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Resumo

RODRIGUES, Sabrina Avila. Estabilidade de antocianinas, fenois totais e
capacidade antioxidante em topping de mirtilo. 2010. 112f. Tese
(Doutorado) — Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O mirtilo (Vaccinium mirtillus) in natura apresenta elevado teor de antocianinas com
potencial atividade antioxidante. O topping é uma forma alternativa de
industrializagdo do mirtilo. Podendo ser consumido em conjunto com diversos
produtos ou servir de matéria-prima na industria de alimentos. Caracteriza-se como
uma cobertura alimenticia com a presenca de mirtilos inteiros imersos em uma base
liguida viscosa. No processo de elaboracao do topping é indispensavel a aplicagao
do calor. A estabilidade das antocianinas pode ser afetada tanto pela acado do calor
quanto pela presenca de aditivos na formulagdo. Este trabalho teve por objetivo
avaliar acao protetora de CMC, goma xantana e acido citrico sobra a estabilidade
das antocianinas em topping de mirtilo através da metodologia de superficie de
resposta e estudos da cinética de degradacao térmica. Para tal foram elaborados
trés experimentos. Inicialmente estudou-se a estabilidade de antocianinas in vitro.
Em seguida foi avaliada a estabilidade de antocininas fendis totais e capacidade
antioxidante no topping. No terceiro estudo foi avaliada a cinética de degradagao
térmica de antocianinas. O modelo matematico aplicado para o topping foi preditivo,
e a variancia explicada acima de 96%. O ponto estacionario é um ponto de minima
degradacao de antocianinas em 0,04% de CMC, 0,39% de xantana e 0,19% de
acido citrico. As frutas quando permanecem inteiras no topping sdo menos
susceptiveis a degradacao térmica das antocianinas. Recomenda-se o uso de até
0,4% de xantana, até 0,1% de CMC e 0,16 a 0,2% de &cido citrico no topping a fim
de reduzir o efeito do calor sobre as antocininas.

Palavras-chave: goma xantana, carboximetilcelulose, metodologia de superficie de

resposta, antocianinas, mirtilo.



Abstract

RODRIGUES, Sabrina Avila. Stability of anthocyanins, total phenolics and
antioxidant capacity in blueberry topping. 2010. 112f. Tese (Doutorado) —
Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Blueberry (Vaccinium mirtillus) in nature has a high concentration of anthocyanins
with potential antioxidant activity. The topping is an alternative way for
industrialization of blueberry. Can be consumed with various products or serve as a
raw material in food industry. It is featured as a cover food with the presence of whole
blueberries dipped in a viscous liquid base. In the process of preparing the topping is
essential to the application of heat. The anthocyanin stability may be affected by the
action of heat as the presence of additives in the formulation. This study aimed to
evaluate the protective action of CMC, xanthan gum and citric acid on stability of
anthocyanins in blueberry topping by response surface methodology and study the
kinetics of thermal degradation. To this end, we prepared three experiments. Initially
we studied the stability of anthocyanins in vitro. Then we evaluated the stability of
anthocyanins total phenols and antioxidant capacity in the topping. In the third study
evaluated the kinetics of thermal degradation of anthocyanins. The mathematical
model was predictive for the topping, and explained variance above 96%. The
stationary point is a point of minimum degradation of anthocyanins in 0.04% CMC,
0.39% xanthan and 0.19% citric acid. We recommend the use of until 0.4% xanthan,
until 0.1% CMC and 0.16 to 0.2% of citric acid in the topping to reduce the effect of
heat on the anthocynins.

Keywords: xanthan gum, carboxymethylcellulose, methodology response surface,

anthocyanins, blueberry.
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INTRODUCAO GERAL

Apesar do acesso as frutas in natura no Brasil ser facil e o preco cada vez
mais acessivel, o cotidiano da familia moderna, no entanto, ndo reserva tempo para
o preparo de alimentos. Assim sendo, o interesse por produtos processados prontos
para o consumo tem crescido nos ultimos anos, especialmente por alimentos que
sejam ou se assemelhem aos naturais.

A busca por uma dieta saudavel, ou a prevencao de doencas, tem levado a
populacdo a optar por alimentos que tenham alguma alegagdo de prevencao ou
mesmo cura de enfermidades. Seja este comportamento causado pela culpa de
anos de consumo de uma dieta desbalanceada ou apenas por uma mudanca no
comportamento da populacao, o fato é que a industria de alimentos e os grupos de
pesquisa no mundo inteiro investigam a presenca de compostos bioativos em
diferentes matérias primas e formas de manter indices elevados dos mesmos em
produtos processados, € que remetam a idéia de “alimento natural”’, atendendo
assim a este novo perfil de consumo da populagdo mundial.

Este contexto, de alimentos ricos em bioativos e que se paregcam ao maximo
com as frutas in natura, o topping de mirtilo € uma excelente opcao. O produto tem o
atrativo de trazer as frutas inteiras, imersas em uma base viscosa que mantém em
sua composicao elevados teores de fendis totais, entre eles, especialmente, as
antocianinas que além de proporcionar uma cor atraente sem o uso de aditivos
corantes, mantém altos indices de atividade antioxidante. A estrutura do topping esta
fundamentada na acado de espessantes, entre eles a goma xantana e a
carboximetilcelulose (CMC) e de acidulantes, sendo o 4&cido citrico o mais
recomendado (REDIES, et al, 2006).

O maior desafio para a ciéncia e para a tecnologia dos alimentos, no

entanto, € manter e/ou preservar as antocianinas em alimentos processados, uma



vez que estes compostos sao altamente suscetiveis a degradacgao por varios fatores,
entre eles, o calor, a exposicado ao oxigénio, as enzimas polifenoloxidases, entre
outros, além da estabilidade variar de acordo com o pH em que se encontram.

Muitos pesquisadores estudam os tipos e teores de antocianinas em mirtilo,
outros tantos estudam a estabilidade das antocianinas frente a diversos tratamentos
e diferentes tempos de estocagem, alguns outros se detém em estudar os efeitos
dos diversos fatores de decomposicao sobre as antocianinas nas frutas in natura ou
processadas, outros ainda estudam estes compostos em alimentos processados,
quer seja buscando esclarecer os efeitos do processamento sobre os mesmos, ou
apenas fornecer dados sobre os teores encontrados em cada produto. Sao raros, no
entanto, os que estudam a interacdo das antocianinas com os demais compostos
presentes nas formulagcdées alimenticias e mais raros ainda os que estudam os
efeitos desta interacao nos teores destes compostos, uma vez que muitos limitam-se
a estudar o efeito da interacdo na cor dos produtos e/ou sistemas.

Avaliando os resultados de estudos anteriores a respeito da interacdo dos
espessantes goma xantana, carboximetilcelulose e goma tara com os acidulantes
acido citrico, acido tartarico e acido ascérbico para o desenvolvimento de
formulagdes de topping de mirtilo (RODRIGUES; 2006) verificou-se que quando
utilizado o acido citrico em combinagdo com goma xantana ou carboximetilcelulose
0s niveis de antocianinas totais mantiveram-se estaveis e elevados. Além disto,
tendo em vista a caréncia de estudos sobre a interacdo de antocianinas com os
demais ingredientes de um alimento, e considerando a hipétese de que a goma
xantana, a carboximetilcelulose (CMC) e o acido citrico podem atuar de forma a
preservar os teores de antocianinas e a sua atividade antioxidante em topping de
mirtilo, este trabalho teve o objetivo de avaliar a acao protetora de CMC, goma
xantana, e acido citrico sobre a estabilidade das antocianinas em topping de mirtilo,
através do uso da metodologia de superficie de resposta e cinética de degradacao
térmica. Foram elaborados trés artigos, o primeiro in vitro, utilizando em um sistema
modelo as frutas desintegradas e as mesmas proporcoes de ingredientes para o
topping onde € possivel intensificar a interagcdo entre as antocianinas e os demais
ingredientes e aditivos; um segundo experimento onde o topping foi elaborado com
as frutas integras e, a partir dos melhores ensaios obtidos nos dois primeiros, no
terceiro artigo foi feito o estudo da cinética de degradacao das antocianininas totais e
monoméricas quando o topping é exposto a diferentes faixas de temperatura.



1. REVISAO

1.1 Mirtilo

Mirtilo € uma pequena fruta de clima temperado pertencente a familia
Ericaceae e ao género Vaccinium. As plantas sdo de porte arbustivo, as frutas
apresentam-se na forma de bagas com coloracédo azul escura e formato achatado, a
polpa, de coloracédo esbranquicada, contém muitas sementes. O sabor das frutas é
doce levemente acido e, em geral, elas apresentam entre 1 € 2,5 cm de diametro e 1
a 4 g de peso (ECK; CHILDERS, 1966; KLUGE et al., 1994; SAFTNER et al., 2008).

O mirtilo (blueberry, em inglés; arandano, em espanhol) € uma espécie ainda
recente no Brasil. Sua implantagdo data da segunda metade da década de 1980, em
uma colecao de cultivares da Embrapa Clima Temperado (Pelotas, RS). A primeira
iniciativa comercial no pais comecou a partir de 1990, em Vacaria - RS (HOFFMAN;
ANTUNES, 2004).

O volume de vendas no territério nacional € considerado pequeno,
concentrando-se nos emporios de luxo, cuja clientela encontra-se nas classes com
maior poder aquisitivo e utiliza a fruta por conter elevado teor de compostos
bioativos ou para uso no preparo de pratos diferenciados; durante a safra brasileira
alguns sacoloes diferenciados, feirantes, pequenos varejistas, restaurantes e
atacadistas também comercializam a fruta em pequenas quantidades (SILVA, 2007).

Além de ser uma fruta cara para o padrdao nacional o fato de nao haver
disponibilidade do produto in natura durante o ano inteiro, ou ainda uma variedade
de produtos industrializados, dificulta a popularizagdo do consumo do mirtilo no
Brasil (HOFFMAN; ANTUNES, 2004; SILVA, 2007).

O mirtilo pode ser consumido in natura ou ser adicionado em diversos
alimentos industrializados, como suco, vinho, polpa, puré, geléias, barras de cereais,
bolos, iogurtes e bebidas lacteas. Nos Estados Unidos é o terceiro suco mais

consumido, o primeiro é o de laranja e o segundo o de maga. Também na Europa é



16

comercializado na forma de cha, cerveja, snaks, molhos, cereais matinais, sorvetes,
recheios para chocolates entre outros (MAZZA, OOMAH 2000; CEPEDA et al., 2002,
HAURBONE et al. 2008, CAMIRE et al., 2006; CAMIRE et al., 2007).

No Brasil comegam a surgir alguns produtos industrializados, em sua maioria
produtos artesanais que incluem sorvetes com calda de mirtilo e geléias mistas de
frutas vermelhas, geralmente nas regides produtoras da fruta. No entanto pode-se
encontrar no mercado nacional produtos importados, oriundos de paises como
Alemanha e Estados Unidos.

Uma das formas processadas em que o mirtilo é consumido sdo os toppings.
A expressao topping refere-se a um tipo de cobertura, caracterizada pela presenca
de frutas inteiras, integras ou em pedacos padronizados, imersas em uma base
liguida e viscosa. As frutas ou pedacos devem apresentar aspecto atrativo para o
consumo, o liquido de cobertura deve ser viscoso e translicido, com cor, sabor e
aroma caracteristico da fruta com que foi elaborado e levemente acido. A textura
devera ser suficientemente firme para que permaneca na superficie do produto com
o qual sera consumido, e devendo escorrer lentamente por ocasido do consumo. O
topping devera manter suas caracteristicas sensoriais, sem homogeneizar-se ou
transferir cor, aroma e sabor para o alimento que esta sendo consumido em conjunto
(RODRIGUES et al., 2007).

Os toppings de mirtilo podem ser conservados por longos periodos sem uso
de refrigeracdo. Sao produtos prontos para o consumo, ou seja, dispensando
qualquer tipo de preparo como lavagem e cozimento, por isso adaptam-se ao estilo
de vida moderno. Conservam as bagas inteiras e, por essa razao, além de serem
extremamente atrativos visualmente, os foppings sdo uma excelente forma de
divulgacao desta fruta ainda tdo desconhecida da populacao brasileira. Remetem a
idéia de consumo de produto natural, pois ndo contém conservantes e as frutas
mantém seu formato original. Podem ser consumidos por individuos de uma ampla
faixa etéria e atingem publico de diversas camadas sociais através do consumo
associado a produtos alimenticios variados, como tortas, sorvetes, iogurtes, flans e
pudins (REDIES et. al., 2006; RODRIGUES, 2006; VENDRUSCOLO et al., 2006).

O processo de elaboracao de toppings de mirtilo, tanto artesanal quanto
industrial, & extremamente simples e obedece as etapas descritas no fluxograma da

Figura 1.
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Figura 1: Fluxograma de processamento de topping de mirtilo.
(Fonte: o autor)

O principal atrativo para o consumo do mirtilo, no entanto, ndo é o seu
particular sabor adocicado e levemente acido ou mesmo a sua cor atrativa — fruta
azul - que para alguns é até curiosa. O fator que fez o mirtilo espalhar-se dos paises

europeus e norte-americanos para o restante do mundo nas ultimas décadas foi o
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seu elevado teor de compostos bioativos particularmente os fendlicos e entre eles,
com destaque, as antocianinas e seu particular potencial antioxidante. O mirtilo é
considerado uma das frutas com maior potencial antioxidante no mundo. Mirtilos sdo
considerados rica fonte de acidos fendlicos, catequinas, flavondis, antocianinas e
antocianidinas (NETZEL et al., 2006; NETZEL et al., 2007; NICOUE et al., 2004;
HARNLY et al., 2006).

1.2 Compostos Fendlicos

Sob a denominagdo de compostos fendlicos estdo englobadas diversas
substancias com caracteristicas quimicas estruturais diferenciadas que apresentam
como fator comum a presencga de anéis aromaticos com um ou mais grupos hidroxila
(OH) podendo também haver substituicbes por grupamentos metil ou glicosil
(WALTON, BROWN, 1999).

Os compostos fendlicos sado originados do metabolismo secundario das
plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e reprodugdo. Pesquisas indicam
que tais compostos se formam em condicdes de estresse como infecgoes,
ferimentos, radiagdes UV, entre outros (NACZK, SHAHIDI, 2004).

Estudos epidemiol6gicos sugerem que homens e mulheres alimentados com
dieta rica em frutas e vegetais com elevados teores de compostos fendlicos estao
associados a redugdo de riscos da ocorréncia de cancer (STEINMETZ, K. A,
POTTER, J. D., 1991), doencas cardiovasculares (HERTOG et al., 1993a; KNEKT et
al. 1996), e acidentes vasculares cerebrais (KELI et al., 1996).

Efeitos estes resultantes dos elevados niveis de compostos fendlicos
presentes nos alimentos aos quais sao atribuidas propriedades antioxidantes; que
supostamente agem como quelantes do oxigénio singlete e triplete, sequestrantes
de radicais livres e inibidores enzimaticos, sendo que também atuam como
sinergistas de outros compostos fendlicos (MAATTA-RIIHINEN, KAMAL-ELDIN,
TORRONEN, 2004; MOYER et al., 2002; ZADERNOWSKI, 2005).

Dentro do grande grupo dos compostos fendlicos, e do subgrupo dos
flavondides, encontram-se as antocianinas que sao os principais agentes croméforos
encontrados em tecidos vegetais de cor vermelha, azul e purpura. Quando extraidas

do meio natural, apresentam-se na forma de sais de flavilio, normalmente
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glicosiladas, ou seja, ligadas a moléculas de agucares, sendo 0s mais comuns a B-
D-glucose, a P-D-galactose e a a-D-ramnose. Quando livres dos aglUcares sao
chamadas antocianidinas (NYMAN; KUMPULAINEN, 2001). Antocianinas também
podem ser encontradas na forma de proantocianidinas, que sao polimeros de
antocianinas (NACZK, SHAHIDI, 2004).

As antocianinas diferem entre si pelo numero de grupos hidroxilas e pelo grau
de metilagdo desses grupos presentes na aglicona, pela natureza e numero de
acucares e de acidos ligados a eles (MAZZA, MINATI, 1993).

