
neste caso especifico, estudos para o entendimento das reagdes quimicas e dos
efeitos fisicos que ocorrem durante a transformacao da fruta in natura devem ser
efetuados com o objetivo de melhorar o processamento industrial para a obtencao
de sucos concentrados e néctares de alta qualidade. Pois, durante o processamento
da polpa de maracuja pode ocorrer alteragcdes no sabor e no aroma, principalmente
na etapa de pasteurizacdo, as quais sao intensificadas durante o armazenamento
(SANDI et al., 2003b). Sabe-se, no entanto, que essas alteragdes sao passiveis de
ocorrerem principalmente devido as reagdes bioquimicas de escurecimento, tais

como: alteragdes moleculares resultando em flavors indesejaveis, perda de
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nutrientes, e formagdo de pigmentos de coloragdo marrom. Manter o produto a
baixas temperaturas, por longo tempo de estocagem, ainda € uma alternativa para
evitar a deteriorizagcdo da cor e do flavor de sucos de frutas processadas, de
concentrados, e de produtos desidratados (HANDWERK; 1988).

l.2. O Maracuja

O maracuja-amarelo pertence a familia Passifloraceae que possui cerca de 16
géneros e 650 espécies, sendo o género Passiflora o mais importante representando
aproximadamente 400 espécies (RAMOS et al, 2007). Entre as espécies, cerca de
70 produzem frutas que podem ser aproveitadas como alimento. A fruta € uma baga
ovéide ou subglobosa, com didmetro equatorial variando de 4,9 a 7,8 cm e
longitudinal entre 5,4 a 10,4 cm (DURIGAN et al., 2004). O suco, com aroma e sabor
bastante agradavel € bem aceito nos diversos centros consumidores (LIMA et al.,
2002).

Figura 1 — Frutos do maracuja amarelo azedo
(Passiflora edulis f. flavicarpa Degener)

Fonte: http://www.qualidadedesdeaorigem.com.br/saiba-mais/maracuja/
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Apesar do elevado numero de espécies que formam o género Passiflora,
apenas algumas s&o de interesse por causa da qualidade das frutas utilizadas na
industria para fabricacdo de sorvetes, licores e doces, como também, em virtude da
adaptabilidade como trepadeiras ornamentais, ou ainda, pelas propriedades
medicinais (MEDINA et al., 1980). Dentre as espécies, Passiflora edulis f. flavicarpa
Deg. € bastante cultivada por ser mais vigorosa, adaptada a altas temperaturas,
apresenta frutas com peso entre 43 g a 131 g, maior produgéo por hectare, maior

acidez total e grande rendimento de suco (LIMA et al., 1994).

A importancia do suco é dada pelo valor: i) medicinal, popularmente usado no
tratamento da ansiedade, da insbnia e da irritabilidade, ii) alimenticio, na forma de
polpa congelada e suco, doces, geléia, sorvete e licor (CANCADO JUNIOR;
ESTANISLAU; PAIVA; 2000), iii) nutracéutico ou alimento funcional, apresentando
elevados teores de ions fosfato e potassio, vitaminas A, B1 (tiamina), B2
(riboflavina), C (acido ascoérbico) e, também, niacina (MATSUURA; FOLEGATTI,
2002).

1.3. Hibridos da cultivar maracuja amarelo azedo

Com o objetivo de agregar valores nutricionais € mercadoloégicos ao maracuja
vem sendo de grande importancia o desenvolvimento e uso da cultura hibrida, que,
em sintese, significa o uso de sementes modificadas e com manejo adequado, com
vistas a racionalizagdo do uso de defensivos agricolas e aumento de produtividade,
0 que resulta em: i) diminuicdo dos custos de producdo da cultura, ii) potencial
aumento da renda do produtor e, iii) diminuigdo do pre¢co do produto para o

consumidor.

Com a reducéao do uso de defensivos agricolas também é esperada a reducao
dos riscos a saude dos produtores rurais e dos consumidores, redugao da polui¢ao
das aguas dos rios, além do aumento da qualidade mercadologica devido a menor
presencga de residuos nas frutas e assim, favorecer a competitividade do produto no

mercado, tanto nacional como internacional (GAMA, 2008).
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l.4. Bebidas a base de maracuja

Os produtos formulados e prontos para o consumo tais como suco tropical,
suco concentrado, néctar e refresco de maracuja, diferem basicamente pela
quantidade de polpa ou suco de fruta integral presente em cada um (CABRAL,
2005). A adicdo de agua e demais ingredientes, como agucares e acidos, € fungao

do padrao definido para cada produto.

No Brasil, a normatizagéo do registro, padronizacéo, classificagéo, inspecéao e
fiscalizagdo da producdo e comércio de bebidas ficam a cargo do Ministério de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (CLETO; CONSOLINI, 2005).

De acordo com o Decreto n° 6.871 de 4 de Junho de 2009, suco ou sumo é
bebida n&o fermentada, ndo concentrada e ndo diluida, obtida da fruta madura e s3,
ou parte do vegetal de origem, por processamento tecnoldgico adequado, submetida
a tratamento que assegure a sua apresentagdo e conservagao até o momento do
consumo.(BRASIL, 2009).

O suco podera ser adicionado de agucares na quantidade maxima fixada para
cada tipo de suco, observado o percentual maximo de dez por cento em peso,
calculado em gramas de agucar por cem gramas de suco, tendo sua denominagao

acrescida pela designagao “adogado”. (BRASIL, 2009).

No rotulo da embalagem ou vasilhame do suco devera ser mencionado o
nome da fruta, ou parte do vegetal, e sua origem da parte comestivel. No caso do
maracuja (Passiflora spp.) devera ser mencionada a parte comestivel retirada, por

meio de processo tecnoldgico adequado.

O suco de maracuja devera obedecer aos Padrbes de Identidade e Qualidade

fixados para suco de fruta. Sendo, segundo Brasil (2003):

- Suco integral: suco sem adicdo de agucar e na sua concentragao natural,

sendo vedada o uso de tal designagao para o suco reconstituido;
- Suco reconstituido: suco obtido pela diluicdo de suco concentrado ou

desidratado, até a concentragdo original do suco integral ou ao teor de sdlidos

soluveis minimo estabelecido nos respectivos padroes de identidade e qualidade
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para cada tipo de suco integral, sendo obrigatério constar de sua rotulagem a origem
do suco utilizado para sua elaboracdo, se concentrado ou desidratado, sendo

opcional o uso da expressao "reconstituido”;

- Suco concentrado: suco que for parcialmente desidratado, devendo

mencionar no rotulo o percentual de sua concentracao;

- Suco Tropical: produto obtido pela dissolugdo, em agua potavel, da polpa da
fruta polposa de origem tropical, por meio de processo tecnoldgico adequado, ndo
fermentado, de cor, aroma e sabor caracteristicos da fruta, submetido a tratamento

que assegure sua conservagao e apresentacgido até o momento do consumo.

As designagdes Néctar e Refresco também sdo comumente usadas em
referéncia aos sucos. Neste caso “néctar” é a bebida ndo fermentada, obtida da
diluicdo em agua potavel da parte comestivel do vegetal ou de seu extrato,
adicionado de acucares, destinada ao consumo direto; e “refresco” € a bebida nao
fermentada, obtida pela diluicdo, em agua potavel, do suco de fruta, polpa ou extrato
vegetal de sua origem, com ou sem adi¢do de agucares sendo que o refresco de
maracuja devera conter no minimo 6% em volume de suco de maracuja (BRASIL,
2009).

I.5. Enzimas

As reagdes de escurecimento catalisadas por enzimas, constituintes do
suco/frutas, podem gerar produtos, ou reagbes secundarias, que alteram a cor do

produto final, perdendo assim significativamente a qualidade do mesmo.

1.5.1. Polifenoloxidase e Peroxidase

O escurecimento em tecidos de frutas e vegetais danificados, ou em fase
ap6s amadurecimento, é decorrente da oxidacdo de compostos fendlicos, quer seja
enzimatico ou ndo. As enzimas peroxidase e polifenoloxidase estdao no grupo de
enzimas responsaveis pelo escurecimento em frutas, vegetais e seus produtos

processados, por isso, o controle das atividades destas enzimas € de grande
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importancia durante a transformacdo dessas matérias primas para a obtencido de
produtos processados, além da estocagem e tempo de permanéncia nas prateleiras
para venda ao consumidor. (CLEMENTE; PASTORE, 1998).

Figura 2 — Estrutura da enzima (a) Polifenoloxidase (PPO) e da enzima
(b) Peroxidase (POD)

Fonte: (a) KLABUNDE et. al. (1998) e (b) http://www.tifr.res.in/~shyamal/research.html.

Polifenoloxidases (PPO, EC: 1.10.3.1) sdo enzimas que catalisam duas
reacoes distintas: a hidroxilagdo de monofendis para o-difendis e a oxidagao
(desidrogenacao) desses compostos para respectivas 0-quinonas como visto na
figura 3. (MAYER; HAREL, 1979).
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Figura 3 — Esquema da reagdo onde a enzima polifenoloxidase converte
o catecol em o-quinona na presenga de oxigénio (composto colorido).

H H
OH
+ 02 + 2H* PPO, + H20
H
OH
+ 120, -PPO, [:%:TQ + H20

Fonte: FATIBELLO FILHO; VIEIRA (2002).

A peroxidase (POD; EC: 1.11.1.7) é capaz de catalisar um grande numero de
reacdes oxidativas em plantas, usando perdéxido como pseudo-substrato, ou, em
alguns casos, oxigénio como um aceptor de hidrogénio. Em vegetais, a peroxidase
induz a mudancas negativas de sabor durante a estocagem. E considerada a
enzima vegetal mais estavel ao calor e sua inativagao tem sido convencionalmente
usada como indicador de adequacdo de branqueamento em processamentos
vegetais. (FATIBELLO FILHO; VIEIRA, 2002).

Figura 4 — Esquema da reacdo onde a enzima peroxidase converte o guaiacol
e o peroxido de hidrogénio em tetraguaiacol (composto colorido).

OCHs OCH,
OCHs O—
OH
4 + 4 HEDQ E— + 8 HJD
("
OCHs OCHg

Fonte: FATIBELLO FILHO; VIEIRA, (2002)
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1.5.2. Ascorbato Oxidase

Outra enzima que também tem participacdo no processo de escurecimento é

a ascorbato oxidase (AO; EC 1.10.3.3). Sua estrutura esta representada na figura 5.

