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Resumo

BERGMANN, Amanda Radmann. Caracteristicas fisico-quimicas, antioxidantes e
fendlicas de gendtipos e cultivares comerciais de mirtileiro (Vaccinium spp.).
2021. 109 f. Dissertacao (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) — Programa de Pos-
graduacdo em Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2021.

Os frutos do mirtileiro possuem teores elevados de antioxidantes, compostos fenélicos
e antocianinas, conferindo assim, propriedades funcionais aos mesmos. No entanto,
o conteudo desses compostos pode apresentar variabilidade de acordo com as
caracteristicas edafoclimaticas da regido, condicbes de cultivo, além das diferencas
genéticas inerentes aos genotipos de diferentes cultivares e sele¢des. Portanto, com
este estudo objetivou-se analisar e comparar as caracteristicas fisico-quimicas,
antioxidantes e fendlicas dos frutos oriundos de seis gendtipos selecionados (BB3,
BB4, BB6, PW1, PW2 e PW5) em relacdo a sete cultivares comerciais (Bluebelle,
Bluegem, Briteblue, Climax, Delite, Powderblue e Woodard), oriundos do ciclo de
producdo 2019/2020. O experimento foi conduzido a campo, com frutos provenientes
de uma éarea experimental, localizada no terceiro distrito de Pelotas, RS, e no
Laboratério de Fisiologia de P6s-Colheita de Frutos e Hortalicas, do Departamento de
Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial (DCTA), da Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel (FAEM), onde foram realizadas as avaliacdes. Para a realizacdo das analises
foram colhidos, aproximadamente, 1 kg de frutos em estadio completo de maturacéo
de cada gendtipo e em trés clones de cada cultivar comercial escolhidos
aleatoriamente. As amostras utilizadas nas andlises de cor, sélidos soluveis, pH e
acidez titulavel foram pesadas e separadas por repeticdo (R1, R2 e R3), contendo 100
g de frutos em massa Umida. Ja para a quantificacdo dos antioxidantes (DPPH e
ABTS), compostos fenolicos totais, flavonoides totais, antocianinas totais e
antocianinas individuais, foram pesados e separados 200 g de frutos em massa seca
por repeticdo. Os resultados indicam que os genoétipos e as cultivares avaliadas,
conferiram altos teores de antioxidantes, fendlicos, flavonoides, antocianinas totais e
individuais. Destacando-se ‘Bluegem’, ‘Briteblue’, ‘Climax’, ‘Delite’ e os gendtipos
PW1, PW2, PW5 e BB3. Concluiu-se que os gendtipos estudados ndo apresentaram
superioridade em relagcdo aos seus genitores e possiveis genitores. Porém, os
mesmos possuem tanto potencial funcional quanto as cultivares ja consolidadas no
mercado. Além de possivelmente, possuirem maior adaptacdo as condicdes
edafoclimaticas da regido Sul do Brasil, uma vez que foram cultivadas e selecionadas
no Rio Grande do Sul.

Palavras-chave: Antocianinas. Fitoguimicos. Pequenos frutos. Variabilidade genética.
Vaccinium ashei Reade.



Abstract

BERGMANN, Amanda Radmann. Physico-chemical, antioxidant and phenolic
characteristics of blueberry genotypes and commercial cultivars (Vaccinium
spp.). 2021. 109 f. Dissertation (Master in Nutrition and Food) - Graduate Program in
Nutrition and Food, Faculty of Nutrition, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2021.

Blueberry fruits have high levels of antioxidants, phenolic compounds and
anthocyanins, thus giving them functional properties. However, the content of these
compounds may vary according to the edaphoclimatic characteristics of the region,
growing conditions, in addition to genetic differences inherent to the genotypes of
different cultivars and selections. Therefore, this study aimed to analyze and compare
the physicochemical, antioxidant and phenolic characteristics of fruits from six selected
genotypes (BB3, BB4, BB6, PW1, PW2 and PW5) in relation to seven commercial
cultivars (Bluebelle, Bluegem, Briteblue, Climax, Delite, Powderblue and Woodard),
from the 2019/2020 production cycle. The experiment was conducted in the field, with
fruits from an experimental area, located in the third district of Pelotas, RS, and at the
Postharvest Physiology Laboratory of Fruits and Vegetables, of the Department of
Agroindustrial Science and Technology (DCTA), from the Faculty of Agronomy Eliseu
Maciel (FAEM), where the evaluations were carried out. To carry out the analysis,
approximately 1 kg of fruits in complete maturity stage of each genotype and in three
randomly chosen clones of each cultivar were collected. The samples used in the
analysis of color, soluble solids, pH and total titratable acidity were weighed and
separated by repetition (R1, R2 and R3), containing 100 g of fruits in wet mass. For
the quantification of antioxidants (DPPH and ABTS), total phenolic compounds, total
flavonoids, total anthocyanins and individual anthocyanins, 200 g of fruits in dry mass
were weighed and separated by repetition. Results indicate that the genotypes and
cultivars evaluated provided high levels of antioxidants, phenolics, flavonoids, total and
individual anthocyanins. Highlighting ‘Bluegem’, ‘Briteblue’, ‘Climax’, ‘Delite’ and the
PW1, PW2, PW5 and BB3 genotypes. It was concluded that the studied genotypes did
not show superiority in relation to their parents and possible parents. However, they
have as much functional potential as the cultivars already consolidated in the market.
In addition to possibly having greater adaptation to the edaphoclimatic conditions of
southern Brazil, since they were cultivated and selected in Rio Grande do Sul.

Keywords: Anthocyanins. Phytochemicals. Small fruits. Genetic variability. Vaccinium
ashei Reade.
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1 Introducéo

O mirtilo (Vaccinium spp.) é um pequeno fruto pertencente a familia Ericaceae,
subfamilia Vaccinoideae e género Vaccinium (RASEIRA et al., 2004). Seu cultivo
ainda é recente no Brasil, porém tem se destacado cada vez mais em virtude dos
elevados teores de atividade antioxidante, principalmente pelos compostos fenélicos
presentes em sua composi¢cao (PERTUZZATI et al., 2021).

A partir disso, sugere-se que o mirtilo € um fruto com alto potencial funcional,
atraindo tanto os consumidores quanto os produtores. Porém, a variabilidade e a
guantidade desses compostos dependem de alguns fatores, como as caracteristicas
edafocliméticas da regido de cultivo, ou seja, condi¢des de clima e solo, bem como o
manejo e tratos culturais das plantas, além das caracteristicas genéticas existentes
entre as cultivares (SKOVANKOVA et al., 2015).

Os frutos utilizados no presente estudo sao provenientes de um matrizeiro com
18 anos de idade, formado por sete cultivares comerciais (Bluebelle, Bluegem,
Briteblue, Climax, Delite, Powderblue e Woodard) e de seis gendtipos com 13 anos
de idade (BB3, BB4, BB6, PW1, PW2 e PWS5) oriundos de uma area experimental,
localizada no terceiro distrito de Pelotas, RS, a 31° 33’ 4,13” S, 52° 23’ 54,13" W e 120
m de altitude. Sendo duas destas ‘Bluebelle’ e ‘Powderblue’ utilizadas para a extracao
das sementes que originaram o0s genaotipos (BB3, BB4, BB6, PW1, PW2 e PW5),
selecionados por meio de selecdo massal em pesquisa anterior, também objetos
deste estudo.

Portanto, objetivou-se com o estudo analisar e comparar as caracteristicas
fisico-quimicas dos frutos de seis genotipos selecionados (BB3, BB4, BB6, PW1, PW2
e PW5) em relacdo a sete cultivares comerciais (Bluebelle, Bluegem, Briteblue,
Climax, Delite, Powderblue e Woodard) de mirtileiro, oriundos do ciclo de producao

que abrange o periodo de novembro/2019 a janeiro/2020.
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2 Reviséo bibliografica
2.1Pequenos frutos e mirtilo (Vaccinium spp.)

O conceito “pequenos frutos” ou “berries”, é utilizado na literatura internacional
quando se refere a varias culturas, como exemplo a do morangueiro, amoreira preta,
framboeseira, groselheira, mirtileiro, entre outras (ANTUNES, 2002).

A produtividade desses frutos nativos de clima temperado por area é alta, as
exportagdes tém crescido nos ultimos anos, assim como a area plantada e em muitas
regides é considerada uma importante alternativa, tanto para os pequenos produtores
como para as grandes empresas (PAYNE, 2005).

A demanda por esses frutos tem aumentado muito nos Ultimos anos, pois sao
ricos em propriedades benéficas ao organismo humano, apresentando elevados
teores de substancias antioxidantes e anticancerigenas, atraindo assim o consumidor
e o produtor. Dentre essas frutiferas, o mirtilo € classificado como o fruto que possui
a maior quantidade de antioxidantes ja estudada, pois contém um elevado teor de
polifendis tanto na casca quanto na polpa. Sua disponibilidade e versatilidade
permitem que seja incorporada em uma ampla variedade de formulacées (PAYNE,
2005).

O mirtileiro pertence a familia Ericaceae, subfamilia Vaccinoideae e género
Vaccinium. E nativo da América do Norte, Estados Unidos e Canada, onde é
denominado "blueberry” (RASEIRA, 2004).

No Brasil, o cultivo € ainda recente e pouco conhecido. As primeiras plantas da
cultura foram trazidas em 1983 pela Embrapa Clima Temperado de Pelotas (RS), com
a introducéo da colecao de cultivares de baixa exigéncia em frio do grupo rabbiteye,
oriundas da Universidade da Florida. A regido de Vacaria (RS), em 1990 foi pioneira
na producao comercial e € a grande referéncia em termos de producdo (HOFFMANN,
2004; RASEIRA, 2006; SILVA et al., 2008).

A area cultivada no Brasil ultrapassa 150 hectares, sendo praticamente toda a
producédo destinada a exportacdo. O Rio Grande do Sul (RS) € o estado que mais se
destaca na producédo, com 45 produtores em uma area de 65 ha, produzem um total
de 150 toneladas (FACHINELLO, 2008).

As plantas apresentam porte arbustivo, com habito de crescimento basitdnico,
ou seja, as brotacbes que da&o origem as hastes principais ocorrem,
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preferencialmente, nas gemas basais. Fator esse, que define o porte da planta
(RASEIRA, 2004).

Dentre os cinco grupos mais importantes (highbush, half high, southern
highbush, rabbiteye e lowbush) dois se destacam, rabbiteye e highbush. As cultivares
do primeiro grupo adaptam-se em regides de pouco frio (cerca de 300 horas de frio),
enguanto as do segundo em regifes mais frias, que geralmente coincidem com as de
maior altitude. No Brasil, as principais cultivares implantadas pertencem ao grupo
rabbiteye, devido a baixa necessidade em horas de frio. As plantas desse grupo
podem alcancar de dois a quatro metros de altura e apresentam as seguintes
caracteristicas: vigor, longevidade, produtividade, tolerancia ao calor e a seca,
variacfes de solo, baixa necessidade de frio, produzindo assim frutos mais acidas
guando comparados ao do grupo highbush, que s&o firmes e de longa conservacao
(RASEIRA, 2004).

Entre as limitacdes das cultivares do grupo rabbiteye, destaca-se a completa
coloracao do fruto antes do ponto ideal da colheita, onde estaria com melhor qualidade
em relacdo ao sabor, a tendéncia de rachar a pelicula em periodos imidos e o longo
periodo até alcancar o maximo de produtividade (ANTUNES et al., 2008).

O fruto é ndo climatérico, ou seja, a velocidade respiratéria diminui
gradativamente da colheita a senescéncia. Como os frutos ndo amadurecem apés
serem colhidas, deve-se realizar a colheita no estadio ideal de maturacdo para o
consumo (SOUSA et al., 2007).

Seus frutos séo de cor azul intensa, recobertas de cera (pruina), baciforme e
globulosa, sumarenta e apresentam um sabor agridoce, com didmetro que varia entre
1,5 a 2,5 cm, além de conter diversas sementes de tamanho pequeno (HOFFMANN;
ANTUNES, 2004). Possui cicatriz localizada diametralmente oposta ao apice, de

dimensao e formato variaveis, conforme a espécie e a cultivar (SOUZA et al., 2007).

2.2 Caracteristicas fisico-quimicas dos frutos e fenologia das cultivares

A caracterizacao fisico-quimica dos frutos e a fenologia de floracdo e
maturacdo provenientes de sete -cultivares foi realizada na Embrapa Clima
Temperado, por Raseira (2004) e Antunes et al. (2008), conforme descricéo abaixo.

Bluebelle: originaria da Geodrgia, é auto fértil, mede de 1,0 a 1,7 cm de

diametro. Apresenta frutos firmes, de tamanho pequeno a médio, com peso médio de
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2,2 g. O sabor é doce e acido, predominando a acidez. A pelicula € escura com
presenca moderada de pruina. O teor médio de sdlidos solaveis € de 11,5° Brix. O
inicio da florac&o ocorre de 15 a 25 de agosto e a maturacédo entre 3 a 14 de dezembro,
finalizando de 20 a 31 de janeiro.

Bluegem: é uma cultivar originaria da Flérida. Proveniente de polinizagéo livre,
necessita de polinizacdo cruzada, sendo Woodard uma das polinizadoras
recomendadas. Os frutos sdo de tamanho médio, contém muita pruina e sdo muito
saborosas, com diametro de 1,0 e 1,6 cm e peso médio em torno de 1,3 g. O teor de
solidos soluveis varia entre 10,5 a 12,6° Brix. Inicia o florescimento entre 10 a 25 de
agosto e a maturacéao dos frutos entre 8 a 14 de dezembro, finalizando de 20 a 26 de
janeiro.

Briteblue: oriunda da Gedrgia, seus frutos medem acima de 1,3 cm de
diametro, apresentam tamanho grande, com pelicula azul clara, boa firmeza e sabor
regular. O peso e o diametro dos frutos variam de 1,3 a 1,6 g e 1,0 a 1,7 cm,
respectivamente, apresentando teor de sdlidos sollveis entre 9,2 e 11,3° Brix. O inicio
da floracao varia entre 10 a 25 de agosto e a colheita ocorre de 9 a 14 de dezembro,
finalizando de 20 a 26 de janeiro.

Climax: também originaria da Georgia, € proveniente de um cruzamento entre
‘Callaway’ e ‘Ethel’. Os frutos apresentam tamanho médio, com pelicula azul escura e
sabor doce e acido. O didmetro dos frutos varia de 1 a 1,5 cm com peso médio de 1,8
g, a pelicula apresenta muita pruina, dando ao fruto um aspecto bem azulado. O teor
de solidos solaveis varia entre 10 e 12,4° Brix. O inicio da floracdo ocorre entre 10 a
25 de agosto e o inicio da maturacdo no inicio da primeira quinzena de dezembro,
finalizando de 7 a 26 de janeiro.

Delite: originaria da Georgia, é oriunda do cruzamento de duas selecdes: T14
e T15. Os frutos sdo excelentes, geralmente de tamanho pequeno a médio, variando
entre 1,2 e 1,8 cm de diametro com peso médio dos frutos de 1,2 g. A pelicula
apresenta menos pruina do que os frutos da cv. Climax, sendo bem escura. O teor de
soélidos soluveis varia entre 10,8 a 12,5° Brix. A floracéo ocorre de 10 a 25 de agosto
e 0 amadurecimento dos frutos de 14 a 20 de dezembro, finalizando de 7 a 31 de
janeiro.

Powderblue: originaria de Maryland, os frutos sdo de tamanho médio, com
diametro entre 1,2 a 1,5 cm e peso médio dos frutos de 1, 2 g. Apresentam sabor

6timo, caracterizado como doce e &cido equilibrado. E uma das cultivares que
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apresentam maior quantidade de pruina e possui pelicula azul clara. As plantas sao
resistentes a doencas, muito produtivas e vigorosas. O teor de solidos soluveis varia
entre 11 a 11,7° Brix. A floracdo ocorre de 10 a 30 de agosto e a colheita dos frutos
varia entre 14 a 22 de dezembro, podendo finalizar de 20 a 31 de janeiro.

Woodard: cultivar originaria da Gedrgia, oriunda do cruzamento entre ‘Ethel’ e
‘Callaway’. Os frutos sdo de tamanho grande com a pelicula azul clara. Apresentam
pouca firmeza, portanto, inadequados para serem transportados a longas distancias.
O didmetro varia de 1,1 a 1,5 cm, com peso medio entre 1,0 a 1,2 g. Apresentam teor
de solidos soluveis superior a 12° Brix, podendo alcancar até 13,9° Brix. O periodo de
floracdo desta cultivar tem inicio no dia 10 de agosto e pode estender até o dia 28 de
agosto, jA a maturacao inicia de 9 a 14 de dezembro, finalizado entre 20 a 26 de

janeiro.

2.3Melhoramento genético da espécie

O melhoramento genético de frutiferas € uma area de extrema importancia que
estd crescendo muito no Brasil, por proporcionar o desenvolvimento de culturas
altamente produtivas que geram frutos saudaveis e com alta qualidade, além de
promover o minimo possivel de agressao ao meio ambiente.

Esses programas tém como objetivo principal desenvolver tanto cultivares-copa
guanto porta-enxertos que possam contribuir para melhorar a produtividade, a
qualidade e a maior oferta de frutos, atendendo assim as necessidades da cadeia
produtiva, na qual engloba a producdo, transporte, comeércio, industria e
consumidores.

A variabilidade genética é de extrema importancia para que ocorra a evolucao
das espécies, possibilitando a selecdo de novos genoétipos com caracteristicas de
interesse agrondmico e industrial superiores, tais como, frutos maiores, com mais
sabor e caracteristicas nutracéuticas, além de apresentarem maior resisténcia a
doencas e pragas (BRUCKNER et al., 2002).

As técnicas de melhoramentos alteram as caracteristicas das plantas,
principalmente o tipo, vigor, precocidade, produtividade, facilidade de enraizamento,
época de colheita, resisténcia a doencas e pragas, resisténcia a calor e seca,
necessidade em frio e adaptacdo a diversos tipos de solo. Em relacdo as

caracteristicas dos frutos sdo considerados importantes os aspectos como o tamanho,
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cor, habito ou formato do cacho, cicatriz, textura, firmeza, sabor, periodo de
desenvolvimento dos frutos, conteddo nutricional e qualidade para processamento
(RASEIRA, 2004).

No Programa de Melhoramento Genético da Embrapa, as principais
particularidades sé&o: adaptacdo climéatica (baixa necessidade em frio), menor
dependéncia de agua e insumos, produtividade, época e uniformidade de maturacao,
tamanho dos frutos, tamanho e perceptibilidade das sementes, cor e aparéncia dos
frutos, predominéancia do sabor doce, cicatriz pequena e seca (RASEIRA, 2012).

De acordo com o modo de reproducao sexuada, as espécies sdo classificadas
em autégamas e alégamas. As autdbgamas sao aquelas nas quais as plantas se
reproduzem por autofecundacdo. Ja as espécies alogamas se reproduzem por
fecundacgéao cruzada (BRUCKNER et al., 2002).

Dentre os métodos de melhoramento genético, a selecdo massal € um método
considerado simples e de baixo custo quando comparado aos demais, que consiste
na selecdo de variedades fenotipicamente superiores, onde sao colhidos e
intercruzados ao acaso. Por se tratar de uma planta aldégama, novos genotipos de
mirtileiro podem ser obtidos por selecdo massal, método de melhoramento muito
utilizado por melhoristas por apresentar vantagens como facilidade de conducéo e
custos reduzidos (CARVALHO et al., 2003).