As substituicdes presentes no ion flavilio tais como grupos hidroxila, metoxila,
acucares e acidos ligados aos agucares, tém efeito marcante na intensidade da cor e
na estabilidade destes pigmentos. As antocianinas de estruturas mais complexas
sdo relativamente mais resistentes ao efeito do calor e da luz, quando comparadas
as antocianinas nao aciladas (NYMAN, KUMPULAINEN, 2001).

Antocianinas sdo encontradas em muitas frutas como mirtilo, framboesa,
amora-preta, morangos e ameixas. Segundo Kong et al. (2003) mais de 400
antocianinas ja foram identificadas, no entanto, apenas seis sdo comuns em frutas:
malvidina, cianidina, petunidina, peonidina, delfinidina, e pelargonidina (Figura 2). As
antocianinas mais consumidas sdo cianidina e malvidina (SCALBERT,
WILLIAMSON, 2000). Antocianinas estao presentes nas células da casca e polpa de
mirtilo (ECK, 1988).
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Figura 2: Estrutura das antocianinas comumente encontradas em tecidos vegetais
(Fonte: Nyman, Kumpulainen, 2001).
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Pesquisadores no mundo inteiro atribuem as antocianinas diversas
propriedades funcionais, sugerindo que atuam na prevencao a algumas doencgas.
Altos niveis de antocianinas sdo encontrados em mirtilos, e estudos realizados com
suplementos contendo a fruta alegam a ela a capacidade de diminuir problemas de
cegueira noturna (JAYLE et al. 1965; KALT, DUFOUR 1997), aumento da adaptacao
da luminosidade na visao e prevencao de cataratas (KALT, DUFOUR 1997), reducéo
em glaucoma diabético induzido e miopia (CIGNARELLA et al., 1996; MARTINEAU
et al., 2006) e reducao de contragao ocular. Outras alegacdes de beneficios a saude
incluem a melhoria do sistema circulatério do corpo (SATUE-GRACIA, HEINONEN,
FRANKEL, 1997; LAPLAUD, LELUBRE, CHAPMAM, 1997; KALT, DUFOUR, 1997),
suporte para a producao de tecidos conjuntivos saudaveis, reducédo do potencial de
doencas cardiovasculares (ANDRIAMBELOSON et al. 1997, 1998; BERRY, TARDIF,
BOURASSA, 2007; HERTOG et al. 1993), reducao de infeccbes do trato urinario
(HOWELL, 2002; OFEK et al., 1991, 1996), reducao a vulnerabilidade do estresse
oxidativo, que é uma das causas do cancer (DREISEITEL et al., 2008), potencial
atividade anticarcinogénica e antimutagénica (NANDAKUMAR, SINGH, KATIYAR,
2008; STONER et al., 2007) entre outros.

Para que as antocianinas presentes em mirtilos possam desempenhar efeito
eficaz com relacdo a prevencado de doencas, € necessario que as frutas ou os
produtos industrializados de mirtilo mantenham elevados indices de tais compostos.
Niveis estes dificeis de serem mantidos, uma vez que estes fitoquimicos sao
altamente instaveis, sua estabilidade é afetada pelo pH do meio em que se
encontram (BROUILLARD 1982; KALT, et al., 2000; MAZZA, OOMAH, 2000; SARNI-
MANCHADO, CHEVNIER, MOUTOUNET, 1997); pela temperatura a que sao
submetidos antes e/ou durante a colheita, transporte, processamento e
armazenamento (GARCIA-VIGUERA et al. 1998, 1999; HAGER, et al., 2008;
HARBOURNE, et al., 2008; KALT et al.,1999, 2000; SEERAM et al. 2008;
TANCHEV, LONCHEVA, 1974); presenca de enzima polifenoloxidase (PPO) e
peroxidase (KADER et al. 1998; PRIEUR, 1994; SARNI-MANCHADO, CHEVNIER,
MOUTOUNET, 1997; WESCHE-EBELING; MONTGOMERY, 1990) e por exposicao
a luz ultravioleta (PERKINS-VEAZIE, COLLIN, HOWARD,2007).

Entre os fatores acima citados, a influéncia do pH sobre a estabilidade e a
cor das antocianinas € um dos mais estudados. Sabe-se que em solugdo aquosa
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estdo presentes uma mistura de diversas estruturas antocidnicas em equilibrio
quimico (Figura 3). Entre elas estao o cation flavilio de coloragdo vermelha, base
quinoidal de coloracédo azul, pseudobase carbinol e chalcona, ambas incolores. Em
pH inferior a 2 prevalece a forma de cation, sendo que a rapida desprotonacao leva
a forma quinoidal. Quando hidratado, o cation flavilio forma hemiacetal, e em
seguida all-frans-chalcona que isomeriza-se lentamente a cis-chalcona. A proporgéo
relativa de cada forma do equilibrio varia em fungdo do pH e tipo de antocianina
presente na solucdo (HOUBIERS, et al., 1998).

cation flavilium (AH+) hemiacetal (B)
-H+ '

répidol]- H+ . l[ muito lento
rapido

R1

E-chalcona (C)

Z-chalcona (C)

bases quinoidais (A)

R=H, GlL R, R, =H, OH, OME, OGI {Gl: grupo glicosil)

Figura 3. Transformagdes estruturais das antocianinas em solugdo aquosa (Fonte:
HOUBIERS et al., 1998).

1.2.1 Antocianinas em mirtilo

A pesquisa em antocianinas de mirtilo ndo € recente. Devido a alta
instabilidade dos compostos antocidnicos, uma grande parcela da comunidade
cientifica mundial se ocupa de pesquisar os teores de antocianinas em mirtilos e em
produtos industrializados que contém a fruta em sua formulagao.

A maior énfase destas pesquisas estd na busca da identificacdo e
quantificacao de antocianinas totais, bem como sua atividade antioxidante em frutas
de diferentes cultivares (HAKKINEN, TORRONEN, 2000; KALT et al., 2001; KRUPA,
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TOMALA, 2007; MATTILA, P.; HELLSTROM, J.; TORRONEN, 2006; NICOUE,
SAVARD, BELKACEMI, 2007; PRIOR et al., 1998; RODRIGUES et al.,, 2007;
SAPERS et al.,, 1994; SEERAM, 2008; STOJANOVIC, SILVA, 2007); frutas de
diferentes origens e/ou locais de cultivo (HAKKINEN, TORRONEN, 2000; NETZEL et
al., 2006, 2007; SELLAPPAN, AKOH, KREWER, 2002); frutas em diferentes
estagios de maturacdo (BALLINGER, KUSHMAN, 1970; CASTREJON et al., 2008;
MAKUS, BALLINGER, 1973 ) ou ainda a comparagéao do mirtilo com outras frutas de
consumo significativo na regido da pesquisa ou conhecidas por também conterem
altos teores de antocianinas, fendis totais ou elevado potencial antioxidante
(HARNLY et al., 2006; MAATA-RIIHINEN, KAMAL-ELDIN, TORRONEN, 2004;
MOYER, HUMMER, FINN, 2002; NETZEL et al, 2006, 2007; NYMAN,
KUMPULAINEN, 2001; SEERAM, 2008; ZADERNOWSKI, NACKZ, NESTEREWICZ,
2005).

Outros tantos pesquisadores buscam avaliar a degradacao, ou as perdas, de
antocianinas em mirtilos in natura durante os tratamentos p6s-colheita, testando, por
exemplo, diferentes tipos de embalagens e indicando que estas interferem mais nos
parametros fisico-quimicos e sensoriais do que na estabilidade das antocianinas
(ALMENAR et al.,, 2008); estudos também abordam o uso de atmosferas
modificadas comparadas com o uso de oxigénio na embalagem de mirtilos in natura
e seu efeito sobre antocianinas e fendis totais nas frutas (MACHADO et al., 2004;
RISTOW et al., 2004, SEVERO, et al.2009); as temperaturas de estocagem sao
pesquisadas por interferirem no metabolismo das frutas e também na estabilidade
dos compostos bioativos, sendo que as temperaturas de refrigeracdo sao as mais
indicadas para preservar maior teor de fitoquimicos em mirtilos (KLUGE, HOFFMAN,
BILHALVA, 1994; RISTOW et al., 2004), outros estudos abordam a degradacao de
antocianinas e compostos fendlicos totais durante diferentes periodos de estocagem.
Ressalta-se que, de modo geral, os estudos apontam que as taxas de degradacgéao
sao proporcionais ao tempo de armazenamento (KALT et al., 1999). Durante os
tratamentos péds-colheita estudam-se também os efeitos da incidéncia de luz
ultravioleta (UV) sobre as frutas nos teores de antocianinas totais e sua atividade
antioxidante; a luz UV é aplicada nas frutas com o objetivo de inativar os
microorganismos presentes na superficie do mirtilo evitando principalmente a

proliferacdo de fungos, no entanto apresenta-se altamente prejudicial para a
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estabilidade das antocianinas (PEARKIN-VEAZIE, COLLIN, HOWARD, 2007;
ROMERQO et al., 2008).

Contudo, de posse dos conhecimentos sobre a degradacao das antocianinas
anteriormente mencionados, sabe-se que ndo basta apenas qualificar e/ou
quantificar as mesmas em alimentos submetidos a algum processo de
industrializagdo, por isso, muitos pesquisadores estudam a degradacdo destes
compostos durante o processamento e estocagem de alimentos que tenham mirtilo
em sua formulacdo como ingrediente ou matéria-prima.

Como exemplo, podemos citar a pesquisa de Kalt, McDonald e Donner
(2000) que avaliaram a influéncia do pH e temperatura de extragao sobre o contetdo
de antocianinas em puré e suco de mirtilo, verificando que ambos parametros
interferem na estabilidade das mesmas; diversos produtos também foram
pesquisados, entre eles pode-se citar os sucos processados de formas diversas
(CARLSON, 2003; RIZZOLO, et al. 2003; ROSSI, et al. 2003; SRIVASTAVA, et al.
2007), geleias de frutas (TAKUYA, et al., 2003), cereais matinas adicionados de
mirtilo em diferentes proporgdes (CHAOVANALIKIT et al., 2003; CAMIRE,
DOUGHERTY, BRIGGS, 2007), vinho, vinagre e produtos derivados da fermentacao
(SU, SILVA, 2006; SU, CHIEN, 2007) e até mesmo em embutidos de carne suina
com adicao de puré de mirtilo (LEHESKA, et al., 2006).

No Brasil, entre outras pesquisas com a fruta, Moraes, et al. (2007)
estudaram o uso do mirtilo no processamento de barras de cereais e néctar,
registrando a perda dos compostos fendlicos e atividade antioxidante durante o
processamento; Rodrigues, et al. (2007) e Rodrigues (2006) em trabalhos anteriores
com topping de mirtilo, também registram a perda de antocianinas em fungao do
tempo de armazenamento e da exposicao a elevadas temperaturas, bem como a
contribuicdo do acido ascorbico na degradacdo das antocianinas e a possivel
influéncia dos espessantes, goma xantana e carboximetilcelulose, na retencéao das
mesmas.

Outro ramo da pesquisa em antocianinas de mirtilo busca aliar as
propriedades dos compostos bioativos do mirtilo a outros alimentos mundialmente
reconhecidos por conterem propriedades complementares, como a soja, por
exemplo (ADLERCREUTZ, MAZUR, 1997; CAMIRE, DOUGHERTY, TEH, 2006;
CAMIRE, DOUGHERT, BRIGGS, 2007; POTTER et al., 2007; SETCHELL,
CASSIDY, 1999; TEH, DOUGHERTY, CAMIRE, 2005).
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Outros pesquisadores, todavia, ndo se limitam a saber quais antocianinas ou
quanto delas esta presente na fruta ou no produto, sabendo da labilidade de tais
compostos, investigam o impacto do processo sobre as antocianinas para diversos
fatores de degradacdo, como o tempo e temperatura observando que em todos os
estudos a cinética de degradacdo de antocianinas foi de primeira ordem
(HARBOURNE, ET AL. 2008; KECHINSKI, et al., 2008); também recebe atencao o
estudo da degradacdo de antocianinas na presenca/exposicdo das enzimas
polifenoloxidases (KADER et al. 1998; PRIEUR, 1994; SARNI-MANCHADO,
CHEVNIER, MOUTOUNET, 1997; WESCHE-EBELING; MONTGOMERY, 1990).

Embora sejam muitos e diversificados os estudos sobre antocianinas em
mirtilos e seus produtos industrializados, percebe-se que sdo raras as pesquisas que
investigam a relacdo e/ou interacdo das antocianinas com os demais ingredientes de
um alimento ou composicao alimenticia contendo mirtilo, ou mesmo as propriedades
destes ingredientes em acelerar o processo de degradacdo ou preservacao das
antocianinas durante o processamento ou estocagem destes produtos.

Ha mais de uma década Lewis e Walker (1995) estudaram o efeito de alguns
polissacarideos na cor exibida pelas antocianinas, sendo que em suas conclusdes
afirmaram que o amido e outros carboidratos estudados afetam a cor conferida pelas
antocianinas, mas ressaltaram que o efeito é dependente do valor do pH. Entre os
acucares estudados pelos pesquisadores estdo o amido, amilose, amilopectina, o e
B-ciclodextrina, glicose, maltose e sucrose. Também Mazzarachio, et al. (2004)
avaliaram a interagdo de antocianinas com outras moléculas organicas comumente
presentes em alimentos industrializados como o acido latico, galacturénico, taninos,
acidos fendlicos, furfural, pectina, celulose e lignina. Para a realizacao do estudo os
autores elaboraram solucbées contendo as cinco principais antocianinas presentes
em frutas e diferentes combinacdes das moléculas acima citadas; os resultados
foram verificados através da medida da absorbancia das solugdes, efeitos
significativos foram detectados, com destaque para a reducdo na absorcao quando

da interacdo das antocianinas com lignina e celulose.
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1.3 Xantana

A goma xantana (INS 415)" é um heteropolissacarideo de origem microbiana.
Comercialmente produzido em fermentagdo aerdbica pela bactéria Xanthomonas
campestris pv campestris (JEANES, 1974). A cadeia principal consiste de unidades
de D-glucose unidas entre si por ligagdes B1-4. A cadeia lateral trissacaridica contém
uma unidade de &cido D-glicurénico entre duas de D-manose. A unidade interna de
manose é acetilada e a manose terminal (externa) pode conter residuos de acido
pirdvico (GARCIA-OCHOA et al., 2000; JANSSON, KENNE, LINDBERG, 1975;
MORRIS, 1976; SLONEKER, JEANES, 1962). Algumas manoses externas podem
conter ainda um grupo acetil (STANKOWSKI, MUELLER, ZELLER, 1993).

Apresenta-se na forma de um p6 branco ou creme, inodoro, insipido
(BORGES, BASTOS, VENDRUSCOLO, 2007; ROLLER, DEA, 1992; KATZBAUER,
1998). Possui uma ampla faixa de viscosidade, com boa solubilidade em agua fria,
sendo que a solubilidade pode ser aumentada pela elevacao da temperatura e
adicdao de sais como NaCl, KCI. E insoldvel em alcool (KENNEDY, BRADSHAW,
1984; WHISTLER, 1993).

Sob o ponto de vista comercial, a xantana é o mais importante biopolimero
microbiano, foi o segundo a ser produzido em larga escala e o primeiro a ser
amplamente utilizado na industria de alimentos (MORRIS, 1992; MAUGERI FILHO,
2001). Movimenta no mercado cerca de 270 milhdes de délares e 40000
toneladas/ano, sendo 1500 toneladas/ano apenas no Brasil, com taxa de
crescimento acima de 5% ao ano, com estimativas de perfazer em 2015 um
mercado de 400 milhdes de dolares e 80000 toneladas/ano (PRADELLA, 2006).
Entre as maiores empresas produtoras estdo a Merck e Pfizer dos Estados Unidos,
Rhone Poulene e Sanofi-Elf na Franca e Jungbunzlauer na Austria (GARCIA-
OCHOA et al., 2000).