Figura 5 — Estrutura da enzima Ascorbato Oxidase

Fonte: http://www.rcsb.org/pdb/explore/images.do?structureld=1A0Z

A Ascorbato Oxidase catalisa a oxidagdo do acido-L-ascorbico na presencga
de oxigénio molecular produzindo o acido dehidroascorbico (DHA) e agua, que leva
a formagao de compostos de coloracao escura (FATIBELLO FILHO; VIEIRA, 2002).

Esta reagao esta representada na Figura 6.

Figura 6 — Reacao catalisada pela Ascorbato oxidase.

Fonte: FATIBELLO FILHO; VIEIRA, (2002).
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1.5.3. Pectinametilesterase

A enzima pectinametilesterase (PME; EC: 3.1.1.11), denominadas também
como pectinesterase (PE, figura 7), pertence ao grupo das pectinases que formam
um grupo de enzimas que degradam substancias pécticas, hidrolisando ligagdes
glicosidicas ao longo da cadeia carbdnica. A PME catalisa especificamente a
desmetoxilagdo da pectina liberando metanol e pectina de baixo grau de
esterificacdo (UENOJO, PASTORE; 2007).

Figura 7 — Estrutura da enzima Pectinaesterase

Fonte: http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF01095

A pectina esta relacionada ao desenvolvimento das plantas e maturacéo dos
frutos (JOLIE et al., 2009). Em algumas industrias de suco a presenga da PME e a
sua acao catalitica sobre no produto industrial sdo desejaveis para diminuir a
viscosidade da polpa asséptica utilizada para a obtencao de polpa para suco, néctar
e para obter uma fluidez e transparéncia, mantendo o aspecto sensorial de origem.
Portanto ela tem significativa importancia na obtengdo do produto final de

processamento industrial de frutas.
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1.6. Compostos Bioativos

Em alimentos podem-se encontrar biomoléculas com agéo benéfica ou ndo no
organismo humano, em geral sdo moléculas orgéanicas, denominadas como
compostos bioativos. O interesse deste trabalho foi determinar o conteudo de alguns
destes compostos bioativos e correlacionar com a acdo antioxidante de cada

amostra, objeto de estudo.

Antioxidantes sdo substancias que podem prevenir ou diminuir os danos
oxidativos a lipidios, a proteinas e a acidos nucleicos, causados por espécies
reativas de oxigénio (ERQO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN), que incluem os
radicais livres. Compostos bioativos podem atuar reagindo ou sequestrando tais
espécies e, consequentemente, reduzindo os efeitos maléficos ao organismo vivo.
Por sua agao, substancias antioxidantes presentes no alimento (fruta) podem auxiliar
a diminuir: a incidéncia de doencgas degenerativas, como o cancer, as doencgas
cardiovasculares, inflamacbes, disfuncbes cerebrais e, também, a retardar o
envelhecimento precoce (COUTO; CANNIATTI-BRAZACA, 2010).

Visto a importancia e o interesse socioecondmico pelas frutas, alimento fonte
de importantes nutrientes, muitas indicadas como alimento nutracéutico, a proposta
deste trabalho foi verificar a presenca e o teor de vitamina C, teores de compostos
fendlicos e flavondides, e correlacionar com a agao antioxidante, nas amostras dos

hibridos da polpa de maracuja, a saber:

- Compostos fendlicos: presentes nas plantas eles estdo relacionados,
principalmente com a protecdo, conferindo alta resisténcia a microrganismos e
pragas. Nos alimentos, estes compostos podem influenciar o valor nutricional e a
qualidade sensorial, conferindo atributos como cor, textura, amargor e adstringéncia.
Na maioria dos vegetais, em geral, os compostos fendlicos constituem os
antioxidantes mais abundantes (EVERETTE et al., 2010);

- Compostos flavondides: sdo responsaveis pela coloracdo de frutas, flores e

algumas vezes de folhas; apresentam varios efeitos biolégicos e farmacoldgicos,

incluindo atividade antibacteriana, antiviral, anti-inflamatéria, antialérgica e
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vasodilatadora. Além disso, estas substancias inibem a peroxidacédo lipidica e

reduzem o risco de doengas cardiovasculares (ZERAIK et al., 2010);

- Vitamina C (acido L-ascérbico): investigar o teor de vitamina C é também de
grande importancia, visto que sua oxidagao € uma das principais degradagdes que

ocorre durante o processamento de sucos.

Figura 8 — Estrutura da Vitamina C
(Acido L-ascdrbico)

Fonte: <http://www.entrenalinea.com.br/
vitaminado-saiba-mais-sobre-a-vitamina-c/>

Essa vitamina constitui um agente antioxidante natural e muito utilizada no
processamento industrial de cerveja, bebidas ndo alcodlicas, entre outros, como um
aditivo de acao antioxidante. Além de seu uso industrial a vitamina C € um nutriente
essencial na alimentacdo humana, ajudando na absor¢cdo de ferro e calcio pelo
organismo, atuando na prevencao do envelhecimento precoce da pele, diminuindo
também a incidéncia de doengas cardiovasculares, e também, possivelmente na

prevencgao de gripes e resfriados por agir no sistema imunolégico (STADLER,1999).

I.7. Justificativa do estudo

Foi firmado um Convénio de Cooperacéao, vigéncia por 5 anos (2011-2015),
entre a Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” através do Instituto
de Quimica, e a Industria Predilecta Alimentos LTDA, representados,
respectivamente, pelo Vice-Reitor no exercicio da Reitoria, Prof. Dr. Julio Cezar
Durigan, e o Diretor Industrial Sr. Antonio Carlos Tadiotti, com o objetivo de realizar

estudos académicos e industriais (teste piloto na industria) sobre: “Desenvolvimento
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de pesquisa académico-cientifica sobre frutas e seus processos industriais: estudos
de metabdlitos primarios e secundarios, propriedades funcionais e nutricionais, e
obtencdo de pectinases a partir de rejeito industrial’”. Portanto, o projeto

desenvolvido esta de acordo com os objetivos propostos no Convénio.

A proposta de estudos bioquimicos de amostras de maracuja visando
aplicacao industrial partiu do interesse da referida Industria em montagem de uma
linha de obtencdo de produtos processados de maracuja, principalmente suco e
néctar, com uma menor relagcdo custo/beneficio e maior aceite do consumidor
(grande dificuldade industrial para suco/néctar). Assim, anexo a Minuta do Convénio,
consta plano de trabalho sobre estudos especificos de hibridos da fruta maracuja

visando aplicagao industrial.
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Il. OBJETIVOS

Visto que o maracuja € uma fruta com elevado potencial de aplicagcado
tecnoldgica, principalmente no processamento industrial de polpa para suco e
néctar, esse trabalho visa o estudo bioquimico de diferentes hibridos da cultivar
maracuja amarelo azedo (Passiflora edulis f. flavicarpa Degener) — FB200, FB300,
BRS Ouro Vermelho, BRS Gigante Amarelo e BRS Sol do Cerrado - com o propésito
de se encontrar um hibrido que melhor atenda as necessidades processuais da
industria.

A escolha desses hibridos foi feita de forma a atender as exigéncias do
Convénio UNESP/Industria Predilecta Alimentos e, também, por indicacdo do

Engenheiro Agrénomo José Rafael da Silva responsavel pelo Viveiros Flora Brasil,

fornecedora das amostras.

Partindo da polpa dos hibridos de maracuja como amostras objeto de estudo,

os objetivos foram:

e Determinacdo das caracteristicas fisico-quimicas das frutas;
e Determinacdo da unidade de atividade e atividade especifica por volume de
extrato da PME, POD, AO e PPO;
¢ Avaliagdo do conteudo de compostos bioativos de cada amostra;:
- vitamina C;
- compostos fendlicos;
- flavondides;
e Determinacao do conteudo de proteina total;

e Avaliar a atividade antioxidante de cada amostra de hibrido em estudo.
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lll. MATERIAIS E METODOS

Todos os reagentes usados foram de grau pureza analitica e os

equipamentos utilizados foram:

e Centrifuga Beckman - Avanti"™ Centrifuge J-25; Centrifuga Centrifuge 5415R —
Eppendorf, Liofilizador LabConco Freeze Dry Sistem/ Freezone® 4,5 do
Departamento de Bioquimica e Tecnologia Quimica (DBQT), Instituto de
Quimica (1Q) — UNESP;

e Espectrofotometro de Placa Biotek (Power Wave XS2) do Laboratério de
Bioquimica Clinica (LBC), Prof. Dr. Iguatemy Lourengo Brunetti da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas (FCFar) — UNESP;

e Espectrofotometro UV/VIS, da Diode Array HP 8453E, usando celas de quartzo
de 1 cm de caminho éptico, do Laboratério de Enzimologia, DBQT/IQ/UNESP;

e pHmetro Digital TEC-2 MP (4 casas decimais), para analise cinética da PME;

e Espectrofotometro FEMTO 600 Plus, Prof. Dr. Iguatemy Lourenco Brunetti,
LBC/FCFar/UNESP.

lll.1. Obtengao das amostras

Foram utilizadas amostras de maracuja in natura oriundas de cinco hibridos
(FB200, FB300, BRS Ouro Vermelho, BRS Gigante Amarelo e BRS Sol do Cerrado)
da cultivar maracuja amarelo azedo (Passiflora edulis f. flavicarpa Degener), que
foram fornecidas pelo Viveiros Flora Brasil, localizado na da cidade de Araguari no

Estado de Minas Gerais.

I11.2. Tratamento das amostras

As amostras (in natura) foram transportadas para o laboratério sob
refrigeracao e, estocadas em temperaturas inferiores a 0°C até serem utilizadas
para: extracao e caracterizagao enzimatica, determinagao das caracteristicas fisico-
quimicas, determinacdo do conteudo de vitamina C, compostos fendlicos,

flavondides e proteinas, e, também, avaliagdo do potencial antioxidante.
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Para a extragdo enzimatica foi utilizado o p6-cetbnico de polpa de maracuja

que foi obtido conforme o esquema apresentado a seguir.