2.4 Propriedades antioxidantes

Os antioxidantes sdo compostos conhecidos por prevenir muitos disturbios e
doencas metabodlicas causadas por radicais livres, como distarbios dos olhos
(degeneracdo da retina, catarata), pele (dermatite, psoriase, envelhecimento),
pulmdes (alergias e asma), rins (nefrite e outras doencgas renais crénicas), articulagbes
(gota), cérebro (enxaqueca, doencas neuro degenerativas, como Alzheimer,
Parkinson, epilepsia ou sindrome pré-epiléptica em criangas), sistema imunoldgico
(inflamacdes crbnicas e doencas auto-imunes, dentre outras) e cancer (COTON et al.,
2016). Os antioxidantes obtidos por meio da dieta, tais como as vitaminas A, C e E,
os flavonoides e os carotenoides sao extremamente importantes na intercepcao dos
radicais livres (BIANCHI et al., 2009).

Os radicais livres podem ser definidos como moléculas ou atomos que

possuem um elétron desemparelhado na ultima camada ocupando um Unico orbital
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atbmico ou molecular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000). Esse conceito faz dos
radicais livres moléculas altamente instaveis, produzidas a partir da energia recebida
por um atomo de oxigénio extremamente reativo, que de alguma forma perdeu um
elétron de sua camada mais externa, com meia-vida curta e quimicamente muito
reativas (CHORILLI et al., 2007). As Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) incluem
todos os radicais e nao radicais derivados do oxigénio, os quais sédo eletronicamente
instaveis e, por isso, altamente reativos, tendo a capacidade de reagir com um grande
namero de compostos que estejam préximos. Eles podem exercer a funcdo de
agentes oxidantes, atuando como receptores de elétrons, ou de agentes redutores,
atuando como doadores de elétrons (AGARWAL et al., 2005).

O sistema de defesa antioxidante pode atuar por meio de trés mecanismos na
protecdo do organismo humano. A geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)
e de Espécies Reativas ao Nitrogénio (ERN) no organismo ¢ fisiolégica e continua,
sendo fundamental em alguns processos biologicos, como na producdo de energia,
fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo celular e sintese de
substancias biologicas importantes, porém em concentragfes altas geram danos as
células (LANDER, 1997).

O primeiro mecanismo de protecdo atua como detoxificador das ERO e ERN,
impedindo a sua formacéo, e consequentemente, o efeito sobre os lipidios, proteinas,
e as bases nitrogenadas (Adenina, Timina, Guanina e Citosina), evitando assim, a
formacdo de lesdes e perda da integridade celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007). O segundo mecanismo de defesa tem a funcdo de reparar as lesbes
provocadas pelas espécies reativas, sendo que este processo esta relacionado com
a remocao de danos da molécula de DNA e reconstituicdo das membranas celulares
(SIES, 1993). E finalmente, o terceiro mecanismo de defesa, na qual € conhecido
como sistema de reparacdo e esta constituido, basicamente, por enzimas que
reparam os danos ocasionados em proteinas e no acido desoxirribonucléico (DNA)
(SANCHEZ-MORENO, 2002).

Os antioxidantes reagem diretamente com os radicais livres, levando a
formacéo de produtos menos reativos, e além disso, participam na ativacao de genes
gue codificam proteinas envolvidas no sistema enzimatico antioxidante e/ou no
silenciamento de genes que podem contribuir para a ocorréncia de estresse oxidativo
(FONSECA, 2007). Uma forma importante de proteger o organismo humano do

estresse oxidativo € a utilizacdo de produtos antioxidantes na alimentacao.
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Os alimentos séao considerados a melhor fonte de antioxidantes naturais, e uma
alimentacéao rica em frutos e vegetais fornecem ao corpo os antioxidantes necessarios
para prevenir doencas (SILVA, 2016). Entre os antioxidantes presentes nos frutos e
nos vegetais, 0os mais ativos e encontrados sdo o0s compostos fendlicos,
principalmente os acidos fendlicos e flavonoides (SOARES, 2002). A atividade
antioxidante dos mirtilos é influenciada pelo teor em compostos fendlicos, em
particular o teor de antocianinas totais presente em elevadas concentracbes na
pelicula do fruto (CASTREJON et al., 2008).

Segundo Matos et al. (2014), esses frutos, tem atraido atencdo da populacdo
devido a sua alta capacidade antioxidante, elevada concentracdo de antocianinas e
outros compostos fendlicos, apresentando-se como um fruto desejavel e nutritivo.

Contudo, seu consumo contribui em melhorias do equilibrio redox,
principalmente por meio do estimulo as defesas antioxidantes enziméticas e néo-
enzimaticas, levando assim a diminuicdo dos danos oxidativos a célula (ALKHALF et

al., 2018).

2.5 Compostos fendlicos

Os compostos fenodlicos sao originados do metabolismo secundario das
plantas. Essenciais para o0 seu crescimento e reproducéo, além disso, se formam em
condicbes de estresse como, infeccdes, ferimentos, radiacbes UV, dentre outros
(NACZK, 2004).

Quimicamente, sédo definidos como substéncias que possuem anel aromatico
com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (LEE,
2005). Existem cerca de cinco mil fendis, dentre eles, destacam-se os flavonoides,
acidos fendlicos, fenois simples, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferdis (SHAHIDI;
NACKZ, 1995).

Os fendlicos englobam desde moléculas simples até moléculas com alto grau
de polimerizacéo, e estdo presentes nos vegetais e frutos na forma livre ou ligados a
acucares (glicosidios) e proteinas (BRAVO, 1998).

De acordo com a classificacdo de Ribéreau-Gayon (1968), esses compostos
apresentam trés categorias: pouco distribuidos na natureza, polimeros e largamente

distribuidos na natureza.
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Na familia dos compostos fendlicos pouco distribuidos na natureza, sao
encontrados um nuamero reduzido, embora com maior frequéncia. Nesse grupo, estao
os fendis simples, o pirocatecol, a hidroquinona e o resorcinol. Pertencem ainda a esta
familia os aldeidos derivados dos &cidos benzoicos, que séo constituintes dos éleos
essenciais, como a vanilina (SOARES, 2002).

Os polimeros séo alguns fendélicos que ndo se apresentam na forma livre nos
tecidos vegetais, esta familia engloba os taninos e as ligninas. Na familia dos
compostos largamente distribuidos na natureza estdo os fendlicos encontrados
geralmente em todo reino vegetal, mas as vezes podem estar localizados em uma sé
planta. Esse grupo, divide-se em flavonoides (antocianinas, flavondis e seus
derivados) e acidos fendlicos (acidos benzoico, cindmico e seus derivados) e
cumarinas (KING; YOUNG, 1999).

Os compostos fendlicos sao incluidos na categoria de interruptores de radicais
livres, sendo assim muito importantes na prevencao da oxidacao celular (SHAHIDI,
JANITHA, 1992).

Alguns estudos mostram, que o mirtilo (Vaccinum spp.) possui diversos
beneficios a salude associados a presenca de compostos bioativos, principalmente
relacionados as antocianinas (REQUE, 2012; ANTUNES et al., 2013; GOLDMEYER
et al.,, 2014). Esses, apresentam alto valor antioxidante, na qual apresentam
propriedades de combater aos radicais livres que provocam danos celulares e
consequentemente desencadeiam uma série de doencas cronico-degenerativas
(FACHINELLO, 2008; SARAL et al., 2015).

O mirtilo também apresenta outros compostos fendlicos em sua composicao,
sendo assim, considerado fonte de &cido clorogénico, quercetina, catequina,
resveratrol, entre outros (GIOVANELLI; BURATTI, 2008).

Entretanto, Vizzoto et al. (2013) afirmam que varios fatores podem afetar o
contetdo de seus compostos fendlicos, tais como a maturidade dos frutos, diferencas
genéticas entre cultivares, condicdes ambientais e processamento dos frutos
(PERREIRA, 2009; SOUZA et al., 2014; SKROVANKOVA et al., 2015; VIZZOTO).
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2.6 Antocianinas

As antocianinas sao conhecidas por sua cor exuberante, que pode variar entre
vermelho, laranja, roxo e azul, sendo assim considerada uma fonte de pigmento
natural, pois confere a cor na maioria das flores, frutos, folhas, caules e raizes de
plantas, além de pertencerem a classe dos flavonoides (KERBAUY, 2012). Séo
estruturalmente caracterizadas pela presenca do esqueleto contendo 15 &tomos de
carbono na forma C6-C3-C6 (LOPEZ et al., 2000).

Segundo Marco et al. (2008), as antocianidinas apresentam como estrutura
fundamental o cation flavilico (2-fenilbenzopirilium) e a molécula de antocianina
encontra-se ligada a acuUcares, como a glicose e a galactose e, quando esses
compostos sao removidos, a parte restante da molécula que ainda esta pigmentada é
nomeada como antocianidina. Principalmente através dessa forma, encontramos a
coloracao nas flores e nos frutos (KERBAUY, 2012).

O termo antocianina, derivado do grego de flor e azul (anthos = flores; kianos =
azul), foi criado por Marquart no ano de 1853, referindo-se aos pigmentos azuis das
flores (MARCO et al., 2008).

Sao encontrados 12 tipos de antocianidinas, na qual os nomes originam-se da
primeira planta em que foram isoladas, tais como cianidina, pelargonidina, petunidina,
delfinidina e malvinidina (KERBAUY, 2012).

A coloracdo das antocianidinas € influenciada pela quantidade de grupos
hidroxila (OH) ou metila (CHs), em que estéo presos no anel B da molécula, além do
tipo, niumero e local onde os agUcares estado ligados (FENNEMA, 2010; KOWALCZYK
et al., 2003). A maior quantidade da presenca do grupo hidroxila contribui na absorcao
de comprimentos de onda mais longos do espectro luminoso, deixando assim passar
0s comprimentos de onda mais curtos na faixa do azul, tornando a coloracéo azulada.
Ja na direcdo contraria, o maior niumero de grupos metilas favorece a absorcéo de
comprimentos de onda mais curtos, aumentando a intensidade da coloragéo vermelha
(LOPEZ et al., 2000; KERBAUY, 2012).

As antocianidinas podem ter alteracdo na sua cor devido a variacdo do pH,
consideradas assim como indicadoras de pH. SolugBes acidas tornam a coloracéo
avermelhada, ja em situacdes em que o pH estiver elevado, a coloracdo adquire tons

azulados e essas mudancas sao reversiveis (KERBAUY, 2012).
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Além de verificar a coloragao caracteristica aos vegetais, frutos, flores e folhas,
as antocianinas também apresentam propriedades que associam sua ingestdo a
habitos saudaveis na alimentacao (TEIXEIRA, 2008).

A acao antioxidante deve-se a alta concentracdo de antocianinas na casca dos
frutos, sendo o principal composto fendlico do mirtilo (Vaccinum spp.) (CASTANEDA-
OVANDO et al., 2009). As antocianinas, apresentam potencial antioxidante maior que
a vitamina C e o betacaroteno (KOWALCZYK et.al, 2003), compostos bioativos
também presentes no mirtilo. As sementes desses frutos também possuem
componentes bioativos, com teor consideravel de catequinas, taninos e acido galico.
Dessa forma, esses compostos tém sido utilizados como aditivo na industria de

cosmeéticos, alimentos e ainda como pigmento natural.

2.7 Formas de consumo

O consumo pode ocorrer de varias formas, desde in natura ou ap0s passar por
processamento de desidratagcéo, congelamento ou enlatamento (GOLDMEYER et al.,
2014).

Este vem aumentando devido suas caracteristicas e propriedades
nutracéuticas assim, promovendo a aten¢éo dos consumidores e produtores (PAGOT;
HOFFMANN, 2003). O Brasil, em relacdo a producao de frutos de clima temperado
ainda é insuficiente para atender a demanda por parte dos consumidores. Propiciando
assim, melhores possibilidades ao mercado de producdo dos frutos frescos e a
industrializacao (CIA et al., 2007).

Assim, devem ser aproveitados da melhor maneira por produtores, empresas,
atacadistas e varejistas. Existe um preco minimo para o comércio dos frutos frescos,
elevando o custo de comercializacdo que ocorre devido ao transporte e
armazenamento dos mesmos. Se estes critérios ndo forem respondidos,
consequentemente os frutos serdo destinados ao mercado de congelados (SILVA,
2007).

Os frutos de mirtilo sdo comercializados inteiros frescos, congelados e secos,
além de serem utilizados na producao de conservas, geleias, iogurtes, polpas, tortas,
sorvetes, licores, sucos, e cada vez mais, concentrados liquidos ou em pé vendidos
como suplementos alimentares (CHU et al., 2011). Por ser fragil e apresentar rapida

perda da qualidade pdés-colheita, o seu fornecimento no mercado é muito limitado,
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portanto, uma das alternativas para melhorar o seu aproveitamento econémico seria
a industrializacdo (ANTUNES, 2002; MOTA, 2006).

2.8 Propriedades quimicas, antioxidantes e fendlicas de diferentes cultivares de
mirtileiro

O conteudo de compostos bioativos nos frutos dependera de inUmeros fatores,
incluindo gendtipo, tamanho dos frutos, quantidade de pigmento, condicbes
ambientais, maturacdo e armazenamento dos mesmos (WANG et al., 2008). No
entanto, pesquisas recentes propuseram que o conteudo de antocianinas, acido
clorogénico e quercetina estéo diretamente relacionadas as diferentes cultivares de
mirtilo, além das variacdes sazonais que os frutos apresentam (SCALZO et al. 2013),
descritas nos estudos a segquir:

Segundo estudo de Kraujalytea (2015), os maiores valores de compostos
fendlicos totais foram encontrados no mirtilo do pantano (2,81 mg GAE/mL), enquanto
os valores para 0s genaétipos de Vaccinium corymbosum variaram de 0,85 no genétipo
Bluejay a 1,76 mg de GAE/mL no genétipo “no.16”. Nota-se também que os valores
de fendlicos totais em gendtipos recém-criados, nomeados como “no.16” apresentou
1,76 mg GAE/mL, o gendtipo Freda com 1,50 mg GAE/mL e Danut com 1,50 mg
GAE/mL) foram maiores do que os gendtipos consolidados no mercado como o
Northland, Bluegold, Nui, Putte, Northblue e Patriot.

Ainda nesse estudo, os mirtilos apresentaram maior atividade antioxidante pelo
método ABTS, com teor de 20,9 umol TE/g, enquanto os valores de compostos
fendlicos totais dos gendtipos de Vaccinium corymbosum foram de 6,38 pmol TE/g no
genotipo Hardyblue a 14,64 umol TE/g no gendétipo no.16. Além disso, 0s outros
genotipos, Danut (12,0 umol TE/Q) e Freda (11,55 umol TE/g) também apresentaram
valores altos de TEAC.

De acordo com Howard (2003), a variacdo antioxidante através do método
Oxygen Radical-Absorbing Capacity (ORAC) e no conteudo fendlico total entre os
genotipos, apresentou-se maior quando comparado aos anos de colheita, indicando
assim, que o genétipo desempenha um papel mais importante do que a idade das
plantas. Os principais resultados relacionados ao ano de colheita e gendtipo
verificaram que as condi¢cdes ambientais de crescimento alteram os niveis fendlicos,

antioxidantes, conteudo de antocianinas, além do peso dos frutos, e que certos
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genotipos demonstram variacdo na capacidade de sintetizar fendlicos por meio de
diferentes condicfes de crescimento.

Connor et al. (2002), ao avaliarem a capacidade antioxidante e o conteudo
fendlico de cultivares de mirtilo, descobriram que estes, apresentaram maiores
diferencas pelo gendtipo avaliado ao invés do ano da colheita dos frutos.

Pesquisa de Wang (2012), ao analisar diversas cultivares pertencentes a
grupos distintos, verificou que o maior conteddo de antocianinas totais foi a cultivar
Early May. Essa quantidade foi, aproximadamente, trinta vezes maior que a do cultivar
Pink Lemonade, na qual apresentou o nivel mais baixo de antocianinas totais. As
cultivares de derivados hibridos tendem a apresentar niveis fenolicos mais baixos do
gue as cultivares do grupo rabbiteye ou northern highbush. Da mesma forma, as
capacidades antioxidantes foram significativamente diferentes entre as cultivares e
entre as estacdes do ano, Beckyblue apresentou a menor atividade antioxidante,
engquanto Early May mostrou a maior capacidade antioxidante.

Contudo, pode-se dizer que as diferencas sazonais conferiram grande impacto
sobre o conteudo de antocianinas, fendlicos totais, antioxidantes, acUcares e acidos
organicos. Em geral, os valores de antocianinas totais foram mais altos em 2008 do
gque em 2009, no entanto, o inverso ocorreu nos fendlicos totais. Ja os valores de
antioxidantes entre os anos apresentaram poucas diferencas significativas. Entre as
trinta e duas cultivares avaliadas no estudo, em dois anos, obteve-se variacdo meédia
na classificacdo de antocianinas totais, fenolicos totais e antioxidantes (ORAC) de 3,3
(variacdo, 0-12), 3,4 (variacdo, 0-17) e 1,0 (Variacdo, 0-4), respectivamente,
mostrando assim que o0s antioxidantes apresentaram maior estabilidade ao longo dos
anos (WANG, 2012).

2.9 Efeitos benéficos na satde humana

A presenca dos compostos fenolicos e em particular as antocianinas presentes
na pelicula do mirtilo apresentam propriedades antioxidantes e quimioprotetoras,
estas benéficas para a saide humana (SEERAM, 2008).

As antocianinas contribuem no controle glicémico pés-prandial, através da
inibicdo enzimatica da a-glucosidase, impedindo a degradacao do amido, e atribuindo

assim ao fruto um 6timo potencial (WANG et al., 2012). Além de conferirem atividade
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antiinflamatodria, antialérgica, antimicrobiana, antitrombdtica, antiarterogénica e
inibicdo da agregacéo plaquetaria (MOURE, 2001).

Duffy et al. (2008) realizaram estudo com ratos, verificando que a
suplementacdo da dieta com 2% de extrato de mirtilo por 8 semanas apresentou
protecdo contra a neurodegeneracdo, mediados por excitotoxicidade e estresse
oxidativo.

Seeram et al. (2006) verificaram a propriedade de extratos de mirtilo em inibir
a proliferacdo de células tumorais na cavidade oral, mama, célon e préstata, sendo a
acdo dose-dependente e em diferentes niveis de poténcia entre os tipos de células
avaliadas. Os extratos de mirtilo também estimularam a apoptose em células
cancerigenas de colon.

De acordo com estudo de Liu et al. (2019) envolvendo um modelo de lesdo
hepética, o extrato de mirtilo teve papel protetor relacionado ao aumento da atividade
de Superoxido Dismutase (SOD), com consequente atenuacao de danos lipidicos em
hepatdcitos.

Em animais diabéticos, o extrato de mirtilo, mostrou-se eficaz de aumentar a
atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx), assim como os niveis de glutationas
reduzidas, com consequente diminuicdo de danos oxidativos as retinas desses
animais (SONG et al., 2016).

Conforme o estudo de Sun et al. (2019), o extrato de mirtilo protegeu
cardiomiocitos contra a apoptose através da diminuicdo das EROs em um modelo in
vitro de dano induzido por doxorrubicina. Esse, foi capaz de aumentar as atividades
das enzimas antioxidantes superéxido desmutase e catalase, promovendo a
sobrevivéncia de cardiomidcitos na presenca de altas concentragdes de noradrenalina
(LOUIS et al., 2014).

Liu et al. (2015) observaram em seu estudo, que o tratamento utilizando o
extrato de mirtilo rico em antocianinas nas doses de 20 e 80 mg/kg/dia mostrou-se
eficaz na diminuicdo da pressédo arterial média e da frequéncia cardiaca, estas
aumentadas em 20 animais que receberam ciclofosfamida.