O fato de ser um polissacarideo de origem microbiana faz com que a xantana
mantenha um diferencial das gomas de origem vegetal, dependentes do extrativismo
e sujeitas a sazonalidades. Morris (1995) afirma que uma das maiores vantagens
dos biopolimeros microbianos sdo suas propriedades fisico-quimicas reprodutiveis,

além das fontes estaveis. A producdo de polimeros por microrganismos permite um

' 1.N.S.= International Number System. Sistema de nomenclatura que unifica os codigos de aditivos

no mundo.
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efetivo controle dos parametros de producao, tais como: tempo, temperatura, pH,
teor de oxigénio, entre outros. Este controle favorece a obtencido de polimeros com
caracteristicas muitos semelhantes toda vez que ocorre uma fermentagcdo, ao
contrario dos polimeros obtidos de outras fontes, como vegetais, por exemplo, que
estao sujeitos a variagdes climaticas, modificacées na composicado do solo, e ainda
estao sujeitas a oscilagdes na oferta ao longo do ano de acordo com a safra de cada
planta.

Segundo Sanderson (1981), a conformacdo das cadeias da goma xantana
quando dispersa em solugdo € responsavel pela alta viscosidade em repouso e
baixa viscosidade em cisalhamento, como conseqléncias das interacdes
moleculares fracas em baixas concentracbes da goma; esta conformacdo é
responsavel pela alta pseudoplasticidade da goma.

A xantana é amplamente utilizada na industria de alimentos devido suas
propriedades de emulsificacdo, suspensao, estabilizacao, floculacdo e formacao de
solucdes pseudoplasticas, mesmo em baixas concentragdes. E ainda empregada na
industria farmacéutica, em pesticidas agricolas, na fabricacdo de tintas e industria
téxtil (DE VUYST, VERMEIRE, 1994; KATZBAUER, 1998; SUTHERLAND, 1993).

Entre as principais aplicagdes de xantana na industria de alimentos estdo a
capacidade de controlar viscosidade, textura, reter aromas, suspender sélidos e
estabilizar emulsées. No setor alimenticio ela encontra aplicagbes em molhos
prontos, alimentos congelados, suco de frutas e coquetéis, sobremesas
instantaneas, produtos carneos, entre outros (MAUGERI FILHO, 2001). Sun,
Gunasekaran e Richards (2007, 2009) afirmam que quando utilizada na
estabilizacdo de emulsdes do tipo 6leo em agua, a goma xantana evita a oxidacao
de lipideos no sistema, além de incrementar significativamente o volume final da
emulsao.

A Legislagédo Brasileira permite a aplicacdo de xantana em alimentos como
espessante, estabilizante e emulsificante, em propor¢cdées que variam de 0,2% a
1,0% no produto a ser consumido para a elaboracdo de coberturas alimenticias
(BRASIL, 1997).



27

1.4 Carboximetilcelulose

Carboximetilcelulose (CMC) é um polimero anibnico, apresenta boa
solubilidade em &agua e a viscosidade de suas solucbes pode ser variada,
dependendo do grau de substituicdo da molécula (PHILLIPS, WILLIAMS, 2002).

O polimero também é conhecido como goma de celulose ou CMC.
Carboximetilcelulose (INS 466) é um hidrocoldide obtido por modificacdo quimica da
celulose. A celulose é o composto organico encontrado em todas as plantas e no
material estrutural da parede celular; é completamente insolivel em agua e nao é
digerida pelo corpo humano (HEYDARZADEH, NAJAFPOUR, NAZARI-
MOGHADDAM, 2009)

A CMC é um éter de celulose obtido pela reacao da celulose com hidréxido de
soédio, originando a Alcali-celulose. Da reacdo da alcali-celulose com
monocloroacetato de sodio obtém-se a carboximetilcelulose sodica. A celulose é
constituida de uma longa cadeia de unidades anidroglucose, sendo que cada
unidade contém trés grupos de hidroxilas terminais. Através da substituicdo do
hidrogénio dessas hidroxilas por grupos carboximetil, obtém-se o carboximetil
celulose sodico (CMC) (THEBAUDIN, PHILLIPS, WILLIAMS, 2002).

A principal funcdo da CMC é ligar agua ou aumentar a viscosidade na fase
aquosa e assim estabilizar os outros ingredientes evitando a sinerese. Esta goma é
utilizada geralmente para espessar, suspender, estabilizar, geleificar e modificar as
caracteristicas de fluxo de solugbes aquosas ou suspensdes, também tem sido
utilizada como agente de corpo em alimentos de baixas calorias e para substituicdao
de gordura. Exerce as propriedades secundarias de possibilitar maior incorporacéao
de ar em produtos aerados, evitar formacédo de cristais em produtos congelados,
aumentar a estabilidade ao choque térmico (BRAUN, ROSEN, 2003; WONG, 1995;
XUE, NGADI, 2009).

As propriedades da CMC dependem do grau de substituicio e de
polimerizacao (BATFORD, ROSSMAN, 1973). Em solugdo aquosa mostram
comportamento pseudoplastico (SHARMA, 1981), sédo inodoras e incolores, a
viscosidade, no entanto, depende do pH (PHILLIPS, WILLIAMS, 2002).

A CMC pode ser encontrada sob varias formas de apresentacao, dependendo
do tamanho da particula, grau de substituicdo, viscosidade e caracteristicas de
hidratacdo, caracteriza-se por apresentar boa estabilidade em pH acido
(CALEGUER, BENASSI, 2007; THEBAUDIN, 1997).
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A carboximetilcelulose sodica de grau purificado apresenta-se como um poé,
com coloragcdo variando entre branco e creme, higroscopico, isento de
aglomeracdes, inodoro, insipido, possuindo uma ampla faixa de viscosidade, com
6tima solubilidade em agua fria ou quente. Nas concentracdées nas quais € utilizado
nao interfere nas propriedades organolépticas do produto a ser adicionado; é
fisiologicamente inerte, ndo é téxico e ndo é agente sensibilizante. Devido a isso
possui muitas aplicacbes em industrias alimenticias e farmacéuticas (HILL,
MITCHELL, SHERMAN, 1995).

A CMC é solavel ou dispersivel em sistemas aquosos a temperatura
ambiente. Esta solubilidade pode ser aumentada pela elevacdo da temperatura ou
aumentando o grau de substituicdo. A distribuicao granulométrica também é um fator
que influencia de forma significativa na solubilidade. A CMC é soluvel ndo apenas
em agua, mas também em diversos solventes organicos.

Uma das aplicagdes mais comuns da CMC é na forma de espessante,
estabilizante e agente de corpo na composi¢do de preparados solidos para refresco
(CALEGUER, BENASSI, 2007).

Assim como a goma xantana, a CMC é um importante agente de retencao de
agua em paes, evitando o ressecamento e aumentando a vida de prateleira dos
mesmos, também atuam nas propriedades fisicas e térmicas da massa durante a
mistura, fermentacao e forneamento (XUE, NGADI, 2009).

Carboximetilcelulose apresenta alta capacidade de formacao de filmes, géis
e hidrogéis, por esta razdo é utilizada na construgéo de biofilmes isoladamente ou
em conjunto com outras gomas (OLIVEIRA, et al., 2006). Os filmes de CMC tém
ampla aplicacdo na area farmacéutica em processos de encapsulacao e liberacéo de
principios ativos, na industria alimenticia como filmes comestiveis protetores, na
industria de cosmésticos, na area agricola como agente de liberacao de agrotoxicos
e nutrientes, entre outras aplicacées (NIE, et al. 2004).

Zhang, et al.(1997) avaliaram o uso de CMC com o objetivo de prevenir a
perda de antocianinas em mirtilos IQF (Individual Quick Frozen) adicionados inteiros
em tortas. Segundo eles, a CMC age de forma a evitar a perda de fluidos e solutos
da fruta para a massa, considerando-se que um dos principais solutos contidos no
fluido em questao sdo as antocianinas, concluiram que a CMC exerce significativo
efeito na redugdo da perda de antocianinas durante a etapa de mistura da massa,
melhorando a coloragéo e evitanto manchas e descoloracéo nas tortas.
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A Legislacdo Brasileira permite a aplicacdo de carboximetilcelulose em
alimentos em proporcdes maximas de 0,5% no produto a ser consumido (BRASIL,
1997).

1.5 Acido Citrico

O acido citrico (C¢HsO7) € um acido organico fraco, tricarboxilico presente na
maioria das frutas, sobretudo em citricas como o limdo e a laranja. Sua
nomenclatura oficial é acido 2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico. Quando aquecido
acima de 175°C, se decompde produzindo diéxido de carbono e agua (BURDOCK,
1996).

Caracteriza-se por ser um acidulante versatil, muito utilizado pelas industrias
de alimentos, sendo suas principais caracteristicas a alta solubilidade, acao
sequestrante de ions metalicos que previne reacoes indesejaveis de oxidacao de cor
e aromas, seguranca de manipulagao, inocuidade do ponto de vista de saude e
baixa corrosividade das instalacdes industriais (FERREIRA, 2000). Desta forma sua
utilizacao constitui-se uma alternativa simples e segura.

Possui alta solubilidade em agua e atua como quelante de metais como cobre
e ferro. Atua sinergisticamente com antioxidantes fenodlicos. Utilizado em 06leos,
gordura e emulsdes oleosas, em frutas, legumes e bebidas (FENNEMA, 1996).

A acidez do acido citrico é devida aos trés grupos carboxila que podem perder
um préton em solugdes. Como consequiiéncia forma-se um ion citrato. Os citratos
sao bons controladores de pH de solucbes acidas, além de formadores de sais, a
partir de seus ions, que sdo importantes na preservacdo e condimentacdo dos

alimentos.

Na temperatura ambiente, o acido citrico € um pé cristalino branco. Pode
existir na forma anidra, ou como monohidrato que contém uma molécula de agua
para cada molécula de acido citrico. A forma anidra se cristaliza em agua quente,
enquanto a forma monohidratada do acido citrico se cristaliza em agua fria. O
monohidrato pode ser convertido na forma anidra aquecendo-se acima de 74°C
(BURDOCK, 1996).
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O &cido citrico é utilizado na industria de frutas e hortalicas, sucos, bebidas,
carnes, panificacao, entre outros. Moda et al. (2005) avaliaram o uso de acido citrico
como conservante em cogumelos; Berbari, Silveira e Oliveira (2003) utilizaram &cido
citrico como acidulante em pasta de alho; Lago, Gomes e Silva (2006) o aplicaram
no desenvolvimento de geléia de jambolao e Maldonado e Singh(2008) testaram o
efeito do acido combinado com geleificantes verificando o poder de geleificacdo em

doce de yacon.
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Resumo

Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito combinado de carboximetilcelulose
(CMC), goma xantana e acido citrico sobre a estabidade das antocianinas em
topping de mirtilo in vitro. Para tal finalidade, implantaram-se dois experimentos
consecutivos. Primeiramente, a partir de um grupo de trés cultivares de mirtilo:
Bluegem, Bluebelle e Powderblue, definiu-se aquela com maior teor de antocianinas,
fenois totais e potencial antioxidante. Em seguida foi verificado o efeito de CMC,
goma xantana e acido citrico sobre as antocianinas em sistema modelo de topping
de mirtilo em quatro periodos de armazenamento, com a cultivar definida no
experimento anterior e usando Metodologia de Superficie de Resposta (MSR).
Todas as amostras apresentaram reducao no teor de antocianinas totais ao longo do
periodo de armazenamento. Na amostra 13 (0,1% CMC - 0,1% xantana - 0,16%
acido citrico) obervou-se 0 maior teor de antocianinas totais para todos os tempos de
armazenamento, com perda por acao do calor de 1,91% , perda por armazenamento
de 17,53% e perda final acumulada de 19,44%. A maior reducao registrada foi de
48,1% para a amostra 8 (0,4%CMC - 0,4%xantana - 0,04%acido citrico) ap6s 60
dias de armazenamento.

Palavras-chave: topping de mirtilo, sistema modelo, otimizagdo, Metodologia de

Superficie de Resposta.
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Abstract

This study aimed to evaluate the combined effects of carboxymethylcellulose (CMC),
xanthan gum, and citric acid on stability of anthocyanins of blueberry topping in vitro.
For this purpose, were established two consecutive experiments. First, from a group
of three blueberry cultivars: Bluegem, Bluebelle, and Powderblue, it was decided that
with higher content of anthocyanins, total phenolics and antioxidant potential. First,
from a group of three blueberry cultivars: Bluegem, Bluebelle, and Powderblue, it was
selected the sample with higher content of total anthocyanins, total phenolics and
antioxidant potential. In a second time was verified the effect of CMC, xanthan gum
and citric acid on the levels of total anthocyanin in model system of blueberry
topping, into four periods of storage, with the cultivar defined in the previous
experiment, and using Response Surface Methodology (RSM). All samples showed
reduction in total anthocyanins during the storage period. The sample 13 (0.1% CMC
- 0.1% xanthan - 0.16% citric acid) had the highest content of total anthocyanins
(30.86 + 0.18 to 25.41 +0.06) in all storage times, with the loss by action of heat of
1.91%,17.53% of loss during storage, and 19.44% of accumulated loss . The largest
reduction recorded was 48.1% for sample 8 (CMC 0.4% - 0.4% xanthan - 0.04% citric
acid) at 60 days of storage.

Key words: anthocyanins, blueberry topping, optimization, response surface
methodology.

1. INTRODUGCAO

Introduzido no Brasil em 1983, pela Embrapa Clima Temperado de Pelotas
RS, o mirtilo (Vaccinium mirtillus), que até pouco tempo era desconhecido do
produtor e do consumidor, vem se tornando cada vez mais popular (RASEIRA,
2006). No Brasil o Rio Grande do Sul é o estado que mais se destaca na producao
de mirtilo, com 45 produtores rurais e producdo de 150 toneladas/safra
(FACHINELLO, 2008). A produgdao mundial de mirtilo, segundo a FAO, aumentou
cerca de sete vezes nos ultimos 40 anos. Em 2002 foram produzidas dois milhdes
de toneladas, o dobro do volume produzido em 1992.

Conhecida como a "fruta da longevidade”, é uma das frutas com maior teor
de antocianinas. Seu sabor Unico, cor inconfundivel, elevada capacidade
antioxidante e acao na prevencao de doencas degenerativas (DUFFY, et al. 2007;
DUNLAP et al. 2006; SANTOS, 2004; HERTOG, HOLLMAN, VAN DER PUTE,
1997) além da alta rentabilidade ao produtor fazem com que o mirtilo esteja entre as
frutas que mais crescem em consumo (RODRIGUES, 2006).
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As antocianinas, no entanto, sdo altamente instaveis frente a diversos
fatores, tais como pH, temperatura, atividade enzimatica, presenca de oxigénio e luz.
Durante o processo de industrializagdo e também no armazenamento de alimentos
ricos em antocianinas os niveis destes compostos sdo gradualmente reduzidos
(TOURJEE et al., 1998; ASAMI et al., 2003; LIMA et al., 2002; HONG, BARRET,
MITCHELL, 2004).

Topping é um tipo de cobertura alimenticia que se caracteriza pela presenca
de frutas inteiras ou em pedacos padronizados, imersas em uma fase liquida
viscosa. Sua estrutura é fundamentada na acado de espessantes e acidulantes. Os
espessantes conferem viscosidade a fase liquida tem a funcdo de manter a
distribuicdo uniforme das frutas na embalagem, controlar o espalhamento da
cobertura e reduzir a absor¢do da mesma pelo alimento com o qual sera consumido
em conjunto; os acidulantes reduzem o pH, contribuindo para a conservacéao e
permitindo a aplicacdo de temperaturas mais brandas no tratamento térmico,
também intensificam o sabor e estabilizam a cor (RODRIGUES et al., 2007). O
estudo in vitro permite maior interacdo entre os constituintes da féormula e mais
uniformidade na transferéncia de calor, uma vez que contém as frutas
desintegradas.

Neste trabalho a hip6tese testada é que a degradacdo das antocianinas
presentes em mirtlo durante a elaboracdo e armazenamento de produtos
processados (fopping, geléias, sorvetes) é influenciada pela adicdo de CMC, goma
xantana e acido citrico. Objetivou-se avaliar o efeito de carboximetilcelulose (CMC),
goma xantana e &cido citrico sobre a estabilidade das antocianinas em topping de

mirtilo in vitro.

2. MATERIAL E METODOS

Foram implantados dois experimentos consecutivos. No primeiro foram
testadas de trés cultivares de mirtilo do grupo rabbiteye: Bluegem, Bluebelle e
Powderblue;para as quais foi avaliado o teor de antocianinas, fendis totais e
capacidade antioxidante em solug&o in vitro equivalente ao topping sem tratamento
térmico, a solucao foi preparada adicionando-se solucao de sacarose 50°Brix as
frutas na proporcdo de 1:0,85; neste grupo de cultivares selecionou-se a que

apresentou maior teor de antocianinas totais, compostos fendlicos e potencial
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antioxidante. No segundo experimento, estudou-se o efeito da interacdo de CMC,
goma xantana e acido citrico sobre antocianinas em topping de mirtilo in vitro usando
a cultivar definida no experimento anterior.