Figura 9 — Fluxograma para obtencgéo do pé-ceténico de polpa de maracuija.
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lll.3. Liofilizagao das amostras

Apos a lavagem das frutas em agua corrente, procedeu-se a separagao das
frutas em casca e “polpa bruta” (polpa + sementes). Esta ultima foi submetida ao
congelamento com nitrogénio liquido, seguido de liofilizagdo com vacuo de 50-200
MHg a temperatura de -98°C. Apés a liofilizacao, as amostras foram acondicionadas

em embalagens plasticas e armazenadas a -18°C até o momento das analises.

lll.4. Extragoes aquosa e etandlica

Foi feita a extragcdo das polpas liofilizadas da seguinte maneira: 1,0 g da
amostra liofilizada foi transferida para um béquer onde se adicionou 10 mL do
solvente (aquoso = agua; etandlico = etanol 80%). Os béqueres contendo as
amostras e os solventes foram entdo submetidos a agitagdo, em agitador magnético,
por 5 minutos, a temperatura ambiente (25°C). Em seguida, os extratos passaram

pelo processo de filtracdo, sendo a primeira feita com gaze e a segunda com papel
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de filtro (Whatman n°1). Na sequéncia os extratos foram armazenados em frascos

tipo eppendorf e congelados a temperatura de -18°C até o momento da analise.

lll.5. Caracteristicas fisico-quimicas das frutas in natura

As caracteristicas fisico-quimicas foram mensuradas usando trés frutas de
cada hibrido. Cada fruta inteira foi pesada (g) em uma balanga semi analitica, apos
foi realizada a média aritmética das massas obtidas das trés frutas de cada hibridos.
O volume das frutas foi determinado pelo volume de agua deslocado, colocando-se
a fruta em um cilindro graduado com um volume de agua estabelecido, apés foi
calculada a média aritmética dos volumes das trés frutas de cada hibridos. O
potencial hidrogeniénico (pH) foi determinado pela medida potenciométrica direta de
uma solugao contendo 1,0 g de polpa bruta (polpa + sementes) homogenei em 10
mL de agua destilada. O mesmo procedimento foi feito para todos os hibridos. A
leitura do pH foi realizada utilizando um pHmetro, previamente calibrado com

solugcdes tampao de pH4 e 7.

lll.6. Estudo das enzimas da polpa de maracuja in natura

A proposta do trabalho foi verificar o comportamento da atividade das enzimas
PME, POD, PPO e AO na polpa dos hibridos objetos de estudos.

11.6.1. Obtencao dos extratos

As polpas dos hibridos foram tratadas individualmente para obtencdo dos
extratos caracteristicos de cada enzima. Para as enzimas PME, POD e PPO foi

usado o po cetbnico e para estudo da AO foi usada a polpa in natura.

111.6.1.1. Pectinametilesterase (PME)

Com o poé-cetdnico foi realizado o procedimento de extragdo enzimatica com
tamp3o extrator borato-acetato (50mmol.L™", pH 8,34) e cloreto de sédio (NaCl —

concentracgo final 0,1mol.L™") segundo adequacdo da metodologia realizada pelo
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grupo de pesquisa do laboratorio de Enzimologia (pesquisa em andamento). Apos
agitagdo em banho de gelo por 60 minutos, extrato bruto foi submetido a
centrifugagéo (20 minutos, 17418 x g, 4°C) e, o sobrenadante obtido foi submetido a
adicdo do sal sulfato de amdnio, para precipitagédo das proteinas, a 70% segundo o
nomograma de Dixon & Webb (1979) permanecendo em repouso overnight sob
refrigeracdo. Apds, outra centrifugagdo (20 minutos, 17418 x g, 4°C) foi feita e o
precipitado obtido foi ressuspenso em solucdo tampao extratora, na proporgao
massa/volume 1:2 (g/mL), sendo denominado Extrato concentrado de PME, que

foi armazenado sobre congelamento para posteriores analises cinético enzimaticas.

11.6.1.2. Peroxidase (POD)

A partir do pé-cetbnico de cada amostra, esta foi ressuspensa em tampao
extrator fosfato de sodio (50 mmol.L"), pH 6,0, cloreto de sédio (NaCl —
concentracdo final 0,7 mol.L™") seguindo a adequagdo da metodologia realizada pelo
grupo de pesquisa do laboratério de Enzimologia (pesquisa em andamento) e
denominado extrato bruto. O extrato bruto foi submetido a agitagdo em banho de
gelo por 60 minutos, e em seguida a centrifugagao (20 minutos, 17418 x g, 4°C); ao
sobrenadante obtido foi adicionado o sal sulfato de aménio a 70%, para precipitagao
das proteinas, segundo o nomograma de Dixon & Webb (1979), permanecendo em
repouso overnight sob refrigeragdo. Outra centrifugacdo (20 minutos, 17418 x g,
4°C) foi feita e o precipitado obtido foi ressuspenso em solugao tampéao extratora, na
propor¢gao 1:2 (g/mL), sendo denominado Extrato concentrado de POD, apés

armazenado sob congelamento para posteriores analises cinético enzimaticas.

11.6.1.3. Polifenoloxidase (PPO)

Nesse caso o po-cetdnico da polpa das amostras de cada hibrido do maracuja
foi homogeneizado lentamente em temperatura baixa (5°C), com uma solugao
tampao fosfato de soédio 50 mmol.L™!, pH 6,0, na proporcdo 1:20 (g/mL) , na
presenca de 3% de Triton X-100 e 1% de polivinil pirrolidona insoluvel (Polyclar AT)
durante 60 minutos efetuando-se a primeira centrifugacéo (10 minutos, 12000 x g,
4°C). O sobrenadante obtido foi fracionado duas vezes com saturagao com sulfato
de aménio 20% e depois 70%, segundo o nomograma de Dixon; Webb (1979),
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permanecendo em repouso overnight (5°C) entre os fracionamentos. Apds essa
etapa foi feita outra centrifugagcédo (10 minutos, 12000 x g, 4°C) e o precipitado foi
ressuspenso em solugdo tampéo extratora, na proporgdo 1:2 (g/mL), sendo
denominado Extrato concentrado de PPO que foi armazenado sobre

congelamento para posteriores analises cinético enzimaticas.

11.6.1.4. Ascorbato Oxidase (AO)

A extracdo do ascorbato oxidase foi feita de acordo com a metodologia
adotada por CARDELLO (1998) com algumas modificagbes e o precipitado
enzimatico foi ressuspenso em solugcao tampao extratora. O procedimento consiste
em trabalhar a polpa de maracuja com solugdo tampao citrato/acido citrico 25
mmol.L™" em pH 5,0, tratamento com amido e saturagdo com sulfato de aménio em
duas etapas (30% e depois 70%), segundo o nomograma de Dixon & Webb (1979),
permanecendo em repouso overnight (5°C) entre as saturagdes. O precipitado
contendo a AO foi obtido por meio de centrifugagao (10 minutos, 12000 x g, 4°C)
apo6s a segunda saturagdo e ressuspenso em solugdo tampao extrator, sendo
denominado Extrato concentrado de AO e armazenado sob congelamento para

posterior analise cinético enzimatica.
111.6.2. Estudos cinéticos da PME, POD, PPO e AO

Foram realizados os estudos cinéticos das enzimas PME, POD, PPO e AO,

seguindo técnicas especificas de cada uma.

11.6.2.1. Determinagao da unidade de atividade da enzima PME

Para a PME foi utilizado o método titulométrico. O meio reacional
termostatizado a 50°C para a analise constituiu-se de 15 mL de pectina citrica
(0,25%), cloreto de sodio (NaCl - 0,15 moI.L'1), 0,5 mL de extrato enzimatico
concentrado e agua destilada completando um volume final de reacdo de 30 mL,
sendo o pH corrigido para 8,0 pela adicdo de NaOH 0,01 mol.L”". Mediu-se de

minuto a minuto o volume necessario de NaOH 0,1 mol.L™ para manter o pH em
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uma faixa fixa (pH = 8,0), variando até 0,02 unidades (KERTESZ, 1955), a reacéo
foi seguida por 10 minutos.

Os resultados foram expressos em unidade de atividade (UA/mL de extrato
concentrado) da PME, definida como “a quantidade de enzima capaz de liberar um
micromol de éster hidrolizado por minuto nas condigbes de ensaio” (CASTALDO et
al., 1991; LEITE et al., 2009).

Em seguida, foi tragada a curva produto formado (umol) versus tempo (min),

onde determinou-se a velocidade inicial da reacao (Vo).

11.6.2.1.1. Determinacao do pH 6timo e da temperatura 6tima da PME

A determinagédo do pH 6timo de dois hibridos foi realizada pela medida da
atividade (UA) da enzima em estudo, variando-se os valores de pH do meio de
reacao entre 7,5 e 10, utilizando-se para este fim solucdo tampao fosfato de sddio
na faixa de 6,0 a 8,0, e solugao tampao acido bérico-borax entre valores de pH de
8,0 a 10 e todos os experimentos foram feitos em triplicata.

Semelhante ao que foi feito na determinagcdo do pH 6timo foi feita a
determinacao da temperatura 6tima dos dois hibridos. A variacdo de temperatura
usada no meio de reacgao foi entre 50°C a 85°C, usando um banho com controle da
temperatura e os meios reacionais descritos anteriormente; as demais condigdes de

ensaio mantiveram constantes e todos os experimentos foram feitos em triplicata.

11.6.2.2. Determinagao da unidade de atividade da enzima POD

A determinacdo da atividade da POD (UA/mL de extrato concentrado) foi
calculada por método adaptado a partir dos principios adotados por Makinen (1982)
e Ponsoni (2004). Uma unidade de atividade foi definida como a “quantidade de
enzima que provoca um aumento na absorbancia de 0,001 unidades por minuto,
nas condi¢gdes de ensaio previamente determinadas”. As condicdes de ensaio
foram: 200 pL de extrato enzimatico, guaiacol (16,34 mmol.L™") como substrato,
peroxido de hidrogénio (3,12 mmol.L™") e tamp&o acido bérico/bérax (50 mmol.L ™)
(pH = 8,0), leituras da absorbéancia foram seguidas a 470 nm, por 2 minutos e a
velocidade inicial de reagao foi determinada graficamente, absorbancia x tempo de
reacao, por meio da tangente da reta obtida a curva cinética quando tempo tende a

39



zero. A concentracdo do peroxido de hidrogénio, na solugcdo estoque, foi
determinada sempre no momento do uso, utilizando o coeficiente de extingdo molar
(€) de 80 mol.L"'em™a 230 nm (BRESTEL, 1985).

