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Resumo

Os resultados mostraram que 0s extratos aquoso e etandlico da polpa e pele de
magas, da variedade Bravo de Esmolfe, da colheita precoce exibiam contetddo mais elevado
em fendis, ascorbato, glutationo e prolina, bem como maior capacidade antioxidante
estimada pelo DPPH, FRAP e glutationo, carateristicas que lhes conferiu maior valor
funcional. Contudo, frutos da colheita tardia desta cultivar exibiram capacidade antioxidante
nao enzimatica semelhante ao das cultivares Golden Delicious e Starking, compensados por
niveis superiores das atividades prolina desidrogenase, peroxidases, glutationo peroxidase,
superéxido dismutase e glucose-6-fosfato desidrogenase, bons marcadores de
conservacdo. Extratos aquosos da polpa de qualquer das cultivares de Malus domestica
Borkh colhidas no primeiro tempo de colheita, reverteram os efeitos oxidantes do pentéxido
de vanadio (2 mM) em Saccharomyces cerevisiae BY4741, aumentando a razao
glutationo/dissulfureto de glutationo e diminuindo o conteldo em espécies reativas de

oxigénio e malonodialdeido.
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Antioxidant and conservation properties of apple - influence of harvest date in

different cultivars harvested in orchards of Beira Alta, Portugal

Abstrat

The results showed that the aqueous and ethanol extracts of the pulp and skin of
apples Bravo Esmolfe taken for the first harvest time exhibit higher content in phenoals,
ascorbate, glutathione, and proline, as well as higher antioxidant capacity estimated by
DPPH, FRAP and glutathione, features which gave them greater funtional value. However,
the late harvest fruits of this cultivar exhibited similar non-enzymatic antioxidant power to the
Golden Delicious and Starking cultivars, offset by higher levels of proline dehydrogenase,
peroxidase, glutathione peroxidase, superoxide dismutase, and glucose-6-phosphate
dehydrogenase ativities, good conservation markers. Aqueous extrats of the pulp of any of
the varieties of Malus domestica Borkh taken for the first harvest time, reversed the effets of
oxidizing 2 mM vanadium pentoxide in Saccharomyces cerevisiae BY4741, increasing the
glutathione/glutathione disulfide ratio and decreasing the content in reative oxygen species
and malondialdehyde.
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1. Fundamento Teodrico

1.1 Malus domestica Borkh naregido da Beira-Alta

BN

A macieira, Malus domestica Borkh é uma espécie pertencente a sub-familia
Pomoideae da familia Rosaceae domesticada ha mais de 2500 anos, cujo fruto, a maca,
contém muitos constituintes benéficos para a salude humana, tais como compostos
fendlicos, glicidos, glicoalcoois, acidos organicos e aminoacidos, metabolitos primarios e
secundarios que determinam a sua qualidade (Zhang, 2010). O fato de a maca destacar-se
entre os frutos, por exibir propriedades medicinais, condicionou a implantacdo ubiqua da
cultura da macieira, bem com o seu consumo em quase todos os paises do globo terrestre
(Zhang, 2010).

A cultura da macieira como fruteira encontra-se um pouco em todos os continentes
devido a sua elevada capacidade de adaptacdo a diferentes condicbes de temperatura,
existindo variedades com necessidade varidvel de horas de frio necessarias a sua
florescéncia, tornando possivel a existéncia de pomares desde zonas frias a zonas
subtropicais (Lemos, 2009; Barracosa, 2008).

A regido Portuguesa da Beira Alta € um exemplo de zona propicia a cultura da
macieira, por possuir um microclima variavel e diversificado, com invernos rigorosos e
verbes quentes com forte luminosidade, fatores ambientais que proporcionam o
desenvolvimento de frutos ricos em glicidos, com boa consisténcia da polpa e pigmentagéo
brilhante que os dota de excelente sabor e capacidade de preservacdo (Lemos, 2009;

Ministério da agricultura (b); Dinis, 2007).

Figura 1.1. Demarcacdo geografica do cultivo da variedade Bravo de Esmolfe, DOP
(A) e das variedades Starking e Golden Delicious (B) IGP (adaptado de
drapc.min-agricultura.pt)

Esta regido geografica (Fig.1.1) possui atualmente uma cultura massiva e tradicional de
macda, onde esta incluida uma IGP-Indicagdo Geografica Protegida denominada por “Maca
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da Beira Alta” que abrange variedades como Golden Delicious, Gala, Red Delicious,
Starking, Jonagold, Granny Smith, Jonared e Reinetas, e uma DOP- Denominagao de
Origem Protegida, denominada “Bravo de Esmolfe”. Esta ultima, originaria da aldeia de
Esmolfe e conhecida desde o século XVIII. E suposto que a mesma seja originaria de um
cruzamento acidental entre duas ou mais variedades ancestrais, ou que tenha origem numa
macieira brava que adquiriu, por mutacado genética, carateristicas Unicas e peculiares ao
nivel do sabor e capacidade antioxidante (Lemos, 2009; Ministério da Agricultura (a);
Santos, 2008; Dinis, 2007).

1.2 Componentes nutritivos e funcionais de Malus domestica

1.2.1.Vitaminas

A macd, tal como outros frutos é reconhecida como fonte de vitaminas, as quais
compreendem um grupo diverso de compostos organicos, que Sao nhecessarios para
assegurar o crescimento regular e a manutencéo da saude humana. Possuem composicao
quimica e fungdes biologicas diversas, necessarias para a sintese de cofatores essenciais a
grande numero de reagfes metabdlicas controladas enzimaticamente. A classificacdo das
vitaminas de acordo com a sua solubilidade permite distinguir as lipossolaveis (A, D, E e K),
de estrutura quimica diversa e solubilidade elevada em solventes orgéanicos, das
hidrossoliveis como as do complexo B e o ascorbato. As vitaminas lipossolliveis podem
armazenar-se na gordura corporal, podendo ser toxicas quando consumidas em excesso.
Por outro lado, as vitaminas hidrossollveis, grupo onde se encontram integradas a tiamina e
a riboflavina do complexo B, normalmente ndo se acumulam em quantidade elevada em
células e tecidos, fator que torna necessario um fornecimento diario das mesmas (Soares de
Arruda, 2013).

A tiamina, ou vitamina B1, é essencial no metabolismo celular primario. E um coenzima
que na forma de tiamina pirofosfato esta envolvido em reacfes essenciais ao metabolismo
glicidico tal como glicdlise, ciclo de Krebs e via das pentoses fosfato (Hamada, 2013; Goyer,
2010). As flavinas, do latim flavus (amarelo), sdo uma classe de compostos orgénicos com
base pteridina ciclica e estrutura do nucleo constituida por um heterociclo triciclico de
isoaloxazina. A riboflavina, ou vitamina B2, assume elevada importancia bioguimica pois é o
precursor exclusivo de coenzimas como o FMN e o FAD, essenciais ao metabolismo e
producdo energética animal. Esses cofatores sao requeridos para manter o funcionamento
adequado de flavoproteinas participando como coenzimas em reacdes de oxidag&o-reducéo
essenciais (Petteys, 2010).

O ascorbato, uma vitamina hidrossolUvel essencial para o homem e alguns primatas &

sob o ponto de vista estrutural um derivado metabdlico da glicose ou da galatose. Pode ser
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detetada em plantas e na maior parte dos animais que expressem a L-gluconolatona
oxidase, enzima que catalisa a conversdo do substrato L-gluconolatona em ascorbato
(Yoshihara, 2010; Gomez, 2008; Arrigoni, 2002; Banhegyi, 1997). O papel bioldgico desta
vitamina prende-se como a sua capacidade para participar em processos de oxidagao-
reducdo podendo, por exemplo, ser oxidada a desidro-ascorbato. Ao participar em
processos metabdlicos como a hidroxilagdo e catabolismo de aminoacidos tem-se revelado
um excelente antioxidante. A principal fonte de ascorbato para o homem é a dieta rica em
alimentos naturais ou conservados, onde existe com abundancia (Ahmed, 2009; Gomez,
2008). Contudo, esta molécula parece exercer efeitos fisioldégicos dubios, uma vez que na
presenca de catides metalicos divalentes pode comportar-se como oxidante (Jomova, 2010;
Takemura, 2010)

Face ao exposto, a determinagdo do conteudo vitaminico dos frutos, bem como a
influéncia do tempo de colheita nessa composicdo tem-se revelado uma ferramenta

essencial na determinacdo do seu valor funcional.

1.2.2.Metabolismo glicidico

Os glicidos sao produtos diretos da atividade fotossintética que fornecem energia para
o crescimento e desenvolvimento da planta. Além disso, glicidos como a sacarose, a glicose
e a frutose sdo conhecidos por também atuarem como moléculas de sinalizacdo na
regulagdo da expressdo de genes chave envolvidos no desenvolvimento, crescimento e
mecanismos de defesa da planta. Os glicidos também séo fundamentais para a qualidade e
produtividade das culturas. Em frutos como a maca, a acumulacao de glicidos durante o
desenvolvimento do fruto determina em grande parte a sua dogura na colheita (Li, 2012;
Sivaci, 2006). Consequentemente, outra vertente deste trabalho procurou estimar a
quantidade de glicidos redutores e nao redutores acumulados nos frutos analisados e sua
dependéncia do tempo de colheita. A Fig. 1.2 descreve o fluxo de carbono no metabolismo
glicidico da macieira. Assim, ao nivel das células do mesdfilo da folha formam-se como
produtos primarios da fotossintese amido, sacarose (sac) e sorbitol (sorb), o glicido mais
abundante na familia das rosaceas (60-70% dos glicidos formados pela fotossintese) cuja
sintese envolve o enzima sorbitol-6-fosfato desidrogenase (S6PDH). O sorbitol e a sacarose
sdo entdo transferidos para as células guarda por difusdo facilitada ou por transportadores
transmembranares especificos, onde em associacao sao transferidos para o floema que os
leva as células do parénquima do fruto, onde o sorbitol € convertido em frutose (Fru) pelo
enzima sorbitol desidrogenase (SDH), um dos que foi eleito neste estudo. No fruto, a
sacarose pode entdo ser convertida em frutose e glicose por invertases (NIN, VIN). Alguns

autores admitem que a inibicdo da S6PDH, influenciada pela taxa de fotossintese pode ser
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correlacionada com o conteudo em sorbitol das células do mesofilo foliar e do parénquima
frutal, bem como com o decréscimo da atividade sorbitol desidrogenase (SDH) e contetdo
em frutose do fruto. Deste modo, frutos com menor atividade SDH s&o tidos como
portadores maioritarios de glicose e sacarose, razdo pela qual alguns produtores atribuem-
lhes sabor mais adocicado e consequentemente menos &cido. Por esse motivo a atividade
SDH pode ser tomada como marcador adequado da qualidade do fruto (Li, 2012; Teo,
2006).

Floema
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I ] | $ * *
Sor + Sac Célula guarda Sor Sac Hex

SDH|,  NIN sg

Fru Fru+Gli Fru+ UDP-Gli
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Figura 1.2. Fluxo de carbono no metabolismo glicidico na macieira (adaptado de Teo (2006) e Li
(2012) Sor (sorbitol), Sac (sacarose), S6P (sorbitol-6-fosfato), S6PDH (sorbitol-6-fosfato
desidrogenase), SDH (sorbitol desidrogenase), Fru (frutose), Gli (glicose), NIN (invertases
neutras), VIN (invertases do vacuolo), SS (metabolismo e quebra amido), Hex (hexose);.

Comparativamente com plantas modelo que sintetizam e metabolizam maioritariamente
sacarose, a maca exibe um metabolismo glicidico Unico, onde mais de 80% do fluxo total de
carbono passa pela frutose, onde quase todo o sorbitol citoplasmatico € convertido em
frutose pelo SDH, apés ser libertado nas células do parénquima pelos complexos SE-CC.
Por outro lado, metade da sacarose € ainda convertida em frutose apos transporte direto
para as células do parénquima por transportadores de sacarose (SUC ou SUT) da
membrana plasmatica, ou ainda convertida em glucose e frutose por invertases que podem
ser posteriormente transportados para o vacuolo por transportadores de hexoses. Deste

modo, a frutose acumula-se na maga em niveis muito superiores aos de glicose (Li, 2012).
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1.2.3.Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos presentes nos tecidos vegetais estédo intimamente associados
a qualidade sensorial e nutricional dos alimentos, contribuindo direta ou indiretamente para o
seu aroma e sabor. Contudo, estes compostos sdo maioritariamente reconhecidos pela sua
acao antioxidante nos alimentos e em sistemas biol6gicos, onde sao preferencialmente
oxidados, poupando assim outros nutrientes, células e tecidos (Ceyman, 2012; Imeh, 2002).
O poder antioxidante deste tipo de compostos deve-se a deslocalizacdo eletrénica dos anéis
benzénico e benzo-pirano que blogueiam reacdes radicalares deletérias para a célula viva,
ao capturarem com eficacia eletrdbes desemparelhados das ROS e convertendo-se em
radicais organicos que transitam posteriormente para uma estrutura estavel (Soobrattee,
2005). Este tipo de compostos, como a catequina possui uma origem metabdlica mista, a via
do chiguimato e a via do mevalonato que se encontra ilustrada de forma sucinta na Fig. 1.3,
que contribuem para gerar uma estrutura com quinze atomos de carbono designada
chalcona, o precursor inicial dos fendis.

O teor e o perfil de fendis da macgé é fortemente determinado pelo tipo de cultivar, mas
também depende do tecido considerado, do estado de maturacdo, regido e condicbes
pedoclimaticas (Slatnar, 2012; Carbone, 2011; Stracke, 2009; Alberto, 2006). A literatura
revela ainda que a concentracéo e composi¢cao de compostos fendlicos €, por vezes, distinta
na pele e na polpa de magd (Zhang, 2010; Wolf, 2003). Assim, as quatro classes de
polifendis que predominam nesses frutos sédo flavan-3-6is, &cidos fendlicos,
dihidrochalconas e flavondis (Ceymann, 2012).

O teor de alguns compostos fendlicos tais como o &cido clorogénico, a catequina, a
epicatequina, a procianidina B1lou B2 sdo mais elevados na polpa de maca, quer no estadio
inicial de desenvolvimento quer antes da colheita (Tenore, 2013; Zhang, 2010).

A polpa possui também acido cafeico, antocianinas e dihidrochalconas, sendo a
floretina e a floridizina exclusivas na macgéa (Tenore, 2013; Alberto, 2006). A casca possui
todos os compostos fendlicos mencionados anteriormente, bem como flavonéides que nao
estdo presentes na polpa, tais como glicésidos de quercetina e de cianidina (Alberto, 2006;
Wolf, 2003). Nos estadios iniciais, a pele de magd contém niveis elevados de &cidos
hidroxicindmicos, flavondides e proantocianidinas, que se assume desempenharem um
papel importante na defesa contra agentes patogénicos, dissuasdo herbivora e protecéo
contra radiacdo ultra-violeta (Slatnar, 2012). Durante a maturagédo, a concentracdo destes
compostos diminui e, em algumas cultivares de macieira, acumulam-se antocianinas
(Slatnar, 2012; Zhang, 2010).
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Figura 1.3. Origem metabdlica de compostos fendlicos da macieira (adaptado de Awad, 2001)

1.3. Espécies reativas de oxigénio e stress oxidativo

As espécies reativas de oxigénio sdo moléculas de pequena dimensao e de curto
tempo de meia-vida que desempenham um papel relevante em vias de sinalizacdo que
assistem a proliferacdo e diferenciacdo celular, bem como a expressao génica (Sieprath,
2012). Quando ocorre um desequilibrio entre a producdo de ROS e a capacidade do
sistema bioldgico para desintoxicar prontamente os intermediarios reativos gerados e/ou
reparar os danos celulares subsequentes, a célula entra em stress oxidativo (Chervona,
2012). Um excesso crénico de ROS pode entdo danificar componentes celulares. Embora
as ROS possam afetar qualquer componente da célula, geralmente reagem com a primeira
estrutura que encontram, frequentemente proteinas, lipidos ou acidos nucleicos. Quanto

mais amplo for o periodo de stress oxidativo, mais intensas sao as consequéncias dos seus
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efeitos. No entanto, a oxidacdo moderada por pulsos de ROS pode desencadear a
apoptose, enquanto que a exposi¢ao cronica a condi¢cdes de stress oxidativo induzem morte
celular por necrose (Rosenfeldt, 2013).

As ROS podem ter diversas origens, como ativagdo enziméatica divergente de citocromo
C oxidase, NADPH oxidase ou xantina oxidase. Por outro lado, em processos metabdlicos
basais, o mitocbndrio desempenha um papel crucial no metabolismo energético,
assegurando a disponibilizacdo de energia essencial as fungbes celulares por processos
gue envolvem transferéncia de eletres cuja interrupcdo ou ativacdo podem despoletar a
formacdo de ROS (Rosenfeldt, 2013).

Em plantas, diversas perturbac6es ambientais como intensidade de luz elevada, stress
hidrico, térmico e salino, bem como exposi¢cdo ao ozono, a herbicidas, metais pesados,
organismos patogénicos, poluentes atmosféricos e toxinas induzem a produgdo excessiva
de ROS (Karuppanapandian, 2011).