Todas cultivares utilizadas foram provenientes de pomar da Embrapa Clima
Temperado localizada na regido de Pelotas/RS safra 2006/2007. Frutas sem defeitos
e de aspecto maduro, as quais apos colhidas foram selecionadas, limpas,
imediatamente congeladas e mantidas sob congelamento (-18°C) até o momento da
analise.

Para o segundo experimento, elaborou-se o topping in vitro com polpa de
mirtilo, acucar, CMC, goma xantana e acido citrico (Tabela 1). Foram elaborados 18
tratamentos resultantes do planejamento experimental segundo Box e Wilson (1951)
citado por Gacula e Sing (1984). O planejamento experimental foi configurado com
seis pontos axiais, oito pontos cubicos e um ponto central por periodo, sendo o
ponto central replicado 4 vezes. As variaveis foram X;= CMC, X,= goma xantana e
Xs= &cido citrico e a variavel resposta foi o teor de antocianinas para quatro periodos
de armazenamento: zero, 15, 35 e 60 dias.

Tabela 1. Codificacdo dos niveis das variaveis independentes CMC, xantana e acido
citrico

CMC Xantana Ac. Citrico

(%) (%) (%)

Nivel X1 X2 X3
-1,682 0,00 0,00 0,00
-1 0,10 0,10 0,04

0 0,25 0,25 0,10

1 0,40 0,40 0,16
1,682 0,50 0,50 0,20

%: m/m

Os dados foram ajustados a uma funcdo polinomial de segunda ordem
(Equacéao 1)

Y=Bo+ZBiXi+ZBi X+ i Xi. X [Eq. 1]

sendo Y= ao teor de antocianinas; X; ou X;= variaveis entrada; Bo= ponto central do
sistema; Bi= coeficiente linear; Bi=coeficiente quadratico e Bij=coeficiente interativo.
Para o processamento das amostras referentes a cada ensaio foi elaborada

uma solucdo de sacarose a 50°Brix, a esta solucdo foram adicionados os
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espessantes e acidos (Tabela 2) e homogeneizados em agitador magnético até
completa dissolucao dos polimeros. As solucdes foram aquecidas em banho-maria a
60°C por 15 minutos e deixadas em repouso durante duas horas para remocao do
excesso de bolhas de ar. Os mirtilos foram triturados todos no mesmo lote, em
processodor doméstico (ARNQO) e adicionados as solucdes previamente preparadas
na proporcao de 1:0,85 (solugao:mirtilo, m/m). Todas as amostras foram tratadas
termicamente a 95°C por 10 minutos, imediatamente resfriadas em banho de gelo e
refrigeradas (x10°C) até o momento da analise.

Para a determinacdo do teor de antocianinas totais nas amostras de topping
de mirtilo foi utilizada o método pH-diferencial, de acordo com Lee, Durst e Wrolstad
(2005). Foram elaboradas duas solugcbes tampao, uma de cloreto de potassio
(0,025M) acidificada com &cido cloridrico até pH 1,0 (0,025M) outra de acetato de
sédio (0,4M) e adicdo acido cloridrico até pH 4,5 (0,4M). Apds extracao das
antocianinas das amostras em solucao extratora (etanol e HCI 1,5N na proporcao de
85:15, pH 1,0), uma aliquota do extrato foi adicionada a cada uma das solugdes
tampao (2mL extrato:8mL solucdo tampao); a diluicdo foi preparada em proporcéao
tal que a leitura observada no espectrofotdbmetro para a solucdo pH 1,0 resultasse
em valores entre 0,2 e 1,4, intervalo de linearidade do espectrofotdmetro. As
amostras de pH 1,0 e 4,5 foram encaminhadas para leitura em espectrofotdmetro (U-
180 HITACHI) nas faixas de 520 e de 700nm. Para o calculo da absorbancia final foi

utilizada a Equacgéo 2.

A= (A520 —-A 700)pH 1,0 — (A520 - A700)pH4,5 [qu]

A concentragdo total das antocianinas monomeéricas totais foi expressa em
mg de cianidina-3-glicosideo.100g™" da amostra (Equagéo 3). O célculo foi feito com
base no volume de extrato e peso da amostra (PM: 449,2 e €: 26900).

Antocianinas monoméricas (mg/100g) = Ax PM x FD x 100/(e¢ X 1) [Eq.3]

Onde:
A= Absorbéancia (Eq.2);
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PM= Peso molecular;
FD= Fator de Diluicao;
¢ = Coeficiente de absortividade molar

O teor de fenodis totais foi determinado por método espectrofotométrico
descrito por Singleton e Rossi (1965) que utiliza o reagente de Folin e Ciocalteau
(1927) no qual a mistura dos &cidos fosfowolframico e fosfomolibdico em meio
basico se reduz ao oxidar os compostos fendlicos, originando éxidos azuis de
wolframio (WgOz3) e molibdeno (MogO.3). Para a quantificacdo dos resultados,
expressos em umol de acido galico por grama de amostra (umol.g™), foi construida
uma curva padrao com acido galico. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro (U-
180 HITACHI) no comprimento de onda de 765nm.

A atividade antioxidante de radicais livres foi realizada segundo método
descrito por Ozgen et al. (2006) e expressa em umol TEAC-DPPH por grama de
amostra, ou seja, capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid) em DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). Uma
aliquota de 0,1mL da amostra foi adicionada a 3,9mL de solucado do radical DPPH
(100uM dissolvido em metanol 80%), a absorbancia foi medida em
espectrofotometro (U-180 HITACHI) a 517nm apds 30 minutos de reacao no escuro.
Para a quantificacdo dos resultados foi construida curva de calibracdo com o
reagente Trolox.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Fenois totais, antocianinas e capacidade antioxidante

De acordo com os resultados do experimento 1, a cultivar com maior teor de
antocianinas totais, compostos fendlicos e atividade antioxidante (Figura 1). O teor
de antocianinas totais das cultivares Bluegem (31,40 mg.100g") e Bluebelle
(29,96mg.100g™") foi significativamente superior (p<0,05) a Powderblue (15,47
mg.100g™).
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Figura 1. Teor de fendis totais, antocianinas e capacidade antioxidante em sistema
modelo de topping de mirtilo preparado com as cultivares Bluegem, Bluebelle e
Powderblue. Letras iguas para as mesmas variaveis indicam que nao ha diferenga
estatistica entre as amostras pelo teste de Tukey (p<0,05).

Quanto ao teor de fendis e a capacidade antioxidante, ndo foi observado
diferenca significativa entre as amostras (p<0,05), no entanto, os maiores valores
para fendis totais (505,2 ug.g”') e capacidade antioxidante (2,08 pmols.g” TE) foram
encontrados para a cultivar Bluegem. Silva (2007), trabalhando com oito cultivares
diferentes de mirtilo safra 2005, também encontrou valores superiores para
antocianinas (28,18 mg.100g”') , fenéis totais (635,4 ug.g' GAE) e capacidade
antioxidante (5,27 umols.g™' TE) para frutas da cultivar Bluegem. Utilizando o método
ORAC, Ehlenfeldt e Prior (2001) relataram um valor médio de 15,9 umols.g”'TE para
cultivares americanas de mirtilo, os mesmos autores avaliaram o conteudo de
antocianinas e fendis, com resultados iguais a 179mg.100g" e 950ug.g”' GAE,

respectivamente.

3.2 Efeito da CMC, xantana e acido citrico sobre antocianinas em sistema

modelo de topping de mirtilo

No segundo experimento o teor de antocianinas totais oscilou entre 30,86 e
21,17 mg.100g" de sistema modelo de topping de mirtilo no tempo zero de
armazenamento. O menor valor registrado foi para o ensaio 8 (0,4% CMC — 0,4%

xantana — 0,04% acido citrico) aos 60 dias de armazenamento, que contém a menor
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propor¢cao de acido com relagédo ao total de polimeros adicionados, no entanto néo
foi 0 que apresentou maior perda inicial, quando exposta ao tratamento térmico no
tempo 0 de analise (Tabela 2).

Como referéncia para o calculo da degradagcdo de antocianinas totais com
relagdo ao conteudo inicial prévio ao tratamento térmico foi utilizado o valor de 31,40
mg cianidina-3-glicosideo.100g™, referente & cultivar Bluegem obtido no experimento
1. Quando avaliada a reducdo no teor de antocianinas com relagdo ao periodo de
armazenamento o valor de referéncia € o teor de antocianinas totais equivalente a
cada ensaio no tempo 0 (zero) de analise.

Em todos os ensaios foi observado reducédo no teor de antocianinas totais
apoés o tratamento térmico quando comparado ao sistema modelo sem tratamento. O
ensaio 13 (0,1% CMC — 0,1% xantana — 0,16% &cido citrico) apresentou teor mais
elevado de antocianinas totais (mg.100g™") em todos os periodos de andlise e
também a menor degradacao com relacao a fruta e ao periodo de armazenamento.
Provavelmente a diferenca com relacao as demais seja em fungédo da proporcao de
acido citrico ser mais elevada em proporgcao aos polimeros.

Embora a acdo do acido citrico seja importante na manutencdo do teor
elevado de antocianinas nos sistemas modelo no tempo 0 (zero) de analise, ou seja,
frente a acdo do calor, pode-se observar que esta acdo é conjunta com os
polimeros, uma vez que as amostras que mantiveram maior teor de antocianinas
foram aquelas com concentracdo reduzida de espessantes. A degradacdo em
virtude do armazenamento foi mais expressiva que a degradacdao em funcdo do
tratamento térmico, a maior diferenca corresponde a amostra 10 (0,4% CMC-
0,1%xantana e 0,16% de acido citrico) onde a perda inicial (tempo 0) em funcéo do
tratamento térmico foi de 8,22% e a perda por armazenamento em relacdo a
amostra do tempo 0 foi de 34,77% com teor de antocianinas ao final do
armazenamento de 18,80 mg.100g™", sendo considerado ao final do armazenamento
0 segundo pior em desempenho.
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Tabela 2. Matriz do planejamento experimental com valores codificados, naturais e
variaveis resposta para o teor de antocianinas totais em sistema modelo de topping
de mirtilo Bluegem armazenados por 0, 15, 35 e 60 dias.

Variaveis codificadas Variaveis naturais Yo
Ensaio X X2 X3 X1 Xo Xq DiOas D1i:s D?;:s D?gs
1 1,682 0 0 0,5 0,25 0,1 25,17 24,13 21,43 20,42
2 -1,682 0 0 0,0 0,25 0,1 29,10 28,97 24,19 22,35
3 0 1,682 0 0,25 0,5 0,1 25,54 24,80 20,67 19,19
4 0 -1,682 0 0,25 0,0 0,1 26,58 26,13 23,37 22,97
5 0 0 1,682 0,25 0,25 0,2 28,20 26,27 21,25 19,20
6 0 0 -1,682 0,25 0,25 0,0 26,67 24,66 20,22 18,88
7 1 1 1 04 04 0,16 27,21 25,99 21,00 19,29
8 1 1 -1 04 04 0,04 26,13 24,70 18,80 16,28
9 1 -1 1 04 0,1 0,16 28,13 26,85 22,31 21,17
10 1 -1 -1 04 0,1 0,04 28,82 26,20 20,51 18,80
11 -1 1 1 0,1 04 0,16 26,65 26,89 23,42 23,22
12 -1 1 -1 0,1 04 0,04 26,68 26,13 21,61 19,26
13 -1 -1 1 0,1 0,1 0,16 30,86 30,22 26,33 25,41
14 -1 -1 -1 0,1 0,1 0,04 27,84 27,98 23,43 21,86
15 0 0 0 0,25 0,25 0,1 26,15 25,14 21,36 19,46
16 0 0 0 0,25 0,25 0,1 26,57 25,61 21,14 19,43
17 0 0 0 0,25 0,25 0,1 26,35 25,14 21,19 19,82
18 0 0 0 0,25 0,25 0,1 26,14 25,96 21,13 19,50

Xy = carboximetilcelulose, Xo=xantana, Xs= acido citrico. Y,= variavel resposta em
termos de teor de antocianinas totais expresso em mg de cianidina-3-
glicosideo.100g™ de sistema modelo de topping de mirtilo. Nimero de repeticdes
n=2.

O ensaio 1 (0,5% CMC - 0,25% xantana — 0,1% acido citrico) apresentou a
maior reducdo no teor de antocianinas totais apdés o tratamento térmico, quando
comparada ao ensaio 13 a reducéo foi de 18,4%. Os ensaios 3 (0,25% CMC - 0,5%
xantana e 0,1% &acido citrico) e 8 (0,4% CMC — 0,4%xantana — 0,04% &cido citrico)
também apresentaram elevada reducdo no teor de antocianinas totais apds o
processamento térmico, provavelmente o elevado teor de polimeros no ensaio 8 foi
extremamente prejudicial a preservacdo das antocianinas durante o periodo de
armazenamento.

Quando observado o teor de antocianinas apés 60 dias de armazenamento,
ou seja, no produto final, este é superior ao apontado por Su e Chien (2007) para
amostras de suco de mirtilo (4,52 mg.100ml™); e inferior aos valores apontados por
Camire, Dougherty e Teh (2006) para puré de mirtilo (52 mg.100g™"), estes autores
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também avaliaram o teor de antocianinas em tortas geladas de mirtilo com adicéo de
7,4% de suco e apontaram a presenca de 4,1 mg de antocianinas.100g” da
amostra. Potter et al. (2007) descreveram teor de antocianinas totais de 35mg.100g™
de bebida de soja adicionada de 12% de suco de mirtilo concentrado.

Srivastava et al. (2007) estudando extratos de mirtilo armazenado em
diferentes temperaturas por até 60 dias, também apontam a reducdo do teor de
antocianinas no extrato com relacéo a fruta e durante o armazenamento em todos os
tratamentos e Kopjar et al. (2008) observou reducdo de 82,12% no teor de
antocianinas totais em recheio de morango apés seis meses de armazenamento.

De acordo com Brouillard e Dubois (1977) o mecanismo de degradacao de
antocianinas pelo calor provavelmente ocorre pela abertura do anel do cation flavilio,
seguida pela transformacao para a forma chalcona, essa reacao € irreversivel e
origina a perda de cor. Rizzolo, et al. (2003) apontaram teor de antocianinas em
torno de 42,41mg em 100ml de suco de mirtilo, os autores afirmam que as
antocianinas sao principalmente afetadas pela temperatura e tempo de
armazenamento, quanto menor a temperatura e quanto mais curto o tempo de
armazenamento menores as perdas no teor de antocianinas. Os autores afirmam
ainda nao existir influéncia dos aglcares de baixo peso molecular testados (maltose,
sorbitol, glicose + frutose) no teor de antocianinas das amostras.

A influéncia linear, quadratica e interativa do efeito inicial de CMC, da goma
xantana e do 4cido citrico sobre as antocianinas em sistema modelo de topping de
mirtilo Bluegem apés tratamento térmico durante dez minutos a 95°C estdo na
Tabela 3.

O maior efeito observado com relagdo ao teor de antocianinas totais nas
amostras de sistema modelo de topping de mirtilo foi o efeito linear negativo para as
variaveis X; (CMC) e X, (Xantana), indicando que o aumento da concentragdo dos

polimeros reduz o teor de antocianinas das amostras.
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Tabela 3. Coeficientes de regressdo ndo linear e de determinagdo (R? do modelo
matematico de segunda-ordem para o efeito protetor inicial de CMC, goma xantana
e acido citrico sobre as antocianinas em sistema modelo de topping de mirtilo

Bluegem.
Coeficientes 0 Dias 15 dias 35 dias 60 dias
Intercepta (bo) 26,26 24,51* 21,19* 19,56
Lineares
Xi(b4) -1,23* -2,28** -2,46** -2,56**
Xo(b2) -1,57* -1,43* -1,79* -2,27**
Xs(bs) 0,87* 1,11* 1,53* 1,96*
Quadréaticos
X1.X4(byq) 0,97* 1,21* 1,26* 1,34
X2.X5(bgy) 0,21 0,44 "™ 0,70™ 1,12
X3.X3(b33) 0,18* 0,44 0,21 0,31
Interacdes
X1.X5(b12) 0,44™ 0,70 0,42 0,19
X2.X3(b23) -0,65* -0,45* -0,23™ -0,20*
X1.X3(b43) -0,32" -0,26 "™ -0,17"™ -0,16"™
R® 0,84 0,85 0,91 0,84
F Calculado/FtabeIado 2s21 2’1 2 2’1 6 2508

aY= bo + b1X1 + b2X2 + b3X3 + b11X1Z + b22X2Z + b33X3Z + b12X1.X2 + b23X2.X3 + b31X3.X1; onde X1= CMC,
X,= goma xantana e Xs= &cido citrico. Significativo (p<0,05). "N&o significativo. *Significativo (p<0,05).
**Significativo (p<0,01).