11.6.2.3. Determinagao da unidade de atividade da enzima PPO

A medida da atividade enzimatica (UA/mL de extrato concentrado) da enzima
PPO foi realizada pelo método espectrofotométrico, meio reacional constituido de
extrato concentrado de PPO, solugdo tampdo fosfato 0,1 mol.L™", pH 6,0 e de
solucao de catecol 0,4 mol.L™" em &gua ultra pura (Mili-Q), a 25°C, utilizando cela de
quartzo de 1 cm de caminho 6tico. O branco foi feito com 2,1 mL de solugdo tampao
e 0,9 mL de substrato catecol. A velocidade da reagéo foi seguida acompanhando o
aumento da absor¢do em 420 nm, com leituras a cada 0,5 segundos durante 1
minuto. Uma UA enzimatica foi definida como “a quantidade de enzima que provoca
um aumento na absorbancia de 0,001 unidades por minuto nas condi¢des de ensaio
estabelecidas”. A velocidade inicial de reagdo foi determinada graficamente,
absorbancia x tempo de reagdo, por meio da tangente da reta obtida a curva

cinética quando tempo tende a zero.

11.6.2.4. Determinagao da unidade de atividade da enzima AO

A atividade enzimatica (mmol.L".min") foi mensurada pelo método
espectrofotométrico, meio reacional composto por 0,1 mL de extrato concentrado de
enzima, 0,6 mL de acido ascérbico 1 mmol.L™" em agua ultra pura (Mili-Q) acidificada
com HCI 3 mmol.L™", 2,3 mL de solugdo tamp3o citrato/acido citrico 25 mmol.L™", pH
5,0, a 25°C, em uma cela de quartzo de 1 cm de caminho 6tico, contra um branco
constituido por 2,4 mL de solugao tampao e 0,6 mL de solugéo de acido ascorbico. A
cinética da reacgao foi seguida em 245 nm, com leitura em 1 minuto. Uma unidade de
atividade enzimatica — UAxo - foi calculada a partir da oxidagdo de 1Tmmol de acido
ascorbico/min/mL de enzima através da equacdao 1 (NAKAMURA et. al.,1968), a
saber:

A A245nm (A245nm lnlClal - A245nmfinal) X Vt X fd

UA,, =
40 10x1xtxXVe

(equacao 1)
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Onde:

e Vt—Volume total do meio reacional (mL)

e Ve —Volume da solugéo de enzima (mL)

e 10— Coeficiente de extingao do acido ascorbico (mmol™.L. cm™)
e 1 - Caminho 6ptico (cm)

e t—tempo dareacdo (min)

o fd—fator de diluigdo da enzima caso haja

111.6.3. Determinagao da atividade especifica (AE)

A atividade especifica das enzimas PME, POD, PPO e AO foi calculada
utilizando a UA/mL determinado e o conteudo de proteina total (mg/mL), de cada
amostra. O conteudo de proteina foi determinado pelo método do Biureto
(GORNALL; BARDAWILL; DAVID; 1949).

O meétodo do Biureto consiste numa reagao entre o extrato enzimatico da fruta
e o reagente de biureto (mistura de cobre, tartarato de sddio e potassio, e hidroxido
de sodio 10%). A reagéao, originalmente, € deixada em repouso por 30 minutos para
desenvolvimento da cor, porém, nos estudos realizados o tempo de repouso foi de 5
minutos, pois avante esse tempo, ocorreu a formagdo de um precipitado que
interferia na leitura do produto formado. A cinética da reagao foi seguida em 540nm
e os resultados foram expressos em equivalente de soro albumina bovina (BSA),
usado como padrao, de acordo com o coeficiente de absortividade determinado pela

curva analitica (Fig. 10) obtida com concentragdes que variaram de 0,4 a 2,0 mg/mL.

O célculo da concentracdo de proteinas nas amostras foi determinado
utilizando o coeficiente de absortividade (a) aplicando a equagdo de Lambert-Beer,
equacao 2:

A = a.c (equagdo 2)
Onde:
e A absorbancia;
e a: coeficiente de absortividade;

e C: concentragao da amostra.
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Figura 10 — Curva analitica para determinagéo do coeficiente de
absortividade da soro albumina bovina (BSA).
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A quantificacdo do teor de proteinas em cada extrato enzimatico também foi
feita utilizando o método de Biureto. Foram usados para as reacdoes os extratos

aquosos e os etandlicos da polpa de maracuija liofilizada.

Apos a determinagao do conteudo protéico (mg/mL) e da UA/mL de cada
amostra foi calculada a atividade especifica das enzimas PME, POD, PPO e da AO

(AEenzima) pela razao entre UA/mL e o conteudo de proteina (mg/mL)

lll.7. Compostos Bioativos

Foram feitas dosagens de Vitamina C, fendis totais e flavonodides.

lll.7.1. Determinagao de Vitamina C (acido L-ascérbico)

Para determinacao do teor de vitamina C foi utilizado o método titulométrico
baseado no processo de oxiredugao do 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP) pelo acido
L- ascérbico, segundo a metodologia da AOAC n° 43605 de 1984 e modificada por
Benassi (1990).

42



O DCPIP em meio basico ou neutro apresenta coloracdo azul, em meio acido
a coloracao rosa, e sua forma reduzida € incolor. O ponto final da titulagdo foi
detectado pela viragem da solug¢ao de incolor para rosa, quando se tem todo o acido
L-ascorbico oxidado e DCPIP na forma reduzida.

O preparo da amostra é feito com a homogeneizac¢ao da polpa bruta in natura

com uma solugéo de acido oxalico 2% em liquidificador.

Para a determinacédo do conteudo de vitamina C no meio foi construida uma
curva analitica a partir de uma solugdo padrao de acido-L-ascérbico, onde
determinou-se o coeficiente de absortividade, utilizando o grafico DCPIP versus

concentragéo de acido L-ascérbico (mg/mL), como mostrado na figura 11.

Figura 11 — Curva analitica para obtengao do coeficiente de extingao
do acido ascorbico, usando 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP).
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lll.7.2. Determinagdo do conteudo de fendis totais

O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método

espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau utilizando acido galico como padrao de
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referéncia. Nesse caso foram utilizados os extratos aquoso e etandlico das amostras
liofilizadas.

O reagente de Folin Ciocalteau oxida os fenolatos, reduzindo-o, formando um
complexo de coloragéo azul no meio reacional (WANG, 2008; SINGLETON, 1998).
Os extratos obtidos foram re-diluidos na propor¢éo 1:5 (mL/mL) com volume final de
0,6 mL. Aliquotas de 0,5 mL foram transferidas para um tubo de ensaio, e
adicionado 2,5 mL da solugéo de Folin-Ciocalteau 10% em agua. Em seguida foram
adicionados 2,0 mL da solugcado de carbonato de sédio 7,5%. Apds os tubos foram
colocados em banho Maria a 50°C por 5 minutos para ocorrer a reacéo. A leitura de
absorbancia foi feita a 750 nm. O branco utilizado continha 0,5 mL de agua, 2,5 mL
da solugéo de Folin-Ciocalteau 10% em agua e 2,0 mL da solugéo de carbonato de
sédio 7,5%, completando o volume final de 5mL e submetido as mesmas condigbes
da s amostras.Os resultados dos compostos fendlicos totais foram expressos em
equivalente de acido galico (EAG). A determinagédo da quantidade de fendis totais de
cada amostra foi calculada utilizando o coeficiente de absortividade obtido da curva
analitica do acido galico (fig. 12) com concentragdes que variaram de 0,02 a

0,1mg.mL™".

Figura 12 — Curva analitica para determinacéo do coeficiente de
absortividade do acido galico.
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11.7.3. Avaliagao do conteudo de Flavondides Totais

A determinacao de flavondides totais, presentes nos extratos, foi realizado por
meio de espectroscopia utilizando o método descrito por Chang et al (2002); Woisky
& Salatino (1998) e Markham (1982), com algumas modificagées. O método baseia-
se no uso de cloreto de aluminio. O cation aluminio forma complexos estaveis com
os flavondides (fig. 13), ocorrendo na analise espectrofotométrica um desvio
batocrdmico para maiores comprimentos de onda e, também, maior intensidade de
absorgdo de luz. E importante destavar que os compostos fendlicos formam
complexos com o AI** mas tem banda de absorgdo em coprimentos menores que 0s
complexos flavondides- AI**, portanto, ndo haverad interferéncia na analise de

compostos fendlicos e flavondides.

Figura 13 — Formacgéo do croméforo flavonoide-aluminio.

Fonte: Marcucci et al. (1998).

Para cada amostra em analise utilizou-se aliquotas de 250uL, sendo estas
transferidas para um tubo de ensaio, adicionado 1,25 mL de agua ultra pura (Mili-Q)
e 75uL de Nitrato de Sdédio 5%, deixando em repouso por 6 minutos. Apos o
repouso, foi adicionado 150uL de cloreto de aluminio 10% em etanol 80%.
Novamente deixou-se a reagcdo em repouso por 5 minutos, na auséncia de luz. Apos
os 5 minutos adicionou-se ao meio reacional 500 pL de hidroxido de sédio 1mol.L ™" e
275 uL de agua pura (Mili-Q). A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro
FEMTO 600 Plus a 425nm. Um branco foi feito para cada amostra e continha 250 pL
de amostra, 1,25 mL de agua ultra pura (Mili-Q), 75uL de Nitrato de Sédio 5%, 500
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uL de hidréxido de sédio 1mol.L™" e 425 uL de agua pura (Mili-Q) adicionados nas
mesmas condicbes de analise das amostras. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro FEMTO 600 Plus a 425nm. Uma amostra contendo o extrato, sem
a solucao de cloreto de aluminio, foi utilizada como branco e conduzida nas mesmas
condicbes de analise. Os resultados da quantificagcdo de flavonodides totais foram
expressos em equivalente de quercetina (EQ) A determinagdo da quantidade de
flavondides totais, em cada amostra, foi calculada utilizando o coeficiente de
absortividade obtido da curva analitica da quercetina (fig. 14) em concentragbes que

variaram de 20 — 100 pg/mL.