Contudo, a ingestéo regular deste fruto rico em compostos fendlicos tem sido
relacionada com a inibicdo da proliferacdo de células cancerigenas, prevenindo a
incidéncia de cancer, doencas coronarias, diminuicdo da pressédo arterial sistélica e
diastolica (BASU et al., 2010), além de contribuir com a diminuicdo dos efeitos do
envelhecimento (LI, 2012).
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Resumo

BERGMANN, Amanda Radmann. Caracteristicas fisico-quimicas, antioxidantes e
fendlicas de gendtipos e cultivares comerciais de mirtileiro (Vaccinium spp.).
2020. 49 1. Projeto de Pesquisa (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) — Programa de
Pos-graduacdo em Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutricdo, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.

O mirtilo (Vaccinium spp.) € considerado um pequeno fruto, nativo da América do
Norte, Estados Unidos e Canadd, onde é popularmente conhecidao como "blueberry”.
Os programas de melhoramento genético de frutiferas por meio de diferentes técnicas
objetivam desenvolver culturas produtivas, que gerem frutos saudaveis e com alta
qualidade, sendo assim novos gendtipos de mirtileiro podem apresentar outras
caracteristicas relevantes a exemplo das nutracéuticas, além das avaliadas
corrigueiramente nestes programas, tais como producdo, tamanho e época de
producdo. Essa espécie é conhecida por possuir teores elevados de antioxidantes e
compostos fendlicos, atribuidos principalmente pela presenca de antocianinas na
casca do fruto, conferindo assim efeitos preventivos e terapéuticos a satde humana.
Diante desse contexto, com este estudo tem-se como objetivo analisar e comparar as
caracteristicas fisico-quimicas, antioxidantes e fendlicas dos frutos de seis genétipos
selecionados (BB3, BB4, BB6, PW1, PW2 e PW5) em relacdo a sete cultivares
comerciais (Bluebelle, Bluegem, Briteblue, Climax, Delite, Powderblue e Woodard),
oriundos de uma safra que abrange o periodo de novembro/2019 a janeiro/2020. O
experimento serd conduzido a campo, com plantas provenientes de uma area
experimental e de um matrizeiro e em laboratério. Os frutos colhidos em estadios
completo de maturagdo serdo acondicionados em cumbucas devidamente
identificadas por genoétipos e, posteriormente, serdo levados ao laboratério onde serao
realizadas as andlises. Os frutos destinados as analises de cor, sélidos soluveis, pH,
acidez titulavel e antocianinas totais serdo pesados e separados por repeticdo de 100
g (R1, R2 e R3) e armazenados em sacos plasticos com fecho ziper, posteriormente
congelados e mantidos em freezer com temperatura de -20° C. A outra parte dos frutos
passara pelo mesmo procedimento anterior e sera composto por amostras com
repeticbes de 200 g, onde serdo armazenados em ultrafreezer com temperatura de -
80° C até passarem pelo processo de liofilizacdo, e posteriormente acondicionadas
em tubos Falcon com capacidade de 45 mL e mantidos em congelamento até a
realizacdo das analises de antioxidantes, compostos fendlicos totais e antocianinas
individuais. As analises serdo realizadas a partir de 13 amostras, que terdo 3
repeticbes em cada amostra, totalizando 39 amostras x 9 determinacdes (protocolos)
= 351 determinacfes x 3 repeticbes = 1.053 determinacdes. Portanto, este estudo
sera realizado visando caracterizar seis genétipos ja selecionados e dentre estes,
identificar os que apresentam possiveis caracteristicas funcionais superiores quando
comparados aos seus genitores e possiveis genitores.

Palavras-chave:Alimentos funcionais. Antocianinas. Caracteristicas nutracéuticas.
Genitores. Pequenos frutos. Vaccinium ashei Reade.
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Abstract

BERGMANN, Amanda Radmann. Physico-chemical, antioxidant and phenolic
characteristics of blueberry genotypes and commercial cultivars (Vaccinium
spp.). 2020. 49 f. Research Project (Master in Nutrition and Food) - Graduate Program
in Nutrition and Food, Faculty of Nutrition, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2020.

Blueberry (Vaccinium spp.) is considered a small fruit, native to North America, the
United States and Canada, where it is popularly known as "blueberry.” The fruit
breeding programs using different techniques aim to develop productive crops, which
generate healthy and high-quality fruits, so new blueberry genotypes may have other
relevant characteristics such as nutraceuticals, in addition to those commonly
evaluated in these programs, such as production, size and time of production. This
species is known to have high levels of antioxidants and phenolic compounds, mainly
attributed to the presence of anthocyanins in the fruit peel, thus giving preventive and
therapeutic effects to human health. In this context, this study aims to analyze and
compare the physical-chemical, antioxidant and phenolic characteristics of the fruits of
six genotypes selected (BB3, BB4, BB6, PW1, PW2 and PWS5) in relation to seven
commercial cultivars (Bluebelle, Bluegem, Briteblue, Climax, Delite, Powderblue and
Woodard), coming from a harvest that covers the period from November / 2019 to
January/2020. The experiment will be conducted in the field, with plants from an
experimental area and a matrix maker and in the laboratory. The fruits harvested in full
maturity stages will be packed in bowls duly identified by genotypes and will later be
taken to the laboratory where the analyzes will be carried out. The fruits for color
analysis, soluble solids, pH/acidity and total anthocyanins will be weighed and
separated by repetition of 100 g (R1, R2 and R3) and stored in plastic bags with zipper
closure, later frozen and kept in a freezer with a temperature of -20° C. The other part
of the fruit will go through the same procedure as above and will be composed of
samples with 200 g repetitions, where they will be stored in an ultrafreezer with a
temperature of -80° C until they pass through the freeze-drying process, and then
conditioned in Falcon tubes with a capacity of 45 mL and kept in freezing until the
analysis of antioxidants, total phenolic compounds and individual anthocyanins. The
analyzes will be performed from 13 samples, which will have 3 repetitions in each
sample, totaling 39 samples x 9 determinations (protocols) = 351 determinations x 3
repetitions = 1.053 determinations. Therefore, this work will be carried out aiming to
characterize six genotypes already selected and, among these, to identify those that
present possible superior functional characteristics when compared to their parents
and possible parents.

Keywords: Functional foods. Anthocyanins. Nutraceutical characteristics. Parents.
Small fruits. Vaccinium ashei Reade.



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Lista de Tabelas

Caracteristicas fisico-quimicas e fenologia das

CURIVAIES . ... 39
NUmero de amostras e variaveis do
[S1] (0 [0 [0 U TR RPRPRTRN 55

Programa do gradiente de eluicdo dos solventes para
separagdo de antocianinas em mirtilo  (Vaccinium

5] 0] o 1) TR 60

Atividades que serdo realizadas durante o periodo da Pos-

Graduacao em Nutricdo e Alimentos...........cccceeeeeeevevvnnnnnn. 63

Materiais e insumos necessarios para a execucédo do projeto de
0TS E]0 (U] ES7= VU UPPSRRRR 64

32



33

1 INTRODUCAO

O mirtileiro (Vaccinium spp.) € uma espécie frutifera, cujo fruto mirtilo é
considerado um pequeno fruto nativo da América do Norte e Europa, onde é
conhecido popularmente como “blueberry” é muito apreciado por seu sabor exotico e
por apresentar propriedades funcionais (ENGLAND, 2015; KANG et al., 2015;
CARDENOSA et al., 2016; LI et al., 2016).

De acordo com Retamales et al. (2015), a producdo mundial desse fruto
aumentou consideravelmente, principalmente entre o periodo de 1998 a 2011, de
143.704 para 467.048 toneladas. Ja na América do Sul, especificamente no Peru,
pode-se observar um aumento de 40,4% na area cultivada de mirtilo, aumento de
20,4% na producéo, além do acréscimo de 82,8% na produtividade do fruto no periodo
de 2015 a 2018 (FAOSTAT, 2019).

No Brasil, seu cultivo ainda é recente e por isso é pouco conhecida, porém as
pesquisas tém se intensificado cada vez mais, com o intuito de verificar a
adaptabilidade as condi¢des climaticas do pais (RASEIRA; ANTUNES, 2004).

Atualmente, diversos programas de melhoramento genético do mirtileiro, estéo
em busca da ampliacdo de zonas de adaptacdo de diferentes cultivares que possam
contribuir para melhorar produtividade e qualidade dos frutos aos consumidores
(BRUCKNER et al.; 2002; PAGANINI, 2009).

Dentre as técnicas utilizadas, a selecdo massal € um método de melhoramento
genético que consiste na selecao de variedades fenotipicamente superiores, onde sao
colhidos e intercruzados ao acaso, e € o protocolo mais utilizado por melhoristas para
a selecdo de novos genotipos de mirtileiro (CARVALHO et al., 2003).

Diversos estudos relacionados ao consumo do mirtilo, conferem inUmeros
beneficios a saude humana, devido a grande variedade de polifendis, principalmente
as antocianinas encontradas na casca e das propriedades antioxidantes, superiores
em relacdo & maioria dos frutos (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; WOLFE et al.,
2008).

Atuando assim, na prevencao e tratamento de certas patologias, como doencas
cardiovasculares, apoptose de células cancerigenas, acao anti-inflamatoria, melhora
a circulagdo sanguinea, assim como patologias relacionadas a visdo, edemas, artrites,
artroses, além de contribuir na prevencédo do envelhecimento (CANTUARIAS-AVILES
et al., 2014).
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Diante desse contexto, este estudo sera realizado com o objetivo de analisar e
comparar as caracteristicas fisico-quimicas, antioxidantes e fendlicas dos frutos de
seis genotipos selecionados (BB3, BB4, BB6, PW1, PW2 e PW5) em relagéo a sete
cultivares comerciais (Bluebelle, Bluegem, Briteblue, Climax, Delite, Powderblue e
Woodard) de mirtileiro, provenientes do ciclo de producgéo de 2019/20.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O embasamento teorico para o presente estudo foi realizado a partir da busca
em idiomas portugués, inglés e espanhol nas seguintes massas de dados: Google
Académico, Periédicos Capes e Scielo. Foram utilizados 64 artigos cientificos, 14
livros, 1 tese, 3 dissertacdes e 4 folhetos que apresentam relevancia e que agregaram
na estruturacao do projeto de pesquisa.

N&o houve restricdes em relacdo ao ano de publicacdo dos periodicos, pois
certos temas relevantes abordados com intuito de maiores entendimentos sobre os
assuntos constam somente em publica¢cées mais antigas.

A selecdo foi realizada com massa na leitura de titulos e resumos considerados
relevantes. Por dltimo, os artigos foram selecionados a partir de uma leitura integral
dos mesmos. Os critérios de exclusdo adotados nas buscas foram os estudos que nao

contemplavam temas propostos no embasamento teorico.

2.1Pequenos frutos e mirtilo (Vaccinium spp.)

O conceito “pequenos frutos” ou “berries”, é utilizado na literatura internacional
guando se refere a varias culturas, como exemplo a do morangueiro, amoreira preta,
framboeseira, groselheira, mirtileiro, entre outras (ANTUNES, 2002).

A produtividade desses frutos nativos de clima temperado por area é alta, as
exportacdes tém crescido nos ultimos anos, assim como a area plantada e em muitas
regides € considerada uma importante alternativa, tanto para os pequenos produtores
como para as grandes empresas (PAYNE, 2005).

A demanda por esses frutos tem aumentado muito nos ultimos anos, pois sao
ricos em propriedades benéficas ao organismo humano, apresentando elevados
teores de substancias antioxidantes e anticancerigenas, atraindo assim o consumidor
e o produtor. Dentre essas frutiferas, o mirtilo é classificado como o fruto que possui
a maior quantidade de antioxidantes ja estudada, pois contém um elevado teor de
polifendis tanto na casca quanto na polpa. Sua disponibilidade e versatilidade
permitem que seja incorporada em uma ampla variedade de formulac6es (PAYNE,
2005).

O mirtilo pertence a familia Ericaceae, subfamilia Vaccinoideae e género
Vaccinium. E nativo da América do Norte, Estados Unidos e Canada, onde é
denominado "blueberry" (RASEIRA, 2004).
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No Brasil, o cultivo € ainda recente e pouco conhecido. As primeiras plantas da
cultura foram trazidas em 1983 pela Embrapa Clima Temperado de Pelotas (RS), com
a introducédo da colecéo de cultivares de baixa exigéncia em frio do grupo “Rabbiteye”,
oriundas da Universidade da Flérida. A regido de Vacaria (RS), em 1990 foi pioneira
na producao comercial e é a grande referéncia em termos de producdo (HOFFMANN,
2004; RASEIRA, 2006; SILVA et al., 2008).

A area cultivada no Brasil ultrapassa 150 hectares, sendo praticamente toda a
producédo destinada a exportacdo. O Rio Grande do Sul (RS) € o estado que mais se
destaca na producéo, com 45 produtores em uma area de 65 ha, produzem um total
de 150 toneladas (FACHINELLO, 2008).

As plantas apresentam porte arbustivo, com habito de crescimento basitbnico,
ou seja, as brotagbes que dao origem as hastes principais ocorrem,
preferencialmente, nas gemas basais. Fator este, que define o porte da planta
(RASEIRA, 2004).

Dentre os cinco grupos mais importantes (highbush, half high, southern
highbush, rabbiteye e lowbush) dois se destacam, rabbiteye e highbush. As cultivares
do primeiro grupo adaptam-se em regides de pouco frio (cerca de 300 horas de frio),
enguanto as do segundo em regifes mais frias, que geralmente coincidem com as de
maior altitude. No Brasil, as principais cultivares implantadas pertencem ao grupo
rabbiteye, devido a baixa necessidade em horas de frio. As plantas desse grupo
podem alcancar de dois a quatro metros de altura e apresentam as seguintes
caracteristicas: vigor, longevidade, produtividade, tolerancia ao calor e a seca,
variacdes de solo, baixa necessidade de frio, produzindo assim frutos mais acidas
guando comparadas ao do grupo highbush, que séo firmes e de longa conservacao
(RASEIRA, 2004).

Entre as limitacdes das cultivares do grupo rabbiteye, destaca-se a completa
coloracao do fruto antes do ponto ideal da colheita, onde estaria com melhor qualidade
em relacdo ao sabor, a tendéncia de rachar a pelicula em periodos iumidos e o longo
periodo até alcancar o maximo de produtividade (ANTUNES et al., 2008).

O mirtilo € um fruto ndo climatérico, ou seja, a velocidade respiratéria diminui
gradativamente da colheita a senescéncia. Como os frutos ndo amadurecem apés
serem colhidas, deve-se realizar a colheita no estadio ideal de maturacdo para o
consumo (SOUSA et al., 2007).
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Seus frutos séo de cor azul intensa, recobertas de cera (pruina), baciforme e
globulosa, sumarenta e apresentam um sabor agridoce, com diametro que varia entre
1,5 a 2,5 cm, além de conter diversas sementes de tamanho pequeno (HOFFMANN;
ANTUNES, 2004). Possui cicatriz localizada diametralmente oposta ao apice, de
dimenséo e formato variaveis, conforme a espécie e a cultivar (SOUZA et al., 2007).

2.2 Caracteristicas fisico-quimicas dos frutos e fenologia das cultivares

A caracterizagdo fisico-quimica dos frutos e a fenologia de floracdo e
maturacdo provenientes de sete cultivares foi realizada na Embrapa Clima
Temperado, por Raseira (2004) e Antunes et al. (2008), conforme descricdo abaixo.

Bluebelle: originaria da Geodrgia, é auto fértil, mede de 1,0 a 1,7 cm de
diametro. Apresenta frutos firmes, de tamanho pequeno a médio, com peso médio de
2,2 g. O sabor é doce e acido, predominando a acidez. A pelicula é escura com
presenca moderada de pruina. O teor médio de sdlidos solaveis € de 11,5° Brix. O
inicio da floracéo ocorre de 15 a 25 de agosto e a maturacédo entre 3 a 14 de dezembro,
finalizando de 20 a 31 de janeiro.

Bluegem: é uma cultivar originaria da Florida. Proveniente de polinizagéo livre,
necessita de polinizacdo cruzada, sendo Woodard uma das polinizadoras
recomendadas. Os frutos sdo de tamanho médio, contém muita pruina e sdo muito
saborosas, com diametro de 1,0 e 1,6 cm e peso médio em torno de 1,3 g. O teor de
solidos soluveis varia entre 10,5 a 12,6° Brix. Inicia o florescimento entre 10 a 25 de
agosto e a maturacédo dos frutos entre 8 a 14 de dezembro, finalizando de 20 a 26 de
janeiro.

Briteblue: oriunda da Gedrgia, seus frutos medem acima de 1,3 cm de
diametro, apresentam tamanho grande, com pelicula azul clara, boa firmeza e sabor
regular. O peso e o diametro dos frutos variam de 1,3 a 1,6 g e 1,0 a 1,7 cm,
respectivamente apresentando teor de sdlidos sollveis entre 9,2 e 11,3° Brix. O inicio
da floracéo varia entre 10 a 25 de agosto e a colheita ocorre de 9 a 14 de dezembro,
finalizando de 20 a 26 de janeiro.

Climax: também originaria da Georgia, € proveniente de um cruzamento entre
‘Callaway’ e ‘Ethel’. Os frutos apresentam tamanho médio, com pelicula azul escura e
sabor doce e acido. O didmetro dos frutos varia de 1 a 1,5 cm com peso médio de 1,8
g, a pelicula apresenta muita pruina, dando ao fruto um aspecto bem azulado. O teor

de solidos solaveis varia entre 10 e 12,4° Brix. O inicio da floracdo ocorre entre 10 a
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25 de agosto e o inicio da maturacdo no inicio da primeira quinzena de dezembro,
finalizando de 7 a 26 de janeiro.

Delite: originaria da Georgia, é oriunda do cruzamento de duas selecdes: T14
e T15. Os frutos sé@o excelentes, geralmente de tamanho pequeno a médio, variando
entre 1,2 e 1,8 cm de didametro com peso médio dos frutos de 1,2 g. A pelicula
apresenta menos pruina do que os frutos da cv. Climax, sendo bem escura. O teor de
sélidos soluveis varia entre 10,8 a 12,5° Brix. A florac&o ocorre de 10 a 25 de agosto
e 0 amadurecimento dos frutos de 14 a 20 de dezembro, finalizando de 7 a 31 de
janeiro.

Powderblue: originaria de Maryland, os frutos sdo de tamanho médio, com
diametro entre 1,2 a 1,5 cm e peso médio dos frutos de 1, 2 g. Apresentam sabor
6timo, caracterizado como doce e acido equilibrado. E uma das cultivares que
apresentam maior quantidade de pruina e possui pelicula azul clara. As plantas sdo
resistentes a doencas, muito produtivas e vigorosas. O teor de solidos soluveis varia
entre 11 a 11,7° Brix. A floracdo ocorre de 10 a 30 de agosto e a colheita dos frutos
varia entre 14 a 22 de dezembro, podendo finalizar de 20 a 31 de janeiro.

Woodard: cultivar originaria da Georgia, oriunda do cruzamento entre ‘Ethel’ e
‘Callaway’. Os frutos sédo de tamanho grande com a pelicula azul clara. Apresentam
pouca firmeza, portanto, inadequados para serem transportados a longas distancias.
O diametro varia de 1,1 a 1,5 cm, com peso medio entre 1,0 a 1,2 g. Apresentam teor
de sdlidos soltveis superior a 12° Brix, podendo alcancar até 13,9° Brix. O periodo de
floracdo desta cultivar tem inicio no dia 10 de agosto e pode estender até o dia 28 de
agosto, j& a maturacgéo inicia de 9 a 14 de dezembro, finalizado entre 20 a 26 de

janeiro.