As ROS também podem causar danos extensos e graves nas estruturas lipidicas. Por
exemplo, o radical hidroxilo ao remover protdes dos residuos acilo leva a formacdo de
radicais acilo iniciadores da peroxidacédo lipidica. Esse grupo radicalar, na presenca de O,
conduz a formacgdo de radicais lipoperoxilo (LOO"), dando corpo a denominada fase de
propagacdo da peroxidacdo lipidica. Os radicais peroxilo, entdo formados, reagem com
outras moléculas vizinhas, removendo-lhes um protdo, com formacdo de lipoperéxidos
(LOOH) e novo radical acilo, ao longo da denominada fase de terminacéo da peroxidacéo
lipidica. Os lipoperéxidos podem ainda participar em outros passos reacionais que levam a
formacdo de aldeidos como o malonodialdeido (MDA) com propriedades genotbxicas, por
reagir com acidos nucleicos e aminoacidos e consequentemente propagar danos

inicialmente lipidicos a outras classes de moléculas (Franco, 2009).

1.4.Sistemas antioxidantes de eucariotas

Os organismos aerébios desenvolveram mecanismos de defesa ndo-enzimaticos e
enzimaticos contra os efeitos deletérios dos radicais livres e de outras espécies reativas.

Os principais agentes antioxidantes ndo-enzimaticos podem ser vitaminas lipossollveis
como A e E ou vitaminas hidrossoliveis como a C e as do complexo B, o B-caroteno e
diversos oligoelementos como o zinco, cobre, selénio e magnésio. Existe ainda uma série de
outros antioxidantes ndo-enzimaticos que participam na defesa contra as espécies reativas
de oxigénio nos sistemas biolégicos como, por exemplo, o glutationo, compostos fendlicos
de origem vegetal e amino&cidos como a prolina (Bonatto, 2007; Cipak, 2007).

Os mecanismos antioxidantes ndo enziméticos presentes na célula viva, envolvem

estruturas quimicas de baixo peso molecular como o tripéptido glutationo, cujo grupo




Propriedades antioxidantes e de conservagao de maga — influéncia da data de colheita em diferentes cultivares oriundas de pomares da Beira Alta, Portugal
Juliana Agostinho

sulfidrilo é capaz de capturar diretamente espécies reativas de oxigénio. O glutationo, bem
como o seu derivado oxidado dissulfureto de glutationo, estdo deste modo fortemente
implicados na estabilizagdo do saudavel ambiente redutor intracelular.

A prolina, outro composto de baixo peso molecular com propriedades antioxidantes,
possui um grupo amina secundario que lhe confere propriedades singulares entre 0s
amino&cidos proteinogénicos. Por esse motivo, a prolina desempenha um papel crucial no
metabolismo celular quer como componente proteico quer como aminoacido livre. A sua
estrutura ciclica limita a flexibilidade conformacional das cadeias peptidicas em que participa
protegendo-as contra a desnaturacdo, estabilizando a estrutura membranar por interacao
com os fosfolipidos, capturando o radical hidroxilo ou servindo como fonte energética de
azoto (Cecchini, 2011; Lehman, 2010). As espécies vegetais acumulam prolina quando
respondem a um amplo leque de pressdes ambientais, como privacdo de agua, salinidade,
flutuagbes de temperatura, infe¢cdes por agentes patogénicos, exposicao a metais pesados,
anaerobiose, caréncia de nutrientes, poluicdo atmosférica e irradiacdo UV (Stein, 2011,
Verslues, 2010). Assim, alguns investigadores admitem que niveis elevados de prolina
contribuem para toleréncia a diversas situagbes de stress ambiental que dependem da
capacidade da prolina para mediar ajuste osmotico, eliminar radicais livres, estabilizar
estruturas subcelulares, e suprir o potencial quimico necesséario para a recuperacao do
estado de stress (Stein, 2011).

A degradagdo de prolina nas plantas ocorre nos mitocondrios encontrando-se
espacialmente separada da via biossintética. O catabolismo da prolina tem como primeiro
passo regulador da conversao de prolina em glutamato, a oxidacéo da prolina a D1-pirrolina-
5-carboxilato (P5C) pelo flavoenzima prolina desidrogenase (ProDH), onde o coenzima
dinucleédtido de flavina e adenina (FAD) é utilizado para transferir eletrdes para a cadeia
respiratdria (Cecchini, 2011; Lehman, 2010).

A resposta antioxidante pode manifestar-se por diferentes formas, dependendo muitas
vezes da fonte de ROS. Deste modo, nos ultimos anos tém surgido diversos métodos para
estimar a capacidade antioxidante relacionada com componentes quimicos dos alimentos,
destacando-se, entre eles, o FRAP que mede o poder do Ferro (Prior, 2005). Este método
foi originalmente desenvolvido por Benzie and Strain (1996) para medir o poder antioxidante
do plasma sanguineo, mas rapidamente a aplicacdo deste expandiu-se aos tecidos
vegetais. O método estima o produto corado resultante da reducao do ferro férrico do TPTZ,
detetando compostos com potencial de reducéo inferior a 0,7 V, o potencial de reducédo do
Fe**-TPTZ. Deste modo, o método do FRAP efetua um rastreio razoavel da manutencdo do
ambiente redox das células ou tecidos. Este poder redutor parece estar correlacionado com
o grau de hidroxilacdo e a extencdo da conjugacdo de polifendis. No entanto, o método

FRAP nédo permite a detecdo de compostos que atuem como quenchers de radicais, em
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particular tiis ndo proteicos e proteinas, razéo pela qual constitui um método complementar
ao da quantificacdo da capacidade tampéo redox do glutationo que pode ser estimada pela
razdo GSH/GSSG (Lata, 2008; Prior, 2005; Tsao, 2005).

O DPPH é um radical livre estavel, que em solucao exibe cor violeta com um maximo
de absor¢do carateristico a 515 nm que vem sendo utilizado para estimar a capacidade
antioxidante para os fluidos biolégicos capturarem ROS. O método foi descrito pela primeira
vez por Brand-Williams (1995) e baseia-se na quantificacdo da perda de cor da solucéo de
DPPH, devido a captura do referido radical (lacopini, 2010; Endo, 2006; Prior, 2005).

Os sistemas enzimaticos antioxidantes envolvem atividades enzimaticas como
superoéxido dismutase (SOD) que catalisa a dismutacdo do radical anido superoxido (O, ") a
peréxido de hidrogénio (H,O,) e O,, peroxidases (POD) e glutationo peroxidase (GPx), que
atuam sobre perdxidos e lipoperoxidos, sem e com utilizagdo do glutationo como
cosubstrato (Sies, 1997; Bonatto, 2007).

A familia de metaloenzimas SOD é considerada como uma das primeiras na linha de
defesa antioxidante. Estes catalisam a dismutacdo de O, em H,0O, e O, por reacdes de
Haber-Weiss e esta presente em todos 0s organismos aer6bios e componentes
subcelulares sensiveis ao stress. Os enzimas SODs sédo classificados em trés tipos, de
acordo com o seu co-fator metalico, Fe-SOD, localizado nos cloroplastos, Mn-SOD,
localizado nos mitocondrios e Cu/Zn-SOD, localizado nos cloroplastos, peroxissomas e
citoplasma (Bera, 2011; Karuppanapandian, 2011).

Por outro lado, o ciclo de oxidagcdo/reducédo do glutationo assegurado pela atividade
enzimatica glutationo peroxidase dependente do Se, referido anteriormente, completa-se
com o enzima glutationo redutase que recicla o GSH a partir do GSSG libertado pelo GPx
(Valle, 2011; Reuter, 2010).

O funcionamento do ciclo do glutationo pode ser assegurado pelos equivalentes
redutores disponibilizados pelo enzima glucose-6-fosfato desidrogenase, descoberto por
Warburg e Christian, em 1931, e purificado na forma cristalina por Noltmann a partir de S.
cerevisiae de cerveja (Ozer, 2001). Este enzima catalisa 0 passo regulador da via das
pentoses fosfato (PPP), o qual para além de gerar equivalentes redutores sob a forma de
NADPH, gera pentoses fosfato necesséarias a biossintese de nucleétidos e constitui uma
porta de entrada de pentoses na via glicolitica. Os equivalentes redutores sob a forma de
NADPH gerados por esta via sdo ainda utilizados na biossintese de &cidos gordos e
colesterol. (Kang, 1996). O enzima, de localizag&o citoplasmatica é ubiquamente distribuido
na natureza (Ozer, 2001).

A atividade enzimatica prolina desidrogenase é descrita por diversos autores como
sensivel a pressdo ambiental exercida por diversos agentes de stress que reprimem a sua

expressao, facilitando a biossintese e acumulacao de prolina. Os niveis de prolina retornam
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aos valores basais quando s&o aniquilados os efeitos do agente de stress. O enzima pode
ainda ser encarado como fonte de energia para a recuperagdo de condicbes de stress
(Cecchini, 2011).

Os enzimas catalase sdo hemoproteinas compostas por quatro subunidades idénticas
de 60 kDa, dispostas segundo uma geometria tetraédrica. Este tipo de enzimas possui um
grupo ferroprotoporfirinico por subunidade que constituem os centros cataliticos envolvidos
na decomposicéo reversivel do peréxido de hidrogénio em agua e dioxigénio (Matés, 2000).

O H,0, pode também ser catabolizado enzimaticamente nos organismos aerébios por
varias peroxidases, como foi referido no inicio desta se¢cdo. Mesmo quando presente parece
gue a atividade catalase ndo é essencial para alguns tipos de células, mas o enzima
desempenha um papel relevante na tolerdncia ao stress oxidativo. A atividade catalase,
pode ser detetada no citoplasma e na matriz do peroxissoma, um organelo presente em
praticamente todas as células eucariotas e que expressa também diversos tipos de
oxidases, geradores de H,0O,. Por esse motivo, a atividade catalase vem sendo utilizada h&a

algum tempo como marcadora enzimatica da fungéo peroxissomal (Horiguchi, 2001).

1.5 Saccharomyces cerevisiae — modelo biologico para estudos
de stress

A levedura Saccharomyces cerevisiae € descrita como um dos modelos eucariotas
mais simples no qual muitos dos processos essenciais se encontram conservados e com
homologia aos de humanos. Devido a sua facil manipulacdo génica, genoma sequenciado e
tempo de geracgéao curto, € amplamente usado como sistema modelo para estudos de stress
oxidativo a nivel celular e molecular (Bayliak, 2011; ZakrajSek, 2011).

Além disso, células de levedura em fase estacionaria assemelham-se as dos
organismos multicelulares, uma vez que a respiracéo disponibiliza a maior parte da energia
inerente a sua sobrevivéncia, encontram-se na fase GO; acumulam danos cronoldgicos; e
possuem 0s mesmos mecanismos de defesa implicados na reducdo de ROS, como o ciclo
do glutationo e catalases, e de eliminacdo de danos irreparaveis, comuns aos eucariotas
superiores em todos os niveis de organizagao celular (Zakrajsek, 2011).

As vias de sinal sdo dos sistemas melhor conservados ao longo da evolucdo de S.
cerevisiae, permitindo assim a sua utilizacdo como modelo eucariota para caraterizar a vias
de sinalizac&o celular redox e avaliar o potencial antioxidante dos compostos naturais in vivo
(Vilaga, 2012).

O crescimento é normalmente acompanhado por parametros como: turbidez do meio,
quantidade de biomassa formada, contagem de unidades formadoras de colénias que, ao
contrario da turbidez, quantifica apenas as células viaveis e ainda pelo marcador enzimatico

de diferenciacéo e crescimento celular, fosfatase alcalina.
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O enzima fosfatase alcalina de leveduras desempenha um papel crucial na mobilizagcéo
de energia que assegura a manutencdo de fungbes celulares como a diferenciagéo,
replicacdo ou metabolizacdo de substratos nutricionais, processos bioquimicos
fundamentais a vida, uma vez que esta envolvido na hidrélise de ligacdes monofosfoéster de
elevado potencial quimico (Onishi, 1979; Eguchi, 1995).

Em situacbes de stress oxidativo ou de morte por processo ativo, a expressao génica
do enzima varia de acordo com as necessidades energéticas da célula que entretanto
aumentam, e a fase do ciclo celular, sendo por esse motivo um marcador da diferenciacéo e
do crescimento (Onishi, 1979; Souvannavong, 1995; Koksharov, 2013; Liu, 2013).

1.6.Vanadio um agente oxidante

O Vanadio, como metal de transi¢éo pode existir em diferentes estados de oxidacao: -1,
0, 2, 3, 4, e 5. O 6xido mais comum e toxico deste elemento é o pentéxido de vanadio
(V20s), onde o metal se encontra no estado de oxidacdo +5 (Gonzalez-Villalva, 2011;
Costigan, 2001).

Apesar de relativamente comum na crosta terrestre, o vanadio € passivel de exploracao
mineira em poucas regides. As suas principais fontes comerciais sdo as magnetites
titanoferrosas da Africa do Sul, China e antiga Unido Soviética (Schuler, 2011; Costigan,
2001).

O V,0s5 é libertado para o ambiente em grandes quantidades a partir de fontes
antropogénicas, devido a sua utilizacdo como catalisador na producdo de &cido sulfurico,
durante a combustdo de petrdleo e carvdo e em procedimentos de endurecimento de ligas
metalicas. Alguns dos seus compostos podem também ser utilizados na producdo de
pigmentos ou agentes de coloracdo (Schuler, 2011; Yu, 2011; Assem, 2009; Moskalyk,
2003).

Quando utilizado na industria do aco forma V,Cs; com qualquer atomo de carbono
presente, produzindo, assim, uma liga de grao fino, com maior resisténcia ao desgaste e a
temperaturas mais elevadas, propriedades que séo avaliadas no fabrico de ferramentas e
dispositivos de alta velocidade. Em ligas de titdnio e aluminio possui uma série de
aplicacdes, como por exemplo, a industria aeroespacial e implantes cirargicos (Schuler,
2011).

Na populacdo humana em geral, os alimentos sdo a principal fonte de vanadio, cujas
concentracdes mais elevadas sdo detetadas em cristaceos, cogumelos, salsa, endro e
pimenta preta. Contudo os Oxidos de vanadio fracamente solGveis e insollveis sao
dificilmente absorvidos a partir do trato intestinal, sendo no entanto, facilmente absorvidos

pelo pulmdo, por inalacdo devido a exposi¢cdo ocupacional, razdo pela qual os Oxidos
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constituem provavelmente a maior fonte de preocupagdo relativa a humanos (Schuler,
2011).

Em modelos experimentais tém sido descritos efeitos nocivos como hematotoxicidade,
genotoxicidade, imunotoxicidade e toxicidade reprodutiva pelo vanadio (Gonzélez-Villalva,
2011).
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2. Problemaética e objetivos

2.1.Problematica

A regido da Beira Alta é propicia a cultura da maca pois, devido a sua diversidade de
microclimas produz frutos de carateristicas particulares tendo sido por isso distinguida com
uma Indicacdo Geografica Protegida (IGP), denominada “Maca da Beira Alta” que inclui
variedades como Golden Delicious e Starting, entre outras, tradicionalmente cultivadas
nesta regido de Portugal e uma Denominacdo de Origem Protegida (DOP), designada
“‘Bravo de Esmolfe”, relativa a uma variedade regional com carateristicas Unicas,
extremamente aromatica, agridoce, de reconhecido valor nutritivo e elevada capacidade
antioxidante. Por outro lado, a maca tem vindo a merecer grande destaque a nivel mundial
por ser cada vez mais recomendada como alimento indispensavel numa alimentagéo
saudavel. Devido as suas propriedades nutricionais e funcionais como o elevado contetdo
em vitaminas do complexo B e ascorbato, em frutose e polifendis antioxidantes, bem como
em fibras, tem merecido especial atencdo pela comunidade cientifica, que tem revelado
efeitos benéficos da maca para varias patologias humanas. Assim, neste estudo procurou-
se caraterizar macas produzidas na regido da Beira Alta em Portugal, tendo em vista
contribuir para valorizar a magé nacional e avaliar se a data de colheita e a variedade de
maca podem influénciar as propriedades nutritivas, antioxidantes e de conservacdo deste
fruto, assim como as suas propriedades biolégicas in vivo, recorrendo ao modelo eucariota

celular S. cerevisiae e ao agente de stress pentéxido de vanadio.
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2.2.0bjetivo Geral

O presente estudo teve como principal objetivo testar as hipéteses:

Ho: As propriedades antioxidantes, nutritivas e de conservacao das variedades de maca
Bravo de Esmolfe, Starking e Golden Delicious, cultivadas na Beira Alta ndo diferem entre si
nem dependem da data de colheita.

Ho: O pentoxido de vanadio e os extratos aquosos de macad nao perturbam o
crescimento nem as propriedades antioxidantes de S. cerevisiae.

