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“E melhor tentar e falhar, do que preocupar-se e ver a vida passar,

“E melhor tentar ainda que em vao, do que sentar-se fazendo nada até o final,
Eu prefiro na chuva caminhar, do que em dias tristes em casa me esconder,
Eu prefiro ser feliz embora louco, do que em conformidade viver”

Martin Luther King
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JACQUES, Andressa C. ESTABILIDADE DE COMPOSTOS BIOATIVOS EM
POLPA CONGELADA DE AMORA-PRETA (Rubus fruticosus) cv.TUPY. 2009. 49f.
Dissertagao (mestrado)- Programa de Pés Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Resumo

O Brasil é considerado um dos principais paises consumidores de frutas, ocupando
a terceira posicao mundial. A diversidade de frutas destinadas ao mercado é cada
vez maior, mas suas propriedades e atividades ndo estdo totalmente determinadas.
No entanto, a partir do inicio da década de 90, a grande oferta de frutas vem
justificando estudos direcionados ao desenvolvimento de novos produtos, que, na
maioria das vezes, concentra na fruta “in natura” e na polpa suas maiores formas de
consumo. Este trabalho teve por objetivo elaborar polpa de amora-preta da cultivar
Tupy, e armazena-la sob diferentes condigdes de temperaturas (-10, -18 e -80 °C)
durante 6 meses, e avaliar a estabilidade de seus principais fitoquimicos apds o
processamento e durante o periodo de armazenamento. Os resultados
demonstraram que a temperatura de -10°C foi suficiente para n&o causar alteragdes
significativas com relacdo a fendis totais, antocianinas totais, capacidade
antioxidante e acidez titulavel (2 meses). A temperatura de -18°C foi suficiente para
nao causar alteragbes significativas nas polpas com relagdo a: fendis totais e
capacidade antioxidante (4 meses), antocianinas totais (2 meses) e [B-caroteno (6
meses). Na temperatura de -80°C, poucas foram as alteragbes causadas na polpa
armazenada por 6 meses, sendo observado apenas pequenas alteragcoes em sdlidos
soluveis, acido hidroxibenzdico. Nos carotendides totais e individuais nenhuma das
trés temperaturas fpi suficiente para evitar as perdas. Nos tocoferois, apenas na
polpa armazenada a -80°C por 2 meses nao houve alteragao. E o acido ascoérbico foi
totalmente degradado nos 6 meses de armazenamento nas duas temperaturas (-10
e -18°C). Os compostos que mais contribuiram para o poder antioxidante da amora-
preta cv. Tupy foram os compostos fendlicos.

Palavras-chave: amora-preta, polpa, estabilidade, fitoquimicos
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JACQUES, Andressa C. Stability of bioactive compunds in frozen pulp of blackberry
(Rubus fruticosus) cv. Tupy 2009. 49f. Dissertagdo (mestrado)- Programa de Pés
Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Agroindustrial. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Abstract

Brazil is considered one of the major consumer’s country of fruits, occupying the third
worldwide position. The diversity of fruit for the market is growing, but their properties
and activities are not fully determined. However, from the beginning of the 90s, a
large fruit supply is justifying studies related to the development of new products,
which in most cases concentrates the major consumption form as raw fruit or pulp.
This work aimed to produce pulp from blackberry cv. Tupy, and store it under
different temperature conditions (-10, -18 and -80 °C) for 6 months, evaluating the
stability of its main phytochemicals after processing and during the storage period.
The results showed that the temperature of -10 °C was not sufficient to cause
significant changes in relation to total phenols, total anthocyanins, antioxidant
capacity and titrable acidity (2 months). The temperature of -18 ° C was not sufficient
to cause significant changes in the pulp with respect to: total phenols and antioxidant
capacity (4 months), total anthocyanins (2 months) and (B-carotene (6 months). At
temperature of -80 ° C, few changes were caused in the pulp stored for 6 months,
and observed only small changes in soluble solids, hydroxybenzoic acid. Total and
individual carotenoids in any of the three IPF temperatures sufficient to avoid losses.
In Tocopherol, only in the pulp stored at -80 ° C for 2 months there was no
change.The ascorbic acid was completely degraded within 6 months of storage at all
temperatures (-10, -18 and -80 °C). The phenolics were the compounds that most
contributed to the antioxidant capacity of blackberry cv. Tupy.

Key words: blackberry, pulp, stability, phytochemicals.



1 INTRODUGAO

A mudanca no habito alimentar da populacdo brasileira, observada nos
ultimos anos, tem proporcionado um novo nicho de mercado de frutas frescas. A
producao brasileira das principais espécies frutiferas de clima temperado é
insuficiente para atender a demanda interna, gerando uma crescente necessidade
de importagao de frutas que, a principio, poderiam ser produzidas no Brasil.

Dentre as opcbes de espécies frutiferas com perspectivas de
comercializagdo, surge a amoreira-preta (Rubus spp), como uma das mais
promissoras. Esta € uma das espécies que tem apresentado um crescimento de
area cultivada nos ultimos anos no Rio Grande do Sul (principal produtor brasileiro),
mas apresenta alto potencial de cultivo em regides de clima temperado e sub-
tropical, como Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e Sul de Minas Gerais. Devido ao
baixo custo de implantacdo e manutencdo do pomar e, principalmente, a reduzida
utilizacdo de defensivos agricolas, esta cultura se apresenta como opgao para a
agricultura familiar. O cultivo da amoreira-preta caracteriza-se pelo retorno rapido,
pois no segundo ano de plantio inicia a produgdo, proporcionando ao pequeno
produtor opcdes de renda, pela destinacdo do produto ao mercado “in natura”, e
também como matéria-prima para industrias processadoras de alimentos, como
industrias de produtos lacteos, de congelados e conserveiras. Essa fruta apresenta
ampla aplicagao para a fabricagao de geléias e sucos caseiros que, com o potencial
do ecoturismo regional, torna-se bastante atrativo para a agregacédo de valor ao
produtor (ANTUNES; RASSEIRA, 2004).

A amora-preta, devido a sua fisiologia e metabolismo (alta producdo de
etileno), é uma fruta que apresenta alta perecibilidade, e por isso, seu
aproveitamento em grande escala é preferencialmente industrial. Entretanto, ha
pouca informacdo na literatura sobre o efeito do armazenamento e no
processamento na composicdo quimica de processados a partir destas frutas. A
fruta ’in natura” é altamente nutritiva, contém em sua composicdo 85% de agua,
10% de carboidratos, elevado conteudo de minerais, vitaminas do complexo B e A e
calcio, além de ser fonte de compostos funcionais, como acido elagico e
antocianinas (MOTA, 2006).

Além dos nutrientes essenciais e dos micronutrientes, as frutas contribuem

com diversos componentes oriundos de metabdlicos secundarios, principalmente os



de natureza fendlica, denominados de polifendis. O consumo de frutas e hortalicas é
associado com baixo risco de incidéncia e mortalidade por cancer e doencas
cardiacas, devido a presenga destes compostos oriundos do metabolismo
secundario, especialmente flavonoides e antocianinas, os quais revelam grande
capacidade de reagir com radicais livres que causam estresse oxidativo, e portanto,
contribuem na prevencao de doencgas cardiovasculares, circulatorias, neurolégicas e
cancerigenas. Estes compostos apresentam ainda, atividade anti-inflamatdria,
antialérgica, antitrombdtica, antimicrobiana e antineoplasica (KUSKOSKI et al.,
2005).

Em razao da producao concentrada nos meses de novembro a fevereiro e a
rapida perda de qualidade péds-colheita, ha uma grande limitagdo quanto ao
fornecimento das frutas no mercado ”in natura”. Uma alternativa viavel para o apro-
veitamento econémico dessas frutas consiste em sua industrializacdo, podendo ser
congeladas, enlatadas, processadas na forma de polpa (como matéria-prima ou
aditivo de cor e sabor), ou na forma de sucos e geléias (MOTA, 2006).

Além do fator nutricional, a conveniéncia continua conduzindo forcas aos
desejos dos consumidores. A conveniéncia, quando atribuida aos alimentos,
relaciona-se com a facilidade de estocagem e de preparo para o consumo domeéstico
(SGARBIERI, 1986). A utilizagao da polpa de frutas congeladas esta em expansao
nas industrias de produtos lacteos, de sorvetes, doces, etc., 0 que aumenta o
interesse dos produtores e dos consumidores (KUSKOSKI et al., 2006).

Em face disto, este trabalho teve por objetivo elaborar polpa de amora-preta
da cultivar Tupy, e armazena-la sob diferentes condi¢ées de temperaturas (-10, -18
e -80 °C) durante 6 meses, e avaliar a estabilidade de seus principais fitoquimicos

apo6s o processamento e durante o periodo de armazenamento.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pequenas frutas

As pequenas frutas constituem uma fonte natural de substancias que
exercem acgao antioxidante. Extratos de varias frutas, como amora-preta, pitanga,
groselha, mirtilo e framboesa, tem sido considerados eficazes no combate aos

radicais livres (PANTELIDIS et al., 2006). Recentemente, devido a associagao de



pequenas frutas a propriedades bioativas, tais como elevados teores de substancias
antioxidantes e anti-cancerigenas, tem aumentado a demanda de consumo de frutas
pela populagédo, em busca da suplementagao alimentar a partir da diversificagdo da
dieta com base em frutas.

A designacao de “pequenas frutas” ou small fruit, é utilizada na literatura
internacional para referenciar diversas culturas, como a do morangueiro, da
amoreira-preta, da framboeseira, da groselheira, do mirtileiro, entre outros. De
acordo com Pagot e Hoffmann (2003), o cultivo de pequenas frutas tem despertado
a atencao, ndo somente dos consumidores, mas o interesse por parte de produtores
e comerciantes. De um modo geral, o cultivo destas espécies se caracteriza pelo
baixo custo de implantacéo, custo de producéo acessivel aos pequenos produtores,
retorno econdmico, adaptacido as condicdes sécio-econbmicas e do ambiente local,
exigéncia de mao-de-obra nao qualificada, possibilidade de cultivo no sistema
organico e demanda maior do que a oferta (POLTRONIERI, 2003).

Segundo Poltronieri (2003), o cultivo de pequenas frutas vem colaborando
para a melhoria da qualidade de vida de muitas familias do meio rural da regido dos
Campos de Cima da Serra, que abrange municipios de Vacaria, Monte Alegre dos
Campos, Bom Jesus, Cambara do Sul, Jaquirana, Sdo Francisco de Paula e Sao
José dos Ausentes, e podera, num futuro préximo, contribuir para o desenvolvimento
desta regido, principalmente em relagdo as propriedades de agricultores familiares
descapitalizados.

Segundo Antunes (2002), dentre as varias opgdes de espécies frutiferas
com perspectivas de cultivo e comercializagéo, tem-se a amoreira-preta (Rubus sp)
como uma das mais promissoras. A amora-preta € uma das espécies que tem
apresentado sensivel crescimento de area cultivada nos ultimos anos no Rio Grande
do Sul, sendo hoje o estado de maior produgao nacional, com aproximadamente 700
t.ano’1; no entanto, a amoreira apresenta potencial de cultivo em outros estados de

caracteristicas climaticas semelhantes as do Rio Grande do Sul.
2.2 Amora-preta
A amora-preta (blackberry) pertence ao género Rubus que contém,

aproximadamente, 740 espécies divididas segundo alguns autores, em 12 a 15
subgéneros (JENNINGS, 1988, apud DAUBENY, 1996). Esta frutifera possui porte



ereto ou rasteiro, que produz frutos agregados, formado por minidrupas com cerca
de quatro a sete gramas, de coloragdo negra e sabor acido a doce-acido. E uma
planta rustica que apresenta baixo custo de produgéo, facilidade de manejo, requer
pouca utilizacdo de defensivos agricolas, sendo, por isso, uma alternativa
promissora para cultivo na agricultura familiar (MOTA, 2006).