Tabela 1 — Caracteristicas fisico-quimicas e fenologia das cultivares de mirtilo (Vaccinium spp.) conforme dados da revisdo bibliografica.

Cultivares Origem Diametro Tamanho Peso Sabor Pruina Pelicula SS Floracéo Maturacéao
Bluebelle Georgia 10a1,7 Pequenoa | 2,2g | Doce e acido | Moderada Azul 11,5° Brix 15a 3/dez a
cm médio escura 25/ago 3l/jan
Bluegem Flérida 10e1,6 Médio 13¢9 Muito Muita -- 10,5a 10a 8/dez a
cm saborosos 12,6° Brix 25/ago. 26/jan
Briteblue Geodrgia 10al17 Grande 13a Regular -- Azul clara | 9,2 a 11,3° 10a 9/dez a
cm 1649 Brix 25/ago 26/jan
Climax Gedrgia 1,0a15 Médio 1,8 g | Doce e acido Muita Azul 10 e 12,4° 10a Primeira
cm escura Brix 25/ago quinzena de
dez. a 26/jan
Delite Gedrgia 12e1,8 Pequenoa | 1,29 Excelente Moderada Azul 10,8 e 10a l4/dez a
cm médio escura 12,5° Brix 25/ago 31/jan
Powderblue Maryland 12al5b Médio a 1,2 g | Doce e &cido Muita Azul clara 11a 10a 1l4/dez a
cm bom equilibrado 11,7°Brix 30/ago 31/jan
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Woodard

Gedrgia

1,1al15

cm

Grande

10a
129

Azul clara

12 a 13,9°

Brix

10a
28/ago

9/dez a
26/jan

Fonte: elaboracéo do autor a partir das referéncias apresentadas no texto acima.
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2.3 Melhoramento genético da espécie

O melhoramento genético de frutiferas € uma area de extrema importancia que
esta crescendo muito no Brasil por proporcionar o desenvolvimento de culturas
altamente produtivas que geram frutos saudaveis e com alta qualidade, além de
promover o minimo possivel de agressdo ao meio ambiente.

Esses programas tém como objetivo principal desenvolver tanto cultivares-copa
guanto porta-enxertos que possam contribuir para melhorar a produtividade, a
qualidade e a maior oferta de frutos, atendendo assim as necessidades da cadeia
produtiva, na qual engloba a producdo, transporte, comércio, industria e
consumidores.

A variabilidade genética é de extrema importancia para que ocorra a evolucéo
das espécies, possibilitando a selecdo de novos genoétipos com caracteristicas de
interesse agron6mico superiores, tais como, frutos maiores, com mais sabor e
caracteristicas nutracéuticas, além de apresentarem maior resisténcia a doencas e
pragas (BRUCKNER et al., 2002).

As técnicas de melhoramentos alteram as caracteristicas das plantas,
principalmente o tipo, vigor, precocidade, produtividade, facilidade de enraizamento,
época de colheita, resisténcia a doencas e pragas, resisténcia a calor e seca,
necessidade em frio e adaptacdo a diversos tipos de solo. Em relacdo as
caracteristicas dos frutos sao considerados importantes 0os aspectos como o tamanho,
cor, habito ou formato do cacho, cicatriz, textura, firmeza, sabor, periodo de
desenvolvimento dos frutos, conteddo nutricional e qualidade para processamento
(RASEIRA, 2004).

No Programa de Melhoramento Genético da Embrapa, as principais
particularidades sao: adaptacdo climatica (baixa necessidade em frio), menor
dependéncia de agua e insumos, produtividade, época e uniformidade de maturacao,
tamanho dos frutos, tamanho e perceptibilidade das sementes, cor e aparéncia dos
frutos, predominancia do sabor doce, cicatriz pequena e seca (RASEIRA, 2012).

De acordo com o modo de reproducédo sexuada, as espécies sao classificadas
em autégamas e alégamas. As autbgamas sao aquelas nas quais as plantas se
reproduzem por autofecundacdo. Ja as espécies aldgamas se reproduzem por
fecundacéao cruzada (BRUCKNER et al., 2002).
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Dentre os métodos de melhoramento genético, a selecdo massal € um método
considerado simples e de baixo custo quando comparado aos demais, que consiste
na selecdo de variedades fenotipicamente superiores, onde sdo colhidos e
intercruzados ao acaso. Por se tratar de uma planta ald6gama, novos genotipos de
mirtileiro podem ser obtidos por selecdo massal, método de melhoramento muito
utilizado por melhoristas por apresentar vantagens como facilidade de conducéo e
custos reduzidos (CARVALHO et al., 2003).

2.4 Propriedades antioxidantes

Os antioxidantes sao compostos conhecidos por prevenir muitos disturbios e
doencas metabodlicas causadas por radicais livres, como distarbios dos olhos
(degeneracdo da retina, catarata), pele (dermatite, psoriase, envelhecimento),
pulmdes (alergias e asma), rins (nefrite e outras doencas renais cronicas), articulagcoes
(gota), cérebro (enxaqueca, doencas neuro degenerativas, como Alzheimer,
Parkinson, epilepsia ou sindrome pré-epiléptica em criangas), sistema imunoldgico
(inflamacdes cronicas e doencas auto-imunes, dentre outras) e cancer (COTON et al.,
2016). Os antioxidantes obtidos por meio da dieta, tais como as vitaminas A, C e E,
os flavonoides e os carotendides sdo extremamente importantes na intercep¢cao dos
radicais livres (BIANCHI et al., 2009).

Os radicais livres podem ser definidos como moléculas ou atomos que
possuem um elétron desemparelhado na ultima camada ocupando um Unico orbital
atdbmico ou molecular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000). Esse conceito faz dos
radicais livres moléculas altamente instaveis, produzidas a partir da energia recebida
por um atomo de oxigénio extremamente reativo, que de alguma forma perdeu um
elétron de sua camada mais externa, com meia-vida curta e quimicamente muito
reativas (CHORILLI et al., 2007). As Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) incluem
todos os radicais e nédo radicais derivados do oxigénio, os quais sédo eletronicamente
instaveis e, por isso, altamente reativos, tendo a capacidade de reagir com um grande
namero de compostos que estejam préximos. Eles podem exercer a funcdo de
agentes oxidantes, atuando como receptores de elétrons, ou de agentes redutores,
atuando como doadores de elétrons (AGARWAL et al., 2005).

O sistema de defesa antioxidante pode atuar por meio de trés mecanismos na

protecdo do organismo humano. A geragdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)
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e de Espécies Reativas ao Nitrogénio (ERN) no organismo é fisiolégica e continua,
sendo fundamental em alguns processos biologicos, como na producdo de energia,
fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo celular e sintese de
substancias biologicas importantes, porém em concentragcfes altas geram danos as
células (LANDER, 1997).

O primeiro mecanismo de protecdo atua como detoxificador das ERO e ERN,
impedindo a sua formacéo, e consequentemente, o efeito sobre os lipidios, proteinas,
e as massas do DNA (Adenina, Timina, Guanina e Citosina), evitando assim, a
formacdo de lesdes e perda da integridade celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007). O segundo mecanismo de defesa tem a funcdo de reparar as lesbes
provocadas pelas espécies reativas, sendo que este processo esta relacionado com
a remocao de danos da molécula de DNA e reconstituicdo das membranas celulares
(SIES, 1993). E finalmente, o terceiro mecanismo de defesa, na qual € conhecido
como sistema de reparacdo e esta constituido, basicamente, por enzimas que
reparam os danos ocasionados em proteinas e no acido desoxirribonucléico (ADN)
(SANCHEZ-MORENO, 2002).

Os antioxidantes reagem diretamente com os radicais livres, levando a
formacéo de produtos menos reativos, e além disso, participam na ativacao de genes
gue codificam proteinas envolvidas no sistema enzimatico antioxidante e/ou no
silenciamento de genes que podem contribuir para a ocorréncia de estresse oxidativo
(FONSECA, 2007). Uma forma importante de proteger o organismo humano do
estresse oxidativo € a utilizacdo de produtos antioxidantes na alimentacao.

Os alimentos sao considerados a melhor fonte de antioxidantes naturais, e uma
alimentagcdo rica em frutos, vegetais e grédos fornece ao corpo os antioxidantes
necessarios para prevenir doencas (SILVA, 2016). Entre os antioxidantes presentes
nos frutos e nos vegetais, 0s mais ativos e encontrados sdo os compostos fendlicos,
principalmente os &cidos fendlicos e flavondides (SOARES, 2002). A atividade
antioxidante dos mirtilos é influenciada pelo teor em compostos fendlicos, em
particular o teor de antocianinas totais presente em elevadas concentracbes na
pelicula do fruto (CASTREJON et al., 2008).

Segundo Matos et al. (2014), o mirtilo, tem atraido aten¢do da populagéo devido
a sua alta capacidade antioxidante, elevada concentracdo de antocianinas e outros

compostos fenolicos, apresentando-se como um fruto desejavel e nutritivo.
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Contudo, o consumo desse fruto contribui em melhorias do equilibrio redox,
principalmente por meio do estimulo as defesas antioxidantes enzimaticas e nao-
enzimaticas, levando assim a diminuicdo dos danos oxidativos a célula (ALKHALF et
al., 2018).

2.5 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao originados do metabolismo secundario das
plantas. Essenciais para o0 seu crescimento e reproducéo, além disso, se formam em
condicbes de estresse como, infeccdes, ferimentos, radiacbes UV, dentre outros
(NACZK, 2004).

Quimicamente, sédo definidos como substancias que possuem anel aromatico
com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (LEE,
2005). Existem cerca de cinco mil fendis, dentre eles, destacam-se os flavondides,
acidos fendlicos, fendis simples, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferéis (SHAHIDI;
NACKZ, 1995).

Os fendlicos englobam desde moléculas simples até moléculas com alto grau
de polimerizacéo, e estdo presentes nos vegetais e frutos na forma livre ou ligados a
acucares (glicosidios) e proteinas (BRAVO, 1998).

De acordo com a classificacdo de Ribéreau-Gayon (1968), esses compostos
apresentam trés categorias: pouco distribuidos na natureza, polimeros e largamente
distribuidos na natureza.

Na familia dos compostos fendlicos pouco distribuidos na natureza, sao
encontrados um numero bem reduzido, embora com maior frequéncia. Nesse grupo,
estdo os fendis simples, o pirocatecol, a hidroguinona e o resorcinol. Pertencem ainda
a esta familia os aldeidos derivados dos acidos benzdicos, que séo constituintes dos
Oleos essenciais, como a vanilina (SOARES, 2002).

Os polimeros séo alguns fendélicos que ndo se apresentam na forma livre nos
tecidos vegetais, esta familia engloba os taninos e as ligninas. Na familia dos
compostos largamente distribuidos na natureza estdo os fendlicos encontrados
geralmente em todo reino vegetal, mas as vezes podem estar localizados em uma sé
planta. Esse grupo, divide-se em flavondides (antocianinas, flavondis e seus
derivados) e acidos fendlicos (acidos benzdico, cinamico e seus derivados) e
cumarinas (KING; YOUNG, 1999).
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Os compostos fendlicos sado incluidos na categoria de interruptores de radicais
livres, sendo assim muito importantes na prevencao da oxidacao celular (SHAHIDI,
JANITHA, 1992).

Alguns estudos mostram, que o mirtilo (Vaccinum spp.) possui diversos
beneficios a salde associados a presenca de compostos bioativos, principalmente
relacionados as antocianinas (REQUE, 2012; ANTUNES et al., 2013; GOLDMEYER
et al.,, 2014). Estes, apresentam alto valor antioxidante, na qual apresentam
propriedades de combater aos radicais livres que provocam danos celulares e
consequentemente desencadeiam uma série de doencas crbnico-degenerativas
(FACHINELLO, 2008; SARAL et al., 2015).

O mirtilo também apresenta outros compostos fenélicos em sua composicao,
sendo assim também considerado fonte de acido clorogénico, quercitina, catequina,
resveratrol, entre outros (GIOVANELLI; BURATTI, 2008).

Entretanto, Vizzoto et al. (2013) afirmam que varios fatores podem afetar o
conteudo de compostos fendlicos em mirtilos, como a maturidade dos frutos,
diferencas genéticas entre cultivares, condicdes ambientais e processamento dos
frutos (PERREIRA, 2009; SOUZA et al.,, 2014; SKROVANKOVA et al.,, 2015;
VIZZOTO).

2.6 Antocianinas

As antocianinas sdo conhecidas por sua cor exuberante, que pode variar entre
vermelho, laranja, roxo e azul, sendo assim considerada uma fonte de pigmento
natural, pois confere a cor na maioria das flores, frutos, folhas, caules e raizes de
plantas, além de pertencerem a classe dos flavonoides (KERBAUY, 2012). Sao
estruturalmente caracterizadas pela presenca do esqueleto contendo 15 atomos de
carbono na forma C6-C3-C6 (LOPEZ et al., 2000).

Segundo Margo et al. (2008), as antocianidinas apresentam como estrutura
fundamental o cétion flavilico (2-fenilbenzopirilium) e a molécula de antocianina
encontra-se ligada a acucares, como a glicose e a galactose e, quando esses
compostos sao removidos, a parte restante da molécula que ainda esta pigmentada é
nomeada como antocianidina. Principalmente através dessa forma, encontramos a

coloracao nas flores e nos frutos (KERBAUY, 2012).
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O termo antocianina, derivado do grego de flor e azul (anthos = flores; kianos =
azul), foi criado por Marquart no ano de 1853, referindo-se aos pigmentos azuis das
flores (MARCO et al., 2008).

Sao encontrados doze tipos de antocianidinas, na qual os nomes originam-se
da primeira planta em que foram isoladas, tais como cianidina, pelargonidina,
petunidina, delfinidina e malvinidina (KERBAUY, 2012).

A coloracdo das antocianidinas € influenciada pela quantidade de grupos
hidroxila (OH) ou metila (CHs), em que estdo presos no anel B da molécula, além do
tipo, nimero e local onde os aglcares estao ligados (FENNEMA, 2010; KOWALCZYK
et al., 2003). A maior quantidade da presenca do grupo hidroxila contribui na absorcao
de comprimentos de onda mais longos do espectro luminoso, deixando assim passar
0s comprimentos de onda mais curtos na faixa do azul, tornando a coloragao azulada.
Ja na direcdo contraria, o maior nimero de grupos metilas favorece a absorcéo de
comprimentos de onda mais curtos, aumentando a intensidade da coloracédo vermelha
(LOPEZ et al., 2000; KERBAUY, 2012).

As antocianidinas podem ter alteracdo na sua cor devido a variagdo do pH,
consideradas assim como indicadoras de pH. Solucdes acidas tornam a coloracao
avermelhada, ja em situac6es em que o pH estiver elevado, a coloracao adquire tons
azulados e essas mudancas séo reversiveis (KERBAUY, 2012).

Além de verificar a coloracdo caracteristica aos vegetais, frutos, flores e folhas,
as antocianinas também apresentam propriedades que associam sua ingestdo a
habitos saudaveis na alimentacao (TEIXEIRA, 2008).

A acgdo antioxidante deve-se a alta concentracdo de antocianinas na casca dos
frutos, sendo o principal composto fendlico do mirtilo (Vaccinum spp.) (CASTANEDA-
OVANDO et al., 2009). As antocianinas, apresentam potencial antioxidante maior que
a vitamina C e o betacaroteno (KOWALCZYK et.al, 2003), compostos bioativos
também presentes no mirtilo. A semente desse fruto também possui componentes
bioativos, com teor consideravel de catequinas, taninos e acido gélico. Dessa forma,
esses compostos tém sido utilizados como aditivo na industria de cosmeéticos,

alimentos e ainda como pigmento natural.
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2.7 Formas de consumo

O consumo do mirtilo pode ocorrer de varias formas, desde in natura ou apés
passar por processamento de desidratacdo, congelamento ou enlatamento
(GOLDMEYER et al., 2014).

Este, vem aumentando devido suas caracteristicas e propriedades
nutracéuticas assim, promovendo a atencéo dos consumidores e produtores (PAGOT,;
HOFFMANN, 2003). O Brasil, em relacdo a producéo de frutos de clima temperado
ainda é insuficiente para atender a demanda por parte dos consumidores. Propiciando
assim, melhores possibilidades ao mercado de producdo dos frutos frescos e a
industrializacao (CIA et al., 2007).

Assim, devem ser aproveitados da melhor maneira por produtores, empresas,
atacadistas e varejistas. Existe um preco minimo para o comércio dos frutos frescos,
elevando o custo de comercializacdo que ocorre devido ao transporte e
armazenamento dos mesmos. Se estes critérios ndo forem respondidos,
consequentemente os frutos serdo destinados ao mercado de congelados (SILVA,
2007).

Os frutos de mirtilo, sdo comercializados inteiros frescos, congelados e secos,
além de serem utilizados na producado de conservas, geleias, iogurtes, polpas, tortas,
sorvetes, licores, sucos, e cada vez mais, concentrados liquidos ou em p6 vendidos
como suplementos alimentares (CHU et al., 2011). Por ser fragil e apresentar rapida
perda da qualidade pdés-colheita, 0 seu fornecimento no mercado € muito limitado,
portanto, uma das alternativas para melhorar o seu aproveitamento econdmico seria
a industrializacdo (ANTUNES, 2002; MOTA, 2006).

2.8Propriedades guimicas, antioxidantes e fendlicas de diferentes cultivares de
mirtileiro

O contetdo de compostos bioativos nos frutos dependera de inimeros fatores,
incluindo gendtipo, tamanho dos frutos, quantidade de pigmento, condi¢cbes
ambientais, maturagcdo e armazenamento dos mesmos (WANG et al.,, 2008). No
entanto, pesquisas recentes propuseram que o conteudo de antocianinas, acido
clorogénico e quercetina estdo diretamente relacionadas as diferentes cultivares de
mirtilo, além das varia¢cdes sazonais que os frutos apresentam (SCALZO et al. 2013),

descritas nos estudos a seguir:
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Segundo estudo de Kraujalytea (2015), os maiores valores de compostos
fendlicos totais foram encontrados no mirtilo do pantano (2,81 mg GAE/mL), enquanto
os valores para 0s genaotipos de Vaccinium corymbosum variaram de 0,85 no genétipo
Bluejay a 1,76 mg de GAE/mL no gendtipo “no.16”. Nota-se também que os valores
de fendlicos totais em gendtipos recém-criados, nomeados como no.16 apresentou
1,76 mg GAE/mL, o gendtipo Freda com 1,50 mg GAE/mL e Danut com 1,50 mg
GAE/mL) foram maiores do que os gendtipos consolidados no mercado como o
Northland, Bluegold, Nui, Putte, Northblue e Patriot.

Ainda nesse estudo, os mirtilos apresentaram maior atividade antioxidante pelo
método ABTS, com teor de 20,9 umol TE/g, enquanto os valores de TEAC dos
genatipos de Vaccinium corymbosum foram de 6,38 umol TE/g no genétipo Hardyblue
a 14,64 umol TE/g no gendtipo no.16. Além disso, os outros genotipos, Danut (12,0
umol TE/g) e Freda (11,55 umol TE/g) também apresentaram valores altos de TEAC.

De acordo com Howard (2003), a variagdo antioxidante através do método
Oxygen Radical-Absorbing Capacity (ORAC) e no conteudo fendlico total entre os
genotipos, apresentou-se maior quando comparado aos anos de colheita, indicando
assim, que o genodtipo desempenha um papel mais importante do que a idade das
plantas. Os principais resultados relacionados ao ano de colheita e gendtipo
verificaram que as condi¢cdes ambientais de crescimento alteram os niveis fendlicos,
antioxidantes, conteudo de antocianinas, além do peso dos frutos, e que certos
genotipos demonstram variacdo na capacidade de sintetizar fendlicos por meio de
diferentes condicfes de crescimento.