Figura 14 — Curva analitica para determinagao do coeficiente de
absortividade da quercetina.
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lll.8. Determinagao do conteudo de proteina total

A proteina total (g/100g de polpa liofilizada) foi também determinada pelo
método do Biureto (GORNALL; BARDAWILL; DAVID; 1949) usando os extratos
aquoso e etandlico das amostras liofilizadas.

Nesse caso, o calculo da concentracdo de proteinas total nas amostras foi
determinado usando outra curva analitica de Soro Albumina Bovina (BSA) e obtendo
o coeficiente de absortividade (a), apds aplicando novamente a equacido de

Lambert-Beer.
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Figura 15 — Curva analitica para determinagéo do coeficiente de
absortividade da soro albumina bovina (BSA).
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11.9. Determinacao do potencial antioxidante

Foram realizados dois experimentos para determinagao do potencial
antioxidante das amostras dos hibridos de maracuja amarelo azedo e do maracuja

amarelo azedo comercial.
11.9.1. Captura do céation radical ABTS™

A atividade antioxidante pelo método do ABTS [2,2'-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico)] foi realizada conforme metodologia descrita por
Vellosa, et al. (2007) usando os extratos aquoso e etandlico das amostras
liofilizadas.

Uma forma usual de expressar os resultados nesse ensaio € calculando o
indice denominado ICs, quanto menor o valor de ICsy apresentado pela reagédo com
a amostra em estudo, menor quantidade da amostra sera necessaria para reduzir

50% do cation radical ABTS™ e, portanto, maior sera sua atividade antioxidante.
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O cation radical ABTS™ foi formado pela reagdo de 140 mmol.L™" de persulfato
de potassio com 7 mmol.L" de ABTS (fig. 16), armazenado no escuro e na
temperatura ambiente, durante 12 a 16 horas. Uma vez formado, o ABTS™ foi diluido
em tampao fosfato de sodio (10 mmol.L”', pH 7,4) até a obtencdo do valor de
absorbancia de 0,750 £ 0,020 em 734 nm.

Figura 16 — Representacgéo da formagao do cation ABTS™

As analises do potencial antioxidante foram determinadas em triplicata e a
concentracdo dos extratos (aquoso e etandlico) das amostras foi de 0,01 g.mL™.
Foram usadas as amostras liofilizadas dos hibridos e do maracuja amarelo comum.
As leituras das absorbancias foram realizadas em espectrofotbmetro com
microplacas a 734 nm, apos 15 minutos de incubacgéo no escuro. O volume total da
reacdo foi de 300 pL, contendo 100 yL de ABTS™, volumes variaveis de amostras

(0,01g/mL) e solugédo tampao fosfato de sédio para completar o volume final.

111.9.2. Ensaio com HOCIl e TMB

O ensaio foi realizado segundo Costa, Ximenes e Fonseca (2004), com
adaptagdes necessarias para anadlises das amostras objeto de estudo. A
determinagdo da capacidade antioxidante baseia-se na habilidade da amostra em
analise em capturar o HOCI, impedindo que o mesmo oxide a 3,3,5,5-
tetrametilbenzidina (TMB). Como pode ser visto na figura 17 a oxidacdo do TMB
pelo HOCI/OCI" gera um composto de coloragdo azul com maximo de absorbéancia
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em 652 nm. Tal método é extremamente sensivel para determinacdo da capacidade
antioxidante da amostra no sistema HOCI/TMB. Assim, quanto menor o valor da

absorcdo a 652nm, maior a capacidade antioxidante.

Figura 17 — Representacao da oxidacado do TMB pelo HOCI/OCI

O agente oxidante € obtido através da diluicdo do NaOCI 12% em NaOH
10mmol.L"', onde sua concentracdo é determinada, antes das analises, utilizando
seu coeficiente de extingdo molar (€= 350 mol.L'em™ a 292 nm, ZGLICZYNSKI et
al.,1971). O meio reacional consistia de: volumes variados (5 - 100 puL) de amostras
(aquosa ou etandlica), seguido de solugédo tampao fosfato de sédio (50mM), volume
de HOCI de forma que no meio tenha uma concentracdo de 30uM, repouso por 15
minutos no escuro, e por ultimo 60uL de TMB (2,8mM), somando um volume final de
300pL e ficando em repouso por mais 5 minutos. As leituras das absorbancias foram

realizadas em espectrofotdmetro, com microplacas, a 652 nm.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1. Caracteristicas fisico-quimicas das frutas in natura

As caracteristicas fisico-quimicas dos frutos sdo de grande importancia tanto
para seu consumo in natura quanto para processamento industrial. Os parametros
analisados foram: massa (g) da fruta inteira, densidade (g.mL™") da fruta inteira,
massa (g) do conteudo (polpa e semente), rendimento (%) de conteudo e pH da
polpa da fruta. Na tabela 1 estdo relacionados os parametros de cada hibrido

estudado.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas dos hibridos de maracuja-azedo estudados (T=
25°C). (n=3)

BRS

Hibrido FB200 FB300 RO OWO  Gigante o S0ldo
ermelho Amarelo Cerrado

Massa fruta (g) 275,8 147,7 248,2 2454 193,4
Volume fruta (mL) 293,8 158,3 256,2 200,0 261,2
Densidade (g/mL) 0,939 0,933 0,969 0,939 0,967
Massa de polpa (g) 97,7 491 71,4 91,1 75,5
Rendimento de polpa (%) 354 33,2 28,8 37,1 39,0
pH da polpa 3,07 3,11 3,06 3,03 3,04

Outros parametros importantes em relagao aos hibridos estudados sao: i) cores
dos frutos, e ii) produtividade. O hibrido FB200 apresenta coloragao uniforme
amarela esverdeada, o FB300 apresenta cores n&do uniformes, com frutos amarelos
e roxos; o BRS Ouro Vermelho coloragdo vermelha e arroxeada, o BRS Gigante
Amarelo coloragdo amarela esverdeada e o BRS Sol do Cerrado com coloragao
amarela. Os hibridos FB200 e FB300 apresentam produtividade de 50 ton/ha/ano,
os hibridos BRS Ouro Vermelho e BRS Sol do Cerrado 40 ton/ha/ano e o BRS
Gigante Amarelo de 20 a 25 ton/ha/ano.(Viveiros Flora Brasil).

Os dados obtidos indicam que: o hibrido FB200 tem maior massa (g) de fruta e
de polpa e esta entre os trés hibridos com maior rendimento de polpa com 35,4%,
ficando atras do BRS Sol do Cerrado (39,0%) e do BRS Gigante Amarelo (37,1%), e
também maior produgao por ano. Comparando com o hibrido BRS Gigante Amarelo,

o hibrido FB200 tem cerca do dobro de produtividade. Possivelmente pra industria,
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o hibrido FB200 podera ser o melhor hibrido para o processamento industrial
(custo/beneficio) analisando apenas os dados mostrados.

Em segundo lugar, de interesse para a industrializacdo, seria o hibrido BRS Sol
do Cerrado, analisando apenas esses dados obtidos, pois o rendimento de polpa é o

maior de todos.

IV.2. Determinacgao da unidade de atividade da PME, POD, PPO e AO

Importante salientar que, na literatura cientifica, at¢é o momento, ndo foram
encontrados dados das referidas enzimas em relacdo aos hibridos objetos de

estudo.

Com os extratos obtidos das polpas dos hibridos foram realizados os estudos

cinéticos. Cada enzima teve sua atividade mensurada de forma especifica.

IV.2.1. Atividade enzimatica da PME

Como ja mencionado a PME é responsavel pela catélise da desmetilagdo da
pectina nas frutas, o que implica em modificagbes na textura (processo de
crescimento, amadurecimento e senescéncia) que é de grande importancia no
mecanismo de amolecimento de frutas e vegetais (CARDELLO; LOURENCO, 1995).

Os ensaios foram realizados com o substrato pectina citrica e os resultados

obtidos, expressos em UA/mL de extrato encontram-se na tabela 2 e figura 18.

Tabela 2. Atividade da PME nos hibridos estudados. Condicbes de ensaio: 15 mL de
solugdo de pectina citrica (0,25%); NaCl (0,15 mol.L™); 0,5 mL de extrato concentrado de
PME; agua destilada; NaOH (0,1 moI.L'1); T=50°C, volume final 30 mL, tempo de reacdo 10
minutos. (n=3).

Hibrido UA/mL de extrato Desvio Padrao
FB200 13,55 0,3651
FB300 14,23 0,2734
BRS Ouro Vermelho 10,85 0,1491
BRS Gigante Amarelo 5,92 0,0395
BRS Sol do Cerrado 9,32 0,1250
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Figura 18 — Comportamento cinético da PME.
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Pelos resultados obtidos nota-se que ha uma diferenca significativa
entre os hibridos estudados, sendo que o BRS Gigante Amarelo apresentou uma

menor UA/mL de extrato em relacdo aos demais.

Os ensaios indicaram também uma menor atividade enzimatica da
PME em relagdo aos estudos realizados em nosso laboratério (pesquisa em
andamento), onde para o maracuja amarelo azedo disponivel no mercado nacional a
atividade enzimatica foi de 20,21 UA/mL (+/- 0,7495).

Analisando os dados em termos das implicagcbes da PME em
processamento industriais, menor acdo catalitica implica em menor efeito
indesejavel na produgao de suco. Mas para a producéo de néctar, favorece.

Assim, o hibrido BRS Sol do Cerrado, que tem maior rendimento de
polpa, excelente producdo (40 ton/ha/ano) podera ser o mais indicado pois tem
baixa UA/mL de extrato.

Mas, para a analise de qual ou quais seriam os indicados, tem que ter

outros parametros que auxiliarao no hibrido mais adequado.
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IV.2.1.1. Determinagao do pH 6timo e da temperatura 6tima da PME

Para a determinacado do pH 6timo e da temperatura 6tima foram escolhidos os
hibridos FB200 e BRS Gigante Amarelo, pois estes apresentaram uma das maiores
e a menor atividade enzimatica, respectivamente. Em relacdo ao resultado
observado para a amostra comercial os hibridos apresentaram apenas um valor
otimo para ambos os parametros. Uma hipotese é que a amostra comercial € uma
mistura de maracujas de varios lugares e por isso apresenta, como visto, dois
valores de pH e temperaturas 6timas para a atividade da enzima PME.

