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RESUMO

O cultivo de amora-preta (Rubus sp.) apresenta alto potencial na cadeia produtiva de
pequenas frutas no Brasil, sendo uma fonte rica em compostos nutritivos e de
antioxidantes naturais. O estudo objetivou quantificar alguns bioativos (compostos
fendlicos, tocoferdis e vitamina C), determinar o potencial antioxidante e avaliar a
estabilidade destes compostos bioativos durante a elaboragdo e armazenamento de
geléias light de amora-preta. Para isto foram realizadas determinacdes de
composicao centesimal, acido L-ascérbico, tocoferdis, fendis totais, acidos fendlicos
individuais, antocianinas totais e da capacidade antioxidante. Estas determinagdes
foram realizadas em trés cultivares de amora-preta in natura, Guarani, Tupy e
Brazos, e em geléias convencional e light obtidas a partir da cv. Tupy durante o
periodo de armazenamento por seis meses. As cultivares apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas similares, destacando—se a cv. Tupy com teor
superior de acido L-ascorbico, elevado conteldo de antocianinas totais e baixo teor
de tocoferbis. As demais cultivares apresentaram baixo conteldo de acido L-
ascorbico, maior potencial antioxidante e contetudo superior de tocoferdéis. Durante o
processo de elaboracdo das geléias ocorreu uma degradacao parcial de todos os
compostos avaliados; no entanto, esta degradacédo foi menos intensa na elaboracéo
da geléia light. Os principais acidos fendlicos identificados, tanto na fruta in natura
quanto nas geléias foram o acido p-hidroxibenzéico, acido galico e epicatequina.
Houve perdas significativas de acido L-ascoérbico no produto processado, sendo que
as cinéticas. Durante o armazenamento o acido fendlico que apresentou maiores
perdas foi a catequina, tanto para a geléia convencional quanto para a light. As
maiores perdas de tocoferdis durante o armazenamento foram verificadas na geléia

convencional.
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ABSTRACT

The cultivation of blackberry (Rubus sp.) shows high potential in the
productive chain of small fruit in Brazil, with a source rich in nutritious compounds
and natural antioxidants. The study aimed to quantify some phytochemicals
(phenolic compounds, tocopherols and vitamin C), determine the antioxidant
potential, and evaluate the stability of these phytochemicals for the preparation and
storage of blackberry jelly light. For this determinations were made of proximate
composition, L-ascorbic acid, tocopherols, total phenols, individual phenolic acids,
anthocyanins and total antioxidant capacity. These determinations were performed
on three varieties of blackberry in nature, Guarani, Tupy and Brazos, in jelly
conventional and light derived from the cv. Tupy during the storage period for six
months. The cultivars had similar physical and chemical characteristics, such a cv.
Tupy with respect to the higher content of L-ascorbic acid, high content of total
anthocyanins and low-tocopherols. The other cultivars had low content of L-ascorbic
acid, and antioxidant content greater potential for higher tocopherols. During the
drafting process of jelly there was a partial degradation of all the compounds
evaluated, but this decline was less intense in the drafting of jelly light. The main
phenolic acids identified both in fruit in nature and in jelly were the p-hydroxybenzoic
acid, gallic acid and epicatechin. During storage the phenolic acid which showed
higher losses was the catechin, both for conventional and for a light jelly. The largest

losses of tocopherols during storage were found in conventional jelly.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos vem crescendo a propor¢cdo de consumidores que estao
modificando seus habitos alimentares na busca de uma alimentacdo menos caldrica,
e com alimentos mais nutritivos e saudaveis. Dentro deste contexto destacam-se 0s
produtos light, cuja alegacdo esta associada a uma dieta de baixas calorias. O
mercado de produtos light jA& estd consolidado e € bastante diversificado, com
constantes inovagdes as quais tem sido direcionada principalmente a obtencéo de
produtos que apresentem, além de valor cal6rico reduzido, outros aspectos
relevantes do ponto de vista de saude. A utilizagdo de frutas para o desenvolvimento
destes produtos tém sido expressiva, visando atender a esta premissa.