O cultivo da amora-preta comegou na segunda metade do século XIX nos
Estados Unidos, onde € conhecida como blackberry. No Brasil, as primeiras culturas
foram introduzidas em 1972, no Centro de Pesquisa da Embrapa Clima Temperado,
localizada em Pelotas-RS. Esta cultura apresentou boa adaptacao e tem alcangado
alta produtividade devido as condi¢cbes climaticas desta regido, a qual permite o
cultivo de frutas das espécies de clima temperado (ANTUNES, 2002, ANTUNES e
RASEIRA, 2004, NACHTIGALL et al.,, 2004). Além das cultivares inicialmente
introduzidas, Brazos, Comanche e Cherokee, a Embrapa Clima Temperado
desenvolveu um programa de melhoramento genético originando as cultivares
Ebano, Negrita, Tupy, Guarani, Cainguangue e Xavante (SANTOS; RASEIRA;
MADAIL, 1997).

Segundo relatos de Chim (2008), atualmente a cultivar Tupy (Fig.1) € mais
plantada no Brasil, a qual resultou do cruzamento das cultivares Uruguai e
Comanche, realizado pela Embrapa Clima Temperado em 1982. A colheita destas

frutas ocorre entre meados de novembro a inicio de janeiro.

Figura 1 - Amora Preta cv. Tupy
Fonte: JAQUES, A.C., 2008.



As plantas desta espécie sao de porte ereto, vigorosas e com espinhos, e
seus frutos apresentam de 7 a 9 g de peso médio, sabor equilibrado (acidez/agucar),
consisténcia firme, pelicula resistente e com teor de sélidos soluveis entre 8 a 9 °Brix
(tab. 1).

Tabela 1 - Composicéo fisico-quimica da amora-preta cultivar Tupy

Amora-preta pH Sdlidos Acidez (% Carboidratos Umidade
cv Tupy soluveis °B acido citrico) (%) (%)
3,23 8e9 1,33 4,72 91,37

Fonte: Mota, 2006.

2.2.1 Polpa de amora-preta

A amora-preta possui alta taxa respiratéria e com isso sua vida de
prateleira para consumo “in natura” € muito reduzida; portanto, a utilizacdo desta
fruta na forma de polpa congelada é uma alternativa para o consumo.

A industria de polpas congeladas de frutas tem se expandido nos ultimos
anos. As unidades fabris se compdem, em sua maioria, de pequenos produtores,
onde grande parte deles utilizam processos artesanais, sem a devida observancia
das técnicas adequadas de processamento (OLIVEIRA et al., 1999).

De acordo com Oliveira et al. (1999), a polpa congelada, por apresentar
caracteristicas de praticidade, vem ganhando grande popularidade, ndo sé entre os
consumidores caseiros, mas também em restaurantes, hotéis, lanchonetes,
hospitais, etc., onde é utilizada, principalmente, na elaboracéo de sucos.

Frutas e hortalicas sdo potenciais veiculadores de microrganismos que
podem estar associados a toxinfecgdes alimentares e, consequentemente, a
doengas transmitidas por alimentos (DTA). InUmeras sdo as causas para a presenga
de elevada carga microbiana nesse tipo de produto, entre as quais estédo as técnicas
de cultivo, a pratica do uso de adubo organico, a utilizagdo de aguas contaminadas
para irrigagdo, o transporte realizado em engradados abertos, armazenamento,
distribuicdo para consumo, e as condigdes de higiene no manuseio e preparo das

refeicdes, principalmente quando os alimentos sao consumidos crus (PACHECO et



al., 2002). Portanto, uma das etapas de preparo de frutas para a elaboragdo de
polpas consiste na sanitizacdo das frutas.

Sanitizantes contendo compostos a base de cloro, incluindo hipoclorito de
sodio e de calcio, sdao amplamente utilizados em varias etapas do processamento de
alimentos. Estes compostos sdo comumente adicionados a agua para lavagem de
alimentos crus, na agua de limpeza e sanitizagdo de equipamentos e na agua
utilizada no resfriamento de enlatados (BANWART, 1989). O cloro, especialmente
na forma de sal de hipoclorito, € empregado para o controle bacteriologico em
industrias de frutas e hortalicas; porém, alguns fatores como concentragéo de cloro
ativo da solugao e o tempo de agao do sanitizante sdo determinantes para a eficacia
do efeito antimicrobiano do produto (BANWART, 1989, ANDRADE; MARTYN, 1996).

2.3 Fitoquimicos

As frutas contém diferentes fitoquimicos, e muitos deles exibem capacidade
antioxidativa. De acordo com Speirs e Brady (1991), o amadurecimento de frutas
envolve uma série de complexas reacdes bioquimicas, como a hidrélise do amido, a
producao de carotendides, de antocianinas e de compostos fendlicos, além da
formacao de varios compostos volateis.

Recentes publicacdes relatam as propriedades de varios fitoquimicos,
especialmente dos compostos fendlicos presentes em frutas, os quais atuariam com
eficacia contra infecgdes causadas por Helicobacter pylori e na prevengao de
diversas doencas (VATTEM, 2005). Dentre os principais fitoquimicos que
apresentariam estas propriedades destacam-se os compostos fendlicos, os

tocoferodis e o acido ascérbico.

2.3.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos presentes nas fontes vegetais sao classificados
como flavondides e nao flavondides, sendo que ambos sdo metabdlitos secundarios
presentes em frutas e hortaligas. Os flavondides sao os compostos que apresentam

a estrutura quimica descrita como Cg-C3-Cs (Fig. 2).



Figura 2 - Estrutura basica dos flavanoides.
Fonte: Skerget, Kotnink e Hadolin, 2005.

Os compostos nao flavonodides incluem (MELO e GUERRA, 2002, BURNS,
2001):
a) os derivados das estruturas quimicas Ces-C4- compostos hidroxibenzdicos, como

os representados pelos acidos p-hidroxibenzéico, galico e elagico (Fig. 3).
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Figura 3 - Estrutura quimica do acido galico (a), acido elagico (b) e acido p-
hidroxibenzéico (c)
Fonte: Malacrida e Motta, 2006.

b) os derivados das estruturas quimicas Ce-C3 - compostos hidroxicindmicos,

representados pelos acidos caféico e p-cumarico (fig.4).
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Figura 4 - Estrutura quimica do acido caféico (a) e do acido p-cumarico (b)

Fonte: Filho, Pereira e Bayma, 2005.



c) e os derivados das estruturas quimicas Ces-C2-Cs - que sao especificas do trans- e

do cis- resveratrol (Fig.5).
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Figura 5 - Estrutura quimica do trans resveratrol (a) e do cis-resveratrol (b)

Fonte: Filho, Pereira e Bayma, 2005

A presenca e distribuicdo dos flavondides nos vegetais depende de fatores
como ordem e familia do vegetal, bem como da variagdo das espécies. Os
flavondides sao formados a partir da combinacédo de derivados sintetizados a partir
da fenilalanina (via metabdlica do acido chiquimico) e acido acético. Os padrdes de
distribuicdo dependem do grau de acesso a luminosidade, especialmente de raios
ultravioleta, pois a formacdo dos flavondides ¢é acelerada pela luz.
Consequentemente, em plantas cultivadas em estufas, onde os raios ultravioleta sao
bloqueados, o conteudo de flavondides é reduzido; assim como os vegetais que
crescem na Espanha ou na Africa do Sul sdo apontados como contendo de 4 a 5
vezes mais flavondides que os que crescem no Reino Unido (DEGASPARI;
WASZCZYNSKY, 2004). O frio é fator importante durante o periodo de dorméncia,
para proporcionar um bom indice de brotacdo. Mas, se ocorrer fora dessa fase, pode
causar sérios danos as gemas, flores e frutos em desenvolvimento, principalmente
devido as geadas tardias de primavera. Durante a fase vegetativa, a temperatura e a
precipitacdo influem na qualidade das gemas, fator determinante do potencial de
producao para o ano seguinte (ANTUNES; RASEIRA, 2004).

A amora-preta, de modo geral, por ser uma planta de clima temperado é
resistente a geada,. Diferente das demais espécies de pequenas frutas, apresenta
cultivares com boa adaptacdo as condigbes climaticas do Sul do Brasil,
desenvolvidas através de melhoramento genético na Embrapa (Pelotas-RS) a partir
de cultivares que apresentam adaptacdo a altas temperaturas no verdo e menor
necessidade de horas de frio no inverno (ANTUNES; RASEIRA, 2004).



A variagao de temperatura entre o dia e a noite em algumas regiées no Sul
do Brasil é grande, geralmente maior que 10°C, principalmente na primavera e no
outono, quando ocorrem ainda temperaturas baixas. A amplitude térmica, associada
a temperaturas baixas, é importante para conferir coloracédo e equilibrio de acidez e
acucar na amora, caracteristicas importantes para o sabor da fruta consumida na
forma “in natura” (ANTUNES; RASEIRA, 2004).

As frutas, principalmente as que apresentam a coloracdo vermelha e/ou
azul, sdo as mais importantes fontes de compostos fendlicos em dietas alimentares.
Estas cores sdo caracteristicas das antocianinas, que sdao compostos fendlicos
pertencentes a classe dos flavonodides. Muitos destes compostos apresentam uma
gama de efeitos biologicos, incluindo acgédo antioxidante, antimicrobiana, anti-
inflamatoéria e vasodilatadora. Estes compostos fendlicos apresentam diversas
funcdes de defesa para as plantas, ndo somente contra agentes do meio ambiente
(luz, temperatura e umidade), mas também para fatores internos, contribuindo para a
sintese e diferencas genéticas, de nutrientes e de horménios (DEGASPARI;
WASZCZYNSKY, 2004). As antocianinas sao pigmentos muito instaveis, podendo
ser degradadas durante o processamento e a estocagem com conseqlente
alteracao da cor (BOBBIO; BOBBIO, 1995).

Atualmente se conhece cerca de 20 tipos de antocianinas, mas apenas 6
sdo encontradas em maiores propor¢cdes em vegetais: pelargonidina, cianidina,
delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina. As demais antocianinas sao
relativamente raras e sao normalmente encontradas apenas em algumas flores e
folhas (FENNEMA, 1993).

Dentre as principais antocianinas presentes em “pequenas frutas” estao
incluidas a cianidina-3-glucosideo (Fig. 6a), cianidina-3-rutinosideo (Fig. 6b),
delfinidina-3-glucosideo, delfinidina-3-rutinosideo e pequenas quantidades de
pelargonidina-3-rutinosideo, malvidina e peonidina- 3-rutinosideos (DAO; TAKEOKA,;
EDWARDS, 1998).
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Figura 6 - Estrutura quimica da cianidina-3-glicosideo (a) e da ciandina-3

rutinosideo (b).
Fonte: Beattie; Crozier & Duthie, 2005.

2.3.2 Tocoferoéis

A vitamina E consiste na denominagdo genérica de oito compostos
lipossoluveis, o alfa (a), beta (B), gama (y) e delta (8)-tocoferdis, alem do a, B, y
. e 0- tocotrienodis, cada um com atividades biologicas especificas; porém, o a-
tocoferol € o composto que apresenta maior atividade como antioxidante
(BIANCHINI e PENTEADO, 2003, BALL, 1998).