2.3.0bjetivos especificos

Conhecer e compreender

o O protocolo para a obtencdo de extratos, aquosos, etanolicos e tamponados de
polpa e pele de mac§;

o As propriedades nutritivas, antioxidantes e conservacdo de trés variedades de
maca;

o O protocolo para a determinacao da atividade biolégica do extrato aquoso de
polpa de macj;

o As propriedades antioxidantes do extrato aquoso de polpa de macd em S.

cerevisiae;

Valorizar

o As condicbes para obtencao dos extratos de maca;

o O conteddo em glicidos, vitaminas do complexo B e atividade SDH como
marcadores nutricionais da maca;

o O contetdo em polifendis, ascorbato, glutationo, prolina e as atividades PDH,
POD, GPx, SOD e G6PD como marcadores antioxidantes e de conservacao da
macé;

o Os métodos DPPH e FRAP como estimativa da capacidade antioxidante
complementar a do glutationo;

o A qualidade das curvas de calibragdo nos métodos quantitativos;

o A qualidade das curvas de reagdo enzimaticas de frutos e leveduras;

o A estimativa da biomassa pelo peso seco e conteddo em tidis totais néo-
proteicos, bem como da atividade ALP como marcadores do crescimento celular
de leveduras;

o A estimativa de cfu como marcadora de viabilidade celular;

o O papel do glutationo no controlo do ambiente redutor celular;

o As atividades GR e Catalases A e T como marcadores de stress em leveduras;
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o As respostas celulares e moleculares de S. cerevisiae ao V,0s na auséncia e na
presenca de extrato aquoso de maca ;

Aplicar
o A estimativa de propriedades nutritivas, antioxidantes e de conservacdo da
macéa para ampliar o seu valor funcional,
o A resposta dos marcadores antioxidantes e de conservacdo para definir novas
estratégias de comercializacao;
o O valor funcional da maca para consolidar o seu valor de mercado;
o Os métodos aferidos neste trabalho na caraterizacdo de outras variedades de

maca ou de outros frutos com interesse econémico.
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3. Metodologia

3.1 Estratégia

A concretizacao dos objetivos tracados para este trabalho obedeceu ao plano:
Local de Realizac&o: Laboratoério de Bioquimica Analitica, Fase Ill do Colégio Luis Anténio

Verney, Universidade de Evora.

Suporte financeiro: Instituto de Ciéncias Agrérias e Ambientais Mediterranicas FT/ICAAM e
Departamento de Quimica, Escola de Ciéncias e Tecnologia, Universidade de Evora.

Duracdo: 1 ano letivo
Modelo Biolbgico:

<> Fruto de Malus domestica Bokh. Polpa e pele de mac¢d homogeneizada em
diferentes extratos.

7
0.0

Origem: Cultivares Bravo de Esmolfe, Golden Delicious e Starking de pomares de
Celorico da Beira, Beira Alta, Portugal.
XS Levedura Sacharomyces cerevisiae BY4741. Origem: Colecdo EUROSCARF.

Agente oxidante: pentdxido de vanadio (V,0s).

Ensaios: Foram colhidos seis frutos de cada variedade em dois tempos diferentes de
colheita (inicio e fim de colheita), obtengéo de diferentes extratos: a pele foi homogeneizada
em agua e etanol e a polpa em agua, tampdao fosfato e etanol, determinagcédo do seu valor
nutritivo, capacidade antioxidante e atividade biolégica em Saccharomyces cerevisiae na

presenca de um oxidante.

Pardmetros a analisar:
v Valor nutritivo de Malus domestica em diferentes tempos de colheita:
¢ Tiamina (extrato aquoso de polpa e pele)
¢ Riboflavina (extrato aquoso de polpa e pele)
e Gldcidos totais (extrato aquoso de polpa e pele)
e Gldcidos redutores (extrato aquoso de polpa e pele)

e Sorbitol desidrogenase (extrato tamponado da polpa)
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v Capacidade antioxidante de Malus domestica em diferentes tempos de
colheita:

e Polifendis totais (extrato aquoso e etandlico de polpa e pele)

¢ método DPPH (extrato aquoso e etandlico de polpa e pele)

¢ método FRAP (extrato aquoso de polpa e pele)

e Ascorbato (extrato aquoso de polpa e pele)

e GSH (extrato aquoso de polpa)

o GSSG (extrato aquoso de polpa)

e GSH/GSSG

e Prolina (extrato aquoso de polpa)

¢ Prolina desidrogenase (extrato tamponado da polpa)

e Peroxidase (extrato tamponado da polpa)

e Glutationo peroxidase (extrato tamponado da polpa)

e Superotxido dismutase (extrato tamponado da polpa)

¢ Glucose-6-fosfato desidrogenase (extrato tamponado da polpa)

v' Atividade biolégica de extrato aquoso de polpa de Malus domestica em

Saccharomyces cerevisiae na presenca de um oxidante:

e Peso seco

¢ Viabilidade celular por cfu

e Fosfatase alcalina

e GSH
e GSSG
e GSH/GSSG

e Glutationo redutase

e Glutationo peroxidase
e Catalase T

e Catalase A

¢ ROS

e MDA

Técnicas utilizadas

v" Homogeneizacao por homogeneizador de laminas
Obtencéo de extrato aquoso, em meio tamponado e alcodlico
Centrifugacédo preparativa

Cultura de microrganismos

SSERNEENEEN

Desintegracéo celular, por homogeneizador de sonda de ultra-sons

18



Propriedades antioxidantes e de conservagao de maga — influéncia da data de colheita em diferentes cultivares oriundas de pomares da Beira Alta, Portugal
Juliana Agostinho

Fracionamento celular, por centrifugacéo diferencial
Potenciometria

Espetrometria de absorcé&o molecular

NN

Espetrometria de fluorescéncia

Anadlise estatistica dos resultados:

Andlise de varidncia simples, ANOVA | e teste de significAncia de Duncan para o0s
resultados obtidos nos diferentes extratos e respetivos tempos de colheita, incluindo
contelidos nutricionais, capacidade antioxidante e contelddos e atividades enzimaticas de S.
cerevisiae determinados nos ensaios in vivo. Recorreu-se ainda a analise de correlagédo
bivariada entre os parametros analisados, utilizando o coeficiente de correlacdo bilateral de
Pearson. Recorreu-se ao programa SPSS para o Windows, versao 19, licenciado para a
Universidade de Evora.

3.2 Procedimento experimental

3.2.1. Cultivares de Malus domestica

O estudo do valor nutritivo, capacidade antioxidante e atividade biologica de maca,
Malus domestica Bokh, foi realizado utilizando frutos das cultivares Bravo de Esmolfe,
Golden Delicious e Starking, cultivadas sob préaticas culturais e condicdes ambientais
idénticas em pomares comerciais de producdo de macé localizados em Celorico da Beira,
Beira Alta, Portugal (Quadro 3.1). As cultivares foram selecionadas devido a sua elevada
importancia ndo sO agro-econdmica mas também ecoldgica, especialmente no caso da

Bravo de Esmolfe, por se tratar de uma variedade portuguesa com DOP.

Quadro 3.1. Variedades de Malus domestica Bokh utilizadas no estudo.

| |

DOP (Denominacao IGP (Indicacao IGP (Indicacao
de Origem Protegida) Geografica Protegida) Geografica Protegida)
- Mac¢a da Beira Alta - Mac¢a da Beira AlLta

19



Propriedades antioxidantes e de conservagao de maga — influéncia da data de colheita em diferentes cultivares oriundas de pomares da Beira Alta, Portugal
Juliana Agostinho

3.2.2. Colheita e preparacao dos frutos para analise

Macas das trés cultivares foram colhidas aleatoriamente, em pomares na regiao de
Celorico da Beira em Setembro de 2012 no 6timo de maturacdo em alturas distintas do
periodo de colheita comercial, inicio (17 de Setembro) e fim (23 de Setembro). Os frutos,
seis por cultivar em estudo, foram lavados em agua corrente, limpos em papel absorvente,
pesados individualmente (de 156,06 a 302,57 g/fruto), descascados e descarogados, com
recurso a uma faca, obtendo-se dois tipos de amostra, a polpa e a pele. No homogeneizador
de laminas a pele foi homogeneizada, em dois solventes diferentes: agua (p/v 1:2,5) e etanol
12 % (p/v 1:3). Enquanto a polpa foi homogeneizada em trés solventes: agua (p/v 2:1),
tampéao fosfato 0,12 M pH 7,2 (p/v 1:1) ou em etanol 12 % (p/v 1:2).

Todos os extratos foram clarificados por centrifugacéo a 18000 g durante 40 min a 4 °C

e o sobrenadante guardado em aliquotas a -20 °C até posterior analise.

3.2.3. Determinacéo de conteudos

3.2.3.1.Tiamina
A tiamina, vitamina B1, ap0s ser extraida com HCI (0,1 M) em amostras aquosas de
pele e polpa, sofreu um processo de oxidagédo mediado pelo ferricianeto de potassio alcalino
(1 %) que permite a posterior detecdo por fluorescéncia da vitamina sob a forma de

tiocromo, de acordo com a equagao:

_N.__NH,
\ﬂ I s Fe(CN)g> M "ﬁ/s oH
\Ni \\/+\ _——_-_:‘ - | N ‘
)__ \/\OH OH N e

Tiamina Tiocromo

O tiocromo resultante foi entdo extraido com butanol e quantificado por
espetrofluorimetria ao Aey. de 378,7 nm e A, de 433,6 nm (Plaza, 2003).
A concentracdo em tiamina nas amostras foi determinada por interpolagdo na curva

padréo de tiamina construida no intervalo de concentracdo de 0-0,104 pg/mL (Fig. Al).

3.2.3.2. Riboflavina
A riboflavina, tal como a tiamina, é vital para a utilizagcdo adequada de glucidos, lipidos
e proteinas como fonte de energia. Especificamente, a riboflavina (ou vitamina B2) é um
componente de duas coenzimas, flavinaadenina dinucledtido (FAD) e flavina

mononucleétido (FMN). O FAD e FMN podem facilmente perder ou ganhar eletrdes e
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atomos de hidrogénio, auxiliando certas enzimas nas reagfes de oxidacdo/reducdo em
cadeias de transporte de eletrdes e uma grande variedade de vias metabdlicas. Esta
vitamina é ainda fluorescente e assim, a sua intensidade de fluorescéncia é proporcional a
sua concentracao.

A riboflavina foi extraida, de amostras aquosas de pele e polpa, com HCI (0,1 M) e
quaisquer substancias interferentes recorrendo a sua eliminagdo pelo permanganato de
potassio (4 %).

A mistura de reacao era composta por volume adequado de amostra, HCI (0,1 M), acido
acético glacial, permanganato de potassio (4%), perdxido de hidrogénio (3 %), deixada
repousar durante 5 min e lida a fluorescéncia ao A de 488 nm e A, 525 nm (Plaza, 2003).

A concentracdo em riboflavina nas amostras foi determinada por interpolacdo na curva

padrdo de tiamina construida no intervalo de concentracdo de 0-5 pg/mL (Fig. A2).

3.2.3.3.Glicidos totais

A determinacdo do teor em glicidos totais nas amostras aquosas de pele e polpa foi
realizada segundo um método colorimétrico simples e réapido, o método fenol-sulfirico
(Dubois, 1956).

Neste método o acido sulfurico concentrado hidrolisa os polissacaridos, oligossacaridos
e dissacaridos a monossacaridos, originando derivados que ao condensarem com fenol
formam um composto amarelo-dourado estavel, sendo possivel a sua quantificacdo por
espetrometria de absor¢cdo molecular a 490 nm.

A mistura de reacgdo constituida pelo padrdo ou amostra, acido sulfarico concentrado e
fenol (5 %) na proporgcdo de 1:3:0,6 foi aquecida em banho de &4gua a 90 °C durante
rigorosamente 5 min e imediatamente arrefecida a temperatura ambiente antecedente da
leitura da absorvéncia dos padrbes e das amostras.

A concentracdo de glucidos totais nas amostras foi determinada por interpolagdo na
curva padrdo de glucose construida, num intervalo de concentracdo de 0-10 mg/mL (Fig.
A3).

3.2.3.4.Glicidos redutores
O teor em glicidos redutores presentes nas amostras aquosas de polpa e pele de maga
foi determinado pelo método do DNS (Miller, 1959), que envolve a dete¢cdo do grupo
carbonilo. Assim, em condi¢cfes alcalinas, ocorre a oxidacdo do grupo carbonilo (C=0) do
glicido, em simultdneo com a redugdo do &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) a &cido 3-
amino,5-nitrosalicilico, um produto castanho avermelhado, com absor¢do maxima a 540 nm
(Bittman, 1974).
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A mistura de reacao constituida pelo padrdo ou a amostra, agua bidestilada e reagente
de DNS, na proporcdo de 1:1:2 foi aquecida em banho de &gua em ebulicdo durante
rigorosamente 5 min e imediatamente arrefecida a temperatura ambiente seguindo-se a
leitura da absorvéncia dos padrbes e das amostras.

A concentracgdo de glucidos redutores nas amostras foi determinada por interpola¢éo na
curva padrdo de glucose construida, num intervalo de concentracao de 0-2 mg/mL (Fig. A4).

3.2.3.5.Proteina

A determinacdo do conteldo em proteina aquo-solivel foi realizada pelo método
descrito por Lowry (1951). Este método, em condi¢gbes alcalinas, baseia-se na reacao do
Biureto em que o Cu?* forma um complexo com as ligacdes peptidicas das proteinas
seguida da reducdo do acido fosfomolibdicofosfotungstico (reagente de Folin-Ciocalteau) a
azul de heteromolibdénio por oxidacdo de aminoacidos aromaticos, tendo o cobre como
catalisador.

O composto formado apresenta o seu maximo de absorcdo a 720 nm, possibilitando
assim, a quantificacdo de proteinas através da lei de Lambert - Beer, por interpolagdo na
curva padrdo construida recorrendo a albumina de soro bovino (BSA), numa gama de
concentracao de 0-200 pyg/mL (Fig. A5).

O reagente de Lowry, preparado pela adigdo de sulfato de cobre pentahidratado (1 %) a
tartarato de sédio e potassio (0,2 %) em carbonato de sédio a (2 %) foi adicionado a
solucdo-padréo de BSA ou amostra e NaOH (0,5 M), na relacdo de 1:4:25. A mistura, ap0s
agitacdo no vortex, incubou 10 min a temperatura ambiente antes da adicdo do reagente de
Folin-Ciocalteau, solugdo comercial diluida ¥2 em &gua bidestilada, na relacdo de 12:1. A
formacdo de azul de heteromolibdénio ocorreu durante 30 min a temperatura ambiente,

apos o que foi lida a absorvéncia (Antharavally, 2008).

3.2.3.6.Polifendis totais

O teor em fendis foi determinado como descrito por Singleton (1965) em amostras
aquosas e etandlicas de polpa e pele. Utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau, uma
mistura de &cido fosfotinguesténico e acido fosfomolibdico, que em condi¢des alcalinas e
ao oxidar os fendis é reduzida a uma mistura de 6xidos azuis de tungsténio e de molibdénio.
A coloracgdo azul produzida, com maximo de absorcdo a 760 nm, € proporcional ao teor em
compostos fendlicos, expresso como equivalente de acido gélico, numa curva padréo
construida entre valores de concentracdo de 0-100 mg/L (Fig. A6).

A mistura de reacdo continha reagente de Folin-Ciocalteau comercial diluido 10x,
carbonato de sédio (7,5 %) e volume adequado de amostra (extrato aquoso polpa e casca e

extrato etanolico para polpa e casca) ou padrdo. A solugcdo anterior foi cuidadosamente
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agitada no vértex e incubada ao abrigo da luz a 25 °C durante 90 min, apés o que foi lida a

absorvéncia a 760 nm.

3.2.3.7.Capacidade antioxidante pelo método do DPPH
Recorreu-se ao método reconhecido por DPPH para medir o poder antioxidante das
amostras aquosas e etandlicas de pele e polpa, quantificando a sua capacidade para
capturar o radical organico estavel DPPH® (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo), um cromoforo de cor
purpura com um maximo de absor¢cdo a 515 nm. O antioxidante (AH) ao reduzir o radical
DPPH® origina um produto estavel, o DPPH-H (difenil-picril-hidrazina) de cor amarela, de

acordo com a equacao (Blois, 1958):

O,N ON
N/ 2™ \ /7 2
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Na determinacdo da capacidade antioxidante utilizou-se uma solu¢cdo de DPPH® (0,03
g/L em metanol), a qual foi preparada sempre que necessario e mantida ao abrigo da luz.
Em células de absorcdo molecular foi adicionada a solucdo de DPPH®, um volume
conhecido de amostra ou padrdo e acompanhada a variacdo de absorvéncia a 515 nm,
devido a reducgédo do DPPH?®, a 25 °C durante 180 s.

A determinacdo da capacidade antioxidante das amostras foi estimada por interpolagcéo
gréfica, na curva de calibracdo, na qual foi usado o &cido géalico como padrdo, no intervalo

de concentracéo de 0-200 mg/L (Fig. A7).