A Regido Sul do estado do Rio Grande do Sul tem se destacado pelo
potencial na producdo de frutas nativas e de pequenas frutas devido as condi¢gbes
climaticas e adaptacdo de espécies, levando ao aumento da producéao da fruta in
natura e de seus produtos derivados, como sucos, geléias, sorvetes, frutas secas,
dentre outros (RASEIRA & ANTUNES, 2004).

A geléia consiste em um dos principais produtos elaborados com frutas nesta
regido; porém, durante o processamento e armazenamento deste produto ocorrem
perdas substanciais de componentes nutricionais caracteristicos presentes na
matéria-prima original, incluindo componentes bioativos pertencentes a classe dos
compostos fendlicos (flavandides, acidos fendlicos e antocianinas), clorofilas,
fitosterdis, carotendides e tocoferdis. O conteldo destes compostos presentes no
fruto in natura e em seus produtos derivados pode ser muito variavel, pois depende
de uma série de fatores, como da cultivar, do grau de maturacéo, das condicdes de
crescimento, do processamento e da estocagem. Produtos light, como as geléias,
além de atender a tendéncia de novos habitos do consumidor, podem apresentar
maior retencdo de compostos bioativos, como de &cidos fendlicos e pigmentos
naturais, devido ao seu processamento mais brando, pelo menor tempo de
exposicdo do produto a altas temperaturas, comparativamente aos produtos
convencionais.

Até o momento, praticamente inexistem dados na literatura quanto a
identificacdo e quantificacdo individualizada de compostos bioativos nas variedades
de amora-preta mais comuns no Brasil (Brazos, Tupy e Guarani) testadas e

adaptadas as condi¢cbes da Regido Sul do estado do Rio Grande do Sul, nem
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tampouco sobre a estabilidade destes compostos durante a elaboracao e estocagem
de produtos de baixas calorias (geléias).

O estudo teve por objetivo identificar e quantificar os principais compostos
bioativos nas cultivares de amora-preta in natura (Guarani, Tupy e Brazos), avaliar a
estabilidade destes compostos no processamento e armazenamento de geléias
convencional e light, e determinar a capacidade antioxidante dos frutos e das

geléias.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O mercado de pequenas frutas

A mudanca no habito alimentar da populagdo brasileira, observado nos
altimos anos, aliada ao aumento do poder aquisitivo da populacdo de baixa renda,
propiciou ampla possibilidade de mercado para a producdo de frutas frescas e
industrializadas no Brasil, destacando-se nos estados do Sul, Sdo Paulo e Sul de
Minas Gerais, principalmente se considerar que as condi¢fes climéticas destas
regibes permitem a oferta de frutas das espécies de clima temperado em diversos
periodos do ano (ANTUNES, 2002; RASEIRA & ANTUNES, 2004).

A designacdo de “pequenos frutos” ou small fruit, € utilizada na literatura
internacional para referenciar diversas culturas como a do morangueiro, amoreira-
preta, framboeseira, groselheira, mirtileiro, entre outros. O cultivo de pequenos frutos
caracteriza-se pela elevada exigéncia de mao-de-obra, e, portanto, deve-se
vislumbrar a possibilidade do retorno econémico para suprir 0os custos de producao
(ANTUNES, 2002).

Dentre as vérias opcoes de espécies fruticulas com perspectivas de cultivo e
comercializacdo tem-se a amoreira-preta (Rubus sp) como uma das mais
promissoras. A amora-preta € uma das espécies que tem apresentado sensivel
crescimento de area cultivada nos ultimos anos no Rio Grande do Sul, sendo hoje o
estado de maior producédo nacional, com aproximadamente 700 t.ano™; no entanto, a
amoreira apresenta potencial de cultivo em outros estados de caracteristicas
climaticas semelhantes as do Rio Grande do Sul (ANTUNES, 2002; RASEIRA &
ANTUNES, 2004).

Devido ao baixo custo de implantacdo, manutencéo, e principalmente pela
reduzida utilizacdo de defensivos agricolas no pomar, a cultura da amora-preta se
apresenta como opcao da agricultura familiar. Esta € uma cultura de retorno rapido,
pois, mesmo em pequena escala no segundo ano de cultivo comeca a producao,
conferindo ao pequeno produtor opgdes de renda, pelo destino deste produto ao
mercado in natura ou industrializado na forma de sucos, frutas em calda, polpa para
sorvetes, corantes naturais e produtos geleificados como geléias e doces cremosos
(ANTUNES, 2002).
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2.2 Amora-preta

O género Rubus compreende cerca de 400 a 500 espécies, que possuem
ampla adaptacédo climatica. Dentre as espécies de maior interesse agronémico deste
género destacam-se a Rubus idaeus (framboesa) e a Rubus eubatus (amora-preta),
ambas pertencentes a familia Rosaceae (ANTUNES, 2002; RASEIRA & ANTUNES,
2004).