Os tocoferdis (Fig.7) ocorrem naturalmente em praticamente todos os
vegetais, principalmente nos vegetais verde-escuros, has sementes
oleaginosas, nos Oleos vegetais e no germem de trigo. Os tocotriendis sao
encontrados apenas em um pequeno grupo de vegetais, como em algumas
variedades de palma. A ocorréncia natural dos diferentes compostos que fazem
parte da vitamina E diferenciam-se entre os vegetais, mas o a- tocoferol tem
ocorréncia mais comum (SETIADIA, 2003).



11

e, alfa-tocofaral

[a)

B,  beta-tocoferol

(b

W gamma-tocofierol
| 3]

Ho . Gelta-tocofero
[:)]

Figura 7 - a-tocoferol (a); B-tocoferol (b); y-tocoferol (c); e &- tocoferol (d).
Fonte: Vitamina E, 2005.

A rota da vitamina E no organismo pode ser explicada, em linhas gerais,
como um antioxidante lipidico na estabilizacdo de membranas subcelulares; no
entanto, se tem observado que participam também de outras atividades vitaminicas
(DIAZ, 2007; SIQUEIRA, 1997). A sua fungdo como antioxidante na peroxidagdo das
membranas celulares ocorre pelo fornecimento de um atomo de hidrogénio ao
radical perdxido formado, agindo como sequestrante de radicais livres, protegendo
assim as membranas celulares de possiveis danos (SIQUEIRA, 1997).

A vitamina E apresenta pouca resisténcia ao aquecimento e a agcao de
acidos, sendo instavel a acdo de agentes alcalinos, da luz ultravioleta e do oxigénio.
Essa vitamina é destruida quando em contato com gorduras rangosas, e com 0s
metais chumbo e ferro. Como sao insoluveis em agua, ndo ha perda por extragdo na
cocgao (RICE-EVANS; MILLER, 1995; SIQUEIRA, 1997).

2.3.3 Acido ascoérbico

A vitamina C ou &cido L-ascorbico (AA), € uma vitamina hidrossoluvel
e termolabil. O AA é amplamente distribuido nos vegetais e em produtos de
origem vegetal, sendo encontrado, principalmente, em frutas citricas e
hortalicas folhosas (ZHANG; HAMAUZU, 2004).

O AA encontra-se na natureza sob a forma reduzida, denominada de
acido L-ascorbico, ou oxidada na forma de acido L-dehidroascorbico (DHA),

porém, a forma oxidada esta menos difundida nas substancias naturais e



representa o produto primario do processo de oxidacdo do anel lactona do
acido L-ascorbico. A transformacdo do AA em DHA ocorre normalmente no
interior do organismo, e como é reversivel, permite que uma destas formas
possa ser transformada na outra. Essa capacidade de conversdo atua como
um sistema oxido-redutor, que é capaz de transportar hidrogénio no processo
de respiragao ao nivel celular (WELCH, 1995 e TAVARES et al., 2000).

O acido L-dehidroascérbico (DHA) também apresenta atividade
vitaminica, pois € facilmente reduzido no organismo, e apresenta cerca de 80%
da atividade vitaminica do AA. O processo de oxidagao é reversivel, que devido
a perda de dois elétrons, leva ao acido L-dehidroascérbico (fig.8). A atividade
antioxidante da vitamina C envolve a doacdao de um elétron e a formagao do
radical livre ascorbato (ROSA et al., 2007).
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Figura 8 - Oxi-reducao do acido L-ascoérbico
Fonte: Silva, et al., 2006.

O teor de vitaminas nas frutas pode variar dependendo da espécie, do
estadio de maturacdo na época da colheita, de variagbes genéticas, do
manuseio poés-colheita, das condigdes de estocagem e do tipo de
processamento (SILVA et al., 2006).

2.3.4 Carotendides

12

Os carotenoides constituem um dos mais importantes grupos de pigmentos

na natureza, devido as suas numerosas fungdes, larga distribuicdo e diversidade

estrutural (OLIVER; PALOU, 2000). Uma das suas principais funcbes € a atividade

provitaminica A. A vitamina A é essencial para a diferenciacdo celular, a visdo, o

crescimento 0sseo, a reproducio e a integracdo do sistema imunoldgico, sendo que

sua deficiéncia resulta em anemia (LAYRISSE, 2000).
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Os carotendides compreendem uma familia de compostos naturais, dos
quais mais de 600 variantes estruturais estdo reportadas e caracterizadas, a partir
de bactérias, algas, fungos e plantas superiores. (FONTANA, 1997). Sao pigmentos
comumente encontrados em alimentos de origem vegetal e os responsaveis pelas
coloragdes amarela, alaranjada e vermelha. Também ocorrem em vegetais folhosos,
mas estes apresentam coloragdo verde pois a clorofila (pigmento desta cor) € mais
forte e predominante (CTENAS, 2000).

A estrutura quimica dos carotendides é baseada em uma cadeia de carbonos
com a presencga de ligagdes duplas, compartilhadas ou ndo. Estas ligacbes duplas
caracteristicas fazem desses compostos potenciais antioxidantes, uma vez que suas
moléculas sdo capazes de receber elétrons de espécies reativas, neutralizando os

radicais.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais

Foram utilizadas frutas de amora-preta (Rubus fruticosus), da cultivar Tupy,
cultivadas na cidade de Morro Redondo-RS e colhidas no periodo de janeiro de
2008. As amoras foram colhidas no periodo da manha, em seu estadio apropriado
de maturagao (determinado pelo aspecto visual de coloragdo e em torno de 10°Brix)
e levadas ao laboratério de cromatografia do DCTA/UFPel, sob refrigeracdo em
caixas de isopor contendo gelo e embaladas em sacos plasticos.

Os padrdes cromatograficos para a determinagdao de Fenodis foram obtidos
da Sigma (St. Louis, MO) e Fluka (Milwaukee, WI), sendo eles: &acidos
hidroxicinamicos: acido cafeico, acido ferulico, acido p-cumarico; acidos
hidroxibenzoicos: acido galico, acido elagico, acido p-hidroxibenzéico; flavonois:
quercetina, kaempferol, miricetina e flavandis: catequina, epicatequina, todos com
96-99% de pureza. Os padrdes utilizados para a determinagéo de Tocoferois foram:
a-, ©- e y-tocoferol, obtidos da Sigma Aldrich (Steinheim, Germany) com 90-99% de
pureza. Para a determinacdo de Carotendides utilizou-se padrées de f-
cryptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina, obtidos da Chromadex (Irvine, USA), e
B-caroteno obtido da Fluka (Saint Louse, USA), todos com 97% de pureza. Os

padrdes cromatograficos para a determinagéo de acido ascorbico foram: acido L-(+)-
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ascorbico da Synth (Diadema, Brazil), 99% de pureza, e acido L-(+)-
dehidroascorbico da Fluka (Saint Louse, USA) com pureza superior a 80%. Os

reagentes para as demais analises foram de grau p.a.

3.2 Métodos

3.2.1. Preparo da polpa e modelo experimental

Ao serem recebidas no laboratoério, as frutas foram selecionadas de acordo
com o grau de sanidade visual (presenca de podridao), imersas em solugdo com
agua clorada 4ppm, preparada a partir de solugado de hipoclorito 10% (de acordo
com a rotina das industrias produtoras de polpas da regiao) por 15 minutos.

A polpa foi obtida pela trituracdo da fruta em liquidificador, ndo sendo
separadas as sementes. Apos a polpa foi embalada em sacos de polietileno de alta
densidade (0,45 micra), em por¢cdes com as quantidades necessarias (em torno de
500g) para as amostragens e entdo armazenados nas temperaturas de -10, -18, -
80°C, segundo a tabela 2. O experimento constou de 36 amostras de polpas de
amora-preta decorrentes do delineamento inteiramente casualizado entre 12
tratamentos (trés temperaturas de armazenamento e 4 amostragens) e com trés

repeticoes, perfazendo 396 determinagdes.



Tabela 2 - Modelo experimental.
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Variaveis independentes

Tratamentos Tem%eratura Tempo Variaveis dependentes
armazfar?e?mento (meses)
Zero Fendis Totais
2 Fendis Individuais
4 Antocianinas Totais
6 Carotenoides Totais
T1 -10°C Zero Carotendides Individuais
2 Capacidade Antioxidante
T2 -18°C 4 Tocoferois Individuais
6 Acido Ascérbico
T3 -80 °C Zero S¢lidos Soluveis
2 pH
4 Acidez Titulavel
6
*T4: -10°C+2°C, estocadas em freezer convencional no laboratério de
cromatografia/DCTA/UFPel,;
*T,:  -18°C+2°C, estocadas em freezer industrial na CESA/Pelotas;
*Ts: -80°C+2°C, estocadas em ultrafreezer no laboratério de

cromatografia/DCTA/UFPel.

3.3 Determinagoes analiticas

Todas as determinagdes analiticas foram realizadas em triplicata, com a

polpa de amora-preta recém preparada e nas polpas congeladas nas diferentes

temperaturas e tempos de armazenamento.

3.3.1 Determinacgdes fisico-quimicas gerais

- pH: Método potenciométrico, com amostra a temperatura ambiente;

- Acidez titulavel: Método volumétrico, pela titulagdo com NaOH 0,1N, expressa em

% de acido malico (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

-Sdélidos soluveis: Realizando a leitura em refratbmetro de Abbé, a 20°C,

expressos em °Brix.
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3.3.2 Quantificagdo de fendis totais

A determinagédo de compostos fendlicos totais foi realizada de acordo com o
método descrito por Badiale-Furlong et al. (2003), com poucas modificagdes. Pesou-
se 35 gramas de amostra previamente triturada e diluiu-se em 25mL de metanol. A
amostra foi homogeneizada a cada 5 minutos durante 1 hora a temperatura
ambiente. Filtrou-se com algodao, transferindo o homogeneizado para baldo
volumétrico de 50mL, completando-se o volume com metanol. Para clarificar o
extrato aquoso, adicionou-se 5mL de solucédo de hidréxido de bario 0,1M e 5mL de
solugao de sulfato de zinco a 5%, ficando em repouso por 20 minutos para entéo
realizar uma centrifugacéo.

Para realizar a quantificacdo dos fendis totais, utilizou-se 2mL do extrato
clarificado, ao qual foi adicionado 4,5 mL de solugao de carbonato de sodio a 2% em
NaOH 0,1M. Deixou-se 10 minutos em banho maria a 37°C e entao foi adicionado 1
mL de reagente de Folin-Ciocalteau diluido (1:2, v/v) em agua ultra pura. Apos
realizou-se a leitura em espectrofotdmetro (modelo Ultrospec 2000) a 765nm,
usando metanol para leitura do branco.