3.2.3.8.Capacidade antioxidante pelo método do FRAP

Descrito por Benzie (1999), o método do FRAP permite determinar, por espetroscopia
de absorcdo molecular, a capacidade antioxidante dependente do ido ferro. Este assenta na
capacidade redutora dos antioxidantes, na presenca do reagente de FRAP. Nesta reacdo,
em meio acido, a espécie Fe(lll) encontra-se complexada com o TPTZ, formando assim o
complexo férrico Fe(lll)-TPTZ. Este atua como oxidante, permitindo que os antioxidantes se
oxidem reduzindo-o a Fe(ll), com formacgédo do complexo ferroso Fe(ll)-TPTZ que apresenta
coloracéo azul, podendo assim ser detetado por espetroscopia de absorcdo molecular a 593
nm (Berker, 2007).

O reagente de FRAP composto por cloreto de ferro (20 mM), TPTZ (10 mM) em HCI (40
mM) e tampdo acetato de sodio (300 mM) pH 3,6 numa proporcdo de 1:1:10 (v/v/v) foi
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adicionado a uma aliquota de padrao ou amostra (aquosa de polpa e pele) e registada a
variagéo de absorvéncia a 593 nm, durante 120 s a 37 °C.

A determinacdo da capacidade redutora do ferro presente nas amostras foi realizada
por interpolacé@o gréfica, na curva de calibragédo, na qual foi usado trolox como padréo, no
intervalo de concentracéo de 0-16 mg/mL (Fig. A8).

3.2.3.9.Ascorbato

O doseamento do ascorbato foi realizado em amostras aquosas da pele e polpa de
acordo com o método descrito por Cai (1999), recorrendo as propriedades redutoras do
ascorbato (Hu, 2009). O meio acido permite a reducdo de Fe (Ill) a Fe (ll) pelo ascorbato
que é oxidado levando a formagéo de dihidro-ascorbato. A formacdo de um complexo
corado pela reacéo entre o Fe (Il), entdo formado, e o reagente batofenantrolina permite a
sua quantificacéo por espetroscopia de absor¢cdo molecular no seu maximo de absorcéo, a 534
nm, 25 °C

A quantificacdo do ascorbato foi realizada pela preparacdo de uma mistura contendo
TCA (5 %), H:PO,em etanol (0,4 %), batofenantrolina em etanol (0,5 %), FeCI3 em etanol
(0,03 %) e volume adequado de amostra ou de solugdo-padrdo. A mistura incubou a 30 °C
durante 90 min, levando a formacgédo do complexo Fe (Il) — batofenantrolina. A concentragéo
de ascorbato nas amostras foi determinada por interpolagéo na curva padréo de ascorbato

construida no intervalo de concentragéo de 0-30 pg/mL (Fig. A9).

3.2.3.10. GSH e GSSG

O nivel citoplasmético de GSH e GSSG foi determinado de acordo com o método
fluorimétrico proposto por Hissin (1976) em que a NEM sequestra o GSH enddgeno e OPT
originando um fluoréforo quantificavel por espetrometria de fluorescéncia.

No caso do GSH incubaram-se amostras aquosas de pele e polpa em tampéo fosfato
de sédio pH 8,0 (0,1M) com EDTA (0,005 M) e 0,1 mL de OPT em etanol absoluto para um
volume final de 2,0 mL. Agitou-se e deixou-se a mistura reacional a temperatura ambiente
durante 15 min, lendo-se a poténcia de fluorescéncia aos Aey de 350 nm e A, de 420 nm.

Calculou-se a concentracdo de GSH das amostras por interpolacdo grafica recorrendo
a curva de calibracé@o previamente construida com GSH para o intervalo de concentragéo 0-
100 pM (Fig. A10).

A determinacado do conteido em GSSG em amostras de pele e polpa da fracdo aquosa
iniciou-se com a incubagdo de quantidade necesséaria de amostra com NEM (20 uM),
durante 30 min, a temperatura ambiente, da qual se tiraram aliquotas de 0,1 mL que foram
adicionadas a 1,8 mL de NaOH (0,1M) e 0,1 mL de OPT, lendo-se a poténcia de

fluorescéncia da mistura a Ay de 350 nm e A¢, de 420 nm.
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Calculou-se a concentragdo em GSSG na fracdo pds-peroxissomal por interpolacao
grafica recorrendo a curva de calibracdo previamente construida com GSSG entre 0-24 uM
(Fig. A11).

3.2.3.11.Prolina

O contetado em prolina foi determinado na amostra aquosa da polpa recorrendo a
ninidrina acida e segundo o método adaptado de Bates (1973). Em ebulicdo, a prolina
guando em contato com a ninidrina em meio acido origina uma formazona de cor vermelha,
guantificavel a 546 nm.

A mistura de reagdo era composta por volume adequado de amostra, acido acético
glacial e ninidrina &cida (acido acético glacial:agua:acido ortofosférico 85% na proporgéo
6:3:1) e levada em banho em ebulicdo durante 1 hora. Apés arrefecer foi lida a absorvéncia
a 546nm.

A concentracdo em prolina nas amostras foi determinada por interpolacdo na curva

padréo de L-Prolina construida no intervalo de concentra¢des de 0-12 mg/L (Fig. A12).

3.2.3.12. ROS

O nivel de ROS na amostra foi determinado de acordo com o método fluorimétrico
proposto por LeBel (1990) que utiliza a 2’,7’- diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) para
determinar os niveis de peréxido de hidrogénio. O DCFH-DA é hidrolizado por esterases no
composto nao fluorescente 2’,7’- diclorofluoresceina (DCFH), o qual na presenca de
peroxido de hidrogénio (H,O,) é rapidamente oxidado a 2’,7’- diclorofluoresceina (DCF) que
apresenta fluorescéncia elevada (LeBel, 1990).

Na determinacdo da quantidade de ROS presente na fracdo sobrenadante p6s-12000
g, apos estabilizacdo do DCFH (25 M) em tampao Tris-HCI (40 mM) pH 7,4 a 37 °C, durante
5 min, iniciou-se a reacdo pela adicdo de uma aliquota de amostra, num volume final de 2
mL, seguida de incubacao durante 10 min a 37°C, apds o que se fez a leitura da poténcia de
fluorescéncia da mistura a Aex. de 488 nm e A¢y, de 525 nm.

A solugdo DCFH (1 mM) foi previamente preparada em tampéo fosfato (25 mM) pH 7,4
com NaOH (0,01 M). Calculou-se a quantidade de ROS nas amostras por interpolagéo
grafica recorrendo a curva de calibracdo previamente preparada com peroxido de

hidrogénio, no intervalo de valores de 0-400 mM (Fig. A13).

3.2.3.13. MDA
Malondialdeido (MDA) é um dos subprodutos formados por peroxidacao lipidica. Assim,
e segundo o método descrito por Ohkawa (1979) a pH acido e temperatura elevada, o MDA

reage com o TBA (acido tiobarbiturico) por uma reacédo de adi¢cédo nucledfila, dando origem a
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um aduto fluorescente vermelho com elevada intensidade de fluorescéncia Ag,. de 553 nm e

Aem de 515 nm, sendo assim possivel a sua quantificagéo.

1
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Calculou-se o teor em MDA das amostras por interpolacéo grafica recorrendo a curva
de calibracao previamente preparada tendo como padrdo o MDA gerado a partir do 1,1,3,3-
tetrametoxipropano pela sua hidrélise em meio 4cido, no intervalo de valores de 0-100 uM
(Fig. A14).

3.2.4. Determinacao de atividade enzimatica

3.2.4.1.Sorbitol desidrogenase
O sorbitol é o glicido maioritario a ser translocado na magd, a sua oxidacdo a frutose
da-se pela acédo do enzima sorbitol desidrogenasre, tendo NAD" como cofator que por sua
vez é reduzido a NADH.
Assim, e segundo Yamaki (1986), a atividade SDH foi

acompanhada através da formacdo de NADH no seu 6timo de

oh

SDH comprimento de onda, a 340nm.

o o A mistura de reacgdo constituida por Tris-HCI (1 M) pH 9,5,
g NAD" (10 mM), sorbitol (3 M) e volume adequado de amostra
Cljf)t"” fjl)L (0,5-0,2 mg/mL de proteina), polpa em solucdo tamponada,
| E permitiu a leitura de absorvéncia a 340 nm durante 200 s.
Determinou-se a atividade enzimatica a partir do valor de coeficiente angular das curvas de
reagdo (0,992041<r<0,963338; Fig. A15 e A16) obtidas e utlizando o coeficiente de

absortividade molar para o NADH de 6,22 mM™*.cm™.

3.2.4.2.Prolina desidrogenase
A atividade enzimatica prolina desidrogenase foi seguida segundo o método descrito
por Costilow (1978) acompanhando a formacgéo de NADH a 340 nm.
A mistura de reacao era constituida por tampao carbonato de sédio (100 mM) pH 10,3,
L-Prolina (2 mM), NAD (10 mM) e quantidade adequada de amostra (0,5-0,2 mg/mL de
proteina), polpa em solugdo tamponada, seguindo-se a atividade durante 180 s a 340 nm

(Sarkar, 2009). Determinou-se a atividade enzimatica a partir do valor de coeficiente angular

26



Propriedades antioxidantes e de conservagao de maga — influéncia da data de colheita em diferentes cultivares oriundas de pomares da Beira Alta, Portugal
Juliana Agostinho

das curvas de reacdo (0,995416<r<0,975466; Fig. A17 e A18) obtidas e utilizando o
coeficiente de absortividade molar para o NADH de 6,22 mM™*.cm™.

3.2.4.3.Peroxidase

O enzima peroxidase catalisa a reacdo de oxidacdo de compostos fendlicos na
presenca de peroxido de hidrogénio, originando quinonas como produto, as quais séo
instaveis e apds oxidacdo ndo enzimatica, em presenca de O,, polimerizam-se formando as
melaninas.

A atividade POD foi determinada de acordo com método descrito por Cano (1998) é
acompanhada a formacdo da coloracdo violeta com a oxidacdo do reagente p-
fenilenodiamina. Numa fase inicial e na presenca de peroxido de hidrogénio, o enzima é
oxidado a uma forma instavel, a qual na presenca de um doador de hidrogeniées, como o p-
fenilenodiamina, sofre uma reducdo, regressando a sua forma nativa e estavel, enquanto os
doadores de hidrogenides sofrem a oxidacdo dando origem a p-fenilenodiamina com
méaximo de absorvéncia a 485 nm (Igual, 2010).

A mistura de reacdo constituida por tampéao fosfato de potassio (0,2 M) pH 6,5; p-
fenilenodiamina (1%); peréxido de hidrogénio (1,5 %) e volume adequado de amostra (0,5-
0,2 mg/mL de proteina), polpa em solugdo tamponada, permitiu acompanhar a oxidagéo da
p-fenilenodiamina por leitura da absorvéncia durante 180 s a 485 nm, 25 °C. A atividade
enzimatica foi calculada a partir do valor do coeficiente angular das curvas de reacgdo
(0,999971<r<0,999928; Fig. A19 e A20) obtidas e utilizando o valor do coeficiente de

absortividade molar para a p-fenilenodiamina de 2,1x104 M*.cm™.

3.2.4.4.Glutationo peroxidase

O método descrito por FIhoé (1984) permitiu a determinacao indireta da atividade
enzimatica glutationo peroxidase. Este baseia-se em duas etapas: oxidacdo do GSH a
GSSG, catalisada pela GPx e reducdo do GSSG a GSH em simultaneo com a oxidacéo de
NADPH catalisada pela glutationo redutase. A diminuicdo da absorvéncia do NADPH, a
340nm, durante a oxidacdo de NADPH a NAD" ¢ indicativa da atividade GPx, sendo que a
atividade deste é fator limitante das duas reacdes acopladas.

A mistura de reagdo constituida por tampéo fosfato (0,12 M) pH 7,2, GSH (5 mM), GR
(0,24 U/mL) e volume adequado de amostra (0,5-0,2 mg/mL de proteina), polpa em solugéo
tamponada,foi a incubar durante 5 min a 25 °C. Iniciou-se a reacdo com t-BHP (1mM),
registando-se a absorvéncia durante 180 s. Determinou-se a atividade enziméatica a partir do
valor de coeficiente angular das curvas de reacdo (0,9837028 <r<0,9929592; Fig. A21 e
A22) obtidas e utilizando o coeficiente de absortividade molar para o NADPH de 6,22 mM"

lem™
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3.2.4.5. Superoxido dismutase

O enzima superoxido dismutase € um metalo-enzima que catalisa a dismutacdo do
radical anido superodxido (02) em peréxido de hidrogénio (H,O,) e dioxigénio (O,),
proporcionando uma defesa importante contra danos oxidativos. O método utilizado recorre
ao sistema xantina/NBT em que o radical anido superdxido é gerado a partir da conversao
de xantina e O, em &cido Urico e H,O, pela xantina-oxidase (XOD). O anido superéxido
converte entdo o NBT sal de tetrazdlio em NBT-diformazan, um corante formazan. A adi¢ao
de amostra, que contém SOD, a reacédo vai reduzir os niveis de ibes superéxido, baixando

assim a taxa de formacéao de NBT-diformazan:

Xanthine + Oy 20, Formazan Dye

(NET-diformazan /
WST-1 formazan)

Xanthine Oxidase
(XOD)

AN

Uric Acid + H,0, 20, Tetrazolium Salt
(NBT /WST-1)

\nhlb\!lon Superoxide Dismutase
Reaction 500)

1

0y + H02

A atividade enzimatica da SOD na amostra € calculada como a percentagem de
inibicdo da taxa de formacgdo de NBT-diformazan a partir do valor de coeficiente angular das
curvas de reacao (0,998588 <r< 0,998259; Fig. A23 e A24) obtidas (Oberley and Spitz,
1984).

A mistura de reacao constituida por tampao fosfato (50 mM) pH 7,8, EDTA 3 mM, NBT
(0,75 mM), BSA (15 %), xantina (3 mM), xantina oxidase (0,1 U/mL) e volume adequado de
amostra (0,5-0,2 mg/mL de proteina), polpa em solu¢cdo tamponada, registando-se a

absorvéncia a 560 nm durante 300 s.

3.2.4.6.Glucose-6-fosfato desidrogenase

A determinacgédo espetrométrica da atividade enzimética G6PD baseou-se na reagao:

G6PD
Glucose-6-fosfato + NADP* (> 6-fosfogluconato-&-latona + NADPH + H*

As amostras incubaram no meio de reacao constituido por tris-HCI (1 M) pH 8, NADP+
(dissddico) (40 mM), MgCl,.6H,0O (500 mM), glicerol (25 %) e volume adequado de amostra
(0,5-0,2 mg/mL de proteina), polpa em solucdo tamponada, em células de espetrémetro de

absorcéo molecular. Iniciou-se a reagdo com a adi¢cdo de G6P (100 mM) apds estabilizacédo
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a 30 °C durante 1min. Acompanhou-se a formag¢éo de NADPH, lendo a absorvéncia a 340
nm, durante 800 s, a 30 °C (Bergmeyer, 1983). Determinou-se a atividade enzimética a partir
do valor de coeficiente angular das curvas de reacdo (0,998153<r<0,9729517; Fig. A25 e
A26) obtidas e utilizando o coeficiente de absortividade molar para o NADPH de 6,22 mM™
.cm™,
3.2.4.7. Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina constitui um marcador enziméatico funcional de proliferacao celular,
utilizado em estudos de toxicidade por metais (Krauss, 1991; Deng, 2002; Davies, 2004). A
determinagdo espetrométrica da sua atividade enzimética foi determinada na fragdo pos-
12000 g de acordo com o método proposto por Bretaudiere (1984), fundamentando-se na
reacao:

ALP
p-nitrofenilfosfato + H,O *——— p-nitrofenol + Pi

acompanhando a hidrélise das ligacdes fosfoéster do substrato, pelo aumento de
absorvéncia a 405 nm ao longo de 180 s. Deste modo, foi possivel utilizar um substrato
cromogéneo sintético, o p-nitrofenilfosfato (pNPP) e estudar a sua hidrélise catalisada pela
fosfatase alcalina, em que o pNPP forma p-nitrofenol (pNP) e fosfato inorganico.

Incubaram-se aliquotas de fragdo sobrenadante p6s-12000 g, na diluicdo adequada de
proteina (0,5 mg/mL) em células de absorcdo que continham uma mistura de reacdo
composta por pNPP (6 mM) em tampéo Tris-HCI (0,5 mM) pH 8,5. Utilizou-se o valor do
coeficiente de absortividade molar para o pNPP de 18,5 mM™'cm™ para o célculo da
atividade enzimética. Os valores de atividade ALP referente a cada tratamento foram
calculados a partir do coeficiente angular de curvas de reacgdo (0,999936<r<0,999592; Fig.
A27 e A28).