Connor et al. (2002), ao avaliarem a capacidade antioxidante e o conteudo
fendlico de cultivares de mirtilo, descobriram que estes, apresentaram maiores
diferencas pelo gendtipo avaliado ao invés do ano da colheita dos frutos.

Pesquisa de Wang (2012), ao analisar diversas cultivares pertencentes a
grupos distintos, verificou que o maior conteddo de antocianinas totais foi a cultivar
Early May. Essa quantidade foi aproximadamente trinta vezes maior que a do cultivar
Pink Lemonade, na qual apresentou o nivel mais baixo de antocianinas totais. As
cultivares de derivados hibridos tendem a apresentar niveis fenolicos mais baixos do
gue as cultivares do grupo rabbiteye ou northern highbush. Da mesma forma, as
capacidades antioxidantes foram significativamente diferentes entre as cultivares e
entre as estacdes do ano, Beckyblue apresentou a menor atividade antioxidante,

enguanto Early May verificou a maior capacidade antioxidante.
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Contudo, pode-se dizer que as diferencas sazonais conferiram grande impacto
sobre o conteddo de antocianinas, fendlicos antioxidantes, acglcares e acidos
organicos. Em geral, os valores de antocianinas totais foram mais altos em 2008 do
que em 2009, no entanto, o inverso ocorreu nos fendlicos totais. Ja os valores de
antioxidantes entre os anos apresentaram poucas diferencas significativas. Entre as
trinta e duas cultivares avaliadas no estudo, em dois anos, obteve-se variagdo média
na classificacdo de antocianinas totais, fendlicos totais e antioxidantes (ORAC) de 3,3
(variacdo, 0-12), 3,4 (variagdo, 0-17) e 1,0 (Variagdo, 0-4), respectivamente,
mostrando assim que os antioxidantes apresentaram maior estabilidade ao longo dos
anos (WANG, 2012).

2.9 Efeitos benéficos na satde humana

A presenca dos compostos fendlicos e em particular as antocianinas presentes
na pelicula do mirtilo apresentam propriedades antioxidantes e quimioprotetoras,
estas benéficas para a satde humana (SEERAM, 2008).

As antocianinas contribuem no controle glicémico pos-prandial, através da
inibicdo enzimatica da a-glucosidase, impedindo a degradac¢ao do amido, e atribuindo
assim ao fruto um étimo potencial (WANG et al., 2012). Além de conferirem atividade
antiinflamatoéria, antialérgica, antimicrobiana, antitrombotica, antiarterogénica e
inibicdo da agregacéo plaguetaria (MOURE, 2001).

Duffy et al. (2008) realizaram estudo com ratos, verificando que a
suplementacdo da dieta com 2% de extrato de mirtilo por 8 semanas apresentou
protecdo contra a neurodegeneracdo, mediados por excitotoxicidade e estresse
oxidativo.

Seeram et al. (2006) verificaram a propriedade de extratos de mirtilo em inibir
a proliferacdo de células tumorais na cavidade oral, mama, célon e préstata, sendo a
acao dose-dependente e em diferentes niveis de poténcia entre os tipos de células
avaliadas. Os extratos de mirtilo também estimularam a apoptose em células
cancerigenas de colon.

De acordo com estudo de Liu et al. (2019) envolvendo um modelo de lesé&o
hepatica, o extrato de mirtilo teve papel protetor relacionado ao aumento da atividade
de Superoxido Dismutase (SOD), com consequente atenuacao de danos lipidicos em

hepatdcitos.
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Em animais diabéticos, o extrato de mirtilo, mostrou-se eficaz de aumentar a
atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx), assim como os niveis de glutationas
reduzidas, com consequente diminuicdo de danos oxidativos as retinas desses
animais (SONG et al., 2016).

Conforme o estudo de Sun et al. (2019), o extrato de mirtilo protegeu
cardiomidcitos contra a apoptose através da diminuicdo das EROs em um modelo in
vitro de dano induzido por doxorrubicina. Esse, foi capaz de aumentar as atividades
das enzimas antioxidantes SOD e catalase, promovendo a sobrevivéncia de
cardiomidécitos na presenca de altas concentracdes de noradrenalina (LOUIS et al.,
2014).

Liu et al. (2015) observaram em seu estudo, que o tratamento utilizando o
extrato de mirtilo rico em antocianinas nas doses de 20 e 80 mg/kg/dia mostrou-se
eficaz na diminuicdo da pressédo arterial média e da frequéncia cardiaca, estas
aumentadas em 20 animais que receberam ciclofosfamida.

Contudo, a ingestéo regular deste fruto rico em compostos fendlicos tem sido
relacionada com a inibicdo da proliferacdo de células cancerigenas, prevenindo a
incidéncia de cancer, doengas coronarias, diminuicdo da pressao arterial sistélica e
diastolica (BASU et al., 2010), além de contribuir com a diminuicdo dos efeitos do
envelhecimento (LI, 2012).
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3 CONCLUSAO GERAL REVISAO BIBLIOGRAFICA

Conclui-se, portanto que, essas cultivares de mirtilo introduzidas aqui no Brasil,
apresentam desenvolvimento e producédo satisfatérias nas condi¢cdes edafoclimaticas
da regido Sul do RS, possibilitando assim, por meio do melhoramento genético a
obtencdo de novos genoétipos com caracteristicas fisico-quimicas, antioxidantes e
fendlicas superiores, sobretudo as nutracéuticas, e também mais adaptadas as
nossas condi¢des de clima e de solo.

Pois, devido as suas propriedades nutritivas e terapéuticas, percebe-se que a
demanda vem aumentando, estimulando assim, a producéo desses pequenos frutos
que podem ser cultivadas em pequenas areas beneficiando desta maneira ndo s6 os
pequenos produtores e empresarios, mas também a economia local.

Além dos efeitos benéficos a satde humana, outra caracteristica importante da
cultura é a versatilidade do seu consumo, que pode ser consumido tanto in natura,
guanto processada, e seu consumo traz diversos efeitos benéficos a saude humana,
contribuindo com a prevencédo de doencas cronicas e envelhecimento. Esse, atribuido
pela presenca dos compostos fendlicos e em particular as antocianinas presentes no

fruto, além de conferir propriedades antioxidantes e quimioprotetoras.
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4 HIPOTESE
Novos genotipos de mirtileiro obtidos pelo método de selecdo massal
apresentam caracteristicas fisico-quimicas, antioxidantes e fendlicas superiores

guando comparado aos seus genitores.
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5 JUSTIFICATIVA

A andlise e comparacdo das caracteristicas fisico-quimicas, antioxidantes e
fendlicas dos seis gendtipos selecionados de mirtileiro com relagédo as sete cultivares
comerciais ja consolidadas no mercado, podem apresentar superioridade, por
apresentarem uma variabilidade genética entre eles e assim, conferindo melhores

propriedades funcionais ao fruto.
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6 OBJETIVOS

6.10bjetivo geral

Analisar e comparar as caracteristicas fisico-quimicas dos frutos de seis
gendtipos selecionados (BB3, BB4, BB6, PW1, PW2 e PW5) em relacdo a sete
cultivares comerciais (Bluebelle, Bluegem, Briteblue, Climax, Delite, Powderblue e
Woodard) de mirtileiro, oriundos de uma safra que abrange o periodo de

novembro/2019 a janeiro/2020.

6.2 Objetivos especificos

Nas diferentes amostras de mirtilo (Vaccinium spp.) pretende-se:

- Analisar a cor instrumental, sélidos solUveis, acidez titulavel, relagdo SS/AT e
determinacao do pH;

- Averiguar as propriedades antioxidantes, por meio de diferentes protocolos;
- Determinar e analisar os compostos fendlicos totais;
- Verificar a quantidade de antocianinas totais e individuais;

- Identificar gendtipos com caracteristicas fisico-quimicas superiores.
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Na tabela 2 estdo apresentadas as amostras, bem como as variaveis

independentes e dependentes do estudo.

Tabela 2 — NUimero de amostras e variaveis do estudo com diferentes amostras de mirtilo.

Amostras Variaveis
Independentes Dependentes
1 Bluebelle Cor
2 Bluegem Solidos solaveis
3 Briteblue Acidez titulavel
4 Climax Relagdo SS/AT
5 Delite pH/acidez
6 Powderblue Compostos fendlicos totais
7 Woodard Antocianinas totais
8 BB3 Antocianinas individuais
9 BB4 DPPH
10 BB6 ABTS+
11 PW1
12 PW2
13 PW5

As analises serdo realizadas a partir de 13 amostras, que terdo 3 repeticfes

em cada amostra, totalizando 39 amostras x 9 determinac¢des (protocolos) = 351

determinacdes x 3 repeticdes = 1.053 determinacdes.
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8 MATERIAIS E METODOS

O experimento serd conduzido no Laboratorio de Fisiologia de Pds-Colheita de
Frutos e Hortaligas, do Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial (DCTA),
da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM), na Universidade Federal de
Pelotas (UFPel), com mirtilos provenientes de uma area experimental da empresa
Frutplan Mudas LTDA, localizada no terceiro distrito de Pelotas, RS, a 31°33’4,13” S,
52° 23’ 54,13 W e 120 m de altitude.

O clima local, segundo classificacdo de Koppen, é do tipo Cfa, com temperatura
média anual de 17,8° C, umidade relativa média anual de 80,7% e precipitacdo pluvial
média anual de 1.367 mm (AGROMETEOROLOGIA, 2011). O solo da regido € do tipo
argiloso vermelho-amarelo, segundo o Sistema Brasileiro de Classificacdo (SANTOS
et al., 2006), adubacao NPK realizada no final do més de agosto durante a producao
e apos a colheita, e o pH da area experimental € 4,5, conforme a analise de solo.
Também, sdo aplicadas caldas nas plantas (sufocalcica ou bordalesa) no periodo de
inverno, incluindo o més de junho ou julho, a fim de evitar o aparecimento de doencas
nas mesmas.

As plantas matrizes que deram origem aos genotipos, os quais tem 13 anos de
idade (BB3, BB4, BB6, PW1, PW2 e PW5), objetos deste estudo, sao provenientes de
um matrizeiro com 18 anos de idade, formado por sete cultivares comerciais
(Bluebelle, Bluegem, Briteblue, Climax, Delite, Powderblue e Woodard), sendo duas
destas, ‘Bluebelle’ e ‘Powderblue’ utilizadas para a extragdo das sementes que
originaram os mesmos. Estas, plantadas em um espacamento de 1,5 m entre as
plantas e 3 m entre as linhas.

Durante o ciclo de producao de 2019/20, os frutos em estadio de maturacao
completa das sete cultivares e seus gendtipos, serdo avaliados quanto as varaveis
fisico-quimicas, antioxidantes e fendlicas, respectivamente: determinacéo
instrumental da cor, solidos solUveis, acidez titulavel, relacdo SS/AT, determinacado do
pH, atividade antioxidante in vitro, antocianinas totais, antocianinas individuais e

compostos fendlicos totais, descritas a seguir:

- Determinacgao instrumental da cor: determinada utilizando colorimetro (CR300,
Minolta Chromamater), através do sistema de cor CIELab. Os parametros avaliados

serdo L, a* e b*, nos quais L* (luminosidade) varia de preto (0) a branco (100), e os
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parametros a* e b* irdo ser utilizados para calcular o d&ngulo Hue (°Hue=tan -1 b*/a*),
o qual indica a cor observada (CIE LAB, 1996).

- Solidos soluveis (SS): determinados de acordo com o Instituto Adolfo Lutz (2008),
a 20 °C, utilizando refratometro digital (PR-32a, Atago®) e os valores expressos em

°Brix.

- Acidez titulavel (AT): para avaliacdo da acidez titulavel, sera utilizado o método
volumétrico com NaOH 0,1 N, pesar 1 g de amostra e adicionar 40 mL de &agua
destilada, agitar e observar o pH da amostra. Apos sera feita a titulacdo da amostra
até alcancar pH 8,1. Os resultados seréo realizados por meio de uma equacédo e
expressos em mg de &cido malico por 100 g' de amostra em massa Umida
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

VXFXxMxPM= gde acido organico por cento m/m ou m/v

10X P xn

- Relacdo SS/ATT: determinada pela razdo entre os dois constituintes (BRASIL,
2005).

- Determinacdo do pH: Serd pesada 1 g de amostra previamente macerada em
bequer de 100 mL, adicionado 40 mL de &gua destilada, agitar o contetudo até as
particulas ficarem uniformemente suspensas, ap6s o pH sera determinado por
potenciometria, em pHmetro (K392014B, Kasvi®) (AOAC, 1995).

- Capacidade antioxidante pelo método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil): o
método DPPH que sera utilizado foi descrito por Brand-Williams et al. (1995),
massaado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por antioxidantes,
produzindo um decréscimo da absorbancia a 515 nm. Primeiramente deve-se ajustar
a absorbancia a 515 nm da solucao de trabalho de DPPH para 1,1 + 0,02 (1,08 —
1,12). Posteriormente, sera adicionado 100 pL do extrato preparado para a
determinacdo de compostos fendlicos, ou solvente (branco) em tubos Falcon de 15

mL. Logo apds, adicionar-se-a 3,90 mL do radical DPPH recentemente preparado e
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com a absorbéancia ajustada. Em seguida, sera agitado em vortex por 30 s e deixado
em repouso por 24 h no escuro e em temperatura ambiente. Posteriormente, deve-se
zerar 0 espectrofotbmetro (marca modelo) com metanol P.A, e em seguida sera
realizada a leitura da absorbéncia das amostras e do branco em 515 nm. O
experimento sera realizado em triplicata e o célculo da porcentagem de inibicdo da

captacao de radicais livres pelo DPPH segue na equacao:

% |n|b|géo = [(AbSamostra — AbSbranco) X 100]
ADbSpranco

- Analise antioxidante pela captura do radical livre ABTS+: a capacidade
antioxidante sera determinada de acordo com Re et al. (1999), a partir da utilizacéo
do radical ABTS (2,2"azino-bis-3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico). Primeiramente
deve-se ajustar a absorbancia a 734 nm do radical ABTS para 0,70 nm + 0,05. Logo
apos, adicionar 30 pL do extrato ou 30 pL de alcool etilico (branco) em tubos Falcon
de 15 mL. Posteriormente, serd adicionado 3,0 mL do radical ABTS* recentemente
preparado e, em seguida homogeneizado em vértex por 30 s. Permanecera 6 min no
escuro e em temperatura ambiente. O espectrofotbmetro (marca modelo) sera zerado
com alcool etilico P.A, sendo apoés realizada a leitura da absorbancia das amostras e
do branco em 734 nm. A quantificacdo da atividade antioxidante da amostra sera
realizada por meio de uma curva padrao preparada com trolox. O experimento sera
realizado em triplicata com trés repeticdes e o calculo da porcentagem de inibicdo da

captacgéo de radicais livres pelo ABTS segue na equag&o:

% inibicdo = [(AbSamostra — AbSbranco) X 100]
AbSbranco

- Determinacdo de compostos fendlicos totais pelo protocolo Folin — Ciocalteau:
o teor de compostos fendlicos totais sera determinado pelo método modificado de
Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965). A extracdo serarealizada a partirde 1 g
de massa seca de mirtilo, diluida em 20 mL de metanol P. A. e agitado em Ultra-turax
a 12.000 rpm, durante 1 min, e logo apos o extrato sera centrifugado por 15 min a
6.000 g. O sobrenadante sera armazenado em freezer a -20 ° C. Para quantificacao,
deve-se pipetar 250 pL do extrato, 4000 pL agua destilada. Em seguida, pipetar 250
uL Folin 0,25 N e agitar os tubos em vortex por 10 s. Aguardar 3 min de reacéo (no

escuro) e posteriormente pipetar 500 pL Na2COs 1 N. Agitar em vortex por 10 s e
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deve-se aguardar 2 h de reacdo (no escuro). Em seguida, realizar a leitura da
absorbancia em 725 nm. O experimento sera realizado em triplicata com trés
repeticdes e os resultados serdo expressos em mg de acido galico 100 g (equivalente
acido galico por 100 g de massa seca de fruta), a partir de curva-padrdo com acido
gdlico.

- Determinacdo de antocianinas monoméricas totais: O conteudo total de
antocianinas sera estimado segundo o método de Lee (2005). Primeiramente deve-se
pesar 1 g de amostra em tubos Falcon de 50 mL envoltos com papel aluminio. Logo
apos, adicionar 25 mL de solucao contendo 85% de metanol e 155 de HCI 1,5 N aos
tubos. Em seguida, agitar por 60 min em agitador de tubos e centrifugar por 15
min/5000 g /5° C. Apéds, deve-se coletar o sobrenadante em tubos Falcon de 15 mL
(avolumar o extrato final utilizando metanol: HCL 1,5 N (85:15) envoltos com papel
aluminio e armazenar o extrato em freezer (-20° C). A leitura sera realizada da
absorbancia dos extratos a 520 nm. O contetdo de antocianinas totais foi expresso
como equivalentes de Pelargonidina (mg Plg 100g?), de acordo com a equacéo linear
da curva analitica de Pelargonidina (em concentracdes de 2,60 a 50 ug mL?). A

equacdo da curva analitica sera y=0,1111x + 0,0013, r>=0,9991.

- Determinacao de antocianinas individuais: para a extragdo de antocianinas sera
utilizado o método adaptado de Zhang (2004), que consiste na extracdo do pigmento
com uma solucado de metanol e acido cloridrico (99,9:0,1v/v), seguida de uma agitacao
por trés h, filtracdo, concentracdo em rotaevaporador a 30° C por 20 min e dissolugéo
em solucéo de metanol com 1% de HCI. Apos o extrato sera centrifugado (7.000 g por
10 min), sendo entdo injetada uma aliquota de 10 pL no cromatégrafo liquido. O
sistema cromatografico utilizado sera no comprimento de onda do detector de 520 nm.
A fase movel consiste em um gradiente de eluicéo (Tabela 3) com solugdo aquosa de
acido acético (98:2, v/v), metanol e acetonitrila, com fluxo de 0,8 mL.min* e tempo
total de corrida de 40 min.
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Tabela 3 — Programa do gradiente de eluicdo dos solventes para separacao de antocianinas em mirtilo
(Vaccinium spp.).

Tempo (minutos) Fase movel Fase movel (%)
100
0
0
90
0
10
80
10
10
80
10
10
80
10
10
70
0
30
70
0
30
100
0
0

Solvente A: solugéo aquosa de acido acético (98:2, v/v); Solvente B: metanol; Solvente C: acetonitrila.
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Os picos serao identificados por comparagdo com os tempos de retencéao dos
padrdées e quantificados através de curvas de calibracdo de padrdo externo de cloreto
de malvidina, cloreto de kuromanina (cianidina-3-glicosideo), cloreto de keracianina
(cianidina-3-rutinosideo), cloreto de pelargonidina, cloreto de peonidina, cloreto de
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delfinidina, cloreto de cianidina e malvidina-3-galactosideo. Os resultados serdo
expressos em mg da antocianina individual 100! g de amostra.

Para a realizacdo destas analises, a cada genotipo e cultivar, sera colhido 1 kg
de frutos em estadio completo de maturacao, ou seja, quando a epiderme apresentar
coloracéo totalmente preta ou azulada por completo. A colheita sera realizada em
cumbucas plasticas devidamente identificadas e para a comparacdo das
caracteristicas fisico-quimicas das seis selecbes com as sete cultivares, serdo
escolhidos e marcados com fita trés clones de cada cultivar.