Procedeu-se a elaboracdo da curva padrdo de &cido gélico para a
quantificacdo dos fendis. Os resultados foram expressos em mg de acido

galico.100g™ fruta fresca.
3.3.3 Identificagao e quantificagao de compostos fendlicos individuais

Os compostos fendlicos foram extraidos da polpa das frutas usando o
meétodo descrito por Hakkinen, Karenlampi e Heinonen (1998), com poucas
modificagdes. Cinco gramas da amostra macerada foram dissolvidas em 30mL de
metanol e apdés foi adicionado 4,9mL de acido cloridrico p.a. (concentragao final de
HCI 1,2M) para a estabilizagao dos composto fendlicos, sendo completado o volume
em baldo volumétrico de 50mL com metanol. O extrato foi homogeneizado em
banho de agua a 35°C, na auséncia de luz por 24 horas. Apos este periodo, a
mistura foi filtrada e o sobrenadante foi concentrado em rotaevaporador a 40°C por
cerca de 30 minutos. O residuo concentrado foi redissolvido em metanol até o
volume final de 5mL, o qual foi centrifugado (7.000 rpm por 10 minutos). Retirou-se

uma aliquota do sobrenadante (30uL) para injetar no cromatografo.
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O cromatografo consistiu no sistema HPLC-Shimadzu, com injetor
automatico, detector UV-visivel a 280nm, coluna de fase reversa RP-18 CLC-ODS
(5um, 4,6mm x 150mm) com fase estacionaria octadecil e uma coluna de guarda
CLC-GODS (4) com fase estacionaria de superficie octadecil, ambas localizadas em
forno a 25°C. A fase movel consistiu no gradiente de eluigdo utilizando solugéo
aquosa de acido acético (99:1, v/v) e metanol (tab. 3), com fluxo de 0,8mL/ min, com
um tempo total de corrida de 45 minutos, segundo metodologia descrita por
Zambiazi (1997).

Tabela 3 - Programa do gradiente de elui¢do utilizado na separacdo de compostos

fendlicos em amora-preta cv. Tupy

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

Solvente A: solugdo aquosa de acido acético (99:1, v/v) Solvente B: metanol

Os compostos fendlicos individuais foram identificados e quantificados com
base da curva de calibragcdo de padrbes, cujos padrdes foram dissolvidos em
metanol, incluindo o acido p-coumarico, acido cafeico, quercetina, acido ferdlico,
epicatequina, acido p-hidroxibenzoico, acido galico, acido elagico, catequina,
miricetina e kaempferol. Os valores dos pontos de calibracdo formam estipulados
com base em estudos prévios de quantificacdo de compostos fendlicos individuais
em pequenas frutas (SHAHRZAD et al., 1996).

Os resultados foram expressos em mg do composto fenolico.100g™" fruta

fresca.
3.3.4 Quantificagao de antocianinas totais

A determinagdo de antocianinas totais foi realizada segundo o método

descrito por Lees e Francis (1972), com poucas adaptagdes. No estudo, pesou-se
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um grama de amostra, deixou-se em repouso por 1 hora em um béquer com 25mL
de etanol acidificado com acido cloridrico até pH 1,0, homogeneizando-se a amostra
a cada 5min. Apds, o residuo foi filtrado e completou-se o volume com etanol em
baldo volumétrico de 50mL. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro (modelo
Ultrospec 2000) a 520nm, usando etanol para calibrar o equipamento.

O calculo da concentragao total de antocianinas foi baseado na Lei de Beer
(eq. 1), e os resultados foram expressos em mg de cianidina 3-glicosidio por 100
gramas de fruta fresca.

A=¢.C.l (eq.1)

Onde: A= absorbancia
e= Coeficiente de absor¢ao molar
C= concentragédo mol/L

| = caminho o6ptico em cm
3.3.5 Identificagao e quantificagao do acido L-ascérbico

Para a determinagdo de &cido L-ascoérbico foi pesado dez gramas de
amostra e dissolveu-se em 30mL de solugéo de acido metafosférico a 4,5% em agua
ultra pura, apos filtrou-se e completou-se o volume para 50mL com agua ultra pura.
Do filtrado retirou-se uma aliquota de 1,5mL e centrifugou-se por 10 minutos a
10.000 rpm. O sobrenadante foi recolhido e uma aliquota de 20uL da amostra foi
injetada em cromatografo liquido de alta eficiéncia.

A anadlise de cromatografia liquida de alta eficiéncia consistiu no sistema
HPLC-Shimadzu (idem ao descrito na analise de compostos fendlicos), utilizando o
detector UV-visivel a 254 nm. A separacéo foi desenvolvida utilizando um sistema de
gradiente com as fases moveis contendo agua ultra pura:acido acético (99,9:0,1, v/v)
e metanol (tab. 4), com fluxo de 0,8 mL.min™", seguindo a metodologia adaptada de
Vinci, Rot e Mele (1995) e de Ayhan, Yeom e Zhang (2001).

Tabela 4 - Programa do gradiente de elui¢cdo utilizado na separagdo do acido L-

ascorbico em amora-preta cv. Tupy.

Tempo (minutos) Solvente A (%) Solvente B (%)

0 100 0
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5 98 2
7 98 2
10 100 0

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

Para a identificacao e quantificacdo de vitamina C utilizou-se a curva de
padrao externo preparada com o acidos L-ascorbico. Os resultados foram expressos

em mg de &cido ascérbico.100g™ de fruta fresca.
3.3.6 Identificagao e quantificagao de tocoferois

Para a extragdo de tocoferdis, foi utilizada a metodologia para extragdo de
carotendides de Rodriguez-Amaya (1999), com algumas modoficagdes, onde foram
adicionadas aproximadamente trés gramas de celite a cerca de vinte gramas de
amostra (triturada), homogeneizando-a. A seguir foram adicionados 20mL de
acetona gelada e procedeu-se a agitacéo por 10 minutos.

Apds a amostra foi filtrada sob vacuo e o residuo foi lavado com acetona até
que o mesmo ficasse incolor. Apds o filtrado foi transferido para um funil de
separagao e acrescentou-se 30mL de éter de petréleo e 100mL de agua destilada
até completar o volume final do baldo (procedimento repetido 4 vezes). A fase
aquosa (parte inferior) foi descartada e continuou-se lavando a fase superior com
agua destilada para a remogao total da acetona. Apds aferiu-se o baldo com éter de
petréleo. O extrato foi transferido para tubos eppendorf, centrifugou-se nas
condicbes de 9.000 rpm por 6 minutos, utilizando-se o sobrenadante para a
avaliagao dos tocoferoéis por cromatografia liquida, utilizando-se cerca de 20uL.

A analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia consistiu no sistema
HPLC-Shimadzu (idem ao descrito para a analise de compostos fendlicos), equipado
com detector de fluorescéncia, utilizando o comprimento de onda de 290nm para
excitacdo e de 330nm para a emissao.

A separagao foi efetuada utilizando um sistema de eluigdo por gradiente,
utilizando como fases moveis o metanol, acetonitrila e isopropanol (tab. 5), seguindo

a metodologia adaptada de Zambiazi (1997).
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Tabela 5 - Programa do gradiente de elui¢cdo utilizado na separagao de tocoferois

em amora-preta cv. tupy

Tempo (minutos) Solvente A (%) Solvente B (%) Solvente C (%)
0 40 50 10
10 65 30 5
12 40 50 10
15 40 50 10

Solvente A: metanol, Solvente B: acetonitrila, Solvente C: isopropanol

Para a identificacdo e quantificacdo de a-, 8- e y-tocoferol utilizou-se uma
curva de padrao, preparada com os padrées cromatograficos correspondentes. A
quantificacdo de B-tocoferol foi realizada baseado na curva de calibragdo do ©&-
tocoferol, porque estes dois compostos ndo sdo separados no processo
cromatografico, e portanto, sdo quantificados conjuntamente. O conteudo total de
tocoferdis na amora, expresso e mg.100g™" de fruta fresca, foi determinado pela

soma dos tocoferois individuais.

3.3.7 Quantificagao de carotendides totais

A determinacdo de carotendides totais foi realizada segundo o método
descrito por Rodriguez-Amaya (1999), com algumas adaptagdes. Foi pesado 5g de
amostra e 2g de celite. Adicionou-se 20mL de acetona gelada, agitando-se o
conteudo por 10 minutos. O material foi filtrado em funil de buchner com papel filtro,
lavando a amostra com acetona até que o extrato ficasse incolor. O filtrado foi
transferido para um funil de separacdo, onde acrescentou-se 30mL de éter de
petréleo e em torno de 100mL de agua destilada. Descartou-se a fase inferior e
repetiu-se o procedimento por 4 vezes para ocorrer a remoc¢ao total da acetona.
Transferiu-se o extrato superior para um baldao volumétrico de 50mL, completando-
se o0 volume com éter de petroleo. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro
(modelo Ultrospec 2000) a 450nm, usando éter de petrdleo como branco.

O conteudo de carotendides foi determinado pela equacgao 2.

C= ABS x 50 mL x 10°/ 2.500 x 100 x g amostra (eq.2)

Onde, C= concentracao da amostra e ABS= absorbancia.
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Os resultados foram expresos em mg de [5-caroteno.1OOg'1 fruta fresca.

3.3.8 Identificagao e quantificagao de carotendides individuais

O processo de extracdo dos carotendides foi realizado utilizando a mesma
metodologia de extracdo de amostra para a determinacdo de carotendides totais.
ApoOs a etapa de extracdo foi realizada a saponificacdo da amostra, adicionando
25mL de solucdo de KOH 1,5N em etanol em 25mL de amostra, deixando em
repouso na auséncia de luz por 18 h. Apds a separacao das fases, o extrato foi
concentrado em rotaevaporador a 35 °C e dissolvido na fase mével inicial (metanol:
acetonitrila, 30:70 v/v). O extrato diluido foi transferido para tubos de eppendorf e
centrifugado nas condigdes de 9000 rpm por 6 minutos. O sobrenadante (25uL) foi
injetado no cromatografo liquido de alta eficiéncia.

A analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia consistiu no sistema
HPLC-Shimadzu (idem ao descrito para a analise de compostos fendlicos), equipado
com detector UV, utilizando o comprimento de onda de 450nm.

A separacéo foi efetuada utilizando um sistema de eluicao por gradiente de

metanol, acetonitrila e acetato de etila (tab. 6), com um fluxo de 1mL/min.

Tabela 6 - Programa do gradiente de eluigao utilizado na separacao de carotendides

individuais em amora-preta cv. Tupy

Tempo (minutos) Solvente B (%) Solvente C (%) Solvente D (%)
0 30 70 0
10 10 80 10
35 -5 80 15
40 30 70 0

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

Para a identificacdo e quantificacido de [B-caroteno, B-criptoxantina, luteina,
zeaxantina e licopeno utilizou-se uma curva de padréo, preparada com os padrées
cromatograficos correspondentes. O conteudo total de carotendides individuais na
amora-preta foi expressos em mg.100g™" de fruta fresca, e foram determinados pela

soma dos carotenodides individuais.
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3.3.9 Determinacgao da capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante foi determinada através da capacidade dos
compostos presentes nas amostras em sequestrar o radical estavel DPPH- (2,2-
difenil-1-picrilhidrazila), segundo método descrito por Brand-Williams, Cuvelier e
Berser (1995). Para a extragcao dos compostos com atividade antioxidante, pesou-se
5g da amostra em um frasco de Falcon de 50mL, e diluiu-se com 20 mL de metanol.
A solugdo foi homogeneizada com auxilio de um Ultra-Turrax até consisténcia
uniforme. Apds armazenou-se por 24 horas em temperaturas de 3 a 4°C, seguido de
centrifugagao por 15 minutos.

A determinacao foi realizada em tubos revestidos com papel aluminio,
contendo 10uL do extrato da fruta, 90uL de metanol e 3,9mL de solugcao-uso de
DPPH, com a finalidade de completar o volume final de 4,0mL.

Deixou-se a mistura no escuro por 30 minutos e apos foi realizada a leitura a
517 nm em espectrofotémetro Ultrospec 2.000 UV/Visivel (Pharmacia Biotech). Apds
24 horas realizou-se novamente a leitura.