3.2.4.8.Glutationo redutase
A determinagdo espetrométrica da atividade enzimética glutationo redutase
fundamenta-se na reacéo:

GR
GSSG + NADPH + HY <—— 2GSH + NADP"

Apesar de reversivel, a reacdo da-se em maior extensdo no sentido que conduz a
formacéo da forma reduzida do glutationo. A atividade catalitica foi determinada de acordo
com o método proposto por Goldberg e Sponer (1987) no sobrenadante pds-12000 g,

acompanhando o decréscimo de absorvéncia a 340 nm devido & oxidagdo do NADPH.
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Incubaram-se aliquotas de amostra (1 mg/mL proteina) em células de absorcdo do
espetrometro de absor¢gdo molecular que continham o meio de reagdo composto por
dissulfureto de glutationo (6,35 mM), EDTA (0,15 mM) e NADPH (0,17 mM) dissolvidos para
1 mL em tampéo fosfato (0,12 M) pH 7,2.

Procedeu-se a pré-incubagdo do meio reacional a 37 °C durante 5 min, e iniciou-se a
reacdo com a adicdo de 0,017 mL de NADPH. Registou-se a variacdo de absorvéncia
durante 180 s, nas mesmas condicdes de temperatura. As leituras foram efetuadas contra
um branco previamente preparado no qual se substituiu a solucdo de NADPH por igual
volume de solucdo tampdo. Determinou-se a atividade enzimatica, a partir do valor do
coeficiente angular de curvas de reacao (0,999692<r<0,997947, Fig. A29 e A30) obtidas e

utilizando o valor do coeficiente de absortividade molar para o NADPH de 6,22 mM*cm™.

3.2.4.9.Catalase
A atividade enzimatica das Catalase A e T foi determinada segundo o método descrito
por Beers (1952), na fracdo peroxisomal e citosélica respetivamente, em que é
acompanhado o desaparecimento de peroxido de hidrogénio a 240 nm.

CAT
2 H,0, === 2H,0+0;,

A reacdo decorreu a 25 °C, durante 120 s no meio de reagdo composto por tampao
fosfato (50 mM) pH 7,0 e H202 (30 mM) e sobrenadante p6s-12000 g (CAT T) ou o
sedimento p6s-12000 g (CAT A) com concentragdo aproximada de proteinas de 0,035
mg/mL e 0,115 mg/mL, respetivamente. A atividade enzimatica foi determinada a partir do
valor do coeficiente angular das curvas de reagéo (0,99502<r<0,99256; Fig. A31, A32, A33 e

A34), utilizando o coeficiente de absortividade molar para o H,0, de 0,0435 mM-1.cm™.

3.2.5. Atividade biologica em Sacharomyces cerevisiae

3.2.5.1.Cultura de microrganismos

A levedura, Sacharomyces cerevisiae BY4741 (MATa his3D1 leu2D metl5D ura3D;
EUROSCARF, Germany), no nosso laboratério a levedura encontram-se armazenadas a -80
°C em meio de cultura com glicerol.

Na realizacdo deste trabalho foi utilizado meio YEPD (1/3 de liquido para 2/3 de ar) de
acordo com a formulacdo classica do mesmo descrito por Atlas (2006), constituido por
extrato de levedura (10 g/L) e peptona (20 g/L) dissolvidos em agua ultra-pura e esterilizado
pelo calor humido, ao qual posteriormente foi adicionada glucose (20 g/L) esterilizada por

filtracdo (filtro 0,2 um), bem como volume adequado de solugdo aquosa de pentoxido de
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vanadio. A preparacdo de meio YEPD sdlido incluiu a adicdo de agar (20 g/L) antes da
esterilizacdo em autoclave.

O meio YEPD foi inoculado com S. cerevisiae BY4741 preservada a -80 °C e incubado
durante 16 h em banho com agitagao (150 rpm), termostatizado a 28 °C. Com esta cultura
fresca inoculou-se meio YEPD, 1/3 de liquido para 2/3 de ar, e acompanhou-se o
crescimento da cultura lendo a turbidez a 640 nm. Quando a cultura atingiu a fase
exponencial média, 0,8 de turbidez a 640 nm, foi utilizada para inocular os meios YEPD e
YEPD em presenca de: V,05 (2 mM) ou V,0s5 (2 mM) + extrato de maca (5 %), de forma a
iniciar o ensaio com culturas a 0,8 de turbidez, incubadas, nas condicbes anteriormente
descritas, durante 72 h. No final do tempo de cultura, as células foram recolhidas por
centrifugagcdo a 3000 g, durante 20 min a 4°C e lavadas em &gua bi-destilada estéril,
ressuspendidas em tampédo fosfato (10 mM) pH 7,0 e desintegradas recorrendo a
homogeneizador de ultra-sons (10 s 3 x 5 min; 0,1 kHz pulso). Os homogeneizados foram
submetidos a centrifugacéo diferencial a 12000 g durante 20 recolhendo-se o sobrenadante
p6s-12000 g e resuspendendo o sedimento em tamp&o fosfato (10 mM) pH 7,0. As fracdes
celulares obtidas foram repartidas em aliquotas e guardadas a -20 °C, para posterior
determinacédo de conteldos celulares e atividades enzimaticas.

A concentracdo (2 mM) do agente de stress, pentoxido de vanadio, utilizada para o
delineamento deste estudo foi considerada tendo em conta os resultados obtidos
previamente e que o caraterizam como um pro-oxidante (Gongalves, 2010).

Nos ensaios de atividade biolégica em levedura foi utilizado extrato de maca Bravo de

Esmolfe, Golden Delicious e Starking, obtido em frutos do primeiro tempo de colheita.

3.2.5.2.Determinacao do peso seco
Amostras de células crescidas na auséncia ou na presenca de prO e antioxidantes
foram recolhidas ap6s 72 horas. As amostras foram colocadas a secar em estufa a 80 °C,

até atingirem peso constante.

3.2.5.3.Viabilidade celular
A sobrevivéncia celular foi estimada pela determinacdo de unidades formadoras de
coldnias (cfu) em placas contendo meio YEPD as quais foram incubadas a 28 °C em estufa

até ndo se observar 0 aparecimento de novas colénias.

3.2.5.4.Preparacao das fracdes p6s-12000 g
A preparacao das frac6es celulares foi realizada seguindo o método proposto por Lake
(1987). As células recolhidas de acordo com o descrito na se¢do 3.2.9.1. foram lavadas trés
vezes em agua ultra-pura estéril. As células foram ressuspendidas em 15 mL de tampao

fosfato (10 mM), pH 7. Submeteu-se a suspensao celular, mantida a 4°C, a homogeneizagao
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por ultra-sons (3 x 5min; 0,1; 1). Os lisados celulares foram a centrifugar a 12000 g, durante
20 min, a 4 °C. O sobrenadante obtido p6s-12000 g foi guardado em aliquotas a -20 °C.

No sobrenadante p6s-12000 g foi determinada a concentracdo de proteina, de acordo
com o descrito na sec¢do 3.2.3.5, de forma a permitir no célculo da atividade enzimética

especifica.
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3.3 Diagrama do Trabalho
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3.4 Material

O 00O 0O O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OOoOOoOOoOOo

Erlenmeyers
Espéatulas

Filtros Millipore (0,2 W)
Frascos de vidro
Gobelés

Magnetos
MinOpipetaS: Pz, Plo, on, Ploo, PlOOO’ P5000 e respetivas pontaS
Microtubos

Pipetas de Pasteur
Pipetas graduadas
Pompetes

Seringas

Suportes

Tubos de centrifuga
Tubos de ensaio

3.5 Equipamento

O O OO O O O 0 O

O O O O O O

Analisador de imagens BioRad Gel Doc EQ BioRad com software Quantity-one
Autoclave da marca Seleta, modelo microclave

Balanca analitica da marca Mettler, modelo AE 200

Balanga micro-analitica da marca Mettler Toledo, modelo AX 205

Balanca técnica da marca Mettler, modelo PJ 3000

Banho termostatizado com agitagdo da marca Memmert, modelo 3200 R
Bidestilador da marca Aquatron, modelo A 4D

Espetrofluorimetro de feixe simples da marca Shimadzu, modelo RF-5001 PC
Espetrofotometro de feixe duplo da marca Hitachi, modelo U2001, com banho
termostatizado e sistema de circulagédo de agua da marca Grant

Estufa de incubacéo da marca Kowell, modelo D2-1

Homogeneizador de sonda de ultra-sons da marca Branson Sonifier, modelo 450
Potenciémetro da marca Metrohm, modelo 691

Supercentrifuga da marca Hermle, modelo Z323 K

Vortex da marca Heidolph, modelo Reax 2000

3.6 Reagentes

O 0O O OO0 OO O0OO0oOO0oOOoOOoOOo

Albumina do soro bovino, pr6-analise, Sigma, St. Louis
Acetato de sodio trihidratado, 99, 0-101,0%, Panreac, Barcelona
Ascorbato, pré-analise, 99%, Fluka, St. Louis

Acido acético glacial, 99,5%, Pancreac, Espanha

Acido cloridrico, pré-anélise (d = 1,19) 37%, Merck, Darmstadt
Acido etilenodiaminotetracético, Sigma, St.Louis

Acido galico, pré-andlise, Sigma, St Louis

Acido orto-fosférico, 85%, Merck, Darmstadt

Acido sulfurico, 95-97%, Fuka, Suica

Acido triobarbitarico, pré-analise, 99%, Merck, Darmstadt
Acido tricloroacético, pré-analise, 99,5 %Merck Darmstadt
Agar, 99,9 %, Merck, Darmstadt

Batofenantrolina, 99%, Sigma, St. Louis

N-butanol, 99%, Sigma,

34



Propriedades antioxidantes e de conservagao de maga — influéncia da data de colheita em diferentes cultivares oriundas de pomares da Beira Alta, Portugal
Juliana Agostinho

O O O O O O O

O 0O O O OO0 OO0

o

O O OO O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0oOO0oOO0OO0OO0oOoOo

Carbonato de sédio monohidratado, 13,8%, Sigma, St. Louis

Cloreto de Ferro (lll) hexahidratado, pro-andlise, Merck, Darmstadt

Cloreto de so6dio, 99,5%, Panreac, Barcelona

Cloreto de nitrotetrazolio (azul), sigma-aldrich, Suica

2,2-Difenil-1-picril-hidrazilo, Sigma, St. Louis

Dihidrogenofosfato de potassio, pro-andlise, 99,0 %, Merck, Darmstadt

Dinucledtido de nicotinamida e adenina oxidado, (sal de sédio), pré-andlise, 98,0 %,
Sigma St. Louis

Duodecilssulfato de sddio, Sigma, St. Louis

Sigma, St. Louis

Extrato de levedura, 99,0 %, Sigma, St. Louis

Etanol, pro-andlise, Panreac, Barcelona

p-fenilenodiamina, Sigma, St. Louis

Fenol, 90%, Riedel-de Haen, Alemanha

Ferricianeto de otassio, pro-analise, 99%, Merck, Darmstadt

Fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina oxidado, (sal de sddio), pré-
andlise, 98,0 %, Sigma St. Louis

Fosfato de dinucle6tido de nicotinamida e adenina reduzido, (sal de sédio), pro-
analise, 98,0 %, Sigma St. Louis

Glucose, 99,9 %, Merck, Darmstadt

Glucose-6-fosfato desidrogenase, Sigma, St.Louis

Glutationo, pro-andlise, 98,0 %, Sigma, St. Louis

Glutationo dissulfureto, proé-analise, 98,0%, Sigma, St. Louis

Glutationo redutase, Sigma, St.Louis

Hidrogenofosfato dipotassio, 99 %, Pronalab, Lisboa

Hidréxido de sédio anidro, pré-analise, 99 %, Merck, Darmstadt

L- Prolina, %, Sigma, St. Louis

Metanol, pré-analise, Merck, Darmstadt

Peréxido de hidrogénio, pré-analise, 30 %, Riedel-de Haén, Germany

Pirocatecol, 99%, Sigma, St. Louis

Permanganato de potassio, 99%, Fluka, Suica

Reagente fendlico, segundo Folin-Ciocalteu, pré-analise, Sigma, St. Louis

Sulfato de cobre, pré-analise, 99,5 -102,9 %, Panreac, Barcelona

t-butil hidroperéxido, Sigma, St. Louis

Tartarato de sddio e potassio tetra-hidratado, pré-andlise, 99,9 %, Merck, Darmstadt
2, 4,6 -Tris (2-piridil)-s-triazina, 99 %, Sigma, St. Louis

Trolox metil éter, 98%, Sigma, St. Louis

Peptona, 99,0 %, Sigma, St. Louis

Xantina, 99%, Sigma, St. Louis

Xantina oxidase, Sigma, St. Louis
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4. Resultados e Discussao

4.1 Valor nutritivo de Malus domestica em diferentes tempos de
colheita

Os critérios de base biol6gica que determinam a qualidade de um determinado
alimento assentam primariamente nas suas carateristicas organoléticas e nutricionais,
particularmente os constituintes dos frutos que sao importantes para uma dieta saudavel,
relacionado com processos bioldgicos que envolvem o metabolismo.

Alguns frutos, como por exemplo o tomate, as bananas, as laranjas e as macas sao
amplamente consumidos de forma ubiqua por todo o mundo engquanto outros, como
azeitonas e amoras sao de consumo mais localizado. Contudo, nas Ultimas décadas o
aumento das vias de comunicagcdo tem facilitado o consumo desses frutos que eram
desconhecidos para diversas populac¢des do globo (Zhang, 2010).

No entanto, embora o consumo de frutos frescos per capita nos paises ocidentais
manifeste uma tendéncia crescente, a frequéncia com que acontece € inferior ao que é
recomendado numa dieta saudavel e variada com habitos e disponibilidade garantida.

Os frutos sdo uma fonte natural de vitaminas, agua, acidos organicos, lipidos, glicidos,
proteinas, fibras, antioxidantes e minerais inorganicos. A concentracdo destas substancias
varia entre espécies e cultivares e pode ser influenciada por fatores ambientais, praticas
agricolas e manipulacao pés-colheita.

Para além das vitaminas A e C a quantidade de outros constituintes dos frutos como os
fendis descritos na se¢ao 4.2 exibem propriedades antioxidantes de importancia capital para
a saude humana. As vitaminas sdo moléculas organicas essenciais em quantidade traco
podendo ser agrupadas em seis categorias: A, complexo B, C, D, E e K. Em geral os frutos
frescos possuem quantidades significativas das vitaminas A, B, C e E (Ahmed, 2009).

As vitaminas do complexo B como por exemplo B1 ou tiamina e B2 ou riboflavina
pertencem ao grupo dos compostos hidossoliveis que contribuem para o bem-estar
humano, suportando o crescimento celular e o0 metabolismo, protegendo a pele e o ténus
muscular, bem como as fun¢gbes do sistema imunitario, sendo a sua origem natural
maioritariamente detetada em frutos (Soares de Arruda, 2013).

A vitamina C ou ascorbato é uma latona hidossoluvel fortemente antioxidante. Nos
seres humanos atua como cofator enzimético de reacdes biossintéticas sendo substrato do
ascorbato peroxidase e comportando-se como doadora de eletrdes de alguns enzimas. A
vitamina C na forma de sumos frescos foi utilizada na prevencéo do escorbuto antes de ser
purificada em 1932. Contudo pacientes sofrendo de stress oxidativo, em particular os que
estao relacionados com doencas cardiovasculares, hipertenséo, sindromas respiratérios e

diabetes exibem niveis de ascorbato no plasma muito inferiores aos dos individuos
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saudaveis, pelo que urge detetar e caraterizar a composi¢cdo em vitaminas e nutrientes de
frutos para consumo no mercado.

O nivel de glicidos e &cidos organicos sdo fatores igualmente importantes no
condicionamento do paladar, sendo o conteudo relativo destes constituintes dependente da
atividade e da interacdo entre o metabolismo glicidico e carboxilico. Durante o periodo de
maturacdo da macgd ocorrem interacdes metabolicas ainda pouco conhecidas mas de
importancia agricola fundamental.

A acumulacéo de glicidos durante a maturacdo da maca depende maioritariamente da
fixacdo do carbono na forma de sorbitol e sacarose pelas folhas fotossintéticas, que se
acumulam na forma de frutose, glicose, sacarose, 4cido malico e amido. Apds a colheita, 0
amido dos frutos é quase totalmente convertido em sacarose. Este processo € carateristico
da maca onde a frutose é produzida em abundancia uma vez que a quantidade de glicose
formada €, em termos relativos, inferior a de outros frutos, devido a conversao do sorbitol
em frutose pela SDH. Uma vez que os glicidos formados na fotossintese da maca
correspondem a 70% de sorbitol e 30% de sacarose, a frutose é consequentemente a
principal hexose que se acumula neste fruto, pelo que a caraterizagédo glicidica dos frutos
constitui uma importante informacéo nutricional que pode incrementar o seu valor funcional
(Li, 2012).