Uma outra possivel explicacdo € que o extrato concentrado da PME no

maracuja amarelo comercial estejam presentes isoenzimas.

Figura 19 — Comportamento do pH 6timo e da temperatura 6tima da PME.

IV.2.2. Atividade enzimatica da POD

Essa enzima faz parte de um grande numero de enzimas conhecidas como
oxiredutases, podendo promover uma variedade de reagdes. A investigacdo desse
grupo de enzima tem sido de grande importancia para a tecnologia de alimentos,
uma vez que a continuidade da atividade enzimatica pode ocasionar mudanca na
cor, variagdes de aroma, alteracbes no teor de vitaminas e até modificagdes na
textura (ZANATTA, 2006).

Observa-se na figura 20 o comportamento cinético da POD para todos os

hibridos de maracuja amarelo azedo estudados.
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Figura 20 — Comportamento cinético da enzima POD.
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Como descrito no item I11.6.2.2. a unidade de atividade enzimatica foi
calculada e os valores da média e desvio padrdo da unidade de atividade enzimatica

obtidos estao apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Atividade da POD nos hibridos estudados. Condicbes de ensaio: 200 uyL de
extrato concentrado de POD; peréxido de hidrogénio (3,12 mmol.L™"); guaiacol (16,34
mmol.L™"); solucdo tampao acido bérico/Bérax (50 mmol.L™, pH 8,0), T = 25°C, Tempo de
reacao: 2 minutos. (n=3)

Hibrido UA/mL de extrato Desvio Padrao
FB200 74,00 0,7212
FB300 27,35 0,0566
BRS Ouro Vermelho 17,03 0,0566
BRS Gigante Amarelo 11,90 0,0566
BRS Sol do Cerrado 58,90 0,5091

Os hibridos FB200 e BRS Sol do Cerrado foram os que apresentaram maior
UA/mL entre os demais hibridos estudados, bem como, em relagdo a amostra de
polpa de maracuja amarelo azedo disponivel no mercado nacional, que foi analisado
em outro estudo realizado paralelamente por nosso grupo (PEREIRA, 2012) ainda
nao publicados, que apresentou uma atividade enzimatica para a POD de 46,20 (+/-
0,2828) UA/mL.
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De forma similar a analise feita individual dos dados, a POD pode
implicar em perdas significativas da qualidade do produto final industrializado.
Assim, os hibridos FB200 e BRS Sol do Cerrado seriam os menos indicados para a
industrializagdo. Ja o hibrido BRS Gigante Amarelo seria o mais indicado.

Entretanto, ainda € uma analise isolada.

Figura 21 — Comportamento da atividade enzimatica
(UA/mL) de extrato da POD.
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Quando se compara os valores de atividade enzimatica da POD com outras
fontes encontradas na literatura, verifica-se que os hibridos apresentam valores
inferiores. O péssego e a mandioca, por exemplos, apresentam atividades de POD
de 262 UA/mL e 1738 UA/mL, respectivamente (VIEIRA; LUPETTI; FATIBELLO-
FILHO; 2003). Uma possivel explicagao seria que esses exemplos, em contato com

0 ar, escurecem mais rapido.

IV.2.3. Atividade enzimatica da PPO

As reagdes de escurecimento catalisadas pela PPO presente em sucos/frutas

podem gerar produtos que alteram a cor do produto final.

Observa-se na figura 22 as atividades da PPO para os hibridos de maracuja
amarelo azedo estudados.
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Figura 22 — Atividade enzimatica (UA.mL™") da PPO nos hibridos estudados.
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Os valores da média e desvio padrao da unidade de atividade enzimatica

obtidos estdo demonstrados na tabela 4.

Tabela 4. Atividade da PPO nos hibridos estudados. Condi¢cdes de ensaio: extrato
concentrado de PPO; 900uL de catecol (0,12 mol.L™); solucdo tampao fosfato de sédio
(50mmol.L™", pH 6,0). T=25°C, volume final 3,0 mL. Tempo de reagdo: 1 minuto. (n=3)

Hibrido UA/mL de extrato (102) Desvio Padrao
FB200 74,5 0,1741
FB300 183,5 0,6562
BRS Ouro Vermelho 198,5 0,5699
BRS Gigante Amarelo 256,9 0,5317
BRS Sol do Cerrado 207.,4 0,6882

Todos os hibridos apresentaram maior UA/mL em relagao a amostra de
polpa de maracuja amarelo azedo disponivel no mercado nacional, analises feitas
em nosso laboratério (PEREIRA, 2012), dados nao publicados, que apresentou uma
atividade enzimatica para PPO de aproximadamente 22,3x10?> UA/mL de extrato

concentrado de PPO.
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A PPO constitui o sistema enzimatico que mais afeta a qualidade de
um alimento, independente se industrializado ou n&o. De forma isolada, analisando
os dados obtidos, o hibrido FB200 poderia ser o mais indicado para a
industrializac&o, pois tem menor UA/mL. E interessante verificar que o hibrido BRS
Gigante Amarelo, em relagdo a PME e a POD, estaria entre os indicados para

industrializagdo. No caso da PPO seria o primeiro a ndo ser indicado.

IV.2.4. Atividade enzimatica da AO

A atividade da AO no extrato foi mensurada nas condicbes de ensaios

descritas no item 111.6.2.4. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5. Atividade da AO nos hibridos em estudo. Condi¢cbes de ensaio: 100 pL de extrato
concentrado de AO; 600 pL de acido ascérbico (1 mmol.L™"); solugdo tampao citrato/acido
citrico (25 mmol.L™", pH 5,0). T=25°C. (n=3).

Hibrido UA/mmol.L . min™ Desvio Padrio
FB200 35,62 0,00251
FB300 22,68 0,00534
BRS Ouro Vermelho 15,50 0,00288
BRS Gigante Amarelo 26,16 0,00372
BRS Sol do Cerrado 19,84 0,00226

A atividade enzimatica de todos os hibridos apresentaram valores menores
em relagao a variedade de maracuja amarelo azedo disponivel no mercado nacional,
cujo estudo foi feito em nosso laboratério (pesquisa em andamento), que apresentou
uma atividade enzimatica para AO de cerca de 55 UA/mmol.L 'min™.

O comportamento cinético da AO para todos os hibridos de maracuja amarelo

azedo estudados esta apresentado na figura 23.
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Figura 23 — Comportamento da atividade enzimatica
(UA/mmol.L”".min") da AO.

35 | %

- 7
; o
7

Atividade (UA/mmol.L".min")

¥ = 5 R

I [ [ T [ '
FB200 FB300 OurmnVerm GiganteAm SolCemado

Em relacdo a AO, o hibrido menos indicado é o FB200. O hibrido BRS Ouro

Vermelho, em relacdo aos demais, € o que apresenta menor UA/mL de extrato.

Para uma analise mais precisa em relacado as enzimas, tem que ser feito o

calculo da atividade especifica.

IV.3. Atividade Especifica (AE)

Ap6s a determinacdo do contetido protéico (mg.mL”) e da unidade de

atividade enzimatica (UA.mL™), foi calculada a atividade especifica das enzimas

PME, POD, PPO e da AO.

Tabela 6. Atividade especifica das enzimas PME, POD, PPO e AO nos hibridos da cultivar
maracuja-amarelo. Condigbes de ensaio: amostra de extrato concentrado de cada enzima,

solvente, reagente de biureto, repouso por 5 minutos, T = 25°C. (n=3).

Atividade enzimatica [UA/(mg) Proteina]

Hibrido PME POD PPO AO

FB200 6,0 23,4 10,9 14,4

FB300 11,1 17,4 42,8 11,1

BRS Ouro Vermelho 6,4 9,9 22,8 14,0

BRS Gigante Amarelo 2,4 5,2 42,0 7,3
BRS Sol do Cerrado 3,6 16,8 23,4 6,6
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Figura 24 — Comportamento das atividades especificas das enzimas
PME, POD, PPO e AO dos hibridos.
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A andlise geral dos dados mostra que o hibrido BRS Gigante Amarelo
apresentou menor atividade especifica (AE) na maioria dos hibridos estudados.
Portanto, tem menor quantidade de enzima ativa por mg de proteinas totais no
extrato de polpa.

Os hibridos que tem maior atividade especifica em relagao a AO, PPO, POD
e PME, séo, respectivamente, FB200 e BRS Ouro Vermelho, BRS Gigante Amarelo
e FB300, FB200 e FB300.

IV.6. Compostos Bioativos

IV.6.1. Determinagao do conteudo de Vitamina C

A investigacao do conteudo de vitamina C é importante, pois sua degradacao
ocorre durante o processamento de sucos. Os conteudos de vitamina C
determinados nas amostras de polpa congelada, mostraram-se acima do valor
encontrado na Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (2011) onde o

conteudo de vitamina C é de 7,3 mg por 100 g de material (polpa de maracuja
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congelada — Passiflora edulis f. flavicarpa). Esses resultados estdo apresentados na

tabela 7 e figura 25.

Tabela 7. Conteudos de vitamina C encontrados nos hibridos de maracuja azedo.
Condicdes de ensaio: 10 mL de extrato diluido em &acido oxalico 2%; solugdo 2,6-
diclorofenolindofenol (DCPIP), T = 25°C, e valor encontrado na Tabela Brasileira de
Composicao de Alimentos (TACO). (n=3).

. Vitamina C* .
Hibrido (mg/100g polpa) Desvio
FB200 11,1 0
FB300 8,8 0,8047
BRS Ouro Vermelho 13,9 0
BRS Gigante Amarelo 15,8 0,8044
BRS Sol do Cerrado 14,4 0,8047
TACO 7,3 -

Figura 25 — Conteudos de vitamina C encontrados nos hibridos de maracuja azedo.