A atividade sequestrante de radicais livres foi determinada no
estabelecimento de uma curva padrdo de Trolox, obtendo-se uma equacao da reta
expressa por y=0,5085x. Os resultados foram expressos por capacidade

antioxidante equivalente a Trolox relativa (mg.100g™).

3.4 Analise Estatistica

Todas as determinacdes foram realizadas em ftriplicata e os resultados
foram avaliados através da analise de variancia (ANOVA), e pelo teste de Tukey,

ambos ao nivel de 5% de significancia, utilizando-se o Programa Statistic 7.0.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinagoes fisico-quimicas gerais

O teor de solidos soluveis (11,2 °Brix) e valor de pH (3,40) da polpa logo
apos ter sido processada (tab. 7), apresenta-se superior aos descritos na literatura

para fruta da mesma cultivar. Chim (2008) descreve valores de sdlidos soluveis de
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8,5 °Brix e pH 3,26, em amora-preta da safra 2006/2007; e Mota (2006) relata
valores de sdlidos solUveis de 7 °Brix e pH de 3,23, em amora-preta oriundas da
safra 2003/2004.

Os valores encontrados neste estudo foram superiores possivelmente
porque as frutas foram colhidas com maior grau de maturagcdo em relacdo a dos
outros autores citados. O clima tem influencia direta na composicdo dos acucares
das frutas. De acordo com estudos realizados na Embrapa, os melhores padrdes de
qualidade de frutas (concentracdo de agucar e coloragdo adequada), sao
encontrados em areas de temperaturas de verdo, em particular no periodo de pré-
colheita, relativamente altas, sem serem excessivas, combinadas com temperaturas
amenas a noite. As frutas utilizadas neste trabalho, assim como no estudo realizado
por Chim (2008), sdo provenientes do mesmo local e da mesma cultivar, porém de
colheitas de anos diferentes. Com isto, pode-se inferir que o clima pode ter afetado
diretamente sobre a concentragdo de agucares e pH.

As maiores quedas no teor de sdlidos soluveis foram observadas no sexto
més (t3) de armazenamento nas trés temperaturas estudas (-10°C, -18°C e -80°C).
De acordo com Andrade (2008), a queda do teor de sélidos pode estar associada a
proliferagdo de microrganismos, principalmente leveduras e bolores, os quais
consomem 0s agucares disponiveis através do processo de fermentagao, diminuindo
as concentracdes de solidos soluveis. Apesar de nao ter sido realizado neste estudo
uma avaliagdo microbioldgica, esta hipétese ndo pode ser descartada, no entanto,
processos degradativos também podem provocar a reducdo no conteudo de
agucares.

Durante o periodo de armazenamento observa-se que ha diferenca
significativa nos valores de pH em todas as temperaturas e tempos avaliados,
demonstrando que nem mesmo a uma temperatura de congelamento extremamente
baixa (-80°C) foi suficiente para manter o pH inalterado. As quedas de pH foram
observadas ja a partir do segundo més em todas temperaturas avaliadas (-10 °C, -18
°C e -80°C), podendo ser devido a proliferacao de microrganismos que colaboraram
para a ocorréncia do processo fermentativo e a produgdo de &acidos organicos,
levando ao aumento da acidez e queda do pH no meio. De acordo com Chaves
(1993), varios fatores tornam importante a determinagéo do pH de um alimento, tais
como: influéncia na palatabilidade, desenvolvimento de microorganismos, escolha

da temperatura de esterilizagdo, escolha do tipo de material de limpeza e
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desinfecgao, escolha do equipamento com o qual se vai trabalhar na industria,
escolha de aditivos e varios outros. Com isso pode-se observar que este tratamento
de sanitizagao com cloro a 4 ppm, combinado com as temperaturas nao foi eficiente
nem mesmo nos 2 primeiros meses de armazenamento nas trés temperaturas
estudadas (-10 °C,-18 °C e -80°C).

O teor de acidez natural é representado principalmente pela presenca do
acido malico, que é o acido organico maijoritario em amora-preta (BARBOZA, 1999 e
KAFKAS, 2006). A acidez encontrada na amora-preta (0,105%) apresentou-se
inferior aos valores descritos por Chim (2008), o qual descreve valores de 0,95% em
acido malico. O teor de acidez na amora-preta apresentou a tendéncia de um
pequeno acréscimo durante o periodo de armazenamento, em duas das trés
temperaturas avaliadas (-10°C e -18°C), que coincide com a queda no valor do pH.
No entanto, mesmo havendo esta tendéncia de acréscimo no conteudo de acidez,
nao observou-se diferenca significativa durante o periodo de estocagem nos 2
primeiros meses de armazenamento nas trés temperaturas estudadas. Porém, a
partir dos 4 meses (t2), na temperatura de -10°C e -18°C houveram diferengas
significativas, permanecendo valores constantes de acidez apenas na temperatura
de -80°C. O aumento da acidez € um indicio do inicio de deterioragdao ou
fermentagdo da amostra (ESTEVE et al., 2005), ou devido a processos de hidrolise
ou oxidagdo, que modificam a concentragdo de ions hidrogénios e,
consequentemente, a acidez dos alimentos (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

De acordo com dados da Embrapa Uva e Vinho (2003), temperaturas de
verao com condicdes térmicas muito quentes podem resultar na obtengao de uvas
com maiores teores de agucares e menor conteudo em acidez. Este pode um dos
fatores responsaveis pelas diferencas encontradas neste estudo e no estudo
descrito por Chim (2008), ja que as frutas sdo provenintes da mesma regido e

cultivar, porém de safras diferentes.

Tabela 7 - Sdlidos soluveis, acidez titulavel e pH em polpa de amora-preta cv. Tupy

estocada sob diferentes temperaturas de congelamento.

Temperatura Sodlidos soluveis  Acidez titulavel
/tempo (°Brix) (% em acido
malico)
0 11,240,00"  0,105+0,003 " 3,40+0,01"

pH
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ty 11,0+0,00"*  0,111+0,006 " 3,09+0,02%°
T, t 10,8+0,28"®  0,114+0,006"° 2,80+0,07 %
t3 10,6+0,00%°  0,119+0,006"° 2,68+0,14<°
ty 11,3+0,50*®  0,109+0,012"2 3,09+0,01°°
T, t 10,7+0,11*°  0,119+0,008"° 2,70+0,10
ts 10,7+0,00%  0,119+0,008"° 2,71+0,14°°
t 11,3+0,50*®  0,104+0,001 "2 3,16+0,01°¢
Ts 10,4+0,23“®  0,103+0,008 2,90+0,02%°
t3 10,6+0,10°®  0,104+0,016" 2,90+0,01¢°

*Médias de trés repeticdes + estimativa de desvio padrao

**Letras maiusculas indicam a diferenca dentro da mesma temperatura ao longo do armazenamento
(zero: logo apds o processamento; ti: 2 meses de armazenamento; t;: 4 meses de armazenamento;
t;: 6 meses de armazenamento), ao nivel de 5 % de significancia

** Letras mindsculas indicam a diferenca das diferentes temperaturas (T4:-10°C; T»:-18° e T3: -80°C)
ao longo do armazenamento.

4.2 Conteudo total de compostos fendlicos e antocianicos

Muitos dos compostos fendlicos presentes em frutas e hortalicas sao
substancias bioativas, cujas principais classes sao representadas pelos flavonoides,
acidos fendlicos e pelos polifendis (KING; YOUNG, 1999; GARCIA-ALONSO et al.,
2004). A quantificagdo de compostos fendlicos totais € uma estimativa do conteido
de todos os compostos pertencentes as classes de compostos fendlicos em uma
amostra.

Quando comparado com dados reportados por Chim (2008) (569,89mg ac.
galico.100g 'fruta), os resultados encontrados neste estudo para a amora-preta s&o
bem superiores (1938,70mg ac. galico/100g 'fruta) (tab. 8). Esta diferenca no
conteudo de fendis pode estar relacionado a diferenga de metodologias empregadas
na extracdo da amostra. Chim (2008) utilizou somente o suco obtido da prensagem
da polpa da fruta, e neste estudo utilizou-se uma extragao dos compostos da polpa
com o uso de metanol.

O conteudo de compostos fendlicos totais na amora-preta avaliada neste

estudo foi superior quando comparado com o mirtilo cv. Bluegem (952mg ac.
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galico.100g 'fruta) (MOYER et al., 2002), porém foi inferior quando comparado com
o contetido na acerola (2372mg catequina.100g 'fruta ) (LIMA et al., 2005). O autor
citado utiizou a catequina para expressar o resultado sendo este o fenol majoritario
na acerola.

O conteudo de antocianinas totais encontrado na polpa de amora-preta
(tempo zero) foi 140,73mg cianidina-3-glicosidio.100g™", que praticamente coincide
com os valores descritos Chim (2008), a qual relata 137,59mg cianidina-3-
incosidio.1OOg'1 de amora-preta da cultivar Tupy. Este conteudo apresentou-se
ligeiramente inferior ao descrito por Mota (2006) (194,59mg cianidina-3-
glicosidio.100g™") e por Silva, Lopes e Valente-Mesquita (2006) (158,21mg cianidina-
3-g|icosidio.1OOg'1). As diferencas observadas quanto ao conteudo de antocianinas
totais pode estar relacionada com as variagcbes genéticas, condicbes ambientais
durante a colheita e também devido a acdo enzimatica na pds-colheita,
principalmente devido a processos oxidativos das polifenoloxidases, cujo principal
substrato & a cianidina-3-glicosidio (BEATTIE; CROZIER; DUTHIE, 2005; LIMA;
GUERRA, 2003).

Durante o armazenamento sob congelamento observa-se uma reducao
muito pequena no conteudo de compostos fendlicos até o quarto més de
armazenamento (t2), sem haver diferengca significativa ao nivel de 5% de
significancia. Observa-se que em todas as temperaturas de armazenamento
somente ocorreram perdas significativas de compostos fendlicos ao final do periodo
de estocagem (t3). A menor reducdo no conteudo destes compostos foi encontrada
nas polpas armazenadas a -80°C, porém mesmo nesta temperatura extremamente
baixa ocorreu uma perda em torno de 8,2% destes compostos durante o
armazenamento de 6 meses, enquanto que nas temperaturas de -10°C e -18°C as
perdas foram de 22% e 23% no mesmo periodo de armazenamento, demonstrando
que estas temperaturas sao suficientes para a conservagao dos compostos fendlicos
totais apenas durante 4 meses de armazenamento.

Ao longo do armazenamento, observa-se que os compostos antocianicos
permaneceram constantes até os 2 primeiros meses de armazenamento nas trés
temperaturas (-10°C, -18°C e -80°C). Porém, mesmo sem apresentar diferencas
significativas, pode-se observar perdas de 33,5%, 30,0% e 27,0% nas temperaturas
de -10°C, -18°C e -80°C, respectivamente.
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No armazenamento durante 4 meses, a temperatura de -10°C e -18°C nao
foram suficientes para evitar as perdas, com isso, observa-se que para manter os
compostos antocianicos inalterados num periodo de 4 meses de armazenamento é
necessario uma temperatura abaixo de -18°C, como demonstrado neste estudo com
amora-preta. As perdas observadas na temperatura de -10°C aos 4 e 6 meses de
armazenamento foram de 43% de reducao de compostos antocianicos na polpa de
amora-preta. ARAUJO et al. (2007), estudando a estabilidade de clones de polpa de
aceroleira, verificou uma reducao de 36,27% no conteudo antocianico em polpa do
clone Apodi armazenada em uma temperatura de -18°C. Estas perdas ratificam a
influéncia da temperatura na estabilidade destes pigmentos.