A amora-preta pertence ao grupo de bagas, como a groselha, as quais séo
constituidas por um consistente ou receptaculo, do qual ndo podem ser facilmente
removidas antes da maturacdo. O numero e arranjo das drupas sao caracteristicos
nos diferentes frutos, existindo numerosas espécies de amora-preta, variadas em
tamanho e forma (GREEN, 1971).

A amoreira-preta € uma espécie arbustiva de porte ereto ou rasteiro, que
produz frutos agregados, denominados mini drupa ou drupete, onde existe uma
pequena semente, pesando cerca de 4 a 7 gramas, de coloracdo negra e sabor
acido a doce-acido. Apresenta espinhos em suas principais cultivares comerciais, o0
gue exige muito cuidado do operador durante a colheita com sua integridade fisica,
além de exigir cuidados no seu manuseio para manter a qualidade do fruto
(ANTUNES, 2002; RASEIRA & ANTUNES, 2004). E uma espécie rustica e de facil
manejo, apresentando alto potencial de cultivo em regides brasileiras onde o periodo
de inverno € marcante (SANTOS; RASEIRA; MADAIL, 1997).

O cultivo da amora-preta comegou na segunda metade do século XIX nos
Estados Unidos, onde é conhecida como blackberry. No Brasil, as primeiras culturas
foram introduzidas em 1972, no Centro de Pesquisa da Embrapa Clima Temperado,
localizada em Pelotas-RS. Esta cultura apresentou boa adaptacéo e tem alcangado
alta produtividade, a considerar as condi¢des climaticas desta regido que permite o
cultivo de frutas das espécies de clima temperado (ANTUNES, 2002; NACHTIGALL
et al., 2004; RASEIRA & ANTUNES, 2004). Além das cultivares inicialmente
introduzidas na época: Brazos, Comanche e Cherokee, a Embrapa Clima
Temperado desenvolveu um programa de melhoramento genético originando as
cultivares: Ebano, Negrita, Tupy, Guarani, Cainguangue e Xavante (SANTOS;
RASEIRA; MADAIL, 1997).
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Dentre as principais cultivares testadas e adaptadas as condi¢des do sul do
Brasil destacam-se (RASEIRA & ANTUNES, 2004):
- Guarani: originaria de sementes é resultado de cruzamentos (Lawton x (Darrow x
Brazos)) x (Shaffertree x Brazos). Foi introduzida pela Universidade de Arkansas nos
Estados Unidos e selecionada na Embrapa Clima Temperado (Pelotas-RS). Entre
suas caracteristicas estédo a floragdo durante a todo o més de setembro e primeira
dezena de outubro, e colheita durante o0 més de dezembro. Esta planta possui
hastes eretas e com espinhos; as frutas sdo de coloracdo preta e uniforme,
consisténcia firme, sementes pequenas, pelicula resistente a aroma ativo, sabor
doce-acido, sendo um pouco mais acido que doce; e o teor de solidos sollaveis varia
de 8 a 10° Brix, com peso médio de 5 a 6 gramas.
- Brazos: cultivar precoce, lancada pela Texa A&M University, em 1959. Resultou de
uma selecdo de segunda geracdo origindria do cruzamento entre Lawton e
Nessberry. Possui hastes semi-eretas e com espinhos; as frutas apresentam peso
meédio em torno de 6 a 7 gramas. O sabor é doce &cido e adstringente e consisténcia
firme, mas se sobressai a acidez e um pouco de adstringéncia. O teor de sdlidos
solaveis é, em geral, entre 8,0° e 8,5° Brix, com periodo de colheita em inicio de
novembro.
- Tupy: é atualmente a cultivar de amora-preta mais plantada no Brasil, é resultado
do cruzamento das cultivares Uruguai e Comanche, realizado pela Embrapa Clima
temperado em 1982. As plantas sdo de porte ereto, vigorosas, com espinhos, os
frutos apresentam de 7 a 9g de peso médio, sabor equilibrado (acidez/agucar),
consisténcia firme, pelicula resistente, com teor de soélidos sollveis entre 8 a 9°Brix.
A colheita ocorre entre meados de novembro a inicio de janeiro.