Para todas as amostras em estudo a relagdo entre MQRregressao/MQResiduo fOI
maior que F tabelado, o que indica que a regrassao é significativa do ponto de vista
do teste F e ndo houve evidéncia da falta de ajuste. No entanto, de acordo com
Barros Neto, et al. (2007) uma regressao embora significativa em fungéo do teste F
pode nao ser Util para realizar provisdes por cobrir uma faixa de variacdo pequena
dos fatores estudados. Box e Wetz (1973) sugeriram que para uma regressao ser
significativa ndo apenas estatisticamente, mas também ser util para fins preditivos,
o valor de F calculado para a regressao deve ser cerca de quatro vezes maior que o
valor de F tabelado, o que n&o ocorre neste trabalho.

O modelo matematico conseguiu explicar cerca de 84% da variancia e,
provavelmente, o aumento do nimero de pontos observados poderia melhorar a
resposta do fenbmeno em relacdo aos parametros e, também a capacidade de
predicado do modelo.

A concentracao de 0,20% de acido citrico na formulacao (Figura 2B) mostrou-
se mais efetiva na preservacéo do teor de antocianinas totais no tempo 0 (zero) de
analise quando na presenca de goma xantana e CMC na concentracéo de até 0,1%
cada. O aumento da concentracdo de acido citrico permite acrescentar maior teor de

polissacarideo com reducdo na degradagao de antocianinas totais, essa reducao é
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muito importante uma vez que para manter a estrutura viscosa do topping faz-se
necessario a adigao de polissacarideos.
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Figura 2. Efeito interativo das variaveis CMC, goma xantana e 4cido citrico sobre a

perda inicial de antocianinas em sistema modelo de fopping de mirtilo Bluegem com
adicao de 0,2% de acido citrico (A); 0% de CMC (B) e 0% de xantana (C).

Quando avaliada a interacdo da goma xantana e &cido citrico sem adicao de
CMC (Figura 2B), pode-se observar que a degradacao dos fitoquimicos é menor,
permitindo utilizar concentragbes proximas de 0,5% de xantana e 0,2% de acidos
com perda de antocianinas inferior a 36 % no periodo inicial. Para atingir retencéo

semelhante com adicdo de CMC e acido citrico sem goma xantana (Figura 2C) é
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necessario utilizar 0,2% de acido e CMC entre 0,1 e 0,2 %, segundo Rodrigues, et
al. (2007) baixas concentracées de polissacarideos podem prejudicar a textura do
produto final, aumentando a absor¢do da fase viscosa pelo alimento com que a
cobertura serd consumida em conjunto, reduzindo o tempo de permanéncia das
frutas na superficie, e diminuindo a capacidade desta fase de mascarar pequenos
defeitos de aparéncia das frutas.

O mecanismo de preservacdo do &cido citrico sobre antocianinas esta
relacionado com a redugao do pH, uma vez que a propor¢ao relativa de cada forma
de equilibrio varia em funcdo do tipo de antocianina presente e do potencial
hidrogeniénico do meio (HOUBIERS, et al. 1998). Kalt, McDonald e Donner (2000)
no estudo de temperatura e pH diferenciados aplicados em suco de mirtilo, e ao final
de duas semanas de armazenamento, verificaram que os sucos ajustados até pH
1,0 com HCI apresentaram teores de antocianinas de 118ug.mL”, cerca de 87%
superior as amostras ajustadas até pH 4,0 e 93% superior as amostras de pH 7,00.
Bordignon, et al. (2009) estudando solucdo extratoras para antocianinas em
morango e variando o pH das mesma de 1,0 até 13,0 observou diferenca de até 90%
no teor de antocianinas totais entre as amostras com pH 1,0 e 4,5.

Embora a reducdo do pH seja favoravel a estabilizacdo de compostos
antocianicos, o processo também esta relacionado a estrutura do agente
acidificante, Chaovanalikt, et al. (2003) apontam a reducao do teor de antocianinas
quando utilizado acido ascoérbico para enriquecimento de vitamina C em cereais
matinais com mirtilo. Rodrigues, et al. (2007) utilizando &acido ascoérbico para
acidificar fopping de mirtilo também observou reducao do teor de antocianinas totais
na ordem de 50 a 80% ao longo de 120 dias de armazenamento. Su e Silva (2006)
relatam a labilidade de antocianinas frente ao processo de acetificacdo, mas
atribuem a degradacao a presenca de oxigénio, enzimas e temperaturas elevadas

por periodo prolongado e ndo a presenca do acido.
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4.CONCLUSOES

A adicdo de acido citrico na formulacdo do topping é efetiva para reduzir a
perda de antocianinas por acdo do calor no tratamento térmico inicial e
armazenamento, mas sua acao € influenciada pela adicao de espessantes.

Na presenca de acido citrico os compostos antocianicos apresentam taxas
reduzidas de degradacdo quando comparado com a auséncia do acido nas mesmas
concentragdes de espessantes.

A degradagdo de antocianinas em virtude do tratamento térmico e do
armazenamento é influenciada pela adicao de carboximetilcelulose, goma xantana e
acido citrico, podendo ser favoravel ou desfavoravel dependendo da concentracao
de uso.

A melhor condicdo experimental foi observada para o tratamento 13 (0,1%
CMC, 0,1% xantana e 0,16% acido citrico).

O modelo matematico foi significativo para explicar a variancia, no entanto,
nao pode ser considerado preditivo. Os maiores efeito observadosforam para os

coeficientes lineares de xantana e carboximetilcelulose.
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Resumo

Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito combinado da carboximetilcelulose
(CMC), goma xantana e acido citrico sobre a estabilidade de antocianinas totais em
topping de mirtilo, através do uso de metodologia de superficie de resposta (MSR).
O teor de CMC e goma xantana variou entre 0 e 0,5% e de &cido citrico entre 0 e
0,2%. Foram elaboradas 18 amostras de topping de mirtilo, em todas as amostras foi
quantificado o teor de antocianinas totais; a partir do melhor modelo experimental e
do modelo otimizado foram elaboradas duas amostras, armazenadas por 90 dias,
nas quais também foram quantificados compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante. A influéncia da CMC, goma xantana e acido citrico no teor de
antocianinas totais indicou efeitos linear, quadratico e interativo. O modelo polinomial
de segunda ordem explicou a degradacao de antocianinas totais com uma variancia
explicada acima de 96%. O modelo experimental com melhor desempenho foi
aquele em que utilizou-se 0,1% de CMC, 0,4% de xantana e 0,16% de acido citrico.
A partir do modelo otimizado e do ensaio com melhor desempenho foi possivel obter
amostras com boa retencdo de antocianinas, fenodis totais e elevada capacidade
antioxidante ao final de 90 dias de armazenamento.

Palavras chave: mirtilo, fopping, otimizacéo, superficie de resposta.
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Abstract

This study aimed to evaluate the combined effect of carboxymethylcellulose (CMC),
xanthan gum and citric acid on the total anthocyanins preservation in blueberry
topping, through the use of response surface methodology (RSM). The content of
CMC and xanthan gum ranged between 0 and 0.5%, citric acid between 0 and 0.2%.
Were prepared 18 samples of blueberry topping, in all samples was quantified the
total anthocyanins content, from the best experimental model and the optimized
model two samples were prepared, stored for 90 days, in which were also quantified
phenolic compounds and total antioxidant activity. The influence of CMC, xanthan
gum and citric acid content in anthocyanins indicated linear, quadratic and interactive
effects. The second order polynomial model explained the degradation of
anthocyanins with an explained variance above 96%. The experimental model was
the best performing one in which we used 0.1% CMC, 0.4% xanthan and 0.16% citric
acid. From the optimized model and test with better performance was possible to
obtain samples with good anthocyanins retention, total phenolics and antioxidant
capacity to the end of 90 days of storage.

Key words: anthocyanins, blueberry topping, optimization, response surface
methodology.

1.  INTRODUGCAO

A producao de mirtilo (Vaccinium spp.) estd em franca expansao nos paises
da América do Sul, em virtude da grande demanda na contra estacao de producao
dos paises do hemisfério norte (BANADOS, 2006; SILVA et al. 2008). Segundo
dados da FAO, divulgados em 2006, a produgdo mundial de pequenas frutas
representa cerca de 7 milhées de toneladas ao ano (CAMINT 2008).

Conhecida como a fruta da longevidade, o mirlo apresenta elevado teor de
antocianinas, sendo este superior a outras pequenas frutas cultivadas no Rio Grande
do Sul (JACQUES, et al, 2009) estes compostos estdo presentes de maneira mais
expressiva na casca dos frutos de mirtilo, enquanto na polpa as procianidinas
encontram-se em maior quantidade (KAISU et al., 2008).

Recentemente Zhang, Vareed e Nair (2005) constataram o efeito inibitério das
antocianinas cianidina, delfinidina, pelargonidina, petunidina e malvidina na
proliferacdo de células cancerigenas humanas, originadas em diferentes 6rgaos do
corpo: estdbmago, célon, mama, pulmao e sistema nervoso central.

Mirtilos sdo consumidos ndo apenas in natura mas também na forma de
diversos alimentos processados, como geléias, sucos, polpas, tortas e sobremesas.
Topping € um tipo de cobertura alimenticia de sabor doce levemente acidificado,
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obtida por concentracéo via aquecimento de uma fase liquida viscosa contendo as
frutas inteiras no caso do mirtilo, ou em pedacgos padronizados em se tratando de
frutas maiores. As frutas entram em equilibrio osmdético com a fase liquida
transferindo sabor, aroma e cor, e absorvendo os sélidos dissolvidos. O pH final
apresenta-se na faixa de 2,9 a 3,5 e o teor de sélidos de 40 a 45°Brix. A estrutura
fisica do produto é baseada na acao de espessantes como goma xantana e CMC; a
acidificacao auxilia no processo de preservacdo permitindo a aplicacdo de
tratamento térmico mais brando quando comparado a alimentos com pH acima de
4,5 (RODRIGUES et al. 2007).

O aquecimento necessario durante o processo tecnoldgico para obtengédo do
topping influencia na estabilidade das antocianinas naturalmente presentes no mirtilo
(KHANAL, HOWARD, PRIOR, 2010).

A goma xantana pode ser utilizada como agente encapsulante de ingredientes
alimenticios, tendo como provaveis mecanismos de liberacdo a acdo mecéanica e
térmica (FAVARO-TRINDADE, PINHO, ROCHA, 2008). Cunha, Paula e Feitosa
(2009) utilizaram goma xantana como agente de liberagdo controlada de farmacos e
indicam o uso da CMC como agente retentor de umidade. Assis, Brito e Fotaro
(2009) apontam para o uso de CMC e xantana como recobrimento comestivel
protetor para conservacdo de frutas e hortalicas in natura e minimamente
processadas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a estabilidade de antocianinas, fendis
totais e capacidade antioxidante em topping de mirtilo.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Frutas

Para a elaboracdo do topping foi utilizado mirtilo da cultivar Bluegem safra
2007/2008, proveniente de pomares Embrapa Clima Temperado/Pelotas-RS. As
frutas apos colhidas foram imediatamente transportadas para o laboratério de
Biopolimeros do Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico, Nucleo de Biotecnologia
da Universidade Federal de Pelotas, onde o experimento foi realizado. As frutas
foram selecionadas, limpas e armazenadas em embalagens plasticas de 300 gramas

sob congelamento até o momento do uso.
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2.2 Elaboracao do topping

Os toppings foram elaborados a partir da dissolucao dos espessantes (Tabela
1) em &gua, seguido da adi¢do de sacarose até 50° Brix sob aquecimento em tacho
aberto, em seguida foi adicianado as frutas inteiras e concentrado novamente até
atingir 50°Brix na fase liquida, quando foi retirada a fonte de calor e adicionado o
acido citrico diluido em 5mL de agua. As amostras foram envasadas em sistema
hermético, tratadas a 95°C por 10 minutos e imediatamente resfridas por submersao

em agua fria, e armazenadas sob temperatura controlada 24+0,1°C.

2.3 Delineamento experimental

Foram elaborados dois experimento consecutivos, no primeiro os 18
tratamentos resultantes do planejamento experimental segundo Box e Wilson (1951)
citado por Gacula e Sing (1984) foram avaliados quanto ao teor de antocianinas
totais, e comparados com o teor de antocianinas presentes em uma mistura de
frutas, sacarose e 4gua nas mesmas proporgdes do topping porém sem tratamento
térmico.

O planejamento experimental para o primeiro experimento foi configurado
com seis pontos axiais, oito pontos cubicos e um ponto central por periodo, sendo o
ponto central replicado 4 vezes (Tabela 1). As variaveis de entrada foram Xy= CMC,
Xo= goma xantana e Xs= acido citrico e as variaveis resposta foram o teor de
antocianinas totais nos tempos de armazenamento de 48 horas, 30 e 60 dias
(Tabela 2).

Os dados foram ajustados a uma funcdo polinomial de segunda ordem

(Eucéo 1)
Y=Bo+ZBiXi+ZBi X+ ZBi;Xi.X;, [Eq. 1]

sendo Y= ao teor de antocianinas; X; ou X;= variaveis entrada; Bo= ponto central do

sistema; Bi= coeficiente linear; Bi=coeficiente quadratico e Bij=coeficiente interativo.
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Tabela 1. Codificacao e niveis das variaveis independentes

Cédigo CMC* Xantana* C,A.C' .
de Nivel Itrico
X4 Xo X3
-1,682 0,00 0,00 0,00
-1 0,10 0,10 0,04
0 0,25 0,25 0,10
1 0,40 0,40 0,16
1,682 0,50 0,50 0,20

* % m/m no produto pronto para consumo

No segundo experimento, o ensaio com melhor desempenho no primeiro
experimento e outro adaptado do modelo foram elaborados em triplicata para 5
tempos de analise ao longo de 120 dias de armazenamento e analisado quanto ao

teor de AT, fendis totais e atividade antioxidante.

2.4 Antocianinas totais

O teor de antocianinas totais da fruta in natura e das amostras através do método
pH-diferencial, de acordo com Lee, Durst e Wrolstad (2005). Foram elaboradas duas
solucbes tampao, uma de cloreto de potassio (0,025M) acidificada com &cido
cloridrico até pH 1,0 (0,025M) outra de acetato de sédio (0,4M) e adicdo acido
cloridrico até pH 4,5 (0,4M). Apds extracdo das antocianinas das amostras em
solucdo extratora (etanol e HCI 1,5N na proporcao de 85:15, pH 1,0), uma aliquota
do extrato foi adicionada a cada uma das solucbes tampao (2mL extrato:8mL
solucdo tampao); a diluicao foi preparada em proporcao tal que a leitura observada
no espectrofotdmetro para a solucdo pH 1,0 resultasse em valores entre 0,2 e 1,4,
intervalo de linearidade do espectrofotémetro. As amostras de pH 1,0 e 4,5 foram
encaminhadas para leitura em espectrofotobmetro (U-180 HITACHI) nas faixas de
520 e de 700nm. Para o célculo da absorbancia final foi utilizada a Equacao 2.