Durante o congelamento, as reacbes metabdlicas sdo reduzidas, porém n&o
sdo totalmente inibidas (CHEFTEL; CHEFTEL; BESANCON apud CHEFTEL,;
CHEFTEL; BESANCON, 1983). As variagdes nos teores de antocianinas e
flavondides totais observadas durante o periodo de armazenamento podem ser
justificadas pela interconversédo das quatro formas estruturais de antocianinas (base
quinoidal, cétion flavilium, pseudobase ou carbinol e chalcona) que, em solugao
aquosa acida, se encontram em equilibrio (MAZZA; BROUILLARD, 1987). Por outro
lado, a degradagdo desses pigmentos pode também ser favorecida por agao
enzimatica, tendo em vista que a polpa produzida ndo foi submetida a algum
tratamento térmico de inativacao.

A relacédo fendis/antocianinas variou de 13,7 a 31,3, ndo seguindo uma
tendéncia, porém pode-se observar que a essa relacdo aumentou logo apds o

processamento comparando com o tempo zero.

Tabela 8 - Compostos fendlicos e antocianicos em polpa de amora-preta cv. Tupy

estocada sob diferentes temperaturas de congelamento.

Fendis Totais Antocianinas Relagao
Temperatura (mg ac. galico totais Fendis/Antocianinas
/tempo 100g'fruta) (mg cianidina-3-
glicosidio 100g
'fruta)

0 1938,70+44,32"%  140,73+10,48"2 13,7

t4 1938,70+201,11"%  93,57+11,62"@ 20,7

T t 1920,89+122,67"%  61,24+10,30°° 31,3

ts 1490,05+32,99%°  61,28+2,88°° 243



T, to
ts

tq
T3 to
ts

1930,35+22,90"
1936,54+63,89"
1505,02+49,62°°

1938,54+67,36"
1921,62+15,80"
1780,02+57,38"°
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97,61+1,10"2 19,7
70,55+4,50°° 27,4
70,32+8,37%° 21,4
102,16+14,56" 18,9
95,25+4,43"2 20,1
97,47+16,45" 18,2

*Médias de trés repeticdes + estimativa de desvio padrao

**Letras maiusculas indicam a diferenca dentro da mesma temperatura ao longo do armazenamento
(zero: logo apés o processamento; t;: 2 meses de armazenamento; t,: 4 meses de armazenamento;
t3: 6 meses de armazenamento), ao nivel de 5 % de significancia

** Letras mindsculas indicam a diferenca das diferentes temperaturas (T4:-10°C; T,:-18° e T5: -80°C)
ao longo do armazenamento.

4.3 Conteudo de compostos fendlicos individuais

A quercetina, a epicatequina e os acidos caféico, ferulico, hidroxibenzdico e

galico, foram os compostos fendlicos separados e identificados por cromatografia

liquida de alta eficiéncia utilizando como meio de separacdo uma coluna de fase

reversa (fase estacionaria apolar), onde ambos apresentaram alta reprodutibilidade

na analise (Fig. 9).

Fendis

2000 2250 2500

1750

500 750 1000 1250

250

epicatequina 16,646 27694039

|) cafeico 19,591 435608 w

> ferulico 23,339 30227231 >
> quercetina 32,401 3241428 ()

ol

hidroxibenzoico 26,725 456436

< galico 8,048 140116969

Figura 9 - Cromatograma de compostos fendlicos em amora-preta cv. Tupy. Clae com
coluna em fase reversa e detector UV (280 nm). 1: &cido galico, 2: epicatequina, 3: acido caféico, 4:
acido ferulico, 5: acido hidroxibenzoico, 6: quercetina
agua (1:99 v/v) e metanol com fluxo de 0,9mL/min

. Fase movel: gradiente de acido acético em
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O acido galico foi o acido fendlico predominante (tab. 9), dentre os
compostos fendlicos analisados. Estes dados estdo de acordo com os resultados
reportados por Chim (2007), que também descreve o acido galico como sendo o
acido fendlico predominante em amora - preta cv. Tupy. Estes resultados confirmam
dados da literatura que reportam o acido galico como sendo o acido fendlico de
maior expressdo dentre os compostos fendlicos identificados em amora-preta
(SINGLETON; ROSSI, 1996).

De acordo com Siriwoharn e Wrolstad (2004), foram identificados na amora-
preta o acido elagico, acido galico, quercetina e kampferol, diferenciando-se deste
estudo, onde nao foram identificados o acido elagico e o kampferol. No entanto,
estas diferencas na constituicdo dos compostos fendlicos pode ser pelas diferencas
de espécie e cultivar, ja que estes autores utilizaram amora Marion (Rubus sp. hyb)
e Evergreen (Rubus laciniatus), e a amora-preta avaliada neste estudo foi da
espécie Rubus fruticosus.

A metodologia de separagdo e quantificagdo dos compostos fendlicos foi
estabelecida para o presente trabalho, com base em testes de extracido e condi¢des
cromatograficas preliminares realizados por Chim (2008), utilizando como base, os
métodos descritos nos trabalhos de Hakkinen et al. (1998) e Zambiazi (1997),
passando por hidrélise acida. De acordo com Chim (2008), uma pequena adaptagéo
da metodologia apresentou melhores resultados e reprodutibilidade. Neste estudo,
eliminou-se a adicdo da agua no processo de extracdo, utilizando-se apenas
metanol acidificado com acido cloridrico 6M. Assim, obteve-se uma reduc¢do no
tempo de evaporacdo no rotaevaporardor, ocasionando menor variabilidade no
conteudo de compostos fendlicos.

Os dados de quantificagcdo de compostos fendlicos individuais em cultivares
de amora-preta nacionais sdo ainda pouco explorados. Sellappan, Akoh e Krewer
(2002), analisando cultivares de amora-preta Choctaw e Kiowa, reportaram os
acidos galico e o acido caféico como os acidos majoritarios, com 6,42 a
4,12mg.100g™" e 1,38 a 3,64mg.100g™", respectivamente, porém, as amostras néo
passaram por uma hidrélise durante o processo de extracao, sendo estes resultados
bem inferiores aos encontrados no presente trabalho (tab. 9).

Pela comparacado do somatdério dos compostos fendlicos individuais (tab. 9)

com o conteudo dos compostos fendlicos totais (tab.8), pode-se observar uma
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grande diferenga, sendo que a soma do conteudo dos &cidos fendlicos e dos
flavanols individuais quantificados via cromatografia perfazem cerca de 30% do total
de compostos fendlicos presentes na amora-preta cv. Tupy. O remanescente do
total de compostos fendlicos € devido a presenca de polimeros fendlicos e de outros
componentes presentes em suas sub-classes, 0s quais também sao quantificados
na determinagao do conteudo total de fendis da amostra, mas ndo sdo quantificados
como acidos fendlicos e flavanols (CHIM, 2008).

Com relagao ao armazenamento das polpas nas diferentes temperaturas e
tempos, pode-se observar que houve uma degradacao ja nos 2 primeiros meses de
armazenamento nas temperaturas de -10°C e -18°C em relacdo ao acido
hidroxibenzéico, acido galico, acido ferulico e epicatequina. Portanto, estas
temperaturas nao suficientes para evitar a degradacédo destes compostos fendlicos
por 2 meses de armazenamento.

A estrutura quimica dos fendis é formada pelo anel benzénico com grupos
hidroxilas associadas diretamente a estrutura ciclica. Observa-se que o acido galico
apresentou uma das maiores degradagdes dentre os compostos fendlicos
individuais, podendo ser devido sua estrutura altamente hidroxilada, causando assim
uma maior disponibilidade para reacdes de oxi-reducao.

As temperaturas (-10 e -18°C) foram suficientes para evitar a degradagéo da
quercetina e do acido caféico durante os mesmos 2 meses.

Pelo somatério dos compostos fendlicos, demonstrados na ultima coluna da
tab. 9, pode-se observar que nenhuma temperatura foi eficiente para evitar a
degradacgéo de compostos fendlicos, nem mesmo a temperatura de -80°C.

Os pigmentos predominantes na amora-preta sao as antocianinas, porém
neste estudo, de acordo com o observado na tabela 9, a maioria dos compostos
fendlicos encontrados sado acidos fendlicos que nao fazem parte dos compostos
flavondides onde destacam-se as antocianinas, por esse motivo a relagao

fendis/antocianinas foi baixa (tab.8).

Tabela 9 - Compostos fendlicos individuais presentes em polpa de amora-preta cv.

Tupy estocada sob diferentes temperaturas de congelamento.

Compostos fendlicos (mg.100g™)

Temperatura  Acido Acido Querce-  Acido Acido Epicate
/tempo Hidroxi- Galico Tina Caféico  Ferulico quina Total
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Benzoico
0 0,0144" 350,490 20,230 15,400%* 35,700"° 120,179 542,013
t; 0,0125%°  145,850%° 20,220" 15,340 22,090%° 94,290%° 297,802°%°
T, b 0,0123%°  113,270°® 14,450%° 3,900%° 17,850%° 52,450 201,932
t 0,0111°®  110,490°® 15,030%° 1,970® 1,9700°® 44,190°® 173,661°°
t, 0,0125%°  148,960%° 19,930 15,730* 23,720%° 95,760%° 304,112°%°
T, t 0,0136°° 127,790°° 14,940%° 4,840% 21,1805 53,980° 222,743
ts 0,0125%°  113,130°° 15,030%° 1,970°® 2,9800°° 44,930°® 178,052°
t, 0,0145" 151,870%° 20,240"® 15,30" 27,4805 120,17"° 335,074%
T, b 0,0149" 143,770%¢ 19,920"° 8,170%° 22,930°° 76,820%° 271,624
t 0,0154"Y  120,020°° 16,940% 2,070°° 3,200 65,500%° 207,884

*Médias de trés repeticdes + estimativa de desvio padrao

**Letras maiusculas indicam a diferenga dentro da mesma temperatura ao longo do armazenamento
(zero: logo apds o processamento; t;: 2 meses de armazenamento; t,: 4 meses de armazenamento;
t3: 6 meses de armazenamento), ao nivel de 5 % de significancia

***Letras minusculas indicam a diferenga das diferentes temperaturas (T4:-10°C; T,:-18° e T3: -80°C)
ao longo do armazenamento.

4.4 Conteudo de tocoferois individuais

O delta (3-) e o alfa (a-) tocoferdis apresentaram separagdo bem definida em
coluna de fase reversa (fase estacionaria apolar), porém, utilizando-se destas
condigbes cromatograficas, o beta (B-) e o gama (y-) tocoferol ndo apresentaram

separagao, sendo entado quantificados conjuntamente (Fig. 10).

Figura 10 - Cromatograma de tocoferdis em amora-preta cv. Tupy. Clae com coluna em
fase reversa e detector de fluorescéncia, 290 nm de excitacdo e 330 nm de emissdo. 1: delta-
tocoferol, 2: gama e beta-tocoferol, 3: alfa- tocoferol. Gradiente com acetonitrila:metanol:isopropanol,
50:40:10 v/v/v, com fluxo de 1,0mL/min
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A vitamina E é encontrada principalmente em produtos que apresentam alto
teor em gordura, como améndoas, 6leos vegetais e algumas frutas e vegetais (LINS,
2006). A amora-preta apresentou uma quantidade muito pequena de tocoferdis (tab.
10), o que pode ser explicado pela baixa quantidade de gordura presente nesta fruta.