A amoreira-preta in natura € altamente nutritiva, pois contém cerca de 85% de
agua, 10% de carboidratos, elevado conteudo de minerais (destacando-se o calcio e
potédssio, sendo apontada como de interesse no combate a osteoporose e como
tbnico muscular durante praticas esportivas), além de vitaminas A, C e do complexo
B. Uma série de funcbes sdo relatados na literatura internacional relacionados as
propriedades da amora-preta em funcédo de seus constituintes quimicos, estando,
entre eles os compostos fendlicos, destacando-se os flavonéides, os quais estéo
presentes na fruta fresca e em seus produtos, sendo considerados importantes
fontes de protecédo a saide (MAATA-RIIHINEN, KAMAL-ELDIN, TORRONEN, 2004;
RASEIRA & ANTUNES, 2004; ZADERNOWSKI, NACZK, NESTEROWICZ, 2005).
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Devido a sua estrutura fragil e a alta atividade respiratoria dos frutos, a vida
pos-colheita dos frutos de amora-preta é relativamente curta, 0 que aumenta a
importancia e perspectiva de comercializacdo na forma industrializada, como
geléias, sucos, sorvetes e polpas (AGAR et al., 1997; ANTUNES, 2002 e MOTA,
abr.- jun.2006).

2.2.1 Compostos fendlicos

Compostos que apresentam atividade antioxidante ocorrem naturalmente em
praticamente todas as plantas, e o maior beneficio de uma dieta pode ser pelo
aumento de consumo destas substancias, que dentre as quais estdo incluidos os
carotendides, vitaminas (principalmente a vitamina C), tocoferdis, glutationina,
metabolitos enddgenos e os compostos fendlicos.

A amora-preta apresenta-se como uma fonte importante de compostos
fendlicos bioativos, destacando-se a presenca das antocianinas, cianidina-3-
glicosidio e cianidina-3-rutinosidio; dos flavondis, quercetina e kaempferol; dos
flavandis, catequina e epicatequina; e dos acidos fendlicos, acido p-cumarico, acido
cafeico, acido ferulico, acido p-hidroxibenzdico, acido elagico e o acido galico
(MAATA-RIIHINENN et al., 2004; SIRIWOHARN et al., 2004).

Estes compostos, quando presentes em tecidos de plantas, sdo responsaveis
pela capacidade antioxidante que tem sido largamente atribuida aos flavondides, os
quais tém demonstrado agirem como quelantes do oxigénio singlete e triplete,
sequestrante de radicais livres e inibidor enzimatico, além de atuarem como
sinergistas de outros compostos fendlicos (MAATTA-RIIHINEN, KAMAL-ELDIN,
TORRONEN, 2004, MOYER, 2002; ZADERNOWSKI, NACZK, NESTEROWICZ,
2005; ZAFRILLA, FERRERES, TOMAS-BARBERAN, 2001).

A capacidade antioxidante dos compostos fenodlicos vem sendo relacionada

com sua estrutura quimica, devido a presenca de grupos hidroxil, fatores
considerados criticos para a atividade antioxidante (ELISIA et al., 2007).
A capacidade destes compostos de sequestrar radicais livres € primariamente
atribuida a alta reatividade dos substituintes hidroxi (OH") ligados ao anel benzo-
pireno presente na estrutura dos flavanoides, que participam segundo a reacao
(eq.1):
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F-OH+R — F-0 + RH (eq.1)

O F-OH representa o flavonéide e R’ representa o radical livre. Portanto, o
grupamento hidroxi cede um atomo de hidrogénio e um elétron para o radical livre,
tornando-o estavel. Devido a capacidade do grupo aromatico de se reestruturar
frente ao desapareamento de elétrons, a estrutura do flavandide também fica
estabilizada (KUSKOSKI et al., 2004). Outro determinante estrutural importante na
atividade antioxidante dos flavondides pode ser a presenca dos grupos 4-OH e 3'-
OH. A adicdo de grupos hidroxil no &tomo de carbono orto da posi¢do 4-C aparece
para acrescentar um aumento da atividade antioxidante (ROSS & KASUM, 2002).