A= (As20—A 700)pH 1,0 — (As20 — A700)pH4,5 [Eq.2]
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A concentragao total das antocianinas monomeéricas totais foi expressa em
mg de cianidina-3-glicosideo.100g™" da amostra (Equacgéo 3). O célculo foi feito com
base no volume de extrato e peso da amostra (PM: 449,2 e €: 26900)

Antocianinas monoméricas (mg/100g) = A X PMX FD X 100/(e X 1) [Eq.3]

Onde:

A= Absorbéancia (Eq.2);
PM= Peso molecular;
FD= Fator de Diluigcao;

¢ = Coeficiente de absortividade molar

2.5 Fenois totais

O teor de fendis totais (FT) foi mensurado segundo o método Folin-Ciocalteu
descrito por Singleton e Rossi (1965), com adaptacdes. Para a quantificacdo dos
resultados foi construida uma curva padrdao com acido galico, realizando leituras em
espectrofotometro a 725 nm (U-180 HITACHI) e os resultados expressos em mg
GAE.100g™" de topping.

2.6 Capacidade antioxidante

A determinacdo da capacidade antioxidante de radicais livres das frutas foi
realizada segundo Ozgen et al. (2006) e expressa em umol TEAC-DPPH por grama
de amostra, ou seja, capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) em DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila).
Uma aliquota de 0,1mL da amostra foi adicionada a 3,9mL de solugdo do radical
DPPH (100uM dissolvido em metanol 80%), a absorbancia foi medida em
espectrofotometro (U-180 HITACHI) a 517nm apds 30 minutos de reagdo no escuro.
Para a quantificacdo dos resultados foi construida curva de calibracdo com o
reagente Trolox e os resultados expressos como TE.100g™.

2.7 Analise estatistica
No primeiro experimento os coeficientes de cada parametro foram

determinados por regressdo nao linear e os dados foram analisados por ANOVA



66

utilizando software Statistica. A analise canénica das superficies de resposta
ajustadas foi realizada de acordo com Myers e Montgomery (1995).

Para o segundo experimento a as médias foram comparadas por analise de
variancia ANOVA e teste de Tukey.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As frutas congeladas da cultivar Bluegem utilizadas neste estudo
apresentaram 112,96 + 1,45 mg de antocianinas totais em cada 100g da fruta, esses
valores aproximam-se aos descritos por Oliveira et al. (2006) e Ristow et al. (2004)
para a mesma cultivar. Ballinger e Kushman (1970) informam que mirtilos Rabbiteye
(Vaccinium virgatum) tem marcante efeito do estagio de maturacdo no teor de
antocianinas, e analisando a cultivar Bluegem verificaram a presenca de 272mg de
antocianinas totais.100g™" da fruta. Resultados estes muito inferiores aos descritos
por Severo, et. al. (2009) para a cultivar Bluegem. Jacques, et al (2009) analisando
mirtilos de outras cultivares cultivados em Pelotas/RS apontam cerca de 72 até 128
mg de antocianinas em cada 100 gramas da fruta, enquanto Brackmann et al. (2010)
estudando o efeito de atmosfera controlada e refrigerada com absorcao e inibicdo do
etileno em mirtilos Bluegem, apontam teores de antocianinas totais de 942,2 mg por
litro, ou seja, semelhantes aos descritos neste trabalho.

Apbs a adicdo de sacarose e agua ao mirtilo nas mesmas proporcoes
utiizadas na composicdao do topping e sem tratamento térmico o teor de
antocianinas foi de 39,53 mg de cianidina-3-glicosideo por 100g da mistura. Este
valor foi utilizado como referéncia para avaliar a degradacao das antocianianas apo6s
a elaboracao do topping e durante o armazenamento.

3.1 Adicao de CMC, goma xantana e acido citrico e o teor de antocianinas
totais

O teor de antocianinas totais mais elevado foi detectado no ensaio 11, com
0,1% de CMC, 0,4% de xantana e 0,16% de acido citrico que apresentou 30,31 mg
de cianidina-3-glicosideo.100g”" de topping, o que representa uma reducdo de
23,3% com relacao a AT no periodo anterior ao tratamento térmico. O ensaio 14,
com 0,1% de CMC, 0,1% de xantana e 0,04% de &cido citrico apresentou o pior



67

desempenho na retencdo de AT, com 28,95mg de cianidina-3-glicosideo.100g™ de
topping no periodo inicial de analise.

A diferenca entre o teor de antocianinas totais para os ensaios com melhor
e pior desempenho apdés 48 horas de estabilizacdo é de apenas 5%. Este valor é
bastante reduzido quando comparado a diferenca de 18,4% entre as amostras com
maior e menor teor de antocianinas totais em sistema modelo de topping de mirtilo
(ARTIGO1). Este resultado provavelmente esta relacionado a forma de
apresentacao das frutas, onde no topping as mesmas apresentam-se inteiras, ou
seja, ndo ha desintegracao da casca, ao contrario do sistema modelo onde as frutas
estavam desintegradas.

Tabela 2. Matriz do planejamento experimental com valores codificados, naturais e

variaveis resposta para o teor de antocianinas totais em topping de mirtilo ap6s 48

horas de estabilizacdo, 30 dias e 60 dias.
Variaveis Variaveis

Ensaio Codificadas Naturais (% m/m) Yo

X4 Xa X3 X4 Xa X3 48horas 30dias  60dias
1 1,682 0 0 0,5 0,25 0,1 29,18 27,82 24,62
2 -1,682 0 0 0,0 0,25 0,1 29,85 28,45 25,22
3 0 1,682 0 0,25 0,5 0,1 29,12 27,71 24,72
4 0 -1,682 0 0,25 0,0 0,1 29,63 28,25 25,11
5 0 0 1,682 0,25 0,25 0,2 30,11 28,67 25,54
6 0 0 -1,682 0,25 0,25 0,0 29,13 27,74 24,72
7 1 1 1 0,4 0,4 0,16 29,21 27,85 24,30
8 1 1 -1 0,4 0,4 0,04 29,07 27,66 24,04
9 1 -1 1 0,4 0,1 0,16 30,13 28,71 25,52
10 1 -1 -1 0,4 0,1 0,04 29,36 28,00 24,81
11 -1 1 1 0,1 0,4 0,16 30,31 28,93 26,41
12 -1 1 -1 0,1 0,4 0,04 29,87 28,46 25,31
13 -1 -1 1 0,1 0,1 0,16 30,18 28,79 25,60
14 -1 -1 -1 0,1 0,1 0,04 28,95 27,50 24,37
15 0 0 0 0,25 0,25 0,1 29,13 27,75 24,58
16 0 0 0 0,25 0,25 0,1 29,22 27,74 24,61
17 0 0 0 0,25 0,25 0,1 29,21 27,51 24,64
18 0 0 0 0,25 0,25 0,1 29,17 27,76 24,57

Xi=Carboximetilcelulose, Xo= xantana, Xsz=acido citrico. Y= variavel resposta em
termos de teor de antocianinas totais mg de cianidina-3-glicosideo.100g™ de topping.
Numero de repetices n=3. Valor de referéncia 39,53 mg.100g™".
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De acordo com Kaisu, et al. (2008) as antocianinas estdo presentes de modo
mais expressivo na casca do mirtilo. Tendo em vista que para a elaboracdo do
topping a mesma nao sofreu desintegracao, a liberacdo de antocianinas para o meio
se da por permeabilidade celular. Uma vez que as células mantenham-se integras, e
uma menor quantidade de antocianinas migrem para o meio, a probabilidade das
mesmas manterem-se inalteradas durante o periodo de estocagem é mais elevada,
permitindo a preservagao por periodo maior.

Todas os ensaios apresentaram reducéo no teor de AT durante o periodo
de armazenamento com relacdo ao tempo zero de armazenamento, a reducéo
apresentada variou de 12,8% (ensaio 11 — 0,1%CMC, 0,4% xantana, 0,16% acido
citrico) a 17,3% (ensaio 8 — 0,4%CMC, 0,4% xantana, 0,04% de acido citrico). Estes
resultados convergem para a teoria de diversos autores que estudam a influéncia no
pH na estabilidade das antocianinas, sendo tais compostos mais estaveis quando
presentes em meio com pH reduzido (BROUILLARD, 1982; KALT, McDONALD,
DONNER, 2000; MAZZA, OOMAH, 2000; SARNI-MANCHADO, CHEVNIER,
MOUTOUNET,1997).

O ensaio 7, embora com elevado teor de &cido citrico adicionado (0,16%),
apresentou o segundo maior indice de degradacado, indicando que a acado da
reducédo do pH na degradacao de antocianinas € influenciada por outros fatores, por
exemplo, como ocorre nos ensaios 7 € no 8 o elevado teor de polissacarideos
espessantes de 0,8% considerada a soma das gomas CMC e xantana. A alta
concentracdo de polissacarideos pode ter provocado uma desidratacdo maior na
parede celular em funcédo do equilibrio osmético e da elevada quantidade de agua
ligada aos polimeros. Uma vez que maior quantidade de agua é requerida para
hidratar os polimeros, esta migra da parede celular para o0 meio, levando consigo
compostos hidrossolUveis entre eles as antocianinas; assim como as antocininas
que permanecem no interior da célula estdo em meio mais concentrado,
aumentando a possibilidade de degradacao por interagcao com outras moléculas.

A degradacgao de antocininas durante o processamento e armazenamento €
relatada por diversos autores. Kopjar et al. (2008) observaram reducédo de 82,12%
no teor de antocianinas totais em recheio de morango apos seis meses de
armazenamento e Srivastava et al (2007) estudando extratos de mirtilo armazenado

em diferentes temperaturas por até 60 dias, também apontam a reducao do teor de
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antocianinas no extrato com relacao a fruta e durante o armazenamento em todos os
tratamentos.

Quando avaliados os efeitos individuais de CMC, xantana e acido citrico, é
possivel observar que com o aumento da concentracdo de CMC o teor de
antocianinas totais tende a ser reduzido (Figura 1A), comportamento semelhante é
observado para goma xantana (Figura 1B), no entanto a adicao desse polimero na
concentracdo de 0,4% permite obter resultados semelhantes aqueles obtidos
guando em concentracdao menor que 0,1%. A adicao de acido citrico foi efetiva para
manter o teor de antocianinas elevado em todas as concentracdes, a concentracao

6tima do acidulante foi de 0,2% (Figura 1C).

Antocianinas Totais (mo.1 Dﬂg'1)

o o4 025 04 05 o o041 025 04 05 0 opd 04 048 02
CHC (%) Kartana (%) A Chrico (%)

Figura 1: Gréafico de médias, maximos e minimos do tipo Box e Whiskers para teor
de antocianinas totais (mg cianidina-3;g|icosideo.1009'1) em topping de mirtilo: efeito
individual da CMC (A), Xantana (B) e Acido Citrico (C).

3.2 Efeito interativo da CMC, goma xantana e acido citrico no teor de
antocianinas totais

As influéncias linear, quadratica e interativa da CMC, xantana e &cido citrico
no teor de antocianinas totais (mg cianindina-3-glicosideo.100g™') nas amostras apds
48 horas de estabilizacdo e 30 e 60 dias de armazenamento estdo indicadas na
Tabela 3.

A adicdo de &cido citrico, CMC, e goma xantana influenciaram o teor de
antocianinas totais nas amostras no tempo zero de armazenamento, sendo mais
expressivo o efeito linear do acido citrico, seguido pela interagago CMC x goma
xantana e acido citrico x goma xantana e pelos demais efeitos quadraticos e lineares

das variaveis (p<0,05).
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Tabela 3. Coeficientes de regressdo ndo linear e de determinagdo (R?) do modelo
matematico de segunda ordem para o teor de antocianinas totais em topping de

mirtilo.
Coeficientes 48 horas 30 dias 60 dias
Intercepta (bo) 29,17** 27,68** 24,59**
Lineares

Xi(b1) -0,19** -0,36™* -0,59**
Xao(b2) -0,07** -0,14™ -0,12™
Xs(b3) 0,31** 0,61** 0,68**

Quadraticos
X1.X1(b11) 0,14** 0,36** 0,24**
X2.X2(b22) 0,09** 0,25 0,23**
X3.X3(ba3) 0,18** 0,40** 0,40**

Interacdes

X1.X2(b12) -0,28** -0,57* -0,93**
X2.X3(b23) -0,17* -0,33* -0,14™
X1.X3(b13) -0,09" -0,21" -0,34*
R? 0,9746 0,9547 0, 9616

aY = bo + b1X1 + b2X2 + b3X3 + b11X12 + b22X22 + b33X32 + b12X1.X2 +b23X2X3 +
b31X3X1, em que X; = CMC, X, = xantana e X3 = acido citrico. Significativo (p<0,05).

"*N&o significativo. * Significativo (p<0,05). ** Significativo (p<0,01)

O modelo expresso pela Equacdo 1, com coeficiente de determinacdo de

R?=0,975 foi estatisticamente significativo para descrever a estabilidade no teor de

antocianinas apds 48 horas de estabilizacdo, uma vez que o F calculado foi onze

vezes maior que F tabelado, ndo havendo evidencia da falta de ajuste.

Tabela 4. Andlise de Variancia para o ajuste de um modelo de segunda ordem aos
dados experimentais para 48 horas de armazenamento.

Soma Graus de Média
Origem da Variacdo Quadratica  Liberdade Quadratica Fealc
(SQ) (GL) (MQ)
Regresséao 3,673 9 0,408 39,61
Residuo 0,104 8 0,013
Falta de ajuste 0,012 5 0,08
Erro puro 0,093 3
Total 3,580 17
R® 0,975

Frap (9;8) = 3,39, Frap (5;3) = 9,01, nivel de confianca de 95%

A relagdo da média dos quadrados da regressdao/média dos quadrados do

residuo €& cerca de 9 vezes maior que o F tabelado, confirmando assim a

significancia do modelo (p<0,05).
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O efeito interativo das variaveis de entrada ficou evidente na Figura 2, sendo
esta informagcao muito importante pois o equilibrio na adicdo de espessantes e acido
de forma a preservar o teor de AT nas amostras é fundamental, uma vez que a
viscosidade ideal é obtida mediante a acao destes aditivos, que também contribuem

para o sabor e aroma, e entre 0s principais atrativos para o consumo esta o elevado
teor de fitoquimicos do mirtilo.
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Figura 2: Grafico dos efeitos estimados de (A) Carboximetilcelulose (%) e goma
xantana (%) no teor de antocianinas totais em topping de mirtilo no apds tratamento
térmico com adicao de 0,2% de acido citrico; e (B) Carboximetilcelulose (%) e Acido

Citrico (%) na perda percentual de antocianinas totais apo6s tratamento térmico com
adicao de 0,4% de xantana.

A inclinacéo da curva (Figura 2A) indica que a adicdo de goma xantana até
0,48% permite a obtengdo de teores elevados de antocianinas totais nas amostras,
sendo possivel obter teor de antocianinas totais superiores a 29,7mg.100g"'de
topping com a adicdo 0,5% ou mais de goma xantana. Enquanto que a adi¢do a
partir de 0,1% até 0,48% de CMC resulta em indices de antocianinas no produto final
reduzidos.

Quando analisada a perda percentual de antocianinas totais apdés o
tratamento térmico (Figura 2B), fixando a adicdo de 0,4% de goma xantana ao
topping de acordo com a tendéncia anterior, a adicdo de CMC em concentracdes
supeiores a 0,1% é extremamente prejudicial a preservacdo das antocianinas. E a

adicao de acido citrico é efetiva para preservar o teor de antocianinas totais quando
em concentracéo acima de 0,12%.
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Mota (2007) em estudo realizado com diferentes composi¢cdes de
edulcorantes em geléias de amora-preta registrou a interferéncia dos mesmos na
manutencdo dos indices de antocianinas no produto. A redugdo no teor de
antocianinas totais apds o processamento foi de 8,8% em média.

Embora tenha havido reducdo de AT apds o tratamento térmico e no
armazenamento, o teor de antocianinas apresentado pelas amostras ao fim de 60
dias de estocagem € elevado quando comparado com outras fontes deste composto.
Su e Silva (2006) apontam teores de 4,52 mg de antocianinas em cada 100 para
amostras de suco de mirtilo, valores estes inferiores aos do topping em estudo neste
trabalho ao final do periodo de armazenamento. Camire,Dougherty e Teh (2006)
estudando puré de mirtilo encontraram teores de antocianinas de 52 mg.100g™,
estes autores também avaliaram o teor de antocianinas em tortas geladas de mirtilo
com adicdo de 7,4% de suco e apontaram a presengca de 4,1 mg de
antocianinas.100g”’ da amostra. Potter et al. (2007) descreveram teor de
antocianinas totais de 35mg.100g™" de bebida de soja adicionada de 12% de suco de
mirtilo concentrado. Os valores variam muito em funcdo da fonte e forma de adicédo
do mirtilo na formulagdo bem como do tratamento térmico e tempo de
armazenamento estudado, sendo que os maiores teores foram encontrados em
formulacbes com maior proporcdo de mirtilo ou adicdo de suco concentrado, bem
como nas amostras armazenadas em menor temperatura e durante menor tempo.