O teor de tocoferdis totais na polpa de amora-preta recém processada foi de
0,870mg tocoferol.1009'1fruta fresca, o qual reduziu sensivelmente durante o periodo
de armazenamento. A Unica temperatura que foi eficiente para nao ocorrer as
perdas nos primeiros 2 meses foi a -80°C, demonstrando que as temperturas de -10
e -18°C nao sao eficientes para preservacao de tocoferdis na amora-preta. Mesmo
a uma temperatura de -80°C, os tocoferdis foram degradados apartir dos 2 meses de
armazenamento.

Chun et al. (2006) encontraram para a amora-preta 3,74mg.100g”" de
tocoferdis totais, resultados bem superiores ao encontrado neste estudo
(0,870mg.100g™"), porém, ressalta-se que estes autores quantificaram separadamente
o O, B, Yy e a-tocoferol, e no presente estudo quantificou-se conjuntamente o B+y
tocoferdis, que pode ser, pelo menos parcialmente, um dos motivos desta diferenca,
além das diferencas entre cultivares, espécies, clima, entre outros.

Os dados de quantificagado de tocoferdis em amora-preta sdo excassos, por
isso os resultados foram comparados com estudos de outras frutas. As frutas que
apresentaram resultados que mais se assemelharam com o deste estudo foram o figo
(0,76mg.100g™") e a nectarina (0,73mg.100g™"), e dentre as pequenas frutas foi o
mirtilo (1,05mg.100g™") (CHUN et al., 2006). Lee et al. (2000) realizaram um estudo
com tomates e encontraram conteudo de tocoferois totais (O,89mg.1009'1) muito

préximos ao encontrado para a amora-preta avaliada neste estudo (0,870mg.1009'1).

Tabela 10 - Tocoferdis totais em polpa de amora-preta cv. Tupy estocada sob

diferentes temperaturas de congelamento.

Tocoferdis (mg.100g™")

Temperatura/ 0 —Tocoferol (B+y)- A-Tocoferol Total
Tempo Tocoferol (a+B+y+9)
Zero 0,497 0,248"2 0,124"2 0,870

t 0,1928° 0,14458° 0,2415° 0,5788°
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T, t 0,073%° 0,024*° 0,194%° 0,292%°
ts 0,098"° 0,024°° 0,024°° 0,147°°
t4 0,2695° 0,2205¢ 0,1475¢ 0,637%°

T, t, 0,174%¢ 0,074°° 0,049%° 0,297°¢
t 0,074°¢ 0,049°¢ 0,024P° 0,149°°
t4 0,44552 0,198% 0,198% 0,84252
Ts t, 0,209%¢ 0,186%2 0,232%¢ 0,627
t 0,203"¢ 0,181"¢ 0,113P2 0,498°¢

*Médias de trés repeticdes + estimativa de desvio padrao

**Letras maiusculas indicam a diferenca dentro da mesma temperatura ao longo do armazenamento
(zero: logo apds o processamento; ti: 2 meses de armazenamento; t;: 4 meses de armazenamento;
t;: 6 meses de armazenamento), ao nivel de 5 % de significancia

***Letras mindsculas indicam a diferenga das diferentes temperaturas (T4:-10°C; T,:-18° e T3: -80°C) ao
longo do armazenamento.

4.5 Conteudo de acido ascorbico

A Fig. 11 representa o cromatograma tipico para a determinacéo de acido L-
ascorbico para a polpa de amora-preta cv. Tupy, onde pode-se observar que ambos

tiveram uma boa separacao.

[BEN

acido L ascorbico 3,306 8394

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Minutes

Figura 11 - Cromatograma da vitamina C em amora-preta cv. Tupy. Clae com coluna em
fase reversa e detector UV (254 nm). 1: acido-L-ascorbico.. Gradiente de solugdo agua ultra
pura:acido acético (99,9:0,1 v/v) e metanol, com fluxo de 0,8mL/min.

De acordo com os dados (tab.11) observa-se que o conteudo de acido

ascorbico presente na amora-preta € baixo quando comparado com outras frutas
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estudados por Hernandéz, Lobo e Gonzéles (2006) e Araujo et al. (2007), como o
mama3o papaya (86,0mg.100g™"), manga (89,0mg.100g™") e acerola (183mg.100g™).
Chim (2008) relata teores de 2,4 mg.100g™" de acido L-ascdrbico na amora-preta cv.
Tupy, resultado superior ao encontrado neste estudo (0,9mg.100g™), .

O teor inicial de &cido ascorbico na forma de acido L-ascorbico na amora-
preta foi de O,9mg.1OOg'1, nao apresentando diferenca ao nivel de 5% de
significancia apods 2 meses de armazenamento nas temperaturas de -10 e -18°C. O
mesmo nao foi observado a partir de 4 meses nessas temperaturas, € aos 6 meses
observou-se degradacao total dessa vitamina nessas temperaturas, confirmando
que esta vitamina é altamente afetada pela agao da temperatura.

O acido ascoérbico foi totalmente degradado nas polpas apos seis meses de
armazenamento, com excec¢ao da polpa armazenada na temperatura de -80 °C onde
observou-se perda em torno de 57%.

Estes dados suportam afirmacbes da literatura, que citam que embora a
estabilidade da vitamina C aumente com a reducao da temperatura e a maior perda
ocorra durante o aquecimento dos alimentos, ocorrem perdas durante o
congelamento ou armazenamento a baixas temperaturas (BOBBIO; BOBBIO, 1995).

Yamashita et al. (2003), estudando a estabilidade do acido ascorbico em
produtos de acerola, determinaram perdas de aproximadamente 3% em polpas de
acerola armazenadas a temperatura de congelamento comercial (-12°C e -18°C)
durante um periodo de 4 meses inferiores as encontradas por Araujo et al. (2004),
as quais variaram de 2,77% a 17,88% em quatro diferentes clones de aceroleira,

armazenadas por 12 meses a na temperatura de -18°C.

Tabela 11 - Acido L-ascérbico e acido L-dehidroascérbico em polpa de amora-preta

cv. Tupy estocada sob diferentes temperaturas de congelamento.

Temperatura/
tempo Ac.L-ascérbico
Zero 0,9
T1 t1 ngAa
t) 0,1%°
ts 0°
t4 0,9

T, t 0,180
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t 0°

t 0,180
Ts to 0,180

ts 0,18

*Médias de trés repeticdes + estimativa de desvio padrao

**Letras maiusculas indicam a diferenca dentro da mesma temperatura ao longo do armazenamento
(zero: logo apds o processamento in natura; t: 2 meses de armazenamento; t;: 4 meses de
armazenamento; t3: 6 meses de armazenamento), ao nivel de 5 % de significancia

***Letras minusculas indicam a diferenca das diferentes temperaturas (T4:-10°C; T,:-18° e T;5: -80°C)

4.6 Conteudo de carotendides totais

Os carotenos de modo geral apresentam-se de cor amarela. Na amora-
preta, devido ao elevado conteudo de antocianinas totais, esta coloracdo nao é
representativa como em outras frutas.

O conteudo inicial de carotendides totais na polpa de amora-preta foi de
0,877mg B-caroteno.100g™" de fruta fresca, valor superior ao da acerola (0,53mg de
B-caroteno.100g™" de fruta) que, assim como a amora-preta tem uma predominancia
de antocianinas (ARAUJO, et al., 2007).

Estudos de Jacques et al. (2007) com amora-preta cv. Tupy (safra
2006/2007) reportam um conteudo de carotendides totais de 0,597mg de -
caroteno.100g™" de fruta. Este resultado é inferior aos dados expostos no estudo de
Marinova e Ribarova (2006), os quais encontraram 0,44mg de B-caroteno.100g™" de
fruta, representando cerca da metade do conteudo de carotendides totais
encontrados neste estudo.

Foram observadas perdas de carotendides logo nos primeiros 2 meses de
armazenamento, em todas as temperaturas de congelamento (-10°C, -18°C e -
80°C), sendo estas perdas em torno de 52%, 38% e 32% respectivamente. Mesmo
com a temperatura de -80°C, ao final dos 6 meses de armazenamento as perdas
ficaram em torno de 77%.

Lopes, Mattietto e Menezes (2005), relatam perdas de carotendides totais
em pitanga congelada de 15%, quando armazenadas por 60 dias na temperatura de
-18°C. Neste estudo, as polpas de amora-preta armazenadas neste mesmo tempo
(2 meses) e mesma temperatura (-18°C), as perdas foram de 38%.

Araujo et al. (2007) relatam perdas de 21,45% até 35,54% de carotendides

em polpa de acerola armazenada a -18°C durante doze meses. Com o estudo
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destes autores, pode-se observar que os carotendides presentes na acerola levaram
12 meses para se degradar enquanto que na amora-preta levaram apenas 2 meses,
quando armazenadas na mesma temperatura. A maior preservagao destes
compostos no estudo realizado por estes autores foi devido a utilizacdo do processo
de congelamento rapido em congelador de placas, o que permite a formacgédo de
cristais de gelo de menor tamanho e, portanto, causa menor dano celular da fruta,
reduzindo a exposicdo do pigmento aos fatores externos. O congelamento lento
ocasiona, além do rompimento das membranas celulares, alteragao na textura das
frutas.

Thakur e Arya (1988) verificaram uma maior perda dos carotendides totais
em polpa de manga que nado foram submetidas a um tratamento térmico
(branqueamento) preliminar a estocagem em temperatura de -12°C. Assim, os
autores relataram a necessidade da inativacdo das enzimas responsaveis pelo
processo oxidativo antes de realizar o congelamento. Neste estudo, as polpas de
amora-preta ndo passaram por um tratamento térmico para a inativacdo das
enzimas antes do congelamento, e isto pode ter sido outro fator para a grande

degradagédo dos carotendides.

Tabela 12 - Carotendides totais em polpa de amora-preta cv. Tupy estocada sob

diferentes temperaturas de congelamento.

Temperatura Carotenodides Totais
/tempo mg de B-caroteno.100g™" de fruta

0 0,877+0,66"®
T/t 0,419+0,06%°
t, 0,301+0,06%°
ts 0,186+0,07"°
To t4 0,538+0,165°
t, 0,455+0,40°°
ts 0,228+0,13%°
Ts 0,592+0,15°¢

to 0,503+0,025°
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ts 0,198+1,88°

*Médias de trés repeticdes + estimativa de desvio padrao

**Letras maiusculas indicam a diferenca dentro da mesma temperatura ao longo do armazenamento
armazenamento (zero: logo apds o processamento in natura; t;: 2 meses de armazenamento; t,: 4
meses de armazenamento; t3: 6 meses de armazenamento), ao nivel de 5 % de significancia
***Letras minusculas indicam a diferencga das diferentes temperaturas (T4:-10°C; T,:-18° e T3: -80°C)

4.7 Conteudo de carotenodides individuais

Na polpa de amora-preta recém processada foram identificados os
carotendides B-criptoxantina, luteina, zeaxantina, [B-caroteno e licopeno. Estes
carotendides apresentaram boa resolugédo em coluna de fase reversa RP- C18 (fase
estacionaria apolar). Porém, nas mesmas condigdes cromatograficas, a zeaxantina e
a luteina n&o foram separadas, e portanto, foram quantificadas conjuntamente (Fig.
12).