Mais de 4.000 compostos fendlicos ja foram identificados, sendo que a grande
maioria destes compostos presente na dieta pertencem a classe dos flavonoides,
dos &cidos fendlicos e dos polifendis (presentes essencialmente na forma de
taninos) (KING & YOUNG, 1999). Embora se conheca inimeros compostos fendlicos
presentes em plantas, estes ainda ndo foram completamente estudados devido a
complexidade de sua estrutura quimica e de sua extensa ocorréncia em vegetais
(DIMITRIOS, 2006).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios naturalmente presentes
nas plantas; sdo biossintetizados a partir das vias do acetato e do chiguimato. e
estdo envolvidos no processo de crescimento e reproducdo das plantas, na
resisténcia a patégenos e predadores, como protetores de doencas na pré-colheita,
além de participar do desenvolvimento e pigmentacéo da planta (ROSS & KASUM,
2002; SELLAPPAN, AKOH, KREMER, 2004). Como classe geral estes compostos
estdo presentes em praticamente todos os frutos, mas individualmente s&o
especificos para uma espécie de fruta ou hortalica.

A presenca de compostos fendlicos especificos e sua estabilidade, esta
relacionada a fatores como o tipo de fruta, variedade, localizacdo geografica,
condicbes ambientais e climaticas durante o crescimento (fertilizacdo, temperatura,
luz e agua), presenca de doencas na planta, condicdes de armazenamento pos-
colheita e condi¢cbes de processamento (KING & YOUNG, 1999; ROSS & KASUM,
2002; ZADERNOWSKI, NACZK & NESTEROWICZ, 2005). Os compostos fendlicos
também séo importantes pela sua contribuicdo a qualidade sensorial das frutas (cor,

flavour, incluindo a adstringéncia); no entanto, estes compostos podem ser afetados
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por processos tecnoldgicos utilizados na preparacdo de produtos derivados (HO,
HOGG & SILVA, 1999; VENDRAMINI & TRUGO, 2004).

Os flavandides sdo compostos derivados da benzo-y-pirona, quimicamente
consistindo de cadeias fendlicas e do anel pirano, ocorrendo na forma de agliconas,
glicosideos, ésteres e derivados metilados (Figura 1). A maioria dos flavondides
possuem 15 &tomos de carbono no seu nucleo fundamental, que é formado por dois
aneéis benzénicos (estruturas A e B da Figura 1) ligados por um anel heterociclico
pirano, com dupla ligacdo entre os carbonos 2 e 3 (estrutura C da Figura 1). A
grande diversidade dos flavondides é decorrente das variacdes estruturais devido a
diferentes niveis de oxidag&o, resultando nas flavonas, flavononas, flavonadis,
antocianinas e isoflavonas. Os flavonoides diferem quanto ao arranjo dos
grupamentos hidroxi, metoxi e glicosidico, e na conjugacdo entre as cadeias
fendlicas ligadas entre si pelo anel pirano, que formam sua estrutura bésica
(DORTA, 2007). A atividade antioxidante dos flavondides e de seus metabdlitos

depende do arranjo de seus grupos funcionais na estrutura molecular.

FIGURA 1. Estrutura basica do flavanoéide.
Fonte: Skerget et al., 2005.

Os trés flavondis mais comuns sdo a quercetina, miricetina e o campferol. A
guercetina, quantitativamente, € o principal constituinte fendlico em plantas (KING &
YOUNG, 1999; MAMEDE & PASTORE, 2004; SIRIWOHARN, WROLSTAD & FINN,
2004).

No grupo dos flavandis estdo presentes a (+) catequina e a (-) epicatequina,
as quais ocorrem frequentemente na forma combinada com acido galico ou na forma
de polimeros em taninos condensados (KING & YOUNG, 1999; MAMEDE &
PASTORE, 2004; SIRIWOHARN, WROLSTAD & FINN, 2004).