A figura 4.1.1 representa o nivel de tiamina nos extratos aquosos da polpa (A) e da pele
(B) de maga. Pela figura podemos observar que as magéds Golden Delicious e Starking do
primeiro tempo de colheita, possuiam menor concentracdo desta vitamina na polpa
enquanto que na pele as macas Bravo de Esmolfe possuem maior quantidade de tiamina do
que a maca Starking (p <0,05). As referidas figuras mostram ainda que ocorreu um
decréscimo significativo do conteido em tiamina na polpa das trés cultivares no segundo
tempo de colheita (p <0,05). O mesmo efeito foi apenas observado na pele das macgéas Bravo
de Esmolfe (p <0,05). Convém ainda referir que em termos absolutos se detetou maior

concentracdo de tiamina na pele de qualquer das cultivares e em qualquer dos tempos de

colheita.
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0 = L ] 0| ==

Bravo deEsmolfe Golden Ddlicious Starking Bravo de Esmolfe Golden Delicious ~ Starking
I 12 tempo colheita 22 tempo colheita

Figura 4.1.1. Contetildo em tiamina na polpa (A) e na pele (B) de mac¢éa Bravo de Esmolfe, Starking e
Golden Delicious em dois tempos de colheita. Os resultados representam a média
aritmética de seis experiéncias independentes + desvio padrdo. As barras assinaladas
com letras diferentes séo significativamente diferentes (p <0,05).
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O contetdo em riboflavina, outra vitamina do complexo B, encontra-se registado na
figura 4.1.2 onde pode observar-se que 0s niveis de vitamina B2 eram menores na polpa (A)
e na pele (B) da variedade Golden Delicious do primeiro tempo de colheita. Por outro lado, o
conteudo em riboflavina apenas sofreu um decréscimo significativo na pele da cultivar Bravo
de Esmolfe no segundo tempo de colheita (p <0,05). A abundancia de riboflavina segue o
mesmo perfil do detetado para a outra vitamina do complexo B sendo muito superior na pele
de qualquer das cultivares em qualquer tempo de colheita.
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Bravo de Esmolfe Golden Delicious Starking Bravo de Esmolfe Golden Delicious Starking
I 12 tempo colheita 22 tempo colheita

Figura 4.1.2. Conteudo em riboflavina na polpa (A) e na pele (B) de maca Bravo de Esmolfe, Starking
e Golden Delicious em dois tempos de colheita. Os resultados representam a média
aritmética de seis experiéncias independentes + desvio padrdo. As barras assinaladas
com letras diferentes séo significativamente diferentes (p <0,05).

No que diz respeito ao contetdo glicidico a figura 4.1.3 exibe os niveis totais de glicidos
detetados em cada variedade estudada. Uma primeira aproximacgado revela-nos que a
proporcao de glicidos redutores nas amostras analisadas € de aproximadamente 1/100 dos
glicidos totais (Calu, 2009). A figura 4.1.3A mostra que nao existem diferencas significativas
entre os glicidos totais da polpa de qualquer das variedades de maca. No entanto, na pele a
gquantidade de glicidos totais das variedades Bravo de Esmolfe e Golden Delicious, do
primeiro tempo de colheita, é significativamente superior & detetada em macgés Starking (Fig.
4.1.3C). Contudo, nas variedades Bravo de Esmolfe e Golden Delicious detetou-se uma
diminuicdo significativa do contetdo em glicidos totais da pele dos frutos do segundo tempo
de colheita (Fig. 4.1.3C). Relativamente aos glicidos redutores (Fig. 4.1.3D) foi na variedade
Bravo de Esmolfe que se observou um valor significativamente superior no primeiro tempo
de colheita. A composigéo glicidica da polpa ndo sofreu alteragdes significativas nas macas
Bravo de Esmolfe e Golden Delicious do segundo tempo de colheita (Fig. 4.1.3A e B),
contudo observou-se um aumento significativo destes materiais na polpa de magéa Starking
do segundo tempo de colheita (p <0,05). No que diz respeito a pele, a figura 4.1.3D mostra
gue era a variedade Bravo de Esmolfe que possuia maior quantidade de glicidos redutores
no primeiro tempo de colheita. No entanto, ocorreu um aumento significativo deste contetdo
nas variedades Golden Delicious e Starking do segundo tempo de colheita (p <0,01),

enquanto na Bravo de Esmolfe ocorreu um decréscimo significativo (p <0,01) (Fig. 4.1.3D).
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Figura 4.1.3. Contetido em glicidos totais na polpa (A) e pele (C) e redutores na polpa (B) e pele (D)
de maca Bravo de Esmolfe, Starking e Golden Delicious em dois tempos de colheita. Os
resultados representam a média aritmética de seis experiéncias independentes + desvio
padrdo. As barras assinaladas com letras diferentes séo significativamente diferentes de A
a C (p <0,05) e (p <0,01) em D.

Por fim, a figura 4.1.4 representa o nivel de atividade sorbitol desidrogenase presente
em cada cultivar. A referida figura mostra que a variedade Bravo de Esmolfe exibe atividade
catalitica SDH significativamente superior a das outras cultivares no primeiro tempo de
colheita, no entanto, esta atividade catalitica diminuiu significativamente em macas do
segundo tempo de colheita para valores proximos dos detetados nas outras cultivares (p
<0,05) (Li, 2012). Este resultado permite-nos inferir que a variedade Bravo de Esmolfe do
primeiro tempo de colheita podera exibir um sabor adocicado maioritariamente assegurado

pela maior composicéo em frutose.
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Figura 4.1.4. Atividade sorbitol desidrogenase de macd Bravo de Esmolfe, Starking e Golden
Delicious em dois tempos de colheita. Os resultados representam a média aritmética de
seis experiéncias independentes = desvio padrdo. As barras assinaladas com letras
diferentes sao significativamente diferentes (p <0,05).
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4.2 Capacidade antioxidante de Malus domestica em diferentes
tempos de colheita

Atualmente, o0 interesse em descobrir dietas saudaveis tem aumentado
acentuadamente, respeitando as exigéncias dos consumidores relativamente aos alimentos
disponiveis do mercado, ndo s6 em termos nutritivos mas também em termos de
propriedades benéficas para a saude, entre as quais se destaca a capacidade antioxidante
dos alimentos (Ceymann, 2012; Bonatto, 2007; Cipak, 2007).

Por outro lado, o fator chave que contribui para aumentar o consumo e
consequentemente o valor de mercado de um determinado produto alimentar ocorre
também intimamente relacionado com as propriedades benéficas para a saude, pelo que a
caraterizacdo dos alimentos como os frutos, em termos de conteldo em ascorbato, fendbis,
glutationo e aminoacidos como a prolina, bem como da capacidade para capturar espécies
reativas de oxigénio (DPPH) ou antioxidante mediada pelo ferro (FRAP) e glutationo
(GSH+GSSG; GSH/GSSG), entre outras, € cada vez mais exigido como critério de
qualidade para a colocagdo de produtos no mercado europeu. A valorizacdo de produtos
nacionais e em particular de cultivares autétones do pais contribuird seriamente para o
progresso da agricultura e da sua contribuicdo para a economia nacional (lacopini, 2010;
Lata, 2008; Prior, 2005).

Para além da capacidade antioxidante, alguns compostos bioativos dos alimentos
exibem ainda propriedades organoléticas e de conservacao essenciais para promover o seu
valor de mercado.

Considerando os fatores descritos anteriormente, a segunda tarefa proposta para este
trabalho procurou assim caraterizar trés variedades de Malus domestica, Bravo de Esmoilfe,
Golden Delicious e Starking em termos de composicdo e propriedades antioxidantes dos
frutos em diferentes tempos de colheita, tendo em vista a otimizacdo dos processos de

conservagao que maximizem propriedades benéficas para o homem.

4.2.1 Polpa

A figura 4.2.1A compara a composi¢cdo em fendis da polpa de trés variedades de
maca revelando que a Bravo de Esmolfe é aquela que exibe maior quantidade no primeiro
tempo de colheita, valor que surge significativamente diminuido no segundo tempo de
colheita (p <0,05). Curiosamente as variedades que exibiam valores significativamente
menores no inicio da colheita, Golden Delicious e Starking, ndo sofreram alteracdes
significativas ao longo do tempo. Convém ainda destacar que foi no extrato aquoso da polpa
da variedade Golden Delicious que se detetou menor quantidade de fendis (p <0,05) (Zhang,

2012). A figura 4.2.1B mostra que o contetdo fendlico da polpa das trés variedades do
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extrato etandlico é superior ao detetado no extrato aquoso, sendo o perfil de concentragdo
determinado nos dois tempos de colheita idéntico para as trés variedades, observando-se
apenas diferencas entre tempos de colheita para a Bravo de Esmolfe. No entanto, o
contetudo fendlico no extrato etandlico (B) de Golden Delicious e Starking ndo exibiu

diferencas significativas (p <0,01) tal como no extrato aquoso (A).
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Figura 4.2.1. Contetdo em polifendis totais no extrato aquoso (A) etandlico (B) de polpa de maca
Bravo de Esmolfe, Starking e Golden Delicious em dois tempos de colheita. Os resultados
representam a média aritmética de seis experiéncias independentes + desvio padréo. As
barras assinaladas com letras diferentes séao significativamente diferentes (p <0,05).

A figura 4.2.2 representa a capacidade para capturar ROS estimada pelo radical
sintético DPPH, onde pode observar-se uma correlacdo estreita entre esta propriedade e o
conteudo em fendis tanto no extrato aquoso (A) como no etanélico (B) da polpa (0,828-
0,915), isto é, a variedade Bravo de Esmolfe é aquela que exibe maior capacidade
antioxidante no primeiro tempo de colheita que decresce significativamente para valores
idénticos aos das outras variedades, no segundo tempo de colheita. E também interessante
destacar que o extrato etandlico foi aguele que exibiu maior capacidade antioxidante

detetada pelo DPPH, também altamente correlacionado com o contetdo em fendis (0,985).
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Figura 4.2.2 Capacidade antioxidante medida pelo DPPH no extrato aquoso (A) etandlico (B) de
polpa de macd Bravo de Esmolfe, Starking e Golden Delicious em dois tempos de
colheita. Os resultados representam a média aritmética de seis experiéncias
independentes * desvio padrdo. As barras assinaladas com letras diferentes sé&o

significativamente diferentes (p <0,05).
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A partir da figura 4.2.3A pode observar-se que era a variedade Bravo de Esmolfe
aguela que dispunha de maior capacidade antioxidante mediada pelo ferro e detetada pelo
método do FRAP, no primeiro tempo de colheita. Todavia, esse valor diminuiu
significativamente para valores préximos da variedade Starking no segundo tempo de
colheita. A mesma figura revela ainda que a variedade Golden Delicious foi aquela que
exibiu menor capacidade antioxidante estimada pelo FRAP, sendo significativamente inferior
a que foi detetada em macas Starking.

A figura 4.2.3B revela que o0s niveis de ascorbato assumiram, no primeiro tempo de
colheita, valores mais elevados na variedade Bravo de Esmolfe e menores na variedade
Golden Delicious, observando-se tal como em situacdes descritas anteriormente um
decréscimo significativo do conteddo desta vitamina no segundo tempo de colheita da
variedade Bravo de Esmolfe, perfil inverso ao detetado na variedade Starking que aumentou

e na variedade Golden Delicious que nao foi afetado pelo tempo de colheita.
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Figura 4.2.3 Capacidade antioxidante medida pelo FRAP (A) e pelo ascorbato (B) no extrato aquoso
de polpa de mac¢d Bravo de Esmolfe, Starking e Golden Delicious em dois tempos de
colheita. Os resultados representam a média aritmética de seis experiéncias
independentes + desvio padrdo. As barras assinaladas com letras diferentes séo
significativamente diferentes (p <0,05).

A figura 4.2.4A mostra que o conteldo em glutationo e a capacidade antioxidante
mediada pelo tripéptido era significativamente superior (p <0,01) em macas Bravo de
Esmolfe do primeiro tempo de colheita, valores que diminuiram significativamente no
segundo tempo de colheita, ficando muito préximos dos valores detetados nas variedades
Golden Delicious e Starking que néo diferem entre si nem variaram com o tempo. Por outro
lado, o conteddo em dissulfureto de glutationo Fig.4.2.4B era significativamente inferior na
variedade Bravo de Esmolfe do primeiro tempo de colheita, tendo aumentado
significativamente no segundo tempo de colheita para valores proximos dos que foram
determinados na variedade Starking (p <0,01). Convém ainda referir que o valor deste
parametro era significativamente mais elevado na variedade Golden Delicious, ndo tendo

sofrendo alteracdes ao longo do periodo de colheita.
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Na figura 4.2.4C detetaram-se valores mais elevados do conteddo em tidis totais ndo
proteicos na variedade Bravo de Esmolfe ao primeiro tempo de colheita enquanto que no
segundo tempo de colheita foi a variedade Golden Delicious que exibiu valores mais
elevados. No entanto, ao longo do periodo de colheita foi a Golden Delicious que exibiu
valores mais estaveis e préximos do valor maximo detetado nas trés cultivares. Estes
resultados explicam a baixa capacidade antioxidante estimada pela razdo GSH/GSSG (Fig.

4.2.4D).
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Figura 4.2.4. Conteddo em glutationo (A), dissulfureto de glutationo (B), ti6is totais ndo proteicos (C)
e razdo GSH/GSSG (D) no extrato aquoso de polpa de maca Bravo de Esmolfe, Starking
e Golden Delicious em dois tempos de colheita. Os resultados representam a média
aritmética de seis experiéncias independentes * desvio padrdo. As barras assinaladas
com letras diferentes séao significativamente diferentes (p <0,01).

A figura 4.2.5 revela a composicdo em prolina (A) e PDH (B) na polpa das trés
variedades de macad. Assim, no que diz respeito a prolina os niveis mais elevados no
primeiro tempo de colheita foram detetados na variedade Starking (p <0,05,) ndo se
observando diferencas significativas entre as variedades Bravo de Esmolfe e Golden
Delicious. Por outro lado, ndo foram detetadas alteracdes significativas entre o primeiro e
segundo tempo de colheita em cada variedade. Relativamente a atividade PDH (Fig. 4.2.5B)
néo foram detetadas diferencas significativas no primeiro tempo de colheita.

No entanto na variedade Bravo de Esmolfe ocorreu um aumento com significado (p
<0,05) entre o primeiro e segundo tempo de colheita. Estes resultados sugerem que neste
caso particular a cultivar Bravo de Esmolfe podera ser aquela que apresenta menor
capacidade de resposta ao stress, no primeiro tempo de colheita, via catabolismo da prolina
e consequente incremento de ROS, ATP e pirrolina-5-carboxilato (Lehman, 2010). E

provavel que a colheita precoce desta variedade possa contribuir para uma melhor
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conservacdo da mesma, uma vez que estdo menos ativos processos de morte celular e de

ativacao metabdlica.
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Figura 4.2.5 Contetdo em prolina (A) e prolina desidrogenase (B) no extrato aquoso de polpa de
magcéd Bravo de Esmolfe, Starking e Golden Delicious em dois tempos de colheita. Os
resultados representam a média aritmética de seis experiéncias independentes * desvio
padrdo. As barras assinaladas com letras diferentes séo significativamente diferentes (p
<0,05).

A figura 4.2.6A revela que as variedades Golden Delicious e Starking possuem o0s
niveis mais elevados da atividade catalitica peroxidase no primeiro tempo de colheita (p
<0,05), contudo ao segundo tempo de colheita a variedade Bravo de Esmolfe atinge valores
de atividade idénticos aos das outras variedades que nao sofreram qualquer alteracdo com
o tempo de colheita. Os niveis funcionais da atividade glutationo peroxidase dependente do
selénio (Fig. 4.2.6B) nao diferem entre variedades no primeiro tempo de colheita. Contudo,
as macas Bravo de Esmolfe exibem niveis desta atividade catalitica significativamente
superiores aos das magéds Golden Delicious e Starking ao segundo tempo de colheita.

Relativamente a atividade enzimatica superdxido dismutase (Fig. 4.2.6C) pb6de-se
observar que no primeiro tempo de colheita era a variedade Golden Delicious que exibia
maior atividade catalitica (p <0,01). No entanto, no segundo tempo de colheita observou-se
um aumento significativo da SOD para valores proximos dos detetados em Golden Delicious
nas variedades Bravo de Esmolfe e Starking. A figura 4.2.6D representa a atividade glucose-
6-fosfato desidrogenase, disponibilizadora de equivalentes redutores sob a forma de
NADPH, nas trés variedades de macda revelando que no primeiro tempo de colheita ndo
existem diferencas significativas desta atividade catalitica nas trés variedades. Contudo, ao
segundo tempo de colheita detetou-se um incremento significativo da atividade G6PD nas
macas Bravo de Esmolfe e um decréscimo significativo nas macds Golden Delicious (p
<0,05).

Em termos de conservacao é possivel que os niveis elevados de POD, GPx, SOD e
G6PD detetados na variedade Bravo de Esmolfe, no segundo tempo de colheita, por vezes
superiores aos das variedades Golden Delicious e Starking possam contribuir para uma
melhor preservacéo destes frutos contra danos celulares, ampliando assim o seu periodo de

armazenamento.
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Figura 4.2.6 Atividade catalitica de enzimas antioxidantes POD (A), GPx (B), SOD (C) e G6PD (D) no
extrato aquoso de polpa de maca Bravo de Esmolfe, Starking e Golden Delicious em dois
tempos de colheita. Os resultados representam a média aritmética de seis experiéncias
independentes + desvio padrdo. As barras assinaladas com letras diferentes séo
significativamente diferentes (p <0,05).