Estes dados concordam com os estudos de Sander, Sharpless e Pursch
(2000), que citam que colunas de fase reversa C18 e C30 vém sendo amplamente
utilizadas para separacao de carotendides, porém, em coluna C18 monomérica nao
ocorre a separagao de isbmeros geométricos (cis-trans) de carotenoides apolares e

entre a luteina e a zeaxantina.

licopeno 13,317 21291

b-caroteno 32,497 20073

b-criptoxantina 12,229 1616

luteina 4,698 44485

Figura 12 - Cromatograma dos carotendides individuais em amora-preta cv. Tupy
obtido por Clae, com coluna em fase reversa e detector UV (450 nm); 1: luteinat+zeaxantina, 2: beta-
criptoxantina; 3: licopeno; 4: beta caroteno. Gradiente de metanol:acetonitrila e acetato de etila, com
fluxo de 1,0mL/min



38

O somatério do conteudo inicial dos carotendides individuais na polpa no
tempo zero foi de 0,764mg carotensides.100g 'fruta, sendo um pouco inferior ao
conteido encontrado para carotendides totais (0,877mg.100g™”) (tab. 12). Esta
diferenga se explica porque na determinagdo de carotendides totais sao
quantificados todas as formas de carotendides existentes na amostra, e na
determinagao dos carotendides individuais apenas sao identificados os picos com
padrées especificos, sendo que alguns nao sao identificados, e portanto, ndo séo
quantificados.

O conteudo de carotendides individuais apresentou grandes perdas, assim
como o conteudo de carotendides totais, durante o periodo de armazenamento,
ficando em torno de 80% na polpa armazenada por 6 meses nas temperaturas de -
10 e -18°C, demonstrado a alta sensibilidade destes pigmentos ao armazenamento
congelado. Na temperatura de -80°C as perdas foram significativas nos 6 meses de
armazenamento, porém quando comparado com as temperaturas de -10 e 18°C,
elas foram menores, ficando em torno de 62%. Nos 2 primeiros meses a -80°C, nao
houveram perdas e sim um leve acréscimo passando de 0,764 a 0,776mg.100g™" ,
porém nao foi significativo. O teor de B-criptoxantina da polpa de amora-preta logo
apods processada foi de O,227mg.1OOg'1, sendo que ao longo do armazenamento
houveram perdas em torno de 80% nas temperaturas de -10°C e -18°C . Costa et al.
(2003) encontraram para polpa congelada de acerola, redugao de f3-criptoxantina de
61% apds dez meses de estocagem em uma temperatura de -10°C, sendo estas
perdas inferiores ao encontradas neste estudo. De acordo com Rodriguez-Amaya
(1999), a estabilidade dos carotendides difere bastante nos alimentos, mesmo
quando submetidos a processamento e condicbes de estocagem idénticas. A
principal causa de destruicdo dos carotendides é devido sua oxidagao (enzimatica
ou nao-enzimatica).

Costa et al. (2003) encontraram na polpa de acerola, uma maior
instabilidade de [-criptoxantina em relacdo ao B-caroteno, o que também, foi
observado neste estudo com a amora-preta, ja que as perdas de [-caroteno
permaneceram praticamente estaveis durante todo o armazenamento, diferente do
comportamento observado na B-criptoxantina, parecendo ser este composto ([3-
caroteno) menos influenciavel pela temperatura de armazenamento do que os

demais.
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O teor de [B-caroteno apresentou perdas em torno de 33% ao longo do
armazenamento, nas trés temperaturas avaliadas (-10°C, -18°C e -80°C). Estas
perdas sao bem diferentes ao encontrado por Cavalcante (1991), que avaliou a
estabilidade dos carotendides na polpa de pitanga laranja apés o congelamento
lento (-10°C) e estocagem por 90 dias, o qual relata perdas 3-caroteno de 63 % na
estocagem por 30 dias, sem alteragcado significativa apds esse periodo. Essa
diferenca pode ser porque esse pigmento se encontra em pequena quantidade na
amora-preta, mas em grande quantidade na pitanga ou ainda, pela protegcéo de
outros compostos presentes na amora-preta, que atuariam como antioxidantes
protegendo os carotendides da oxidacéo.

O teor de luteina mais zeaxantina encontrados na amora-preta (0,519
mg.1009'1) logo apds processada na forma de polpa, sao superiores ao encontrada
por Rosso e Mercadante (2005) para acerola (0,100mg.100g™"), porém estes autores
quantificaram a luteina isoladamente. Observou-se que houve uma degradacgao
significativa nas temperaturas de -10°C e -18°C, sendo de 23% e 59%
respectivamente, nos primeiros dois meses de armazenamento. No sexto més de
armazenamento as perdas praticamente duplicaram quando comparado aos dois
primeiros meses. Na temperatura de -80°C nao houve perdas na polpa armazenada
por 2 meses, porém no final do periodo de armazenamento o conteudo de
zeaxantina mais luteina reduziu a metade (0,247mg.100g™).

Com relagao ao licopeno, pode-se observar que nenhuma temperatura de
armazenamento foi suficiente para evitar as perdas destes compostos. Porém, até
0s 6 meses de armazenamento nao houve diferenca nos armazenamentos de -18°C
e -80°C, ficando as perdas em torno de 50% em ambas temperaturas no final deste
periodo. O licopeno €& composto por onze ligagdes conjugadas e duas ligacoes
duplas n&o conjugadas, e por isso, € considerado como o carotendide que possui
uma das maiores capacidades sequestrantes do oxigénio singlete (SHAMI;
MOREIRA, 2004), podendo assim explicar sua grande degradacdo logo nos 2
primeiros meses de armazenamento em todas as temperaturas.

Salienta-se que as amostras relativas ao segundo tempo do experimento
(t2=4meses) foram perdidas devido a problemas na etapa de saponificacdo, nao

havendo mais amostras para realizar estas analise.
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Tabela 13 - Carotendides individuais em polpa de amora-preta cv. Tupy estocada

sob diferentes temperaturas de congelamento.

Carotenodides (mg.100g™")

Temperatura B-
/tempo Criptoxantina
0 0,227°2
Tt 0,19458°
t2 *k*k%k
ts 0,025°°
To t4 0,195°°
t2 *k*k%k
ts 0,022¢°
T3 4 0,247
t2 *%k%k%k
ts 0,029°°

Luteina +
Zeaxantina

0,519"2

0,2095°

*kkk

0,124°°

0,3955¢

*kkk

0,121¢P

0,519

*kkk

0,2475¢

B-caroteno
0,003

0,002"2

*kkk

0,002

0,003"2

*kkk

0,003"2

0,003

*kkk

0,003

Licopeno
0,015"

0,0015°

*kkk

0,005°°

0,0085¢

*kkk

0,0085¢

0,0075¢

*kkk

0,008%°

Total
0,764"

0,4065°

*kkk

0,156°°

0,6015¢

*kkk

0,154%P

0,776°2

*kkk

0,287

*Médias de trés repetigdes + estimativa de desvio padrao

**Letras maiusculas indicam a diferenga dentro da mesma temperatura ao longo do armazenamento
armazenamento (zero: logo apds o processamento in natura; t;: 2 meses de armazenamento; t,: 4
meses de armazenamento; t3: 6 meses de armazenamento), ao nivel de 5 % de significancia
***Letras minusculas indicam a diferencga das diferentes temperaturas (T4:-10°C; T,:-18° e T;: -80°C) .

*kkk

nao quantificados

4.8 Determinagao da capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante inicial apresentada pela polpa de amora-preta foi

de 253,03mg de trolox.100g”" de fruta (tab. 14), sendo superior ao encontrado por
Kuskoski et al. (2005) que foi de 118,9mg de trolox.100g™" de fruta. A capacidade

antioxidante da polpa de amora-preta apresenta-se superior as relatadas para

polpas de uva (161,5mg de trolox.100g'fruta), agai (163, mg de trolox.100g 'fruta),

manga (224,7mg de trolox.100g'fruta) e goiaba (120mg de trolox.100g 'fruta), e

inferiores as relatadas para polpas de acerola (1198,9 mg de trolox.100g 'fruta),

demonstrando que a amora-preta consiste em uma fonte rica de compostos

antioxidantes, o que é demonstrado pelo seu elevado conteudo de compostos

fendlicos e antocianicos.
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Durante os 2 primeiros meses de armazenamento ndo ocorreram diferengas
significativas na capacidade antioxidante das polpas nas trés temperaturas de
congelamento, quando comparado com a polpa recém processada.

As temperaturas de -10°C, -18°C e -80°C foram suficientes para nao alterar
o poder antioxidante até 2 meses de armazenamento, e somente na temperatura de
-80 °C nao ocorreu diferencas significativas ao nivel de 5% de significancia no final

dos 6 meses de armazenamento.

Tabela 14 - Capacidade Antioxidante em polpa de amora-preta cv. Tupy estocada

sob diferentes temperaturas de congelamento.

Temperatura Capacidade Antioxidante
/tempo
(mg de trolox.100g'fruta)
0 253,03+4,95™
t; 243,98+10,4"°
T, t, 176,64+7,24°°
ts 153,67+0,90°°
t 251,40+37,00"°
T, t, 217,52+24,00%
ts 155,92+10,605°
t 252,01+31,80"
Ts ty 243,53+8,5%
ts 202,05+1,46™

*Médias de trés repetigdes + estimativa de desvio padrao

**Letras maiusculas indicam a diferenga dentro da mesma temperatura ao longo do armazenamento
(zero: logo apos o processamento; t1: 2 meses de armazenamento; t2: 4 meses de armazenamento;
t3: 6 meses de armazenamento), ao nivel de 5 % de significancia

***Letras minUsculas indicam a diferencga das diferentes temperaturas (T1:-10°C; T2:-18° e T3: -80°C)
ao longo do armazenamento.

5. CONCLUSAO

Os sodlidos soluveis ndo se alteraram até 4 meses de armazenamento nas
temperaturas estudadas (-10°C, -18°C e -80°C) na polpa de amora-preta.

A acidez titulavel permanece constante por 2 meses de armazenamento nas
temperaturas de -10°C e -18°C, e a -80°C nao apresenta alteracbes em 6 meses de

estocagem.
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O pH sofre alteragdes logo nos 2 primeiros meses de armazenamento nas
trés temperaturas estudadas (-10°C, -18°C e 80°C).

O conteudo dos compostos fendlicos totais permanecem constantes na
polpa de amora-preta cv.Tupy, durante 4 meses de armazenamento.

Os compostos antocianicos totais permanecem sem diferenca nos 6 meses
de armazenamento a -80°C, ja a -10°C e -18°C s6 permanecem constantes até 2
meses.

Os compostos fendlicos individuais demonstraram-se instaveis em todas as
temperaturas de armazenamento, sendo o acido ferulico o mais instavel.

Os tocoferdis foram degradados em 2 meses de armazenamento nas
temperaturas de -10°C e -18°C. A temperatura de -80°C foi suficiente somente nos 2
primeiros meses para evitar degradacoes.

O &cido ascorbico foi degradado em todas as temperaturas, atingindo perdas
de 100 % nas temperaturas de -10°C e -18°C aos 6 meses de estocagem.

Os carotendides apresentaram alteracoes em todas temperaturas e tempos
de armazenamento das polpas.

O poder antioxidante das polpas de amora-preta ndo foram alteradas
durante 2 meses de armazenamento nas temperaturas deste estudo (-10°C, -18°C e
-80°C), mas permanece com a mesma capacidade apos o periodo de estocagem
apenas na temperatura de -80°C.
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