As isoflavonas pertencem exclusivamente a familia das leguminosas, e

ocorrem em grandes quantidades somente em soja e seus produtos derivados. Os
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principais compostos deste grupo sdo a genisteina e a daidzeina (KING & YOUNG,
1999).

As antocianinas consistem em um dos maiores grupos de pigmentos
hidrosoluveis, sdo responsaveis pela cor vermelha, roxa e azul de muitas frutas,
vegetais e flores. A estrutura basica das antocianinas € formada pelo grupo flavilio
(2-fenil-benzopirilo), ocorrendo na forma de derivados polihidroxi e polimetoxi do sal
flavilum. Dentre as principais antocianinas presentes em “pequenos frutos” estao
incluidas a cianidina-3-glucosideo (Figura 2a), cianidina-3-rutinosideo (Figura 2b),
delfinidina-3-glucosideo, delfinidina-3-rutinosideo e pequenas quantidades de
pelargonidina-3-rutinosideo, malvidina e peonidina- 3- rutinosideos (DAO et al.,
1998; DUGO et al., 2001; MAMEDE & PASTORE; 2004);

HO
HO O
HO
OH
Cyanidin-3-0O-glucoside Cyanidin-3-O-rutineside
(Blackherry, Strawberry, Elderberyy) (Blakcurrant, Blackberry)
() (b)
FIGURA 2. Estrutura quimica da cianidina-3-glicosidio (a) e da ciandina-3-rutinosidio
(b).

Fonte : Beattie et al., 2005.

Dentre os compostos fenélicos que ndo pertencem a classe dos flavonéides
estdo os acidos fendlicos, os quais sao classificados em acidos hidroxibenzdicos e
derivados do acido benzdico, comumente presente no estado livre ou combinado a
ésteres ou glicosideos, tendo como principais representantes o acido galico (Figura
3a) e acido elagico (Figura 3b); e os acidos hidroxicinamicos, que sao derivados do
acido cinamico, os quais ocorrem comumente na forma livre ou na forma de ésteres

e éteres, tendo como compostos majoritarios 0s acidos p-cumarico, ferrdlico e
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cafeico (AMAKURA et al, 2000; KING & YOUNG, 1991; SIRIWOHARN,
WROLSTAD & FINN, 2004).

(o |

(@) (b)

FIGURA 3. Estrutura quimica do acido galico (a) e do acido elagico (b).
Fonte : Malacrida & Motta, 2006.

O acido elagico (C4HeOg) apresenta-se como um dos acidos fendlicos de
maior relevancia, e tem sido reportado em varios estudos pela sua
representabilidade em frutos de amora-preta. Este composto € um hidrélito da
elagitanina, produto da condensacdo do acido galico, que pode estar presente nas
plantas na forma de &acido elagico livre, de acido elagico glicosideo ou de
elagitaninas, a qual € a mais comum (HAKKINEN, 2000; MATTILA &
KUMPULAINEN, 2002; SHAHRZAD & BITSCH, 1996; ZAFRILLA, FERRERES &
TOMAS-BARBERAN, 2001).

A avaliacdo de "pequenas frutas” como fonte de compostos bioativos quanto a
sua acdo antioxidativa, esta associada a fatores relacionados a absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo (MAATTA-RIIHINEN, KAMAL-ELDIN,
TORRONEN, 2004). A funcionalidade destes compostos baseia-se em sua ag&o
como inibidor de radicais livres e como sequestrante de enzimas e metais, 0s quais
estariam envolvidos em alteracbes patoldogicas como da aterosclerose, cataratas,
cancer, patologias cerebrais e de inflamacdes cronicas (GARCIA-ALONSO et al.,
2004; SELLAPPAN et al., 2002; SIRIWOHARN et al., 2004; ZADERNOWSKI et al.,
2005).
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2.2.2 Acido ascorbico

A vitamina C (Figura 4) é um importante componente de qualidade em muitas
frutas, particularmente em pequenas frutas; porém, a amora-preta apresenta
contetidos inferiores desta vitamina (cerca de 20 mg.100g™) quando comparado com
o conteudo de véarias outras pequenas frutas (AGAR et al., 1997; BARBOZA, 1999).

FIGURA 4. Estrutura quimica do acido L-ascorbico (forma ativa de vitamina C).
Fonte: Davies, Austin & Partidge, 1991.