L

L
o

7
ey
et

e
::»:i‘i*
S

£

=

T
ol
et

T
S
25

Massa de Ac. L-Ascérbico
v o

{mg/100g de polpa de maracuja)

t"b:d"
R

e
4

.,
‘i:i
75

&

7
ol
“"

5

<
bt
bt

=
b,

. e
I T I T I T I T I T I
TACOD FB200 FB 300 CurcVerm Gigantefim 5o lCerrado

L

Nesse caso o hibrido BRS Gigante Amarelo apresenta maior teor, seguido do
BRS Sol do Cerrado e BRS Ouro Vermelho. Associando esses valores com 0s
obtidos nas analises das enzimas, destaca-se o hibrido BRS Gigante Amarelo que
contém maior conteudo de Vitamina C e menor atividade especifica (AE) na maioria

dos sistemas enzimaticos estudados (analise parcial dos dados). Assim espera-se
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que o BRS Gigante amarelo esteja entre os hibridos que apresenta maior atividade

antioxidante.

Devido aos fatores ja descritos na introducdo é de grande relevancia saber o
conteudo de vitamina C e estudar formas de minimizar sua perda, devido ao
processo de oxidacdo, durante o processamento industrial e a sua interacdo com
determinadas enzimas intrinsecas da fruta que podem levar a degradacéo

nutricional e ao escurecimento da polpa processada.

Comparando com outras frutas, usando a Tabela Brasileira de Composicao
de Alimentos (2011) como referéncia, nota-se que os conteudos encontrados estédo
acima dos teores de vitamina C de frutas que também tem grande consumo como o
abacaxi que apresenta um conteudo de 1,2 mg por 100g de polpa congelada e do
cupuacu cujo conteudo é de 10,5 mg por 100g de polpa congelada. Porém, os
teores encontrados mostraram-se inferiores ao conteudo de vitamina C da acerola

que oferece 623,2 mg por 100g de polpa.

IV.6.2. Determinagao do conteudo de fendis totais

Os conteudos de fendis totais determinado nos extratos das amostras em
estudo podem ser vistos na figura 26 e tabela 8. Os extratos usados foram o aquoso
e o etandlico da polpa de maracuija liofilizada. Como esperado, as analises mostram
que a extragdo etandlica foi mais eficiente que a extragdo aquosa, para todos os

hibridos estudados.

Os resultados indicam que os dados obtidos, comparando extrato aquoso e
extrato etandlico, sao diferentes tanto no proprio hibrido como entre eles (exceto

para o hibrido BRS Sol do Cerrado que apresentou valores semelhantes).
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Tabela 8. Conteudo de fendis totais nos hibridos da cultivar maracuja-amarelo, expressos
em equivalentes de acido galico (EAG) (mg de acido galico/100g polpa liofilizada).
Condicdes de ensaio: 500uL de extrato diluido, 2,5 mL da solu¢do de Folin-Ciocalteau 10%,
2,0 mL da solucao de carbonato de sédio 7,5%, incubagao por 5 minutos em banho-maria a

50°C. (n=3)
EAG mg/100g de polpa
Hibrido Extrato Aquoso Extrato Etandlico
Média Desvio Padrao Meédia Desvio Padrao

FB200 294,2 0,1017 590,2 0,2854

FB300 339,1 0,0946 555,5 0,2056

BRS Ouro Vermelho 375,4 0,0494 491,9 0,1538
BRS Gigante Amarelo 441.,6 0,1075 513,3 0,1895
BRS Sol do Cerrado 415,2 0,1387 435,1 0,1972

Figura 26 — Comportamento da extracao etandlica e aquosa dos

compostos fendlicos dos hibridos.
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Considerando o conteudo de fendis no meio aquoso, outra vez o hibrido BRS

Gigante Amarelo esta entre os que tem maior conteudo, diferente do hibrido FB200

que apresenta menor teor.
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IV.6.3. Determinagao do conteudo de flavonéides

Os resultados obtidos na quantificacdo dos flavondides podem ser vistos na

tabela 10 figura 27. Os extratos usados foram o aquoso e o etandlico da polpa de

maracuja liofilizada. Ao contrario do observado na analise dos compostos fendlicos a

extragdo aquosa foi mais eficiente que a extragdo etandlica, em todos os hibridos

estudados.

Tabela 10. Conteudo de flavondides totais nos hibridos da cultivar maracuja-amarelo,
expressos em equivalentes de Quercetina (EQ) (mg de quercetina /100g de polpa
liofilizada). Condi¢cdes de ensaio: extrato (0,1 mg/mL), Nitrato de Sédio 5%, Cloreto de
Aluminio 10% em etanol 80%, Hidréxido de Sédio 1 mol.L™" e 4gua ultra pura (Mili-Q) para
completar volume final de 2,5 mL. (n=3).

EQ mg/100g de polpa liofilizada

Hibrido Extrato Etandlico Extrato Aquoso
Média Desvio Padrao Média Desvio Padrao
FB200 45,18 0,0007 65,86 0,0000
FB300 45,98 0,0007 73,29 0,0057
BRS Ouro Vermelho 48,59 0,0028 80,12 0,0007
BRS Gigante Amarelo 47,19 0,0007 102,40 0,0057
BRS Sol do Cerrado 51,41 0,0028 95,98 0,0014
Comercial 46,79 0,0071 89,36 0,0021

Figura 27 — Comportamento da extragcao etandlica e aquosa do conteldo de flavondides
dos hibridos.
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IV.7. Determinagao do conteudo de proteina total

A quantificagdo do conteudo de proteina total foi feito pelo método do biureto.
Foram usados para as analises dos extratos aquosos e etandlicos da polpa de
maracuja liofilizada.

Pelos dados obtidos (tabela 9) a maioria dos hibridos ndo apresenta diferenca

significativa no conteudo de proteina total.

Tabela 9. Conteudo de proteina total nos hibridos da cultivar maracuja-amarelo. Condi¢des
de ensaio: 200 pL de extrato, 800 uL do solvente, 4 mL do reagente de biureto, repouso por
5 minutos, T = 25°C. (n=3).

Proteina (g/100g de polpa liofilizada)

Hibrido Extrato Aquoso Extrato Etandlico
Média Desvio Padrao Média Desvio Padrao
FB200 4,5 0,0029 1,7 0,0003
FB300 5,8 0,0046 1,6 0,0003
BRS Ouro Vermelho 3,7 0,0021 1,4 0,0008
BRS Gigante Amarelo 4,2 0,0030 1,5 0,0002
BRS Sol do Cerrado 4,7 0,0007 1,6 0,0002

Figura 28 — Comportamento da extragcao etandlica e aquosa das
proteinas totais dos hibridos.
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Semelhante ao que foi visto na quantificacdo de compostos fendlicos, os
resultados obtidos também mostraram diferencas entre os dados em relagao ao tipo
de meio utilizado no procedimento extrativo, se aquoso ou etandlico. Portanto a
extracdo aquosa foi mais eficiente que a extracao etandlica.

Interessante observar que uma pequena parcela das proteinas (ou peptideos)
das amostras solubiliza em etanol devido, provavelmente, a sua interacao

hidrofébica.

IV. 8. Determinagao da capacidade antioxidante

Importante informar que, na literatura cientifica, até o momento, ndo foram

encontrados dados sobre a atividade antioxidante nos hibridos em estudo.

IV.8.1. Captura do cation radical ABTS™

A capacidade de captura do radical ABTS™ do extrato aquoso e etandlico das

amostras estdo expostos na tabela 11 e figura 29.

Tabela 11. Capacidade antioxidante dos hibridos da cultivar maracuja-amarelo e do
maracuja amarelo azedo comum. Condigdes de ensaio: 100 pL da solucdo de ABTS™,
Volumes variaveis de extrato (0,01 g/mL), solugdo tampao fosfato de sédio (pH 7,4) para
completar o volume para 300 pyL. Repouso por 15 minutos, leitura a 734nm no
espectrofotdmetro de placa Biotek, T = 25°C. (n=3)

ABTS™ - ICs0 (ngmL)

Hibrido Extrato Aquoso Extrato Etandlico
Média Desvio Padrao Meédia Desvio Padrao

FB200 0,651 0,0309 0,600 0,0387
FB300 0,664 0,0170 0,595 0,0166
BRS Ouro Vermelho 0,425 0,0127 0,516 0,0373
BRS Gigante Amarelo 0,221 0,0090 0,520 0,0164
BRS Sol do Cerrado 0,295 0,0104 0,419 0,0200
Comercial 0,705 0,0055 0,569 0,0196

O extrato aquoso apresentou a seguinte sequencia, em ordem crescente de
valores, para a capacidade antioxidante (ICsg): BRS Gigante Amarelo, BRS Sol do
Cerrado, BRS Ouro Vermelho, FB200 e FB300. A capacidade antioxidante do

maracuja amarelo azedo comercial também foi mensurada e mostrou menor
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capacidade diante os hibridos estudados. O extrato etandlico apresentou
comportamento semelhante, apresentando a seguinte ordem de ICsy (crescente):
BRS Gigante Amarelo, BRS Ouro Vermelho, BRS Sol do Cerrado, FB300 e FB200.
O extrato etandlico do maracuja comum mostrou uma atividade antioxidante

intermediaria frente aos demais hibridos.

Figura 29 — Capacidade antioxidante dos hibridos da cultivar maracuja-amarelo e do
maracuja amarelo azedo comum, via radical ABTS™.
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Percebe-se que tanto o extrato aquoso quanto etandlico apresentaram melhor
atividade antioxidante (menor ICsp) para as amostras dos hibridos BRS Gigante
Amarelo, BRS Ouro Vermelho e BRS Sol do Cerrado.

Como pode ser visto, o hibrido BRS Gigante Amarelo esta entre os hibridos
estudados que apresentou maior capacidade antioxidante, ou seja, menor valor de
ICs0, € 0 hibrido FB200 esta entre os que apresentaram menor capacidade

antioxidante.
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IV.8.2. Ensaio com HOCIl e TMB

O ensaio com HOCI e TMB foi realizado visto que é uma espécie reativa de
oxigénio (ERO) formada no ser humano, via sistema enzimatico, por células de
defesa. Os resultados do ensaio com as amostras dos hibridos e a amostra

comercial do maracuja amarelo azedo constam na tabela 12 e na figura 30.