4.2.2 Pele

No subcapitulo 4.2.1 apresentou-se e discutiu-se as propriedades antioxidantes
presentes na polpa das trés variedades de maca. Neste subcapitulo, discutir-se-a a
composicao e propriedades antioxidantes detetadas na pele das trés variedades de Malus
domestica. Deste modo, a composicao fendlica do extrato aquoso (Fig. 4.2.7A) da pele de
macas Bravo de Esmolfe no primeiro tempo de colheita revelou-se significativamente mais
elevada no primeiro tempo de colheita, no entanto ocorreu um decréscimo significativo nos
frutos desta variedade ao segundo tempo de colheita. Perfil de resposta idéntico foi detetado
para o conteudo fendlico do extrato etandlico da pele de magéds Bravo de Esmolfe e Golden
Delicious (Fig. 4.2.7B). Curiosamente a composicao fendlica em magéds Starking ndo variou

com o tempo de colheita.
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Figura 4.2.7 Conteddo em polifendis totais no extrato aquoso (A) etandlico (B) de pele de maca
Bravo de Esmolfe, Starking e Golden Delicious em dois tempos de colheita. Os resultados
representam a média aritmética de seis experiéncias independentes + desvio padrédo. As
barras assinaladas com letras diferentes séo significativamente diferentes (p <0,05).
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Quando se avaliou a capacidade antioxidante detetada pelo DPPH observou-se uma
correlacdo estreita entre esta propriedade e o conteudo em fendis quer do extrato aquoso
guer do extrato etandlico (Fig. 4.2.8A e B), continuando a ser as macas Bravo de Esmolfe do
primeiro tempo de colheita aquelas que exibiam valor significativamente mais elevado. Tal
como observado no conteudo em fendis, detetou-se uma queda significativa da capacidade
antioxidante medida pelo DPPH no extrato aquoso da pele de mac¢éa Bravo de Esmolfe do
segundo tempo de colheita (p <0,01).
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Figura 4.2.8 Capacidade antioxidante medida pelo DPPH no extrato aquoso (A) etandlico (B) de pele
de maca Bravo de Esmolfe, Starking e Golden Delicious em diferentes tempos de colheita.
Os resultados representam a média aritmética de seis experiéncias independentes +
desvio padrdo. As barras assinaladas com letras diferentes sdo significativamente
diferentes (p <0,01).

Avaliou-se ainda a capacidade antioxidante do ferro medida pelo método FRAP (Fig.
4.2.9A) e o contetdo em ascorbato (Fig. 4.2.9B) do extrato aquoso das trés variedades de
maga. As figuras revelam que a capacidade antioxidante mediada pelo ferro e os niveis de
ascorbato eram significativamente superiores no extrato aquoso de macas Bravo de Esmolfe
do primeiro tempo de colheita. Também nesta variedade se detetou um decréscimo
significativo para niveis préximos das macés Golden Delicious e Starking no segundo tempo
de colheita, ndo se tendo detetado diferengas significativas entre a capacidade antioxidante
do ferro nestas duas ultimas variedades em qualquer dos tempos de colheita e apenas ter-
se observado um nivel significativamente mais elevado do conteido em ascorbato de macas
Starking do segundo tempo de colheita (p <0,01).
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Figura 4.2.9 Capacidade antioxidante medida pelo FRAP (A) e pelo ascorbato (B) no extrato aquoso
de pele de magé Bravo de Esmolfe, Starking e Golden Delicious em diferentes tempos de
colheita. Os resultados representam a média aritmética de seis experiéncias
independentes + desvio padrdo. As barras assinaladas com letras diferentes sao
significativamente diferentes (p <0,05).
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4.3 Atividade biolégica de extrato aquoso de polpa de Malus

domestica

O vanadio é um metal de transicdo que pode ocorrer em varios estados de oxidagao,
desde -1 a +5, sendo o estado pentavalente considerado o mais estavel mas também o mais
téxico. A principal fonte de contaminacgéo pelo vanadio é a queima de combustiveis fésseis e
a industria siderargica onde é utilizado como endurecedor de ligas metélicas (Rondini, 2010;
Gao, 2002). No interior celular o Vanadio (V) reage com H,O, para gerar radical hidroxilo por
reacdes tipo Fenton, sendo por isso descrito na literatura como gerador de danos celulares
devido a sua elevada capacidade oxidante (Valko, 2005; Cortizo, 2000).

A S.cerevisiae BY4741 pertencente a colecdo EUROSCARF, é uma levedura comercial
cujo genoma se encontra sequenciado e que tem sido amplamente utilizada em estudos de
stress, por expressar sistemas enzimaticos de resposta antioxidante que exibem elevada
homologia sequencial com os de humanos (Karathia, 2011; Ilkner, 2005; Mager, 2005;
Game, 2002; Sherman, 2002; Daum, 2000).

Por esse motivo este trabalho teve também como objetivo avaliar a resposta desta
levedura ao pentdxido de vanadio, quando crescida na presenca de extratos aquosos de
polpa de macga das variedades Bravo de Esmolfe, Golden Delicious e Starking, do primeiro
tempo de colheita (17/09/2012) de pomares da Beira Alta, Portugal.

Os resultados obtidos mostram que culturas de S.cerevisiae BY4741 crescidas na
presencga de V,0s5 (2 mM) produziram maior quantidade de biomassa do que as crescidas
em meio YEPD, perfil de resposta que foi significativamente acentuado (p <0,05) quando no
meio de cultura estavam presentes, para além do pentéxido de vanadio, extrato aquoso de
polpa de Bravo de Esmolfe e Golden Delicious cujo peso seco foi superior ao determinado
em células apenas crescidas na presenca do composto de vanadio (Fig. 4.3.1).

Contudo, observou-se um decréscimo significativo da quantidade de células viaveis em
presenca de pentéxido de vanadio, 39 % inferior ao controlo (Fig. 4.3.1B), resposta que
parece ter sido revertida em presenca de qualquer dos extratos de macda, onde se observou
um aumentando significativo (p <0,05) da quantidade de cfus de 27, 31 e 23 %,
relativamente as culturas apenas crescidas na presenca do composto de vanadio.

Na figura 4.3.1C observou-se um perfil de resposta idéntico ao do peso seco para a
atividade fosfatase alcalina confirmando-se que a presenca de vanadio (V) no meio de
cultura induziu crescimento celular detetavel, na fase inicial da cultura, responsavel pela
quantidade de biomassa produzida, que tendencialmente diminuiu & medida que progredia
para a fase estacionaria. Face aos resultados obtidos procurou-se encontrar uma explicacdo
com base em marcadores de resposta antioxidante ndo enziméticos e enzimaticos para a

perda de viabilidade celular ao longo do tempo.
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Figura 4.3.1 Peso seco (A), cfu (B) e atividade ALP (C) de células de S. cerevisiae BY4741,
crescidas em meio YEPD na auséncia e na presenca de pentéxido de vanadio (2 mM),
assim como na presenca de pentoxido de vanadio (2 mM) e extrato de macgé (5 %). Os
resultados representam a média de seis experiéncias independentes + desvio-padrdo. As
barras assinaladas com letras diferentes séao significativamente diferentes (p <0,01).

A figura 4.3.2A mostra que a presenca de vanadio no meio de cultura ndo afetou
significativamente o contetdo intracelular do tripéptido glutationo contrariamente ao que foi
observado quando estavam presentes, para além do V,0s (2 mM), os extratos aquosos de
cada cultivar de macgad. No que diz respeito ao conteddo em dissulfureto de glutationo
(GSSG) (Fig. 4.3.2B) observou-se uma queda significativa (44 %) deste derivado em células
expostas ao vanadio que foi acentuada pela presenca de qualquer dos extratos aquosos das
magas (= 78 %), assim cré-se que a homeostase do glutationo foi perturbada quer pela
presenca de vanadio quer pela exposi¢cdo aos extratos de maca (Lata, 2005).

Quando se comparou o conteldo em tibis totais nao-proteicos (Fig. 4.3.2C) em cada
situacdo observou-se um decréscimo significativo deste pardmetro em todas as culturas em
que estava presente o pentéxido de vanadio (2mM). No entanto, em termos percentuais a
referida queda foi mais acentuada na cultura exposta ao pentéxido de vanadio e ao extrato
aguoso de maca Golden Delicious.

Este tipo de resposta permite inferir que a estabilidade do ambiente redutor da célula
assegurada pelo glutationo pode ter sido comprometida pela disponibilidade do tripéptido
(Fig.4.3.2C). Contudo quando se determinou a razdo GSH/GSSG (Fig.4.3.2D) observou-se
um acréscimo significativo deste parametro em células apenas expostas ao vanadio, efeito
gue foi 90 vezes superior nas culturas crescidas na presenca de vanadio e de qualquer um
dos extratos de macad analisado, pelo que a estabilizacdo do ambiente redutor pelo par

redox GSH/GSSG parece fortemente assegurado pela presenca dos extratos frutais.
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Figura 4.3.2 Contetdo em glutationo (A), dissulfureto de glutationo (B), tiois totais ndo proteicos (C) e
razdo GSH/GSSG (D) de células de S. cerevisiae BY4741, crescidas em meio YEPD na
auséncia e na presenca de pentéxido de vanadio (2 mM), assim como na presenca de
pentoxido de vanadio (2 mM) e extrato de macgéd (5 %). Os resultados representam a
média de seis experiéncias independentes + desvio-padrdo. As barras assinaladas com
letras diferentes séo significativamente diferentes (p <0,01).

A figura 4.3.3A revela que apenas as células crescidas na presenca de pentoxido de
vanadio ou deste e extrato aquoso de mac¢é Bravo de Esmolfe (p <0,05) contribuiram para
um aumento da atividade glutationo redutase (GR), uma vez que na presenca de extrato
aquoso magd Golden Delicious ou Starking ndo foram detetadas alteragdes significativas
desta atividade catalitica, relativamente a cultura controlo, fato que sugere que o efeito do
vanadio sobre a capacidade de regeneracdo do GSH foi significativamente revertida pelos
extratos aquosos de magd Golden Delicious e Starking. A figura 4.3.3B parece contribuir
melhor para a interpretacdo das alteracdes da razdo GSH/GSSG descritas na figura 4.3.2D
uma vez que todas as células expostas ao vanadio exibiram um decréscimo significativo da
atividade GPx que muito provavelmente contribuiu para manter baixo o conteddo em
dissulfureto de glutationo, resposta que em termos percentuais foi superior nas culturas
expostas ao vanadio (V) e a qualquer dos extratos aquosos de polpa de maca. Esta
resposta podera explicar as alteracdes da razdo GSH/GSSG mas levanta uma questao:
como € que as ceélulas sobreviveram na fase inicial da exposi¢édo ao vanadio, um indutor de
stress oxidativo, se a atividade GPx se encontrava diminuida pela presenca do metal? Uma
interpretacéo do fendmeno pode ser dada pelas figuras 4.3.3C e D que ilustram o efeito do
pentoxido de vanadio e dos extratos de magd sobre catalases citoplasmaticas e
peroxissomais. Nessas figuras observa-se um decréscimo significativo das referidas
atividades cataliticas em células crescidas apenas na presenc¢a de pentoxido de vanadio
(2mM). Contudo, células expostas ao pentdxido de vanadio (2 mM) e qualquer dos extratos

aquosos de maca sofreram uma reposi¢cado com significado estatistico da atividade catalase
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Figura 4.3.3 Atividade catalitica de enzimas antioxidantes GR (A), GPx (B), CAT T (C) e CAT A (D)
de células de S. cerevisiae BY4741, crescidas em meio YEPD na auséncia e na presenga
de pentoxido de vanadio (2 mM), assim como na presenca de pentdxido de vanadio (2
mM) e extrato de macé (5 %). Os resultados representam a média de seis experiéncias
independentes * desvio-padrédo. As barras assinaladas com letras diferentes sao
significativamente diferentes (p <0,01).

Assim, quando se observou a figura 4.3.4 detetou-se um aumento estatisticamente
significativo do conteido em ROS, um marcador de stress oxidativo e dos niveis de MDA,
um marcador de danos celulares por peroxidagéo lipidica, em células crescidas na presenca
de pentéxido de vanadio. Deste modo, consegue-se perceber que a deficiéncia em GPx e
catalases poderdo estar na origem do aumento de ROS, danos e perda de viabilidade
celular. No entanto, a presenca dos extratos aquosos de polpa de maca parecem contribuir
para reverter com significado estatistico esta resposta ao metal, fato que podera assegurar
no inicio da exposi¢do um aumento do peso seco e da atividade fosfatase alcalina, resposta
gque parece insuficiente para garantir a viabilidade celular no final da cultura de S.cerevisiae
BY4741.
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Figura 4.3.4 Contetildo em ROS (A) e MDA (B) de células de S. cerevisiae BY4741, crescidas em
meio YEPD na auséncia e na presenca de pentoxido de vanadio (2 mM), assim como na
presenca de pentdxido de vanadio (2 mM) e extrato de macad (5 %). Os resultados
representam a média de seis experiéncias independentes + desvio-padrdo. As barras
assinaladas com letras diferentes séo significativamente diferentes (p <0,01).
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5. Conclusodes

Em termos nutritivos os resultados descritos na secéo 4.1 permitem concluir que a pele
das trés variedades de Malus domestica Borkh era mais rica do que a polpa em vitaminas
do complexo B. Por outro lado, a variedade Golden Delicious conservou melhor o contetdo
em tiamina da polpa e pele ao longo do periodo de colheita, enquanto que a riboflavina foi
melhor conservada na pele de macéas Starking.

O contetdo em glicidos totais da polpa era da mesma ordem de grandeza nas trés
variedades em qualquer tempo de colheita enquanto que na pele era a Bravo de Esmolfe
que possuia maior quantidade no primeiro tempo de colheita, ficando os valores idénticos
em qualquer variedade no segundo tempo. Por outro lado, a quantidade de glicidos
redutores da polpa era igual em qualquer das variedades e em qualquer tempo de colheita
enguanto na pele revelou-se superior na variedade Bravo de Esmolfe ao primeiro tempo de
colheita, ocorrendo a relagédo inversa, ao segundo tempo, para as variedades Golden
Delicious e Starking. Como a SDH da variedade Bravo de Esmolfe exibia niveis de atividade
mais elevados no primeiro tempo de colheita, € provavel que possuisse um sabor mais
adocicado, assegurado por niveis mais elevados de frutose na primeira recolha de frutos.

O conjunto de resultados descritos na secdo 4.2 permitiram detetar valores
significativamente superiores do contetdo em fendis do extrato aquoso e etandlico na polpa
e na pele de magés Bravo de Esmolfe, bem como da capacidade antioxidante estimada pelo
DPPH, FRAP, niveis de ascorbato, GSH, GSSG, tidis ndo-proteicos, da razdo GSH/GSSG e
de prolina que permitem prever que a colheita precoce desta variedade podera contribuir
para preservar o valor funcional deste fruto, bem como incrementar a qualidade da sua
preservagdo. Contudo, em todos 0s casos estas propriedades sofreram um decréscimo
significativo ao longo do tempo de colheita, parecendo a resposta antioxidante mediada por
sistemas ndo enzimaticos, ser parcialmente substituida pelas atividades enzimaticas
antioxidantes PDH, POD, GPx, SOD e G6PD que prevaleceram idénticas ou superiores as
das outras variedades. Deste modo, a colheita tardia podera ter diminuido o valor funcional
em termos de capacidade antioxidante dos frutos da variedade Bravo de Esmolfe, embora
em termos de conservacao os frutos desta cultivar possam ainda ser melhor preservados do
que os das outras duas variedades, Golden Delicious e Starking, gracas a contribuicdo
antioxidante por sistemas enzimaticos.

O estudo de atividade biologica realizado com extratos aquosos do primeiro tempo de
colheita de M. domestica, descrito na secdo 4.3 deste relatorio, procurou avaliar a influéncia
de extratos de macd no meio de cultura sobre o efeito indutor de stress oxidativo descrito
para o V (V). Assim pode-se concluir que a presen¢a de vanadio induziu um aumento

significativo da biomassa celular expressa pelo peso seco e pela atividade fosfatase alcalina
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na fase inicial do crescimento, provavelmente associada a alterac6es do turnover lipidico
moduladas por reacBes de desfosforilagdo em que ter4 estado envolvida a fosfatase
alcalina. Contudo, na fase final do crescimento detetou-se um decréscimo significativo da
viabilidade celular em culturas onde estava presente o pentdxido de vanadio (2mM) que foi
parcial e significativamente revertida pela exposicdo conjunta dos extratos aquosos de cada
variedade de Malus domestica testada. Observou-se ainda que células expostas ao
pentoxido de vanadio (2mM) e ao extrato aquoso de qualquer das variedades de maca
exibiam perturbac¢des na homeostase do glutationo que contribuiram para um decréscimo da
viabilidade celular em tidis ndo proteicos, fato que provavelmente comprometeu a
capacidade tampdao do tripéptido em S. cereviseae BY4741, apesar da razdo GSH/GSSG
aumentar significativamente na presenca do pentoxido de vanadio e/ou extratos aquosos de
maca. Deste modo, 0 aumento estatisticamente significativo do ROS e dos niveis de MDA,
um marcador de danos celulares por peroxidagao lipidica, detetado em células crescidas na
presenca de pentoxido de vanadio, parece ser coerente com a perda de estabilidade redox
no interior celular. O decréscimo das atividades GPx e catalases observado em S.
cereviseae BY4741 expostas ao pentdxido de vanadio poderd justificar as alteracbes de
ROS e MDA, bem como a perda de viabilidade celular no final da cultura e referida nos
comentérios a figura 4.3.1. Como a presenca dos extratos aquosos de polpa de maca
reverteram parcialmente e com significado estatistico, esta resposta ao metal, admite-se que
a reverséo parcial da perda de viabilidade celular detetada no final da cultura, pelos extratos
aquosos de M. domestica podera estar, em parte, correlacionada com o aumento das
atividades CAT T e CAT A que suportaram a desintoxicacdo do peréxido de hidrogénio
blogueada pela perda de atividade GPx.