A vitamina C € uma das principais vitaminas panataicdo humana, atua na
prevencdo do escorbuto, ha manutencdo saudavelala dos vasos sanguineos, na formacéao
do colageno, na absorcéo de ferro inorganico ecdacéo do nivel de colesterol (BURDULU,
2005; CHAMPE, 1996). O acido L-ascorbico (AA) éanfia biologicamente mais ativa da
vitamina C, e também apresenta atividade antioxéd&s processos de degradacao do AA,
que podem ocorrer por via anaerbbica e aerobipendiem de fatores como da concentracao
de oxigénio, calor, luz, temperatura e tempo decagem (BURDULU et al., 2006). A forma
inicial resultante da oxidacéao reversivel da vitaarnC é o acido dehidroascoérbico, que exibe
cerca de 80% da atividade biolégica de seu precan&moxidado. Pertencem também ao
grupo de compostos da vitamina C, o acido eritérbio acido D-isoascoérbico, que sao
estereoisdmeros do acido L-ascorbico, mas queeayes somente 5% de atividade
vitaminica (FONTANNAZ et al., 2006; HERNANDEZ et a82006; HIDIROGLOU et al.,
1998).

Nos alimentos, o acido ascorbico possui uma fun¢cado muito importante, devido
a sua acao fortemente redutora. Este composto é amplamente empregado como

agente antioxidante para estabilizar cor, sabor e aroma de alimentos. E utilizado
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ainda como conservador e para 0 enriquecimento ou restauracao, a niveis normais,
do valor nutricional perdido durante o processamento (ANGELUCCI et al., 1987).

O acido ascorbico é uma substancia estavel em solucdo acida. O pH alcalino,
aguecimento, concentracao inicial do acido, relacdo do &cido ascoérbico: acido
dehidroascorbico e a presenca de metais (principalmente cobre e ferro) sédo fatores
que podem influir sobre os mecanismos degradativos do &cido ascérbico
(COULTATE, 1994).

O &cido ascorbico é muito sensivel a diversas formas de degradacéo,
apresentando-se como uma das formas mais instaveis. A taxa de degradacao dessa
vitamina esta diretamente associada ao processamento, manuseio, armazenamento
e consumo dos alimentos aos quais esta presente. A principal causa da degradacéo
da vitamina C em alimentos consiste em sua oxidacdo, incidindo na formacéo
subsequente de furaldeidos, que facilmente se polimerizam, resultando na formacéo
de pigmentos escuros. A oxidacdo da vitamina C pode ser via enzimatica, através da
ascorbato oxidase, citocromo oxidase e peroxidase, mesmo embora, durante o
processamento de alimentos, as perdas de vitamina C devido a acdo enzimatica
sejam minimas. As principais perdas se devem a reacdes ndo enzimaticas,
oxidativas e ndo oxidativas, as quais sao aceleradas pela reducdo do pH do meio
(BOBBIO & BOBBIO, 1995).

Durante 0 processamento ou armazenamento, podem ocorrer perdas da
vitamina C através de uma série de rotas diferenciadas; porém, poucos estudos tém
sido realizados com o objetivo de determinar as rotas metabdlicas que estédo
envolvidas em cada alimento especifico (FENNEMA, 1993).

Devido a sua alta solubilidade em agua, o acido ascorbico é facilmente
perdido por lixiviacdo a partir das superficies expostas do fruto. As maiores perdas
tém se observado durante o branqueamento ou por lixiviagdo durante o
processamento, com um percentual de perda variando segundo o tipo de alimento e
da concentracéo inicial de acido ascoérbico no produto (HOWARD et al., 1994).

2.2.3 Tocoferois

Os tocoferois (precursores da vitamina E) constituem um importante grupo na
dieta humana, estando vinculados as fun¢des bioldgicas gerais, incluindo a atividade
vitaminica, capacidade antioxidante, modulacdo da funcdo imune e regulacdo da
diferenciacao e proliferacao celular (GRANADO-LORENCIO et al., 2007).
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A vitamina E é considerada como fator de protecdo de aproximadamente 80
tipos de doencas, como cancer, doencas cardiovasculares, danos nas membranas
das células e do DNA, oxidacéo de lipoproteinas de baixa densidade, entre outros. O
alfa-tocoferol, é a forma mais comum de vitamina E presente na natureza, e é a sua
forma mais biologicamente ativa. Este tocoferol consiste na principal vitamina com
capacidade antioxidante transportada pela corrente sanguinea pela fase lipidica das
particulas lipoprotéicas. Junto com o beta-caroteno e outros antioxidantes naturais,
chamados ubiquinonas, a vitamina E protege os lipidios da peroxidagcdo in vivo
(CHING & MOHAMED, 2001; SOUZA et al., 2003).