O teor de antocianinas no topping ainda que com o efeito deletério do calor e
do armazenamento (Tabela 2) permanece elevado quando comparado a outras
frutas in natura, como pitanga vermelha com 9,6 mg de cianidina-3-glicosideo.100g™
(JACQUES, et al., 2009) e algumas cultivares de morango (CALVETE et al., 2008).

Através da anadlise canbnica da superficie de resposta ajustada foram
determinados os valores 6timos das variaveis que levaram a minima reducao no teor
de antocianinas. A partir da obtencéo das raizes (todas foram negativas) constatou-
se que o ponto estacionario para o teor de antocianinas totais apés o tratamento
térmico era um ponto de maximo. Desta forma, os valores da resposta maximizada
de X4, X2 € X3 na forma codificada foram, respectivamente, -1,27, 0,96 e 1,47, sendo
os valores das concentragdes das variaveis Xi= 0,04, X»>=0,39 e Xs= 0,19. Nestas
condigdes o teor de antocianinas totais apds o tratamento térmico podera atingir
31,06 mg.100g™" com uma reducédo de antocianinas de cerca de 21,4% com relagao

a etapa anterior ao tratamento térmico.
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O uso de 0,04% de CMC, no entanto, ndo se justifica tecnologicamente, uma
vez que nessas proporcdées o polimero pouco contribui com o incremento na
viscosidade, que é o motivo pela qual é aplicada no topping, podendo desta forma

ser suprimida reduzindo assim os insumos empregados no processo de fabricagéo.

3.3 Estabilidade de antocianinas, fendis totais e capacidade antioxidante

A partir da necessidade de obter um topping com viscosidade, pH e teor de
antocianinas adequado, foram elaboradas duas formulacdes de topping de mirtilo,
uma a partir do melhor modelo experimental (Ensaio 11) e outra apenas com a
adicdo de goma xantana (0,4%) e acido citrico (0,2%), foi avaliado nas amostras o
teor de antocianinas totais, capacidade antioxidante, compostos fendlicos totais ao
longo de 120 dias de armazenamento (Figura 3).

Houve reducéo significativa (p<0,05) no teor de antocianinas, fendis totais

e na capacidade antioxidante para todos os ensaios durante o armazenamento, o
ensaio B, sem adicdo de CMC, apresentou médias mais elevadas nos trés
parametros no tempo zero e no armazenamento, exceto para AA aos 90 dias, o
conteudo desta diferenca sé foi significativa (p<0,05) para AT e AA até 30 dias de
armazenamento. Estes resultados estdo de acordo com o modelo otimizado neste
trabalho, cuja adicao de até 0,1% de CMC em amostras contendo goma xantana e
acido citrico ndo prejudica a estabilidade das antocianinas (Figura 2A).
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Figura 3: Médias do teor de antocianinas totais, fendis totais e capacidade
antioxidante em topping de mirtilo elaborado com 0,1% de CMC, 0,4% de xantana e
0,16% de acido citrico (A) e com 0,4% de xantana e 0,2% de &cido citrico (B)
(p<0,05).

Os niveis de antocianinas totais das amostras mantiveram-se entre
30,39(B) e 27,50(A) mg cianidina-3-glicosideo.100g™". Estes resultados assemelham-
se aos divulgados por Teh et al. (2005) para sobremesa de mirtilo € soja, 0 mesmo
autor aponta atividade antioxidante de 1279 a 1779 TE.100g ™, valores inferiores aos
apresentados pelo fopping até os 60 dias de armazenamento. A reducao do teor de
AT e FT geralmente corresponde a queda da atividade antioxidante, embora alguns
polifendis possam exibir esta atividade mesmo apds oxidados (SPANOS,
WROLSTAD, 1992; MANZOCCO, et al., 2001)
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4. CONCLUSOES

A fungéo polinomial de segunda ordem foi preditiva para descrever o efeito
das variaveis CMC, xantana e acido citrico sobre o teor de antocianinas totais em
topping de mirtilo. Comvariacao explicada superior a 96%.

Todas as amostras apresentaram redug¢do no teor de antocianinas totais por
acao do tratamento térmico e do armazenamento, sendo que a menor reducéo foi
observada no ensaio 11 com 0,1% de CMC, 0,4% de xantana e 0,16% de acido
citrico. A adicao de carboximetilcelulose em concentracées superiores a 0,1%
combinada com goma xantana prejudica a estabilidade das antocianinas.

O ponto estacionario é umponto de minima degradacédo de antocianinas em
0,04% de CMC, 0,39% de xantana e 0,19% de acido citrico.
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e Fapergs pelo apoio financeiro e bolsa concedidos.
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Resumo

A cinética de degradacado de antocianinas totais e a influéncia da temperatura no
perfil da degradacdo de antocianinas individuais em topping de mirtilo foram
avaliadas neste estudo. Foram elaboradas 4 formulag¢des, sendo duas de sistema
modelo contendo as frutas desintegradas e duas de topping contendo as frutas
inteiras, variando em cada grupo a concentracdo de goma xantana. As temperaturas
estudadas variaram de 60 a 90°C. A cinética de degradacdo das antocianinas nas
amostras segue modelo de primeira ordem. A energia de ativacao variou de 47,56 a
55,87 KJ.mol' sendo mais elevada para o topping. A andlise das antocianinas
monomeéricas nas amostras indica que o perfil de degradagdo é dependente da
forma como as frutas se apresentam: inteiras ou desintegradas.

Palavras-chave: antocianinas, topping de mirtilo, cinética de degradacao, perfil de

degradacao.

Abstract

The degradation kinetics of anthocyanins and the influence of temperature on the
degradation of individual anthocyanins in blueberry topping were evaluated in this
study. Four samples were prepared, two model system with tritured blueberries, and
two blueberries toppings with whole fruits, in each group the concentrate of xanthan
gum were varied. The temperatures ranged from 60 to 90°C. The degradation
kinetics of anthocyanins in blueberry topping follows a first order model. The
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activation energy ranged from 47.56 to 55.87 KJ.mol" and were highest for blueberry
topping. Analysis of monomeric anthocyanins in the samples indicates that the profile
of degradation is dependent on how the fruits are presented: whole or tritured.

Keywords: anthocyanins, blueberry topping, degradation kinetics, degradation

profile.

1. INTRODUCAO

Mirtilo € uma fruta que pertence ao grupo dos berries, pertencente a familia
Ericacea e ao género Vaccinium. As frutas apresentam-se na forma de bagas com
coloragao azul escura e formato achatado, a polpa, de coloracdo esbranquicada,
contém muitas sementes. O sabor das frutas € doce levemente acido e, em geral,
elas apresentam entre 1 e 2,5 cm de didmetro e 1 a 4 g de peso (ECK; CHILDERS,
1966; KLUGE et al., 1994; SAFTNER et al., 2008). Pode ser consumido in natura ou
processado sob diversas formas.

O topping é uma das formas de processamento do mirtilo. O nome refere-se a
um tipo de cobertura alimenticia, na qual as frutas encontram-se inteiras ou em
pedacos padronizados suspensas em uma base liquida e viscosa. Utilizada como
cobertura para tortas, mousses e sorvetes assim como saborizantes e agentes de
cor em iogurtes (Rodrigues, 2006).

O processo de fabricacdo do topping € semelhante ao processo de
elaboracdo de geléias. A viscosidade é conferida pela adicdo de espessantes e a
acidificacao nao participa do processo de gelificacdo como ocorre em geléias. O
acido é adicionado com a funcdo de reduzir o pH para que possa ser utilizado
tratamento térmico com temperaturas mais brandas, ele também participa como
agente de saborizacao (Rodrigues et al., 2007).

Entre as pequenas frutas o mirtilo destaca-se por apresentar elevado teor de
antocianinas cuja principal funcdo biolégica é a atividade antioxidante. As
antocianinas apresentam consideravel atividade anticarcinogénica e antiangiogénica
(SUN et al.,, 2002; MEYERS et al., 2003; KALT et al., 1999). Nos ultimos anos
pesquisas apontam que o0 consumo de antocianinas reduz o risco de doencas
coronarianas e podem auxiliar na prevencao de uma série de doencas crbnicas
(KATSUBE et al., 2003; SU, XIA, 2005).
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Antocianinas sdo compostos bioativos que fazem parte do grupo dos
flavondides e estes do grande grupo dos compostos fendlicos (NYMAN;
KUMPULAINEN, 2001; WALTON et al., 2006). Estao presentes em tecidos vegetais
e sao os principais agentes croméforos para as cores vermelho azul e purpura. Por
serem hidrossolUveis despertam o interesse para o0 uso como corantes em alimentos
(PAZMINO-DURAN et al., 2001).

A estabilidade das antocianinas é altamente afetada pelo aumento de
temperatura (FRANCIS, MARKAKIS, 1989; SKREDE, WROLSTAD, DURST, 2000).
O aquecimento, no entanto, € amplamente utilizado na industrializacdo de alimentos,
com o objetivo de eliminar microorganismos, promover mudancas de cor e textura e
principalmente aumentar a vida util dos produtos (FRANCIS, MARKAKIS, 1989;
BORDIGNON et al., 2009).

O concentracao por evapor¢cao mediante aquecimento é uma das etapas do
processamento dos toppings, causando grande impacto na reducéo de antocianinas
do mirtilo no produto final. O aquecimento também esta presente no processamento
de alguns produtos derivados do topping (Rodrigues et al., 2007). Para que os
beneficios das antocianinas se manifestem mesmo no consumo de mirtilos
industrializados, faz-se necessario preservar quantidades elevadas destes
compostos no alimento pés-processamento e no final de sua vida de prateleira. Por
isso 0 conhecimento dos parametros cinéticos € importante para predizer as perdas
que podem ocorrer durante o tratamento térmico. A degradacdo térmica de
antocianinas tem sido estudada para diversos alimentos, como framboesa (OCHOA
et al., 1999) amora (WANG, XU, 2007) uvas (MORAIS et al., 2002) e também para o
mirtilo (KECHINSKI et al., 2010).

Trabalhos anteriores indicam que ha influéncia da composi¢cdo quimica do
topping e do tratamento térmico sobre antocianinas totais em topping de mirtilo
(RODRIGUES, RODRIGUES, VENDRUSCOLO, 2010). Este trabalho teve por
objetivo estudar os parametros cinéticos da degradacao térmica de antocianinas em
sistema modelo e topping de mirtilo bem como avaliar o perfil da degradacao de

antocianinas monoméricas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Frutas

Mirtilos maduros da cultivar Bluegem safra 2007/2008 foram obtidos em
pomar da Embrapa Clima Temperado — Pelotas/RS. Apbés a colheita foram
selecionados de acordo com a aparéncia armazenados sob congelamento (-18°C)
até o momento das analises. O experimento foi realizado no Laboratério de
Biopolimeros, Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico, Universidade Federal de
Pelotas, Rio Grande do Sul.

2.3 Preparo das amostras

As amostras foram elaboradas em duas formas de apresentagcédo das frutas
(desintegradas e inteiras) e duas concentracdes de xantana (0,1 e 0,4%), totalizando
4 amostras. As quantidades de acido citrico e CMC foram fixadas em 0,16 e 0,1%
respectivamente. A proporcao de mirtilo acrescentada foi de 0,85 partes para cada
parte de solugdo de sacarose a 50°Brix, conforme proposto por Rodrigues et al.
(2007).

Tabela 1. Delineamento experimental para proporcdo de goma xantana e forma de
apresentacao das frutas em topping de mirtilo.

Amostras Forma de apresentacao das frutas Goma Xantana

(% m/m)
SMA Desintegradas 0,1
SMB Desintegradas 0,4
Topping A Inteiras 0,1
Topping B Inteiras 0,4

A carboximetilcelulose e a goma xantana juntamente com a sacarose
foram misturados em agua e agitados em agitador orbital por 3 horas até completa
dissolucdo dos polimeros. Logo apés, os frascos contendo as solucdes foram
aquecidas em banho-maria a 60°C por 60 minutos com o objetivo de eliminar bolhas
de ar formadas durante a agitacdo. As solugcées permaneceram em temperatura
ambiente até o dia seguinte.Posteriormente adicionando-se o &cido citrico e as
frutas. Nas amostras SM A e SM B as frutas foram desintegradas em um memso lote
em processador doméstico (ARNQO) imediatamente antes da mistura. Para as
amostras Topping A e Topping B as frutas foram adicionadas inteiras. Finalmente
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porcoes de 25 gramas de amostra foram acondicionadas em tubos Falcon com
capacidade para 50mL com tampa.

2.3 Tratamento térmico
Os tubos contendo as amostras foram colocados em banho de circulagéao e

aquecidos entre 60 e 90°C, para diferentes periodos de tempo. A temperatura foi
monitorada com termdmetro digital no centro térmico de um tubo especifico para
este fim. Posteriormente as amostras foram rapidamente resfriadas em banho de
gelo e a concentracdo de antocianinas totais e por HPLC foi determinada. Os
tratamentos foram:

e Amostras: SM A, SM B, Topping A, Topping B

e Temperatura: 60, 70, 80 e 90°C

e Tempo: 0, 20, 40, 60,80,100, 120, 140, 160, 180 e 200min

2.4 Determinacao deantocianinas totais

Foi avaliado o teor de antocianinas totais das amostras através do método
pH-diferencial, de acordo com Lee, Durst e Wrolstad (2005). Foram elaboradas duas
solucbes tampao, uma de cloreto de potassio (0,025M) acidificada com &cido
cloridrico até pH 1,0 (0,025M) outra de acetato de sddio (0,4M) e adicdo acido
cloridrico até pH 4,5 (0,4M). Apds extracdo das antocianinas das amostras em
solucdo extratora (etanol e HCI 1,5N na proporcao de 85:15, pH 1,0), uma aliquota
do extrato foi adicionada a cada uma das solucbes tampao (2mL extrato:8mL
solucdo tampao); a diluicao foi preparada em proporcao tal que a leitura observada
no espectrofotdmetro para a solucdo pH 1,0 resultasse em valores entre 0,2 e 1,4,
intervalo de linearidade do espectrofotémetro. As amostras de pH 1,0 e 4,5 foram
encaminhadas para leitura em espectrofotometro (U-180 HITACHI) nas faixas de
520 e de 700nm. Para o célculo da absorbancia final foi utilizada a Equacao 2.

A= (As20—A700)pH1,0 — (As20—A700)pH4,5 [Eq.1]

A concentracdo das antocianinas monoméricas totais foi expressa em mg de
cianidina-3-glicosideo.100g™ da amostra (Equacéo 2). O calculo foi feito com base

no volume de extrato e peso da amostra (PM: 449,2 e €: 26900)
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Antocianinas monoméricas (mg/100g) = A x PM x FD x 100/(¢ x 1) [Eq.2]

onde A é absorbancia (Eq.2), PM é o peso molecular, FD fator de diluicdo e € é o0

coeficiente de absortividade molar.

2.5 Identificacao de antocianinas por HPLC

A identificacdo de antocianinas individuais foi realizada por HPLC, e o preparo
da amostra realizada de acordo com método descrito por Silva et al.(2007) com
modificacées. O cromatdgrafo consistiu no sistema CLAE-Shimadzu, com injetor
automatico, detector UV-visivel a 280 nm, coluna de fase reversa RP-18 CLC-ODS
(5 um x 4,6 mm x 150 mm) com fase estacionaria octadecil e uma coluna de guarda
CLC-GODS com fase estacionaria de superficie octadecil, ambas acondicionadas
em forno a 25°C. Apds centrifugada, foi injetada uma aliquota de 20 puL da amostra
tendo como fase mdvel uma solugcado aquosa de acetonitrila (99:1 v/v) com vazao de
0,8 mL/ min, com um tempo total de corrida de 40 min. Os picos foram identificados
por comparagao com os tempos de retencao dos padrdes e quantificados através de
curvas de calibracdo dos padrbes de pelargonidina, kuromanina (cianidina-3-
glicosideo), keracianina (cianidina-3-rutinosideo) e delfinidina.