No dia seguinte levada ao laboratdrio, onde as amostras serdo separadas em
duas partes, de acordo com as analises. Parte desses frutos destinados as analises
de cor, sdlidos solluveis, acidez titulavel, pH e antocianinas totais serdo pesados
separados por repeticdo de 100 g (R1, R2 e R3) e acondicionadas em sacos plasticos
com fecho ziper, posteriormente congeladas e mantidas em freezer com temperatura
de -20° C.

A outra parte dos frutos passara pelo mesmo procedimento anterior, no entanto,
as repeticoes serdao compostas por amostras de 200 g que serdo armazenadas em
ultrafreezer com temperatura de -80° C até serem liofilizadas em liofilizador (Liobras -
L101), e posteriormente acondicionadas em tubos Falcon com capacidade para 45
mL e mantidas sob congelamento. Essas amostras de massa seca serdo utilizadas
para as analises antioxidantes, compostos fendlicos totais e também para determinar

a quantidade de antocianinas individuais nos frutos.

Anédlise estatistica

Os dados serdo analisados utilizando a analise de variancia (ANOVA) e o teste
de comparacdo de meédias (teste Tukey), tomando como massa 0s niveis de
significancia maiores que 95% (p< 0,05). Para calcular o coeficiente de correlacéo
entre os resultados, serd aplicado o teste de correlacdo de Person e a analise

estatistica sera realizada utilizando o programa Statistica 8.0 (Stat Soft. Inc., USA).



62

8.1 Origem dos genoétipos

Os gendtipos que serdao utilizados foram selecionados em um experimento
anterior de Fischer (2013), onde os mesmos foram obtidos pelo método de selecdo
massal em uma populacédo inicial composta de 3.554 plantas propagadas por
sementes provenientes de trés cultivares (Bluebelle, Bluegem e Powderblue)
implantadas em uma area composta por mais cinco cultivares (Briteblue, Climax,

Delite e Woodard), sendo portanto também seus possiveis genitores.

9 RESULTADOS ESPERADOS

Espera-se, com os resultados identificar entre as sele¢des, genotipos com
caracteristicas fisico-quimicas, antioxidantes e fendlicas superiores em relacdo aos

seus genitores.

Bem como, a elaboracao de artigos cientificos e resumos para eventos, durante
este periodo da Pdés-Graduacao, que irdo contribuir e agregar conhecimentos a

pesquisa.



63

10 CRONOGRAMA

Na Tabela 4 esta apresentado o cronograma para a realizacdo da pesquisa.

Tabela 4 — Atividades que serdo realizadas durante o periodo da P6s-Graduacdo em Nutricdo e

Alimentos.
2019 2020 2021
Atividades A|SIOIN|ID|J|FIM[AM|J|J|A|S|IO|NID|J|FIM|AM|J|J|A
X | x| X X | X

Reunido de planejamento

Revisao bibliografica

Preparacdo do material XX X|X

Periodo de colheita SRR

Qualificagéo do trabalho X

Coleta de dados X | X | XXX X | X [ X|X[X|X]|x
Andlise e interpretacéo dos XXX XXX | X [X|X|IX[X|X|X|X[XxX|X|X]x]|X]|x

dados

Elaboracéo da dissertacdo

Defesa

Publicacdo dos resultados
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11 ORCAMENTO

Na tabela 5 estdo apresentados 0os materiais e inSumos necessarios para a

execucao do projeto de pesquisa.

Tabela 5 — Materiais e insumos necessarios para a execugdo do projeto de pesquisa.

Materiais Unidades Valor unitério (R$) Valor
(R$)
Metanol 7L 23,50 164,50
Etanol 2L 15,45 30,90
Trolox 1lg 309,00 309,00
Radical ABTS 1lg 592,00 592,00
Radical DPPH 1lg 844,50 844,50
Acido Galico 100 g 75,00 57,00
Carbonato de Sédio 1 kg 7,50 7,50
Acido acético UV/HPLC 2L 33,33 66,66
Acetonitrila UV/HPLC 2L 100,00 200,00
Metanol UV/HPLC 3L 25,00 75,00
Persulfato de Potassio 250 g 24,40 24,40
Tubos Falcon 50 unidades 0,68 34,00
Sacos zip lock 100 unidades 0,27 27,00
Etiquetas 4 folhas 2,00 8,00
Papel aluminio 2 unidades 4,00 8,00

TOTAL R$ 2.447,74
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1 Logisticado trabalho de campo

O trabalho de campo teve inicio na primeira quinzena de dezembro de 2019 e
foi concluido no més de fevereiro de 2021, sendo coordenado por uma mestranda, um
mestrando e uma doutoranda, ocasidao em que foram realizadas as seguintes

atividades:

e A colheita das amostras ocorreu na primeira quinzena de
dezembro/2019 a janeiro/2020;

e Deu-se inicio a organizacdo, preparo do material e atividades
laboratoriais em dezembro de 2019;

e Afinalizacdo das atividades laboratoriais ocorreu em fevereiro de 2021;

e A organizacdo dos dados e a analise estatistica foram realizadas em

marco de 2021.

2 Modificagbes do projeto de pesquisa

Poucas alteracdes ocorreram do projeto de pesquisa para a dissertacao, e
dentre as modificacdes, acrescentou-se a andlise de flavonoides totais, a fim de tornar
os resultados do estudo mais completos. Em relagéo a quantificacdo das antocianinas
individuais por cromatografia, foi possivel obter apenas os resultados referentes as
cultivares comerciais a tempo da defesa da dissertagéo, e este fato deve-se em virtude
das restricdes ao laboratério de pesquisa, em decorréncia da pandemia causada pela
Covid-19. Assim, a medida que os resultados ficarem prontos, 0s mesmos poderao
ser incluidos no artigo que sera submetido para publicacéo.

Outra modificacdo, foi em relacédo a quantificacdo dos resultados das anélises
de antioxidantes, a qual constava no projeto de pesquisa que seria por meio de célculo
de inibicdo, porém optou-se realizar por meio de curva analitica, pois verificou-se que
em outros estudos semelhantes presentes na literatura, os resultados sédo efetuados
desta forma, e também pela questdo da padronizagdo com as demais analises.

Por fim, optou-se por realizar as reacdes de antioxidantes, fendlicos,
flavonoides e antocianinas totais em microplacas contendo 96 poc¢os ao invés de
realizar as reacfes em tubos Falcon, pois como haviam muitas amostras, ao utilizar

as microplacas, a leitura das mesmas no espectrofotdmetro tornou-se mais viavel.
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3 Digitacao e processamento de dados

Os dados foram digitados e organizados em planilhas no Excel, na sequéncia
foram transferidos para o programa o programa R (R Core Team, 2019), e analisados
utilizando a analise de variancia (ANOVA) e o teste de comparacao de médias (teste
de Tukey), tomando como massa os niveis de significancia maiores que 95% (p<
0,05). Além disso, para calcular o coeficiente de correlagcdo entre os resultados,

aplicou-se o teste de correlagéo de Person.

4 Resultados gerais

Diante dos resultados obtidos no trabalho de campo, observou-se que os
gendtipos e as cultivares avaliadas, conferiram altos teores de antioxidantes,
fendlicos, flavonoides, antocianinas totais e individuais. Destacando-se ‘Bluegem’,
‘Briteblue’, ‘Climax’, ‘Delite’ e os gendétipos PW1, PW2, PW5 e BB3. Concluiu-se que
0s gendtipos estudados ndo apresentaram superioridade em relacdo aos seus
genitores e possiveis genitores. No entanto, 0s mesmos possuem tanto potencial
funcional quanto as cultivares ja consolidadas no mercado. Além de serem
promissores para o cultivo nas regides mais frias do Brasil, uma vez que foram

cultivados e selecionados no Sul do Rio Grande do Sul.
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Destaques

e Os gendtipos de mirtilo apresentaram elevado teor de compostos fitoquimicos.
e Caracteristicas genéticas alteram a atividade antioxidante e fenolica dos mirtilos.
e Cultivares e genotipos possuem potencial industrial e para o0 consumo in natura.

e As selecdes sdo promissoras para a Regido Sul do Rio Grande do Sul.

Resumo

Fez-se a caracterizagdo fisico-quimica, potencial antioxidante e composi¢do fendlica de frutos de seis
gendtipos (BB3, BB4, BB6, PW1, PW2 e PW5) e sete cultivares comerciais (Bluebelle, Bluegem,
Briteblue, Climax, Delite, Powderblue e Woodard) de mirtileiro, oriundos do ciclo de producéo
2019/2020. Analisou-se a cor, teor de solidos soluveis, 0 pH, a acidez titulavel, atividade antioxidante
(DPPH e ABTS), compostos fendlicos totais, flavonoides totais, antocianinas totais e antocianinas
individuais. De modo geral, todos os gendtipos e cultivares sdo ricos em compostos fitoquimicos.
Como destaque estdo os genotipos PW1, PW2, PW5, BB3 e as cultivares Bluegem, Briteblue, Climax
e Delite. Assim, os genotipos de mirtileiro do presente estudo, sdo considerados tdo promissores para
a industria alimenticia e também para 0 consumo in natura quanto as cultivares comerciais ja
consolidadas no mercado da fruticultura, tendo em vista a excelente composicao fendlica presente

nestes pequenos frutos.

Palavras-chave: Vaccinium ashei Reade; variabilidade genética; pequenos frutos; fitoquimicos;

antocianinas.



68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

81

1. Introducéo

Mirtilos sdo frutos do género Vaccinium, pertencentes a familia Ericaceae, que vém sendo
amplamente estudados (Wang et al., 2015), pela importancia econémica (Tan et al., 2018), nutricional
(Scalzo et al., 2013; Upadhaya and Dwivedi, 2019) e funcional (Gallardo et al., 2018; Kraujalyté et
al., 2015). Pelas pequenas dimens@es (aproximadamente 1,0 a 1,8 cm de diametro e massa média
variando de 1,0 a 2,2 g), os mirtilos séo frequentemente denominados pequenos frutos (Raseira,
2004), e, pela riqueza fitoquimica, sdo também denominados de “superfrutos” (Stevenson and Scalzo,

2012). Assim, surgem os “pequenos superfrutos”.

A producéo de mirtilos se destaca em paises como Estados Unidos e Canada, maiores produtores
mundiais (Cantuarias-Avilés et al., 2014). No Brasil, a produgdo de mirtilo em escala comercial
iniciou aproximadamente nos anos 1990 (Moraes et al., 2007) e estima-se que a produgédo cresceu
atingindo aproximadamente 400 ha no ano de 2014, apesar de n&do existirem estatisticas oficiais
atualizadas (Cantuarias-Avilés et al., 2014). Essa producdo se da majoritariamente nas regides de
climas ou microclimas sub-tropicais e temperado (Pertuzatti et al., 2021). As cultivares de maior
expressao sdo provenientes do grupo rabbiteye (Vaccinium ashei Reade) e highbush (Vaccinium
corymbosum L.) (Pertuzatti et al., 2016). Dentre elas, as pertencentes ao grupo highbush sdo mais
demandadoras de horas de frio para a plena producdo, necessitando em torno de 650 a 800 horas,
enquanto as cultivares oriundas do grupo rabbiteye sdo menos exigentes em baixas temperaturas,
brotando e florescendo bem com apenas 360 horas de frio (Raseira, 2004), devido a sua rusticidade,
conferindo assim, excelente adaptacao as condicdes de clima temperado, favorecendo o crescimento
e o0 desenvolvimento das plantas, consequentemente gerando frutos de alta qualidade nutricional e
comercial (Schuchovski et al., 2020).

Além da boa aparéncia e sabor, os mirtilos se destacam pela riqueza em compostos de importancia
nutricional e funcional (Connor et al., 2002; Prior et al., 1998). Ha consenso de que se tratam de frutos
ricos em compostos fendlicos, com destaque para acidos fendlicos, flavonoides e antocianinas

(Gavrilovaetal., 2011; Martin-Gomez et al., 2020; Pertuzatti et al., 2016). Como consequéncia, esses
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frutos séo caracterizados como fonte significativa de antioxidantes (Stevenson and Scalzo, 2012),
seja quando sdo consumidos na forma in natura ou processada (Goldmeyer et al., 2014).

Vérios estudos que abordam a composicdo quimica, potencial antioxidante e caracteristicas
nutricionais e funcionais, in vitro e in vivo, apontam para o potencial qualitativo de mirtilos na
nutricdo humana (Bell et al., 2017; Debnath-Canning et al., 2020; Giacalone et al., 2011; Gundlz et
al., 2015; Huang et al., 2016; Klimis-Zacas et al., 2016; Li et al., 2017; Lin et al., 2020; McAnulty et
al., 2019; Miraghajani et al., 2020; Sun et al., 2020; Travica et al., 2020; Zhu et al., 2017). Por essa
razdo, associada ao custo de produgéo, faz dos mirtilos in natura, ou na forma processada em sucos,
polpa, cremes, sorvetes, cookies, extratos e outros, frutos de relevancia internacional (Chu et al.,
2011).

Embora a maioria dos estudos apontem para beneficios a saide humana, o conhecimento
consolidado acerca do tema foi construido por estratégias indutivas e dedutivas, a partir dos estudos
que verificaram que realmente h& interferéncias com experimentacdes in vivo (Bell et al., 2017,
Huang et al., 2016; Klimis-Zacas et al., 2016; McAnulty et al., 2019; Miraghajani et al., 2020; Zhu
et al., 2017). Nesses trabalhos se observou que o consumo de mirtilos contribui para a atenuacéo da
ocorréncia de algumas doencas cronicas, como neurodegenerativas (Travica et al., 2020), diabetes
(Bell et al., 2017) e cardiovasculares (Huang et al., 2016; Klimis-Zacas et al., 2016; McAnulty et al.,
2019; Miraghajani et al., 2020; Zhu et al., 2017). Esses beneficios foram atribuidos a compostos como
os polifenadis, particularmente devido a presenca das antocianinas (Li et al., 2017).

Ao se identificarem os principais compostos fitoquimicos em mirtilos, se observou que os mais
frequentes e em maiores concentragdes sdo os acidos fendlicos, incluindo o acido gélico, cafeico,
ferulico, siringico, clorogénico e hidroxibenzoico (Figueira et al., 2016; Skrede et al., 2000; Souza,
2017; Wang et al., 2012), os flavonoides como a catequina, epicatequina, quercetina, miricetina e
caempferol (Pertuzatti et al., 2021) e as antocianinas, as quais sdo derivadas de cinco principais
antocianidinas, como a delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina e malvidina (Pertuzatti et al.,

2016). Além disso, esta demonstrado que ha variacdes significativas entre grupos, cultivares e em
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locais plantio dos mirtilos (Spinardi et al., 2019), tanto no que tange ao comportamento agronémico,
quanto fitoquimico (Mikulic-Petkovsek et al., 2012). Também, esta demonstrado que a composicao
varia quando um mesmo genétipo € cultivado em diferentes regides (Skrovankova et al., 2015) .

Desse modo, tornam-se relevantes pesquisas descritivas que revelem a composicao de cultivares
universais em cada regido de producdo (Gundiiz et al., 2015; Pertuzatti et al., 2021; Scalzo et al.,
2015; Spinardi et al., 2019; Wang et al., 2017; Yousef et al., 2013; Zeng et al., 2020; Zhang et al.,
2020). Assim, nos estudos citados acima se observou que ao analisarem diversas cultivares de mirtilo
em diferentes paises, se obteve divergéncias significativas na composicdo fenodlica destes frutos.
Embora se trate de uma pesquisa majoritariamente descritiva tem-se a hipétese de que os mirtilos de
todas cultivares e gendtipos estudados tenham riqueza fitoquimica, independentemente de suas
particularidades genéticas (Wang et al., 2012). Portanto, se teve por objetivo com este estudo, analisar
e comparar a composicdo fendlica e a atividade antioxidante dos frutos de seis genotipos

selecionados, em relacdo a sete cultivares comerciais de mirtileiro.

2. Material e métodos

2.1 Produtos quimicos e reagentes

Os reagentes utilizados nas analises do estudo sdo da marca Sigma, denominados respectivamente
por DPPH (2,2-difenil1-picril-hidrazil), ABTS (2,2-azino-bis (3 etilbezotiazolina)-6-acido sulfénico
e Folin-Ciocalteu. Os demais solventes e outras substancias utilizadas nos protocolos foram: etanol,
metanol, carbonato de sddio, persulfato de potassio, cloreto de aluminio, hidroxido de sddio, nitrito
de sadio, acido formico, acido galico e catequina. Para a quantificacdo das antocianinas individuais,
assim como para a quantificacdo dos resultados das analises, utilizaram-se os padrdes malvidina-3-
O-glicosideo; malvidina-3-O-galactosideo; cianidina-3-O-glicosideo, cianidina-3-O-galactosideo;

delfinidina-3-0O-galactosideo.
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2.2 Origem, colheita e armazenamento das amostras

Os frutos utilizados no estudo sdo provenientes de um matrizeiro formado por sete cultivares
comerciais com 18 anos de idade (Bluebelle, Bluegem, Briteblue, Climax, Delite, Powderblue e
Woodard) e de seis gendtipos com 13 anos de idade (BB3, BB4, BB6, PW1, PW2 e PW5), oriundos
de uma area experimental, localizada no terceiro distrito de Pelotas, RS, a 31° 33” 4,13” S, 52° 23’
54,13” W e 120 m de altitude. Sendo duas destas ‘Bluebelle’ ¢ ‘Powderblue’ utilizadas para a extragao
das sementes que originaram 0s genotipos, por meio de polinizacdo livre em estudo anterior,
selecionados por meio de selecdo massal, em uma populacédo inicial composta de 3.554 plantas
propagadas, implantadas em uma &area composta por mais cinco cultivares (Bluegem, Briteblue,
Climax, Delite e Woodard), sendo portanto também seus possiveis genitores e objetos deste estudo.
As areas de plantio foram conduzidas com manejos e tratos culturais recomendados para a cultura. A
adubacado foi realizada conforme anélise de solo, e como ndo ha defensivos quimicos registrados para
a cultura no Brasil, para o tratamento de inverno aplicou-se nas plantas calda sufocalcica na
concentracdo de 2%, durante 0 més de junho, a fim de evitar o surgimento de doencas fungicas.

O solo da regido €é do tipo argiloso vermelho-amarelo e o clima local, segundo classificacdo de
Koppen, é do tipo Cfa, com temperatura média anual de 17,8° C, umidade relativa média anual de
80,7% e precipitacdo pluvial média anual de 1.367 mm (Agrometeorologia, 2019).

Durante o ciclo de producdo de 2019/20, na metade da primeira quinzena de dezembro foram
colhidos aproximadamente 1 kg de frutos em trés clones de cada cultivar e nos genotipos, em estadio
completo de maturacéo, caracterizado pela coloracdo da epiderme azul-escura, dentro de cumbucas
plasticas devidamente identificadas, sendo 100 g de amostra destinadas para a realizacdo das analises
fisico-quimicas (cor, pH, acidez titulavel, solidos sollveis), as quais foram separadas por trés
repeticdes. Para as demais andlises do estudo (atividade antioxidante por meios dos radicais DPPH e
ABTS, antocianinas monoméricas totais e individuais, compostos fenolicos totais e flavonoides

totais) separou-se 200 g de amostra por repeticdo, as quais foram acondicionadas em embalagens de
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polietileno (0,10 micra), armazenadas em ultrafreezer, posteriormente liofilizadas em liofilizador
(Liobrés - L101) e acondicionadas em tubos Falcon com capacidade de 45 mL.