Face ao exposto, pode-se admitir que o extrato aquoso de qualquer das macas exibiu
um comportamento antioxidante, contribuindo para maximizar a razdo GSH/GSSG e
diminuir o ROS e MDA, resposta que ndo pode ser justificada em exclusivo pelas alteracdes
das atividades CAT T e CAT A, mas que foram também provavelmente influenciadas pela
capacidade antioxidante desempenhada pelos fendis, ascorbato e glutationo, abundantes no
extrato aquoso do primeiro tempo de colheita da variedade Bravo de Esmolfe. Estes
resultados permitem assim valorizar a importancia do tempo de colheita na preservacédo dos

constituintes envolvidos em processos de desintoxicacdo celular.
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Figura Al — Representacdo grafica da curva de calibracdo para a quantificacdo de tiamina,
construida a partir da leitura da poténcia de fluorescéncia de solu¢fes padrdo (0-0,104
pg/mL). Os pontos representam a média aritmética de trés experiéncias independentes +
desvio padréo.
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Figura A2 — Representacdo grafica da curva de calibracdo para a quantificagdo de riboflavina,
construida a partir da leitura da poténcia de fluorescéncia de solu¢des padréo (0-5 pg/mL).
Os pontos representam a média aritmética de trés experiéncias independentes * desvio
padrdo. al - Imagem fotogréafica do “piano” de cores observado.
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Figura A3 — Representacdo grafica da curva de calibragdo na quantificacdo de glicidos totais,
construida a partir da leitura da absorvéncia de solu¢des padrédo de glucose (0-10 mg/mL).
Os pontos representam a média aritmética de trés experiéncias independentes + desvio
padrao
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Figura A4 — Representacdo gréfica da curva de calibragdo na quantificagdo de glicidos redutores,
construida a partir da leitura da absorvéncia de solu¢bes padrédo de glucose (0-2
mg/mL). Os pontos representam a média aritmética de cinco experiéncias
independentes + desvio padrdo. a; - Imagem fotografica do “piano” de cores
observado.
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Figura A5 - Representacdo gréafica da curva de calibracdo utilizada na quantificagdo de proteina,
construida a partir da leitura de absorvéncia de solucdes padrdo de BSA (0-200
pg/mL). Os pontos representam a média aritmética de cinco experiéncias
independentes + desvio padréo.
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Figura A6 - Representagédo grafica da curva de calibragédo para quantificacdo de polifendi, construida
a partir da leitura de absorvéncia de solu¢cbes padréo de acido géalico (0-100 mg/L). Os
pontos representam a média aritmética de cinco experiéncias independentes + desvio
padrdo. a; - Imagem fotografica do “piano” de cores observado.
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Figura A7 — Representacdo grafica da curva de calibracdo para a quantificacdo da capacidade
antioxidante pelo método do DPPH construida a partir da leitura de absorvéncia de
solucdes padrdo de acido galico (0-200 mg/L). Os pontos representam a média
aritmética de cinco experiéncias independentes + desvio padrao.
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Figura A8 — Representacdo grafica da curva de calibracdo para a quantificacdo da capacidade
antioxidante pelo método do FRAP construida a partir da leitura de absorvéncia de
solucdes padréo de trolox (0-16mg/mL). Os pontos representam a média aritmética de
cinco experiéncias independentes * desvio padrao.
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Figura A9 - Representacdo grafica da curva de calibracdo para quantificacdo de ascorbato,
construida a partir da leitura de absorvéncia de solu¢des padrdo de ascorbato (0-30
mg/L). Os pontos representam a média aritmética de cinco experiéncias independentes
* desvio padrdo. a; - Imagem fotogréfica do “piano” de cores observado
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Figura A10 — Representacao grafica da curva de calibracdo para quantificacdo de GSH, construida a
partir da leitura fluorimétrica de solu¢cdes padrdo de GSH (0-100 puM). Os pontos
representam a média aritmética de cinco experiéncias independentes * desvio padrao.
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Figura A1l — Representagéo gréafica da curva de calibracdo para quantificagdo de GSSG, construida
a partir da leitura fluorimétrica de solugbes padrao de GSSG (0-24uM). Os pontos
representam a média aritmética de cinco experiéncias independentes + desvio padrao.
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Figura A12 — Representacao grafica da curva de calibracao para quantificagdo de prolina, construida
a partir da leitura de absorvéncia de solu¢des padrao de ascorbato (0-12 mg/L). Os pontos
representam a média aritmética de trés experiéncias independentes + desvio padrdo. a; -
Imagem fotografica do “piano” de cores observado.
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Figura A13 — Representacao grafica da curva de calibracdo para quantificacdo de ROS (0-400 mM),
construida a partir da leitura fluorimétrica de solucbes padrdao de peréxido de
hidrogénio. Os pontos representam a média aritmética de cinco experiéncias
independentes + desvio padréo.
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Figura Al4 — Representacao grafica da curva de calibracdo para quantificacdo de MDA (0-100 pM),
construida a partir da leitura fluorimétrica de solu¢des padrdo de MDA. Os pontos
representam a média aritmética de cinco experiéncias independentes + desvio padréo.
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Figura A15 — Representagéo grafica da curva de reag¢do do enzima sorbitol desidrogenase de maca
Starking no primeiro tempo de colheita.
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Figura A1l6 — Representacdo gréafica da curva de reac¢do do enzima sorbitol desidrogenase de maga
Bravo de Esmolfe no primeiro tempo de colheita.
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Figura Al7 — Representacéo grafica da curva de reacéo do enzima prolina desidrogenase de maca
Golden Delicious no segundo tempo de colheita.

0,12 r
01 r y = 0,0005661x + 0,0040474 v
0,08 - r=0,995416
$ 0,06
< 0,04
0,02
0© : : : :
0 50 100 150 200
tempo (s)

Figura A18 — Representacdo grafica da curva de reacdo do enzima prolina desidrogenase de maca
Bravo de Esmolfe no primeiro tempo de colheita.
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Figura A19 — Representacao grafica da curva de reacdo do enzima peroxidase de maga Starking no
primeiro tempo de colheita.
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Figura A20 — Representacdo gréfica da curva de reacdo do enzima peroxidase de maca Bravo de
Esmolfe no primeiro tempo de colheita.
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Figura A21 — Representagdo grafica da curva de reac@o do enzima glutationo peroxidase de maga
Bravo de Esmolfe no primeiro tempo de colheita.
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Figura A22 — Representacédo gréafica da curva de reacdo do enzima glutationo peroxidase de maca
Starking no primeiro tempo de colheita.
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Figura A23 — Representacéo gréfica da curva de reacdo do enzima superdxido dismutase de maca
Bravo de Esmolfe no segundo tempo de colheita.
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Figura A24 — Representacado gréfica da curva de reacdo do enzima superdxido dismutase de maga
Starking no segundo tempo de colheita.
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Figura A25 — Representagao gréafica da curva de reacdo do enzima glucose-6-fosfato desidrogenase
de maca Bravo de Esmolfe no segundo tempo de colheita.
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Figura A26 — Representacéo gréfica da curva de reacdo do enzima glucose-6-fosfato desidrogenase
de maca Starking no segundo tempo de colheita.
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Figura A27 -
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Representac@o grafica da curva de reacdo do enzima fosfatase alcalina de

sobrenadante pds-12000 g de S. cerevisiae BY4741, crescidas em meio YEPD, na
presenca de pentoxido de vanadio (2,0mM).
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Figura A28 - Representagdo grafica da curva de reagdo do enzima fosfatase alcalina de
sobrenadante p06s-12000 g de S. cerevisiae BY4741, crescidas em meio YEPD, na
presenca de pentoxido de vanadio (2,0mM) e extrato de macé Bravo de Esmolfe (5%).
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Figura A29 — Representacdo gréafica da curva de reacdo do enzima glutationo redutase pés-12000 g
de S. cerevisiae BY4741, crescidas em meio YEPD, na presenca de pentoxido de vanadio
(2,0mM) e extrato de maca Starking (5%).
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Figura A30 — Representacdo grafica da curva de reacdo do enzima glutationo redutase de
sobrenadante p06s-12000 g de S. cerevisiae BY4741, crescidas em meio YEPD, na
presenca de pentoxido de vanadio (2,0mM) e extrato de maga Golden Delicious (5%).
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Figura A31 — Representacdo grafica da curva de reacdo do enzima catalase T de sobrenadante pés-
12000 g de S. cerevisiae BY4741, crescidas em meio YEPD, na presenca de pentdxido de
vanadio (2,0mM) e extrato de maca Starking (5%).
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Figura A32 — Representacdo grafica da curva de reacdo do enzima catalase T de sobrenadante pés-
12000 g de S. cerevisiae BY4741, crescidas em meio YEPD, na presenca de pentéxido de
vanadio (2,0mM) e extrato de mag¢a Bravo de Esmolfe (5%).
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Figura A33 — Representacdo grafica da curva de reacdo do enzima catalase A de sedimento pés-
12000 g de S. cerevisiae BY4741, crescidas em meio YEPD, na presenca de pentéxido de
vanadio (2,0mM) e extrato de maga Starking (5%).
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Figura A34 — Representacao grafica da curva de reagdo do catalse A do sedimento p6s-12000 g de
S. cerevisiae BY4741, crescidas em meio YEPD, na presenca de pentdxido de vanadio
(2,0mM) e extrato de maca Bravo de Esmolfe (5%).
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Quadro Al. Resultados da analise de variancia (modelo “ANOVA [”), resultados obtidos por analise
direta do extrato

Origem de variancia  Soma de quadrados gl Media quadratica F Sig.
TiaminaPolpa Inter-grupos 7,244 5 1,449 33,4 0
Intra-grupos 1,301 30 0,043
Total 8,545 35
TiaminaCasca Inter-grupos 77,265 5 15,453 3,596 0,011
Intra-grupos 128,934 30 4,298
Total 206,199 35
Riboflavinapolpa Inter-grupos 745,385 5 149,077 9,378 0
Intra-grupos 476,917 30 15,897
Total 1222,302 35
Riboflavinacasca Inter-grupos 4342,692 5 868,538 5,711 0,001
Intra-grupos 4562,483 30 152,083
Total 8905,175 35
GliTPolpa Inter-grupos 520,339 5 104,068 0,956 0,46
Intra-grupos 3266,811 30 108,894
Total 3787,15 35
GliTCasca Inter-grupos 6166,958 5 1233,392 6,372 0
Intra-grupos 5806,767 30 193,559
Total 11973,725 35
GliRedPolpa Inter-grupos 0,093 5 0,019 3,202 0,02
Intra-grupos 0,174 30 0,006
Total 0,266 35
GliRedCasca Inter-grupos 0,994 5 0,199 30,695 0
Intra-grupos 0,194 30 0,006
Total 1,188 35
FendisPolpaAgua Inter-grupos 17691,484 5 3538,297 44,455 0
Intra-grupos 2387,771 30 79,592
Total 20079,255 35
FendisCascaAgua Inter-grupos 134444,371 5 26888,874 54,784 0
Intra-grupos 14724,368 30 490,812
Total 149168,739 35
FendisPolpaEtanol Inter-grupos 28745,036 5 5749,007 18,058 0
Intra-grupos 9550,917 30 318,364
Total 38295,953 35
FendisCascaEtanol Inter-grupos 52571,582 5 10514,316 15,567 0
Intra-grupos 20262,611 30 675,42
Total 72834,193 35
DPPHPolpaAgua Inter-grupos 40,37 5 8,074 21,298 0
Intra-grupos 11,373 30 0,379
Total 51,743 35
DPPHCascaAgua Inter-grupos 494,738 5 98,948 23,809 0
Intra-grupos 124,675 30 4,156
Total 619,413 35
DPPHPolpaEtanol Inter-grupos 472,259 5 94,452 31,662 0
Intra-grupos 89,493 30 2,983
Total 561,751 35
DPPHCascaEtanol Inter-grupos 750,278 5 150,056 19,913 0
Intra-grupos 226,072 30 7,536
Total 976,349 35
FRAPpolpa Inter-grupos 2612,321 5 522,464 83,664 0
Intra-grupos 187,343 30 6,245
Total 2799,665 35
FRAPcasca Inter-grupos 43072,804 5 8614,561 63,288 0
Intra-grupos 4083,527 30 136,118
Total 47156,331 35
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Origem de varidncia  Soma de quadrados gl Media quadratica F Sig.
Ascorbatopolpa Inter-grupos 44,151 5 8,83 22,7 0
Intra-grupos 11,67 30 0,389
Total 55,821 35
AscorbatoCasca Inter-grupos 1567,647 5 313,529 17,743 0
Intra-grupos 530,106 30 17,67
Total 2097,752 35
GSH Inter-grupos 523,599 5 104,72 34,039 0
Intra-grupos 92,294 30 3,076
Total 615,893 35
GSSG Inter-grupos 288,907 5 57,781 108,346 0
Intra-grupos 15,999 30 0,533
Total 304,906 35
soma Inter-grupos 229,82 5 45,964 82,013 0
Intra-grupos 16,813 30 0,56
Total 246,633 35
razao Inter-grupos 232,136 5 46,427 730,227 0
Intra-grupos 1,907 30 0,064
Total 234,043 35
Prolina Inter-grupos 1601523,842 5 320304,768 8,398 0
Intra-grupos 1144249,34 30 38141,645
Total 2745773,182 35
SDH Inter-grupos 1708790,593 5 341758,119 4,954 0,002
Intra-grupos 2069736,474 30 68991,216
Total 3778527,067 35
PDH Inter-grupos 528,415 5 105,683 2,726 0,038
Intra-grupos 1162,909 30 38,764
Total 1691,324 35
POD Inter-grupos 0,002 5 0 4,413 0,004
Intra-grupos 0,003 30 0
Total 0,005 35
GPx Inter-grupos 20921,444 5 4184,289 5,493 0,001
Intra-grupos 22851,369 30 761,712
Total 43772,813 35
SOD Inter-grupos 760,75 5 152,15 8,368 0
Intra-grupos 545,46 30 18,182
Total 1306,209 35
G6PD Inter-grupos 8,141 5 1,628 8,611 0
Intra-grupos 5,673 30 0,189
Total 13,813 35
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Quadro A2. Resultados da analise de variancia (modelo “ANOVA 1), resultados obtidos nos ensaios
com S. cerevisiae

Soma de quadrados gl Media quadratica F Sig.
ps Inter-grupos 28021,215 4 7005,304 49,722 0
Intra-grupos 1408,889 10 140,889
Total 29430,104 14
cfu Inter-grupos 1,98933E+14 4 4,97333E+13 15,224 0
Intra-grupos 3,26667E+13 10 3,26667E+12
Total 2,316E+14 14
GSH Inter-grupos 368217,19 4 92054,297 166,657 0
Intra-grupos 5523,587 10 552,359
Total 373740,776 14
GSSG Inter-grupos 1096015,68 4 274003,92 1472,301 0
Intra-grupos 1861,059 10 186,106
Total 1097876,739 14
Soma Inter-grupos 490334,636 4 122583,659 36033,11 0
Intra-grupos 34,02 10 3,402
Total 490368,656 14
Razdo Inter-grupos 20,195 4 5,049 29635,93 0
Intra-grupos 0,002 10 0
Total 20,196 14
ROS Inter-grupos 13739,97 4 3434,993 479,318 0
Intra-grupos 71,664 10 7,166
Total 13811,634 14
MDA Inter-grupos 2754,384 4 688,596 211,926 0
Intra-grupos 32,492 10 3,249
Total 2786,876 14
GPx Inter-grupos 1418,259 4 354,565 25,254 0
Intra-grupos 140,397 10 14,04
Total 1558,657 14
ALP Inter-grupos 24,68 4 6,17 11,538 0,001
Intra-grupos 5,347 10 0,535
Total 30,028 14
GR Inter-grupos 458,048 4 114,512 8,171 0,003
Intra-grupos 140,148 10 14,015
Total 598,196 14
CATA Inter-grupos 587,295 4 146,824 23,521 0
Intra-grupos 62,423 10 6,242
Total 649,718 14
CATT Inter-grupos 394,932 4 98,733 59,065 0
Intra-grupos 16,716 10 1,672
Total 411,648 14
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