2.6 Determinacao das constantes cinéticas

A degradacédo térmica das antocianinas totais foi estudada em temperaturas
variando de 60 a 90°C. Aliquotas de 25 gramas foram colocadas em banho
termostatico ajustado para cada uma das temperaturas em estudo + 1°C. Em cada
intervalo de tempo previsto no delineamento experimental trés frascos foram
retirados do banho e imediatamente resfriados em banho de gelo, conforme
adaptacoes do método proposto por Wang e Xu (2007). A determinacao do teor de
antocianinas totais foi realizada imediatamente apds o resfriamento das amostras.

Estudos anteriores indicam que a degradacao térmica de antocianinas segue
modelo de primeira ordem (Wang, Xu, 2007), descrito nas equacodes 3 € 4.

Ci= Co exp(-kt) [Eq.3]
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t)o= - In0,5/k [Eq 4]

onde Gy € o conteudo inicial de antocianinas, totais, C; é o conteudo de antocianinas
totais apds determinado tempo t (min) de aquecimento a uma determinada
temperatura, k é a constante de cinética de primeira ordem e ti» € o tempo no qual
tera se degradado metade do conteldo de antocianinas totais na amostra.

A dependéncia da temperatura para a degradacdo de antocianinas foi
determinada de acordo com a equacéao de Arrhenius, através do calculo da energia
de ativacdo (Equacdo 5). O efeito da temperatura sobre a velocidade da reacao
também pode ser caracterizado pelo coeficiente de temperatura (Qig), que
representa a mudanca na degradagdo quando a temperatura aumenta 10°C
(Equacéo 6).

In(k) = ~Ea/RT + InA [Eq.5]

[Eq.6]

Qio= _ Km0
Kt

onde R é a constante universal dos gases (8.314J.mol".K™"), T é a temperatura em
Kelvin e A é o fator de freqiiéncia, Qio € 0 coeficiente de temperatura e k é a
constante de degradacao.

Os coeficientes de regressao foram estimados por regressao linear usando o
software STATISTICA (STATSOFT, 1998). Quando necessario, os resultados foram

analisados por analise de variancia (ANOVA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O modelo de primeira ordem foi estatisticamente significativo (p<0,01) para
descrever a degradacdo térmica das antocianinas em todas as condicdes
experimentais estudadas.

O teor de antocianinas nas amostras SM A, SM B, Topping A e Topping B

durante o aquecimento foi representado graficamente em funcdo do tempo (Figura
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1). A andlise da Figura 1 permite concluir que a degradagao térmica de antocianinas
para as quatro formulacdes segue cinética de primeira ordem de reacao com relacao
a temperatura. Outros estudos também demonstram que a degradacéo térmica de
antocianinas segue cinética de primeira ordem (CEMEROGLU, VELIOGLU, ISIK,
1994; GARZON, WROLSTAD, 2002; KIRKA, CEMEROGLU, 2003; KECHINSKI et
al., 2010; WANG, XU, 2007).

Os parametros cinéticos k e ti» para a degradacao térmica de antocianinas
estdo na Tabela 2. As constantes cinéticas de primeira ordem variaram de 0,53.10°
a 6,37.10° e o tempo de meia vida de 1,81 a 21,78 horas na faixa de temperatura de
60 a 90°C. Nos ensaios contendo as frutas desintegradas os valores de k foram mais
elevados que nos ensaios contendo as frutas inteiras, o que demonstra que as
antocianinas estdo menos susceptiveis a degradacao no topping de mirtilo do que no

sistema modelo.
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Figura 1. Cinética de degradacéo de antocianinas em topping de mirtilo contendo as
frutas desintegradas (SM A e SM B) e inteiras (Topping A e B) entre 60 e 90°C.

Isto pode ser explicado pelo fato das antocianinas estarem presentes de
maneira mais expressiva nas células da casca do mirtilo (KAISU et al., 2008)
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fazendo com que as antocianinas figuem mais expostas quando as frutas séo
desintegradas aumentando a reatividade com os demais componentes do meio. No
topping contendo as frutas inteiras a casca nao é totalmente desintegradas, o que
evita a completa exposicao das antocianinas ao meio, de acordo com o descrito por
Rodrigues, Rodrigues e Vendruscolo (2010) cerca de 65% do teor de antocianinas
totais no topping encontram-se nas frutas de mirtilo enquanto apenas cerca de 35%
estdo na porcéo fluida.

Os valores da constante de degradagao térmica (K) para Topping A e Topping
B séao inferiores aos encontrados por Kechinski et al. (2010) para suco de mirtilo
rabbiteye a 70 e 80°C, enquanto que para SM A e SM B o valor da constante

cinética foi mais elevado.

Tabela 2. Efeito da temperatura na constante de degradacao térmica e valores de ty»
para antocianinas em sistema modelo e topping de mirtilo com diferentes
composigdes.

Amostra Temperatura (°C) K x 10° (min™) R? ti2 (h)
60 1,05+0,12 0,994 11,00
SMA 70 2,15+ 0,21 0,996 5,37
80 3,87 +0,18 0,990 2,98
90 5,80 + 0,46 0,986 1,99
60 1,20+0,17 0,998 9,62
SM B 70 2,60 +£0,14 0,998 4,44
80 4,48 + 0,23 0,997 2,58
90 6,37 £ 0,30 0,993 1,81
60 0,69 +0,11 0,998 16,73
Topping A 70 1,15+0,18 0,997 10,04
80 2,97 £ 0,21 0,997 3,89
90 412 + 0,32 0,993 2,80
60 0,53+0,16 0,998 21,78
Topping B 70 1,04 £ 0,26 0,996 11,10
80 2,49 + 0,31 0,994 4,64
90 3,71 £0,44 0,989 3,11

Os valores de k aumentam conforme a temperatura € elevada (Tab. 2),
corroborando com a idéia de que quanto maior a temperatura utilizada maior sera a
degradacao das antocianinas. Kirka e Cemeroglu (2003) encontraram para suco de
laranja vermelha valores de k de duas a dez vezes mais elevado que os descritos
neste trabalho, indicando que as antocianinas nas amostras testadas por eles sao

mais sensiveis ao calor que as antocianinas de mirtilo.
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Kechinski, et al. (2010) ao comparar a constante cinética e tempo de meia
vida para suco de mirtilo com sucos de outras frutas afirma que as antocianinas de
mirtilo sdo menos susceptiveis que as demais a degradacao térmica. Wang e Xu
(2007) estudando a degradacgao térmica de antocianinas em suco de amora aponta
valores de k e t1» semelhantes ao encontrados nas amostras de Topping A e B.

O Grafico de Arrhenius para constante de velocidade de degradacao de
antocianinas em sistema modelo e topping de mirtilo é apresentado na Figura 2. Os
dados foram analisados por regressao linear, a variagdo em torno da média foi
superior a 98%, e o modelo de Arrhenius foi estatisticamente significativo (p<0,01)
para as quatro amostras em estudo. Os valores de E, obtidos a partir da inclinacao
da reta obtida bem como o coeficiente de reacdo Q1o podem ser vistos na Tabela 3.

Lrk)

50 1

* SN A o5k B & Topping A X Topping B
45 -

4.0
26 27 . 2 2
0,00265 0,00275 1_-"|'_|_|-;'1?'nﬂ 85 0,00285

Figura 2. Representacao grafica de Arrhenius da constante cinética de primeira
ordem para degradacao térmica de antocianinas em sistema modelo e topping de
mirtilo com diferentes composicoes.

Os valores da energia de ativacao reportados por Wang e Xu (2007) para
degradacdo térmica de antocianinas em suco de amora sdo semelhantes aos
encontrados nas amostras de Topping A e B, no entanto a Ea para os sistemas
modelo SM A e SM B é inferior a descrita e pelos autores para suco de amora.
Kechinski et al. (2010) avaliando a cinética de degradagédo de antocianinas em suco
de mirtilo em temperaturas de 40 a 80°C relatam uma E, de 80,42, ou seja, superior

a descrita neste trabalho para todas as amostras, indicando que quando presentes
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no suco as antocianinas do mirtilo sdo menos susceptiveis a elevacao da
temperatura do que na forma de topping ou sistema modelo. Este fato, no entanto,
pode ser explicado em funcao da forma de obtencédo do suco descrita pelos autores
que utiliza temperaturas elevadas e também ao processamento da amostra ter
ocorrido cerca de uma semana ap0s a elaboracao do suco, dessa forma, é possivel
que tenha permanecido na fragdo submetida ao experimento de degradacao térmica

apenas as moléculas cuja resisténcia ao calor seja mais elevada.

Tabela 3. Valores de Qo € Ea para degradacao térmica de antocianinas totais em
sistema modelo e topping de mirtilo com diferentes composicoes

Amostra Temperatura (°C) Qio E. (KJ.mol™) R?
60 —-70 2,05

SMA 70-80 1,80 47,56 0,978
80 —90 1,50
60 —-70 2,17

SM B 70-80 1,77 46,23 0,986
80 —90 1,42
60-70 1,67

Topping A 70 — 80 2,58 51,05 0,980
80 -90 1,39
60-70 1,96

Topping B 70 — 80 2,39 55,87 0,982
80 -90 1,49

Quando avaliado o efeito da temperatura na taxa de reacao, representado
por Qio, para as faixas estudadas na degradacdo de antocianinas em sistema
modelo e topping de mirtilo foi observado que este efeito € diferenciado para os dois
grupos de amostras (Tabela 3). Para as amostras SM A e SM B o maior efeito €
observado na faixa de 60 a 70°C, enquanto que para as amostras Topping A e
Topping B o maior efeito foi observado para a faixa de 70 a 80°C. Este fato pode ser
decorrente da presenca de uma fina camada de cera que recobre a casca do mirtilo
(BRACKMANN et al., 2010). Possivelmente com a elevacdo da temperatura acima
de 70°C a reducao da viscosidade da cera permita maior permeabilidade das células
da casca ocasionando a interagdo de um numero maior de moléculas de
antocianinas com o meio ficando mais expostas as reagdes de degradacdo. A
permeabilidade das antocianinas das células da casca para o meio pode ainda ter
sido influenciada pela viscosidade na porcao fluida do topping. Diversos autores

afirmam que a viscosidade da solugdo diminui com o aumento da temperatura
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(BEZERRA ET AL., 2009; FERREIRA, GUIMARAES, MAIA, 2008; TORALLES,
VENDRUSCOLO, VENDRUSCOLO, 2006) . Desta forma, com o aumento na fluidez
da amostra é possivel que uma taxa maior de moléculas de antocianinas migrem do
interior da casca para a porc¢ao fluida do topping. Se esta hipétese for verdadeira os
produtos se elaborados em faixas de temperatura inferior a 70°C poderao apresentar
defeitos na cor, uma vez que a coloracéo final do topping € conferida exclusivamente
pelas antocianinas naturalmente presentes na fruta.

Considerando-se ainda a probabilidade de que a viscosidade influencia na
permeabilidade da casca do mirtlo no topping, e de que quanto menor a
permeabilidade menor a degradacgao, entdo esta podera ser a causa para a que a
amostra Topping B apresente menor susceptibilidade a degradacao térmica quando
camparada ao Topping A, uma vez que Topping B apresenta teores mais elevados

de espessantes na formulagao.

Tabela 4. Teor e percentual de reducdo de antocianinas em amostras de sistema
modelo e topping de mirtilo em fase anterior e posterior ao tratamento térmico.
Perlagonidina  Kuromanina® Keracianina® Delfinidina

Amostra
Hg/g Hg/g HO/g Hg/g
Pré-tratamento 92,421 40,465 48,458 6,494
SM A Pos-tratamento 47,457 22,729 24,977 5,994
% Reducao 48,65 43,83 48,46 7,70
Pré-tratamento 92,120 40,090 48,111 6,703
SM B Pos-tratamento 52,997 22,748 24,998 6,179
% Reducao 42,47 43,26 48,04 7,82
Pré-tratamento 92,236 41,052 48,381 6,941
Topping A Pos-tratamento 69,968 28,738 32,988 5,247
% Reducao 24,14 30,00 31,82 24,41
Pré-tratamento 91,989 40,946 48,249 7,14
Topping B Pos-tratamento 70,99 30,49 33,995 4,999
% Redugéo 22,83 25,54 29,54 29,99

a: cianidina 3-glicosideo
b: cianidina 3-rutinosideo

O perfil das antocianinas presentes nas amostras foi avaliado anteriormente
ao tratamento térmico e apds 200 minutos a 90°C. Para cada amostra foi avaliado
por HPLC o teor das antocianinas monoméricas e calculado o percentual de reducéo
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(Tabela 4). Para os padroes analisados foi possivel identificar e quantificar
pelargonidina, kuromanina (cianidina-3-glicosideo), keracianina (cianidina-3-
rutinosideo) e delfinidina.

A degradacéo térmica das antocianinas individuais nas amostras de sistema
modelo e de topping de mirtilo apresentou perfis diferenciados. A maior degradacgéo
foi observada para cianidina-3-rutinosideo, e esta foi mais elevada para as amostras
SM A e SM B do que para os toppings, 0 mesmo ocorreu para pelargonidina e
cianidina-3-glicosideo. Para delfinidina, no entanto, perda substancialmente mais
elevada foi observada para as amostras comfrutas inteiras quando comparadas com
aquelas com as frutas desintegradas. Lee, Durst e Wrolstad (2002) avaliando o
impacto do processamento de suco de mirtilo sobre o perfil antocianico dos mesmos
aponta para um perfil semelhante de degradacgao para sucos com diferentes aditivos
e mesmo teor de sdlidos soluveis totais. Para as amostras mais concentradas, no
entanto, o perfil de degradacao foi diferenciado; fato este que corrobora com os
resultados apresentados neste trabalho visto que o perfil de redugéo de antocianinas
individuais esta relacionado com a forma como as antocianinas estao distribuidas na

amostra.

4. CONCLUSOES

A velocidade de degradacdo de antocianinas foi mais elevada a 90°C para
todas as amostras. O modelo de primeira ordem descreveu bem a degradacao das
antocianinas, e a dependéncia da temperatura foi significativamente representada
pela equacéao de Arrhenius.

A forma de apresentacao das frutas influencia a cinética de degradacao das
antocianinas. Quando utilizadas frutas trituradas as antocianinas apresentam-se
mais sensiveis a degradacdo térmica em comparagdo com a adicao das frutas
inteiras.

A concentracdo de goma xantana influencia a degradacédo das antocianinas,
sendo recomendadas concentracdes de 0,4% para produtos onde a fruta sera
utilizada inteira e de 0,1% para aqueles em que a fruta apresenta-se desintegrada
ambas em conjunto com 0,1% de CMC e 0,16% de &cido citrico.

O perfil da degradagao de antocianinas monoméricas € dependente da forma
de apresentacéao das frutas.
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CONCLUSOES

A adicdo de CMC, goma xantana e &cido citrico influencia a estabilidade de
antocianinas em topping de mirtilo.

A adicao de acido citrico em topping é efetiva para reduzir a perda de
antocianinas por agéo do calor e do armazenamento, mas sua acao € influenciada
pela adicdo dos espessantes.

A degradagdao de antocianinas decorrente do armazenamento é reduzida
quando as frutas s&o adicionadas inteiras no topping.

A fungéo polinomial de segunda ordem foi preditiva para descrever o efeito de
CMC, xantana e acido citrico sobre o teor de antocianinas totais em topping de
mirtilo.

A adicdo de CMC em concentrac6es superiores a 0,1% combinada com goma
xantana prejudica a estabilidade das antocianinas.

O aumento da temperatura ocasiona aumento na taxa de degradacdo das
antocianinas, e este efeito é mais elevado quando as frutas encontram-se
desintegradas, assim como o perfil de degradacado de antocianinas monoméricas
também é dependente da forma de apresentacéo das frutas.

Recomenda-se o uso de até 0,4% de goma xantana, até 0,1% de CMC e 0,16
a 0,2% de &cido citrico para reduzir as perdas de antocianinas decorrentes da agao
do calor e do tempo de armazenamento em topping de mirtilo.

Para utilizacao do topping como ingrediente em outras formulagdes que sejam
submetidas a acao do calor, recomenda-se manter as frutas inteiras a fim de

preserver a estabilidade das antocianinas.
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