O delineamento experimental foi realizado a partir de 13 amostras, contendo 3 repeticfes em cada
amostra, totalizando em 39 amostras x 10 protocolos de analise = 390 determinacdes x 3 repeticdes

= 1.170 determinacdes.

2.3 Determinacéo instrumental da cor

Para a determinacdo instrumental da cor utilizou-se o colorimetro (CR300, Minolta
Chromamater), atraves do sistema de cor CIELab. Os parametros avaliados foram o a* e b*, em que
0 angulo de tonalidade h inicia-se no eixo +a* e é dado em graus; O seria +a* (vermelho), 90 seria
+b* (amarelo), 180 seria —a* (verde) e 270 seria —b* (azul). Foi utilizado para calcular o angulo Hue
a seguinte equacao (°Hue=tan -1 b*/a*), o qual indica a cor observada. Os ensaios foram realizados

com trés repeticOes, e em cada repeticdo utilizaram-se trés frutos.

2.4 pH e acidez titulavel

O pH foi determinado a partir 1 g de amostra previamente macerada em béquer de 100 mL,
adicionado 40 mL de agua destilada, posteriormente agitou-se o contetdo até as particulas ficarem
uniformemente suspensas e apds determinou-se o pH por potenciometria, em pHmetro (K392014B,
Kasvi®). Para avaliacdo da acidez tituldvel (AT), utilizou-se 0 método volumétrico com NaOH 0,1
M, pesou-se 1 g de amostra e adicionou-se 40 mL de agua destilada, agitou-se e foi observado o pH
da amostra. Apos procedeu-se a titulacdo da amostra até alcancar pH 8,2. Foram realizadas trés
repeticOes para cada varidvel e os resultados foram expressos em mg de acido malico por 100 g de

amostra em massa Umida (Instituto Adolfo Lutz, 2008).
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2.5 Sélidos sollveis

O teor de solidos soluveis (SS) foi determinado de acordo com o Instituto Adolfo Lutz (2008), a
20 °C, utilizando-se 1 gota de suco puro no refratdbmetro digital (PR-32a, Atago®), sendo 0s

resultados expressos em °Brix. Os ensaios foram realizados com trés repeticoes.

2.6 Relacdo SS/AT

Determinada pela raz&o entre os dois constituintes (solidos soltveis e acidez titulavel).

2.7 Preparacdo dos extratos para as andlises de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e

atividade antioxidante

Para a preparacao dos extratos, pesaram-se 200 mg de amostra liofilizada em tubos Falcon de 15
mL, ap6s foi adicionado 10 mL de metanol P.A, posteriormente homogeneizou-se em agitador de
tubos por 1 min cada amostra e foram centrifugadas (Centrifuge RC5C, Sorvall Instruments) a 7000
rpm durante 15 min (15 °C). Logo ap6s, foi coletado o sobrenadante em tubos Falcon de 15 mL e

armazenou-se em freezer a -20 °C até 0 momento da realizacdo das analises.

2.8 Atividade antioxidante pela captura do radical DPPH

Para a determinar o potencial antioxidante seguiu-se 0 método de Brand-Williams et al. (1995),
adaptado, utilizando o radical livre 2,2-difenill-picril-hidrazil (DPPH). Preparou-se uma solucao
estoque de DPPH (24 mg de DPPH em 100 mL de metanol). Posteriormente, uma solucéo de uso foi
preparada, adicionando 10 mL da solucdo estoque em 45 mL de metanol P.A. A quantificacdo foi
realizada em microplaca contendo 96 poc¢os. Ajustou-se a absorbancia a 515 nm da solucdo de
trabalho de DPPH para 1,1 + 0,02. Para a reacgdo, utilizou-se 20 pL do extrato preparado e 280 pL
da solucdo de uso. A leitura da absorbancia foi realizada no comprimento de onda de 515 nm em
espectrofotometro (6705 UV/Vis; Jenway®). Utilizou-se como branco o metanol. Os ensaios foram
realizados com trés repeticdes. O conteudo antioxidante foi expresso como equivalentes de trolox

(umol Eq Trolox 100g™), em amostras de massa seca, de acordo com a equagdo linear da curva
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analitica de trolox (em concentracdes de 10 a 200 pug mL™?). A equacdo da curva analitica foi
y=0,0045x + 0,0031, R?>= 0,9948, em que "y" é a absorbancia e "X" é a concentragdo como

equivalentes de trolox.

2.9 Atividade antioxidante pela captura do radical livre ABTS

A capacidade antioxidante foi determinada de acordo com método descrito por Re et al. (1999),
por meio da captura do radical 2,2-azino-bis(3 etilbezotiazolina)-6-acido sulfénico. Elaborou-se uma
solucdo estogue de ABTS (192 mg de ABTS em 50 mL de agua destilada). Apos, foi preparada a
solucdo de persulfato de potéssio, adicionando 378,4 mg de persulfato de potassio em agua destilada
até completar o volume para 10 mL em um baldo volumétrico. Posteriormente, preparou-se uma
solucdo de uso, adicionando 5 mL da solucéo estoque e 88 L da solucédo de persulfato de potassio.
A quantificacdo foi realizada em microplaca contendo 96 pocos. Ajustou-se a absorbancia a 734 nm
da solucdo de trabalho de ABTS para 0,70 nm £ 0,05. Para a reacgdo, utilizou-se 20 uL do extrato
preparado e 280 uL da solucdo de uso. As amostras foram agitadas em vortex durante 30 s e em
seguida deixou-se reagir durante 30 min no escuro e em temperatura ambiente. Utilizou-se como
branco o etanol. Os ensaios foram realizados com trés repeticbes. A quantificacdo do conteudo
antioxidante foi expressa como equivalentes de trolox (umol Eq Trolox 100gt), em amostras de
massa seca, de acordo com a equacao linear da curva analitica de trolox (em concentracdes de 10 a
250 pg mL1). A equagdo da curva analitica foi y=0,0061x + 0,0176, R?>= 0,9923, em que "y" é a

absorbancia e "Xx" é a concentracdo como equivalentes de trolox.

2.10 Compostos fendlicos totais

O contetdo de compostos fendlicos totais, foi determinado segundo Singleton e Rossi (1965).
Para extracdo foram pesadas 200 mg de amostra, as quais foram diluidas em 20 mL de metanol P.A.
e agitadas em Ultra-turax (T18, IKA) a 12.000 rpm, durante 1 min. Posteriormente, o extrato foi
centrifugado (Centrifuge RC5C, Sorvall Instruments) por 15 min a 6.000 rpm. O sobrenadante foi

recolhido para novos tubos Falcon e armazenado em freezer a -20 °C. Para a reagéo, adicionou-se 15
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WL do extrato, 240 pL de agua destilada, 15 pL de Folin Ciocalteau 0,25 N, posteriormente agitou-
se em vortex por 10 s e deixou-se no escuro durante 3 min para que ocorresse a reagdo. Apos,
adicionou-se 30 pL de Na2COs 1 N e deixou-se por 2 h no escuro. Os ensaios foram realizados com
trés repeticdes. A quantificacao foi realizada em microplaca contendo 96 pogos. Realizou-se a leitura
das amostras em espectrofotémetro (6705 UV/Vis; Jenway®) no comprimento de onda de 725 nm.
O conteldo fendlico foi expresso como equivalentes de acido galico (mg 100g™* acido galico), em
amostras de massa seca, de acordo com a equagdo linear da curva analitica de acido galico (em
concentracdes de 10 a 150 ug mL™). A equagdo da curva analitica foi y=0,0045x + 0,0715, R?= 0,998,

em que "y" € a absorbancia e "x" é a concentracdo como equivalentes de &cido galico.

2.11 Flavonoides totais

O contetdo de flavonoides totais foi determinado pelo método proposto por Zhishen et al. (1999).
A quantificacdo foi realizada em microplaca contendo 96 pocos. Para a reacdo, adicionou-se 30 pL
do extrato, 120 pL de agua destilada e agitou-se em vortex por 10s. Apds, foi adicionado 9 pL de
NaCO:2 10% (m/v), agitou-se novamente durante 10 s e aguardou-se 5 min para que ocorresse a
reacdo. Posteriormente, adicionou-se 9 pL de AICls 20% (m/v), a solucéo foi agitada em vortex por
10 s e aguardou-se 6 min para a rea¢do. Em seguida, foi acrescentado 60 pL de NaOH 1 M e 72 pL
de dgua destilada. Os ensaios foram realizados com trés repetices. Realizou-se a leitura das amostras
em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 510 nm. O contetdo de flavonoides foi expresso
como equivalentes de catequina (catequina mg 100g), em amostras de massa seca, de acordo com a
equacio linear da curva analitica de catequina (em concentracdes de 10 a 200 ug mL™Y). A equagdo
da curva analitica foi y=0,0024x + 0,0064, R>= 0,9969, em que "y" é a absorbancia e "x" é a

concentracdo como equivalentes de catequina.

2.12 Antocianinas monomeéricas totais

Para a quantificagdo das antocianinas totais seguiu-se 0 método proposto por Lee e Francis (1972),

onde 950 pL de etanol acidificado a pH 1.0 foram adicionados a 50 puL de amostra. A solugéo foi
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agitada em vortex durante 1 min, a cada 15 min, por uma hora, sendo entdo centrifugada (Centrifuge
RC5C, Sorvall Instruments) por 15 min a 5.000 rpm, a 5 °C. O processo foi realizado em tubos Falcon
envolvidos com papel aluminio para evitar o contato com a luz. A reag&o foi realizada em microplaca
contendo 96 pocos. Os ensaios foram realizados com trés repeti¢fes. Apos a centrifugacao, realizou-
se a leitura do sobrenadante em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 520 nm. O contetdo
de antocianinas totais foi expresso como equivalentes de pelargonidina (mg 100g™ pelargonidina),
em amostras de massa seca, de acordo com a equacao linear da curva analitica de pelargonidina (em
concentragdes de 2,50 a 50 pg mL™). A equagdo da curva analitica foi y=0,0782x + 0,0494, R?=

0,9998 onde "y" é a absorbancia e "Xx" é a concentracdo como equivalentes de pelargonidina.

2.13 Andlise cromatografica de antocianinas individuais por HPLC-MS

2.13.1 Preparagéo dos extratos

Para a determinacdo das antocinaninas individuais, utilizou-se 10 g de fruto, posteriormente
triturados e misturados com 15 mL de uma solugcdo de metanol/TFA 2% em agua (10:90, v/v) e
homogeneizadas por um Ultra-Turrax 9.900 x g (IKA-Werke, Staufen, D) por 1 min. O homogenato
foi extraido durante 30 min sob agitacdo no escuro a temperatura ambiente. A suspensdo foi
centrifugada a 1.000xg por 10 min a 4 °C, e o sobrenadante foi recuperado. O residuo foi extraido
novamente até o desaparecimento da cor vermelha (4 x 15 mL) com uma solucdo de metanol/TFA
2% em agua (10:90, v/v) e tratado como descrito acima. Os sobrenadantes foram reunidos e o volume
foi ajustado para 200 mL por solucdo de TFA a 2% em agua, conferme método proposto por

Siebeneichler et al. (2020).

2.13.2 Instrumentacdo e condicGes analiticas

Para a inje¢éo, 100 pL desse extrato foram diluidos em 800 puL de metanol grau HPLC (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e a seguir filtrados através de uma membrana de 0,45 pM. Com a
amostra pronta, 10 pL dela foram injetados em um cromatégrafo liquido de ultra alta eficiéncia

(UFLC, Shimadzu, Japdo) acoplado a um espectrometro de massa de alta resolucdo do tipo
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quadrupolo-tempo de voo (Maxis Impact, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Para a separa¢ao
cromatografica, foram utilizadas a pré-coluna C18 (2,0 x 4,0 mm) e a coluna C18 Luna (2,0 x 150
mm, 100 A, 3,0 um) (Phenomenex Torrance, CA, EUA). O processo de separagio foi realizado com
a utilizacdo de duas fases mdveis (eluentes) para promover a interagdo com as amostras e consequente
realizar a separacdo cromatografica. As fases moéveis foram: agua com 0,1% de acido férmico
(eluente A) e acetonitrila com 0,1% de acido formico (eluente B). O processo de separa¢do durou 30
minutos para cada amostra e os gradientes de eluicdo utilizados foram: 0—2 min, 10% B; 2-15 min,
10-75% B; 15-18 min, 90% B; 18-21 min 90% B; 21-23 min, 10% B e 23-30 min, 10% B. Um fluxo
de 0,2 mL.min? e temperatura da coluna de 40 °C foram mantidos constantes. O espectrémetro de
massa foi operado em modo ESI positivo (antocianinas), tendo coletado espectros em uma faixa de
massa de m/z 50 a 1200, com voltagem capilar em 3,5 kV, pressdo de gas de nebulizacdo (N2) a 2
bar, gas de secagem a 8 L.min, temperatura da fonte a 180 °C, colis&o de RF a 150 Vpp, transferéncia
a 70 mS e armazenamento de pré-pulso a 5 mS. O equipamento foi calibrado com formiato de sédio
10mM, cobrindo a faixa de aquisi¢do de m/z 50 até 1200. Experimentos automaticos de MS/MS
foram realizados ajustando os valores de energia de colisdo como se segue: m/z 100, 15 eV; m/z 500,
35 eV; m/z 1000, 50 eV, usando nitrogénio como gas de colisdo. Os dados de MS e MS/MS foram
processados por meio do software Data analysis 4.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). As
antocianinas foram caracterizadas pelo espectro de UV/Vis (210-800 nm) e massa exata, padroes de
fragmentacdo MSn em comparacdo com os dados da biblioteca do equipamento, massas de dados
(padrdes, Metlin, Mass Bank, Kegg Compound, Chem Spider), curva padrdo de malvidina 3-O-

galactosideo, e em comparacdo com padrao isotdpico (Siebeneichler et al., 2020).

2.14  Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa o programa R (Core Team, 2019). Os
dados foram analisados utilizando a analise de variancia (ANOVA) e o teste de comparacdo de médias

(teste Tukey), tomando como massa os niveis de significancia maiores que 95% (p< 0,05). Além
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disso, para calcular o coeficiente de correlagdo entre os resultados, aplicou-se o teste de correlagdo

de Person.

3. Resultados e discussao

3.1 pH, acidez titulavel, solidos soluveis, relacdo SS/AT e determinacao instrumental da cor

Os mirtilos se caracterizaram como frutos &cidos, com pH variando de 3,23 a 3,76 e acidez total
variando de 0,23 a 0,73 (Tabela 1). O gendtipo PW1 se diferenciou por apresentar o maior pH (3,76)
e a menor acidez (0,23 mg 100g™* de 4cido malico). Os resultados atribuidos ao gendtipo do presente
estudo, ocorreram conforme o previsto, pois 0 mesmo apresenta caracteristicas unicas, e o alto valor
de pH encontrado, assim como a menor acidez, se justifica pelas diferencas genéticas existentes nessa
planta, as quais interferem nos parametros de qualidade dos frutos (Spinardi et al. 2019).

Similarmente, os mirtilos sdo caracterizados por apresentarem teores relativamente altos de
solidos soluveis, 0s quais no presente estudo variaram de 13,33 a 16,89 °Brix. A cultivar com maior
teor foi Climax e o de menor teor foi 0 genotipo PW1. Assim, ao comparar esse resultado com outros
estudos, observa-se que ‘Climax’ também ganhou destaque em rela¢do aos sélidos soltiveis em
relacdo a outras cultivares peretencentes ao grupo rabbiteye (Pertuzatti, 2009; Radiinz et al., 2014).
Possivelmente, o alto teor encontrado por ‘Climax’ possa ser justificado pelas condi¢fes climaticas
da cidade de Pelotas (RS), pois durante o ciclo 2019/20 houve baixa precipitacdo pluvial, conforme
os dados apresentados pela Embrapa (2019), e com isso, pode ocorrer maior concentracdo dos sélidos
sollveis nas bagas.

Com relacdo a variavel SS/AT, se obteve grande variacdo entre os valores (4,56 a 16,83), onde o
gendtipo PW1 apresentou valor superior e a cultivar Briteblue conferiu menor valor na razéo entre 0s
dois constituintes, a qual € essencial, pois representa o equilibrio entre os acUcares e acidos, além de
estar relacionada ao indice de maturacédo e ser fundamental para a contribuicdo do sabor dos frutos
(Almutairi et al., 2017). Os parametros fisico-quimicos apresentados sdo ideais para 0S pequenos

frutos, pois os mirtilos devem apresentar teor de SS superior a 10 °Brix, pH entre 2,25 e 4,25, AT
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entre 0,3 e 1,3 mg 100g™* e a relacdo SS/AT entre 10 e 33 (Saftner et al., 2008), e esses resultados
foram obtidos na grande maioria das amostras do presente estudo, sugerindo assim, que os frutos
avaliados apresentam boa qualidade.

Por fim, a coloracéo foi similar para todos os frutos, ndo se obtendo diferencas significativas entre
as cultivares e gendtipos, pois todos estavam com estadio completo de maturacéo, caracterizado pela
coloragdo azul-escura dos frutos. Assim sendo um parametro fisico fundamental, pois é responsavel
pela classificacdo do estadio de maturacdo dos frutos, a qual € uma caracteristica importante para a
comercializacdo, além de estar diretamente relacionada com o contetdo de antocianinas (Lobos et

al., 2018).

3.2 Compostos fendlicos, flavonoides e antocianinas totais

Em relagdo aos compostos fendlicos totais, os mirtilos apresentaram excelentes quantidades
desses compostos fitoquimicos, como o previsto e, os teores oscilaram entre 5,00 a 5,87 mg 100g™
de &cido galico, com destaque para o gendétipo PW1 e para a maioria das amostras, as quais foram
significativamente superiores (p<0,05), com excecdo do genotipo BB4, o qual conferiu menor teor
de fenodlicos (Tabela 2). Outros autores, ao trabalharem com selecbes e cultivares de mirtileiro
provenientes do grupo rabbiteye, verificaram valores similares para fendlicos totais (Vizzotto et al.,
2013). Entretanto, se observou em outras pesquisas, com cultivares pertencentes ao grupo highbush,
menor teor de fitoquimicos em comparacdo ao grupo rabbiteye (AkSi¢ et al., 2019; Giindiiz et al.,
2015), sendo portanto, os dados apresentados acima fundamentais para os produtores de mirtilo da
regido Sul do Brasil, pois as cultivares do grupo rabbiteye se adaptam bem em regiGes com poucas
horas de frio, e como foi visto, seus frutos apresentam superioridade quanto ao teor de compostos
fenolicos.

Todavia para flavonoides totais, os teores variaram entre 5,80 a 10,31 mg 100g™ de catequina, se
obtendo valores estatisticamente semelhantes em grande parte das cultivares e genétipos (p<0,05), ja
o menor valor foi verificado pelo genétipo BB4. Isto ocorreu, possivelmente, porque 0s genitores

utilizados nos cruzamentos dessas selecBes, apresentam divergéncias quimicas estruturais
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relacionadas diretamente a concentracdo dos compostos fendlicos e flavonoides, especificamente na
configuragdo e no nimero de hidroxilas presentes, e assim, ocorre uma variabilidade no teor dos
mesmos (Cao et al., 1997). No entanto, a oscilagdo desses compostos também dependera de alguns
fatores agrondmicos relacionados principalmente as condi¢des de solo e manejo, como a adubacéo,
posicdo solar, poda e irrigacdo das plantas da area de plantio (Correia et al., 2016; Skrovankova et
al., 2015).