Tabela 12. Capacidade antioxidante dos hibridos da cultivar maracuja-amarelo e do
maracuja amarelo azedo comum. Condi¢des de ensaio: solugdo de HOCI, volumes variaveis
de extrato (0,01 g/mL), solugdo tampao fosfato de sédio 50mmol.L™" (pH 7,4) para completar
o volume para 240 L, repouso por 15 minutos no escuro, solugido de TMB e repouso por 5
minutos; leitura a 652nm no espectrofotdmetro de placa Biotek, T = 25°C. (n=3).

HOCI e TMB - ICs (pg/mL)

Hibrido Extrato Aquoso Extrato Etandlico

Média Desvio Padrao Média Desvio Padrao
FB200 1,345 0,0348 1,408 0,0278
FB300 0,982 0,0168 0,832 0,0210
BRS Ouro Vermelho 0,576 0,0250 0,461 0,0199
BRS Gigante Amarelo 0,713 0,0127 0,676 0,0159
BRS Sol do Cerrado 1,189 0,0152 0,991 0,0121
Comercial 0,944 0,0126 1,196 0,0157

Mais uma vez, o hibrido BRS Gigante Amarelo esta entre os hibridos

que tem maior capacidade antioxidante e o hibrido FB200 entre os menores.

Nessa andlise houve diferengca na capacidade antioxidante entre os
hibridos e a amostra comercial, tanto nos extrato aquoso como no etandlico. Porém,
nao houve muita diferenga entre os solventes onde os hibridos e a amostra
comercial apresentaram praticamente os mesmos valores. A sequencia, em ordem
crescente de valores, para o ICsy, via ensaio do HOCI/OCI-TMB foi: BRS Ouro
Vermelho, BRS Gigante Amarelo, amostra Comercial, FB300, BRS Sol do Cerrado e
FB200.
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Figura 30 — Capacidade antioxidante dos hibridos da cultivar maracuja-amarelo
e do maracuja amarelo azedo comum pelo ensaio do HOCI e TMB.
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IV.9. Correlagdes entre duas analises dos hibridos

Foram feitas analises estatisticas pelo método do Coeficiente de Pearson.
O coeficiente de correlagao linear de Pearson (r) € uma estatistica utilizada para
medir a for¢a, a intensidade ou o grau de relagdo linear entre duas variaveis
aleatérias. O sinal do coeficiente de correlagao linear de Pearson expressa o sentido

da correlagdo, e sua intensidade é representada por um valor numérico que oscila

entre -1 e 1.
Tabela 13. Coeficientes de correlacao linear de Pearson
Coeficiente Correlagao Coeficiente ] Correlagao
r=1 Perfeita positiva -0,1<r<0 Infima negativa
0,8<sr<1 Forte positiva -05<r=-0/1 Fraca negativa
0,5<r<0,8 Moderada positiva -0,8<r=-05 Moderada negativa
0,1=<r<0,5 Fraca positiva -1<r<-0,8 Forte negativa
0<r<0,1 Infima positiva r=-1 Perfeita negativa
0 Nula

Nas amostras estudadas observou-se que estas apresentaram correlagao
“forte positiva”, apresentando o coeficiente r = 0,944, relacionando a atividade
enzimatica da peroxidase (POD) (UA.mL™") e a capacidade antioxidante via ensaio
do HOCI.
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Figura 31 — Correlagéo entre os parametros Atividade enzimatica da Peroxidase (POD)
(UA.mL™") e a capacidade antioxidante, via ensaio de HOCI e TMB.
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Correlagao também ¢é vista entre a variavel atividade enzimatica da PPO e a
atividade antioxidante via ensaio com HOCI e TMB. Com visto na figura (32) o
hibrido que apresenta menor atividade enzimatica da PPO ¢é o hibrido que apresenta

uma menor atividade antioxidante, visto que ele apresenta o maio I1Cs.

Figura 32 — Correlagao entre os parametros Atividade enzimatica da Polifenoloxidase (PPO)
(UA.mL™) e a capacidade antioxidante, via ensaio de HOCI e TMB.
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Comportamento semelhante é notado entre a variavel conteudo de compostos
fendlicos e a atividade antioxidante via ensaio com HOCI e TMB. Isso é valido pois o
conteudo de compostos fendlicos esta diretamente relacionado a atividade

enzimatica da PPO.

Figura 33 — Correlagéo entre os parametros Atividade Conteudo de compostos fendlicos
(EAG) e a capacidade antioxidante, via ensaio de HOCI e TMB.

Em relagcdo ao conteudo de compostos fendlicos e o conteudo de flavondides
nos hibridos estudados, a analise correlagdo de Pearson apresentou o coeficiente
r =0,984 que indica uma correlagao “forte positiva”. Isso se deve ao fato de que os
compostos fendlicos, que se comportam como antioxidantes no meio biolégico de
frutas e vegetais, constituem uma ampla classe de compostos como &acidos
fendlicos, flavondides e tocoferdis. (JIMENEZ-ESCRIG et al., 2000).

Seguindo esse contexto foi observada também uma correlagao “forte
negativa” (Coeficiente de correlacdo de Pearson r = - 0,955) entre a atividade
antioxidante, via radical ABTS, e o conteudo de compostos fendlicos, ou seja,
quanto maior o conteudo de compostos fendlicos maior € a capacidade antioxidante

da amostra (mensurada pelo ICs).
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Figura 34 — Correlagéo entre os parametros conteudo de compostos fendlicos e conteudo
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Figura 35 — Correlagao entre os parametros conteldo de compostos fendlicos e atividade

antioxidante, via captura do radical ABTS™, dos hibridos da cultivar maracuja-amarelo.
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Observacao semelhante foi verificada entre os teores de atividade da PPO
(UA.mL") e a capacidade antioxidante da captura do radical ABTS (figura 36), ou
seja, relacionando esses parametros € visto que as atividades sédo proporcionais, ja
que, quanto maior a atividade enzimatica menor é a atividade antioxidante, sendo o
contrario também valido. Uma possivel explicagao é que a atividade da enzima PPO
esta relacionada com a quantidade de compostos fendlicos no meio e estes estao
envolvidos na atividade antioxidante das amostras. Isso pode ser visto no grafico —
que mostra a correlacdo entre a atividade da enzima PPO e o conteudo de
compostos fendlicos (equivalente Acido Galico) cujo coeficiente, pela analise da
Correlagao de Pearson mostrou um valor de r = 0,927 indicando uma correlacao

“forte positiva”.

Figura 36 — Correlagéo entre os parametros Atividade enzimatica da Polifenoloxidase (PPO)
(UA.mL™) e o contetido de comostos fendlicos (EAG [mg.(100g de polpa liofilizada)™"]) dos
hibridos da cultivar maracuja-amarelo.

Para melhor visualizagdo dos dados, também foi feito um grafico relacionando
os parametros PPO e ABTS (figura 37) e mostra que o valor do coeficiente de

correlagao foi de r = - 0,788, indicando uma correlagao “moderada negativa”.
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Figura 37 — Correlacdo entre os parametros Atividade enzimatica da Polifenoloxidase (PPO)
(UA.mL") e a capacidade antioxidante, via captura do radical ABTS™, ]) dos hibridos da
cultivar maracuja-amarelo.
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Como ja foi mencionado, podemos ver na figura 37 que o hibrido que
apresenta uma maior atividade enzimatica da PPO é o hibrido que apresenta o maio
ICs0, portanto ele tem uma menor atividade antioxidante e o inverso, nesse caso

também é valido.
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V. Consideragoes finais

Como visto nesse trabalho, o maracuja € uma fruta com grande potencial de
aplicacdo tecnoldgica, principalmente no processamento industrial de polpa para
suco e néctar. Nas analises feitas nos hibridos objeto de estudo, os resultados

podem ser resumidos em:

e Os hibridos apresentaram caracteristicas fisicas distintas, com rendimento de
polpa variando de 28,8 a 39%;

e A atividade da enzima PME foi maior no hibrido FB300, seguido do FB200, BRS Ouro
Vermelho, BRS Sol do Cerrado e do BRS Gigante Amarelo;

¢ Na atividade enzimatica da POD o hibrido FB200 foi o que apresentou maior atividade,
seguido do BRS Sol do Cerrado, FB300, BRS Ouro Vermelho e BRS Gigante Amarelo;

e Em relacido a enzima PPO o hibrido que apresentou maior atividade foi o BRS Gigante
Amarelo, e o FB200 menor atividade;

e A enzima AO foi menos ativa no hibrido BRS Ouro Vermelho e mais ativa no hibrido
FB200;

e O hibrido BRS Gigante Amarelo apresentou maior teor de vitamina C seguido do BRS
Sol do Cerrado, BRS Ouro Vermelho, FB200 e FB300;

e Em relacao aos fendis, no extrato aquoso, o hibrido BRS Gigante Amarelo apresenta
maior conteldo seguido do seguido do BRS Sol do Cerrado, BRS Ouro Vermelho,
FB300 e FB200;

e O conteudo de proteina, extrato aquoso, foi maior no hibrido FB300 e menor no hibrido
BRS Ouro Vermelho;

e O hibrido BRS Gigante Amarelo apresentou maior conteudo de flavondides totais,
seguido do seguido do BRS Sol do Cerrado, BRS Ouro Vermelho, FB300 e FB200;

e A capacidade antioxidante via captura do cation radical ABTS, em ordem crescente de
ICs0, foi: BRS Gigante Amarelo, BRS Sol do Cerrado, BRS Ouro Vermelho, FB300 e
FB200;

e A capacidade antioxidante via ensaio do HOCI/OCI" e TMB, em ordem crescente de
ICs0, foi: BRS Ouro Vermelho, BRS Gigante Amarelo, FB300, BRS Sol do Cerrado e
FB200.
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O estudo bioquimico dos diferentes hibridos da cultivar maracuja amarelo
azedo (Passiflora edulis f. flavicarpa Degener) — FB200, FB300, BRS Ouro
Vermelho, BRS Gigante Amarelo e BRS Sol do Cerrado — foi de grande valia e pode
ser usado na escolha de um hibrido que melhor atenda as necessidades de
processamento e obtengdo de produtos industriais em conjunto com outros estudos
que venham a somar mais informacgdes pertinentes.

Este trabalho evidenciou, também, a potencialidade do maracuja como uma
fruta funcional, pois, devido aos promissores teores de compostos bioativos, podem

oferecer varios beneficios a saude humana.
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