Ao quantificar as antocianinas totais, foi possivel encontrar quantidade elevada deste composto
tanto nas cultivares quanto nos genoétipos avaliados, como o esperado, pois sdo 0s principais
polifendis encontrados nos mirtilos e possivelmente esse grupo de fitoquimicos seja responsavel por
conferir inimeros beneficios a salde humana (Del Rio et al., 2010; Kaume et al., 2012; Stevenson e
Scalzo, 2012). Dessa forma, no presente estudo, os teores de antocianinas diferiram entre 6,14 a 11,71
mg 100g™ de pelargonidina, com énfase para o gendtipo PW5, apresentando maior valor e os menores
valores foram obtidos por ‘Bluebelle’ e pelo genotipo PW2 (Tabela 2). O destaque obtido no genétipo
PWS5, possivelmente ocorreu em virtude do seu possivel genitor ser ‘Climax’, o qual estatisticamente
(p<0,05) também conferiu contelido elevado de antocianinas (10,11 mg 100g™* de pelargonidina) e
também por ser uma selecdo com caracteristicas genéticas Unicas e, isso, pode favorecer o acumulo

desse pigmento (Spinardi et al., 2019; Wang et al., 2012).

3.3 Atividade antioxidante

Os teores da atividade antioxidante por meio do DPPH nos frutos de mirtilo apresentaram
variacoes entre 3,27 a 6,65 Mol Trolox 10092, conferindo superioridade o gendtipo PW1 e a cultivar
‘Bluegem’. Porém, ao utilizar o protocolo ABTS, os conteudos antioxidantes encontraram-se na faixa
entre 28,31 a 46,23 puMol Trolox 100g™?, com destaque estatisticamente significativo (p<0,05) para
‘Bluegem’, ‘Delite’, ‘Woodard’ e genotipo BB3 (Tabela 3). Diante disso, o alto potencial
antioxidante verificado pelos mirtilos do presente estudo se deve principalmente, a ampla variedade
de compostos fendlicos em sua composicao, os quais sdo considerados excelentes antioxidantes in

vitro, responsaveis por diversos potenciais benéficos a saide humana em virtude de sua capacidade
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antioxidante (Pertuzatti et al., 2016; Stevenson e Scalzo, 2012) e, como visto anteriormente, 0s
genétipos e as cultivares avaliadas apresentaram elevada quantidade de fendlicos totais,
essencialmente o gendtipo PW1 e, por este motivo possivelmente possa ter se destacado.

Evidencia-se ainda neste estudo, que o gen6tipo BB4 apresentou menor teor de antioxidantes nos
dois protocolos utilizados (3,27 e 28,31 pMol Trolox 100g™2). Assim, sugere-se que esse resultado
pode ter ocorrido em virtude do referido gendtipo BB4 ser proveniente de sementes da ‘Bluebelle’, e
a mesma nao conferiu superioridade em relacdo a atividade antioxidante tanto pelo DPPH quanto
pelo ABTS.

No entanto, alguns autores ressaltam que a capacidade antioxidante dos mirtilos podem ser
alteradas por inimeros fatores, incluindo gendtipo, regido de cultivo, estadio de maturacdo e
condicBes de armazenamento pos-colheita (Connor et al., 2002; Prior et al., 1998; Spinardi et al.,

2019; Zhang et al., 2020).

3.4 Antocianinas individuais por HPLC-MS

No presente estudo, foram identificadas cinco antocianinas oriundas de trés grupos de
antocianidinas (cianidina, malvidina e delfinidina) (Tabela 4). Ao quantificar o contetdo de
malvidina-3-O-glicosideo, os teores diferiram entre 18,33 a 63,00 mg 100g™* de pelargonidina, onde
‘Bluebelle’ e ‘Bluegem’ conferiram estatisticamente maior valor (p<0,05) e ‘Climax’ com menor
valor. Em relacdo a malvidina-3-O-galactosideo, ndo houve diferenca significativa entre as cultivares,
sugerindo que as mesmas apresentaram conteudo elevado dessa antocianidina.

Da mesma forma, para cianidina-3-O-glicosideo, os valores oscilaram entre 12,00 a 22,33 mg
1009t de malvidina, evidenciando ‘Briteblue’, ‘Climax’ e ‘Delite’ com valores significativamente
superiores (p<0,05) em relacdo as demais cultivares. Simultaneamente, ao analisar o conteudo de
cianidina-3-O-galactosideo os valores diferiram entre 13,67 a 71,67 100g™* de malvidina, onde
‘Briteblue’ ¢ ‘Climax’ se destacaram com os maiores valores.

Todavia para delfinidina-3-O-galactosideo, os valores obtidos estdo entre 9,33 e 34,67 mg 100g"

! de malvidina, inferindo que ‘Briteblue’ e ‘Climax’ apresentaram elevado contéudo dessa



423

424

425

426

427

428

429

430

431

432

433

434

435

436

437

438

439

440

441

442

443

444

445

446

447

95
antocianidina. Sendo as principais antocianinas encontradas em cultivares do rabbiteye e highbush,
pertencentes a 20 glicosideos ndo acilados, ou seja, o galactosideo, glicosideo, arabindsido e
xilosideo, de cinco principais antocianidinas, incluindo a delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina
e malvidina (Lohachoompol et al., 2008; Sun et al., 2012; Yousef et al., 2013). Nesse sentido, foram
encontrados nos frutos de mirtilo do presente estudo, a malvidina, seguido pela cianidina e delfinidina
com maior predominancia, igualmente verificado por outro estudo, os quais sugeriram que em
cultivares provenientes do grupo rabbiteye houve prevaléncia de antocianidinas do anel B ndo
metoxiladas, como a delfinidina, cianidina e malvidina (Pertuzzatti et al., 2016).

Entretanto, os resultados obtidos pelas cultivares conferem variagbes na quantidade de
antocianinais pelas diferencas genéticas existentes, bem como pelo grau de maturagdo e tamanho dos
frutos, como observado por inimeros estudos (Gao e Mazza, 1994; Moyer et al., 2002; Scalzo et al.,

2013; Wang et al., 2012; Yousef et al., 2013).

3.5 Correlacdo de Pearson entre as variaveis pH, AT, SS, relacdo SS/AT, °Hue, DPPH, ABTS,

Fendlicos Totais, Flavonoides Totais e Antocianinas Totais

A partir dos valores encontrados na anélise de correlacdo de Pearson entre as variaveis, houve
correlagdo negativa entre AT e pH (r= -0,66), sugerindo que a medida que a acidez dos frutos
aumentou, o pH diminuiu (Tabela 5). Foi possivel encontrar resultados semelhantes em outro estudo,
em que verificaram a mesma correlacao para as variaveis AT e pH (Gudinz et al., 2015).

Também ocorreu correlacdo negativa (r= -0,44) entre as varidveis SS e pH. Entretanto, 0s
resultados achados em outro estudo divergiram, pois os autores identificaram correlagdo positiva
entre SS e pH (r= 0,7) ao trabalharem com as mesmas cultivares de mirtilo (Pertuzatti, 2009). Essas
divergéncias encontradas nas pesquisas podem estar associadas possivelmente a presenca elevada dos
acidos organicos nas cultivares/genétipos de mirtileiro, compostos principalmente pelos acidos
malico e citrico, os quais também fazem parte dos sélidos soluveis (Moraes, 2006), e a medida que

estes aumentam, o pH consequentemente diminui.
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Ao correlacionar as varidveis SS e AT, se obteve correlacdo positiva (r= 0,50). Sugere-se que essa
associacao pode ter ocorrido em virtude do sabor doce-acido presente nos frutos, existindo equilibrio
entre esses dois constituintes, ndo ocorrendo predominancia de apenas um elemento (Fachinello,
2008). Nesse sentido, as duas varidveis aumentaram. Porém, foi possivel identificar em outro estudo,
correlacdo negativa entre as variaveis SS e AT, inferindo que o resultado obtido no presente estudo,
possivelmente possa ter ocorrido pelo sabor caracteristico do mirtilo, assim como pelas diferencas
genéticas, de clima e de solo existentes (Scalzo et al., 2015).

Diante das variaveis SS/AT e AT, houve associa¢do negativa (r=-0,89). Similarmente, ocorreu a
mesma correlacdo para SS/AT e SS (r= -0,54). Todavia, SS/AT e pH se correlacionaram
positivamente (r= 0,77).

Em relacdo ao DPPH e pH, se obteve correlagéo positiva (r= 0,38), podendo esse resultado ser
justificado pelo método do DPPH ser influenciado pelo solvente, bem como pelo pH das reacdes.
Assim, possivelmente por este motivo possa ter ocorrido a correlacdo entre as variaveis (De Oliveira
et al., 2009).

Os métodos antioxidantes utilizados no estudo (ABTS e DPPH) foram altamente correlacionados
(r= 0,65), e partir desses resultados se fundamenta a proporcionalidade entre os dois métodos
utilizados para a quantificacdo. Dados semelhantes foram identificados em outro estudo, onde
semelhantemente se encontrou correlacdo entre 0o ABTS e o DPPH (Gongalves, 2015).

Os compostos fendlicos, flavonoides e as antocianinas totais se correlacionaram positivamente
ao DPPH e ABTS, pois a medida que o teor desses compostos aumentou, 0s antioxidantes tambem
foram elevados, indicando que nos frutos estudados a atividade antioxidante se deve, principalmente,
a presenca dos fenolicos, flavonoides e das antocianinas. Igualmente, se obteve correlagédo positiva
entre a atividade antioxidante e o conteudo de antocianinas e com o0s compostos fendlicos totais (r=
0,61 e 0,89, respectivamente) em trabalho desenvolvido por Wang et al. (2012). Outros autores

também verificaram alta correlag&o entre fendlicos totais com antioxidantes e com antocianinas totais
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ao trabalharem com a mesma cultura (r= 0,85 e 0,80 respectivamente) (Medeiros et al., 2017; Scalzo
etal., 2015)

Além disso, houve correlagdo positiva entre flavonoides totais e fendlicos totais (r= 0,47), o que
ja era esperado, pois esses compostos estdo relacionados entre si, uma vez que os flavonoides
pertencerem a uma classe dos compostos fenélicos (Koirala et al., 2016).

Por fim, foi encontrado neste estudo correlagdo negativa (r=-0,33) entre flavonoides totais e °Hue.
No entanto, essa correlacdo pode ser atribuida ao conteddo de antocianinas totais, a qual nao foi
significativa ao ser correlacionada com flavonoides totais e com o °Hue.

4. Conclusdes

Foram identificados genotipos e cultivares de mirtileiro pertencentes ao grupo rabbiteye com alto
potencial funcional, se destacando os gendtipos PW1, PW2, PW5, BB3 e as cultivares Bluegem,
Briteblue, Climax, Delite, os quais conferiram elevada composicao fendlica e atividade antioxidante,
possivelmente pelas caracteristicas genéticas Unicas presentes em suas estruturas. Assim, 0S
gendtipos sdo considerados tdo promissores para a industria alimenticia e também para o0 consumo in
natura quanto as cultivares comerciais ja consolidadas no mercado da fruticultura, tendo em vista a

riqueza fitoquimica presente neste pequeno fruto.
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728 Tabelal

729  Parametros fisico-quimicos (pH, AT, SS, SS/AT e °Hue) em frutos de mirtileiro, oriundos de sete

730  cultivares comerciais e seis genotipos.

. i AT ss
Cultivares/Genétipos pH (mg 100,g'_1 (°Brix) SSIATT °Hue
acido mélico)

Bluebelle 3,31+0,15b 0,51+0,06 abc 15,97+0,10ab  6,55+0,96 ¢ 288,44+0,64"
Bluegem 3,32£0,03b 0,72+0,09 a 15,51+0,63 abc  4,67+0,56 ¢ 286,30+3,65™
Briteblue 3,23+0,12b 0,73+0,09 a 15,62+0,44 abc  4,5640,74 c 283,96+1,04"
Climax 3,28+0,04b 0,67+0,08ab  16,89+0,42 a 4,95+0,64 ¢ 293,62+7,16™
Delite 3,26+0,15b 0,70+0,08 a 14,79+0,21 bcde 4,73%0,75 ¢ 289,08+0,53"
Powderblue 3,27£0,04b 0,70+0,13ab  15,08+0,32 bcd 4,82+0,86 ¢ 289,05+1,49"
Woodard 3,2840,10b 0,64+0,08ab  15,53+0,45abc 5,18+0,80 ¢ 286,89+1,50"
PW1 3,76+0,07a 0,23+0,05d 13,33+0,12 f 16,83+4,52a  290,06+0,84™
PW?2 3,38+0,06 b  0,55+0,14 abc  14,54+1,04 cdef 6,46+1,49 ¢ 290,16+24,34™
BB3 3,35£0,02b 0,29+0,10 cd  14,074£0,38 def  12,31+3,49ab 291,71+1,25™
BB4 3,31£0,08 b 0,43+0,03 bcd 14,89+0,40 bcde 7,64+0,53bc  289,92+3,09™
PW5 3,25£0,04b 0,57+0,03ab  14,87+0,62 bcde 5,75+0,33 ¢ 284,37+4,65"
BB6 3,35£0,09b 0,59+0,13ab  13,52+0,21 ef 5,88+1,27 ¢ 305,41+45,39"

CV (%) 2,62 15,91 3,18 25,55 2,58

731 Resultados expressos em médias de trés repeticdes + desvio padrdo (mg 100g* massa Umida). Letras iguais na mesma
732 coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). CV (%): coeficiente de variacdo. ns: ndo significativo pelo teste

733 F (p<0,05) da analise de variancia.
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Compostos fendlicos totais, flavonoides totais e antocianinas totais em frutos de mirtileiro, oriundos

de sete cultivares comerciais e seis genotipos.

Cultivares/Genétipos

Fendlicos Totais
(mg 100g* &cido galico)

Flavonoides Totais
(mg 100g* catequina)

Antocianinas Totais

(mg 100g* pelargonidina)

Bluebelle 5,63+0,21 ab 8,20£0,77 bc 6,48+0,31 ¢
Bluegem 5,58+0,28 ab 10,06+0,52 a 7,95+0,88 cde
Briteblue 5,66+0,61 ab 9,47+0,19 ab 8,86+0,52 hbc
Climax 5,59+0,30 ab 8,81+0,36 ab 10,11+0,69 ab
Delite 5,39+0,01 ab 8,74+0,39 ab 8,66+1,14 bcd
Powderblue 5,84+0,06 ab 9,62+0,45 ab 7,76+0,74 cde
Woodard 5,63+0,07 ab 9,07+0,61 ab 8,76+1,00 bc
PW1 5,87+0,11a 10,31+0,59 a 9,38+0,47 bc
PW2 5,51+0,09 ab 10,03+0,47 a 6,14+0,81 ¢
BB3 5,17+0,41 ab 9,72+0,54 ab 9,05+0,37 bc
BB4 5,00£0,39 b 5,80+0,48 d 7,38+0,43 cde
PW5 5,78+0,13 ab 8,96+0,83 ab 11,71+0,79 a
BB6 5,28+0,34 ab 7,04+0,49 cd 6,60+0,41 de
CV (%) 5,19 6,04 8,43

Resultados expressos em médias de trés repeticdes + desvio padrdo (mg 100g* massa seca). Letras iguais na mesma

coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). CV (%): coeficiente de variagao.
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Atividade antioxidante em frutos de mirtileiro por meio dos protocolos DPPH e ABTS, oriundos de

sete cultivares comerciais e seis genotipos.

Cultivares/Genotipos DPPH 4 ABTS 1
(UMol Trolox 100g?) (UMol Trolox 100g?)

Bluebelle 4,44+0,05 de 39,02+0,77 def

Bluegem 6,05+0,18 ab 46,23+0,63 a

Briteblue 5,67+0,11 bc 42,14+0,36 bcd

Climax 5,33+0,12 bc 40,69+0,97 cde

Delite 5,10+0,55 cd 43,27+0,93 abc

Powderblue 5,49+0,35 bc 38,15+0,73 ef

Woodard 5,18+0,23 cd 43,35+0,33 abc

PW1 6,65+0,27 a 42,14+0,80 bed

PW2 5,69+0,03 bc 35,74+1,59 f

BB3 5,05+0,23 cde 44,65+1,41 ab

BB4 3,27+0,21 f 28,31+2,95 g

PW5 5,52+0,40 bc 41,58+1,03 bcde

BB6 4,23+0,39 e 36,44+0,39 f

CV (%) 5,38 2,98

Resultados expressos em médias de trés repeticdes + desvio padrdo (mg 100g* massa seca). Letras iguais na mesma

coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). CV (%): coeficiente de variagao.
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Tabela 4

Quantificacdo de antocianinas individuais (malvidina-3-O-glicosideo; malvidina-3-O-galactosideo;
cianidina-3-O-glicosideo, cianidina-3-O-galactosideo; delfinidina-3-O-galactosideo) em frutos de

mirtileiro, oriundos de sete cultivares comerciais.

Cultivares/Gen6tipos Mal\{idin'a—3- Malvidir)a-3-O- Ci_aniQina-3-O- Cianidin,a-S—O— Delfinidinq—3-
O-glicosideo galactosideo glicosideo galactosideo 0O-galactosideo
(mg 100 g* malvidina)
Bluebelle 61,33+5,03a  103,33x11,71"™  16,33x1,15bc 13,67+1,53¢c  10,33+1,53 b
Bluegem 63,00+4,36 a  108,00+4,58" 15,00+1,00 bc  18,33+3,06bc  11,67+1,15b
Briteblue 20,33+2,08c  111,33+8,5™ 22,33+3,05a  71,00+2,64a 34,67+2,08a
Climax 18,33+2,52¢c  91,00+6,08" 21,33+2,08a  71,67+252a 31,33+2,08a
Delite 51,33+2,08b  90,33+6,66™ 19,67+1,15ab 22,67+1,53b  10,00+1,00 b
Powderblue 49,00+3,00b  94,67+6,66" 12,00+1,00 ¢ 21,67+2,31b  12,33#3,05b
Woodard 47,00+1,00b  103,67+6,66" 15,00£2,00 bc  20,67+153b  9,33+2,52 b
CV (%) 7,09 7,55 10,28 6,53 11,91

Resultados expressos em médias de trés repeticdes + desvio padrdo (mg 100g* massa seca). Letras iguais na mesma
coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). CV (%): coeficiente de variacdo. ns: ndo significativo pelo teste

F (p<0,05) da analise de variancia.
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787 Tabela5
788  Coeficientes de correlacdo de Pearson entre as variaveis pH, Acidez titulavel (AT), Sélidos
789  Solaveis (SS), relacdo SS/AT, °Hue, DPPH, ABTS, Fendlicos Totais, Flavonoides Totais e
790  Antocianinas Totais.
oH AT sS SS/AT °Hue DPPH ABTS Fenollgos Flavono_ldes Antocianinas
Totais Totais Totais
pH 1
ATT -0.66™ 1
SS 044 050" 1
SSIAT 0777 -0.89™ -0.54" 1
°Hue 0.13"  0.02™ -0.19™ 0.01" 1
DPPH 0.38™  0.01™ -0.06"™ 021" -0.24™ 1
ABTS 0.01™  0.16™ 0.08™ 0.02 -0.22" 0.65" 1
Fenolicos Totais 0.21"™  0.17 0.16"™ -0.05™ -0.20"™ 0.56™ 0.35" 1
Flavonoides Totais ~ 0.20™  0.03" -0.02" 0.15™ -0.33" 0.88™ 0.70™ 047" 1
Antocianinas Totais  -0.03™  -0.06™ 0.09™  0.12" -0.29™ 0.32° 044"  0.19™ 0.27™ 1

791

792

793

794

795
796
797
798
799
800
801
802
803
804
805
806

807

808

*, ** Significativo em p<0,05 e p<0,01, respectivamente, pelo teste Tukey. ns: ndo significativo pelo teste F (p<0,05) da

analise de variancia.