A vitamina E é composta de quatro variantes de tocoferol (Figura 5) e quatro
variantes de tocotriendis. Tocoferdis e tocotriendis sdo designados como a-, -, y- €

0-, de acordo com o0 numero e posi¢cao dos grupos metil na cadeia (Figura 5).

1] alfa-tocofaral
[a)

L ) beta-tocoteral

(b

W gamima-toco ferol
| 1]

Wi ., delta-tocoferol
[d)

FIGURA 5. Formas do tocoferol: a-tocoferol (a); B-tocoferol (b); y-tocoferol (c); e &-
tocoferol (d).
Fonte: Vitamina E, 2005.

A rota da vitamina E no organismo pode ser explicada em geral como um
lipidio antioxidante na estabilizacdo de membranas subcelulares, mas se tem
observado que participam de mais atividades vitaminicas (DIAZ et al, 2007;
SIQUEIRA et al, 1997). A sua fungcdo como antioxidante na peroxidacdo das
membranas celulares ocorre pelo fornecimento de um &tomo de hidrogénio ao
radical peroxido formado, agindo como sequestrante de radicais livres, protegendo

assim as membranas celulares de possiveis danos (SIQUEIRA et al., 1997).
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A vitamina E apresenta pouca resisténcia ao aguecimento e a a¢ao de 4cidos,
sendo instavel a acdo de agentes alcalinos, da luz ultravioleta e oxigénio. Essa
vitamina € destruida quando em contato com gorduras rangosas, € com 0S metais
chumbo e ferro. Como sé&o insoliveis em agua, ndo ha perda por extracdo na
coccéo (RICE-EVANS & MILLER, 1995; SIQUEIRA et al, 1997).

2.2.4 Bioativos e a saude humana

Estes compostos tém sido recentemente investigados cientificamente devido
sua importancia na promocdo da saude e prevencdo de doencas. Devido a
associacado de uma dieta rica em frutas e hortalicas e o decréscimo da incidéncia de
véarias doencas, tém sido consideradas como evidéncias epidemiologicas (GARCIA-
ALONSO et al., 2004).

Véarios estudos tém demonstrado que a presenca de radicais livres no
organismo causa danos oxidativos em diferentes moléculas, como lipidios, proteinas
e acidos nucléicos; o estresse oxidativo leva a formacdo de cancer, aterosclerose,
isquemia, inflamacdes e doencas neurodegenerativas, entre outros (BUTKOVIC,
KLASINC & BORS, 2004; GARCIA-ALONSO et al., 2004).

Espécies reativas do oxigénio sdao formadas in vivo durante o metabolismo
aerobio normal e acimulo pode chegar a um nivel critico e levar ao desenvolvimento
de vérias doencas. A acdo de radicais livres também pode causar danos oxidativos
no DNA, o qual desempenha um papel importante nos processos de mutagénese e
carcinogénese (BIANCHI & ANTUNES, 1999).

As moléculas organicas ou inorganicas e 0s atomos que contém um ou mais
elétrons ndo pareados, com existéncia independente, podem ser classificados como
radicais livres. Essa configuracdo confere aos radicais livres moléculas altamente
instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente muito reativas. A presenca dos
radicais é critica para a manutencdo de muitas funcbes fisioldgicas normais.
Algumas espécies de radicais livres sdo: oxigénio singlete (*O.), radical superéxido
(O,), radical hidroxila (OH"), 6xido nitrico (NO") e peroxinitrito (ONOO") (BIANCHI &
ANTUNES, 1999).

A figura 6 representa o orbital de um atomo (esquerda) e de um radical livre
(direita).
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FIGURA 6. Comparativo da eletrosfera de um atomo (a) e de um radical livre (b)

Os antioxidantes sao capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo
mecanismo celular ou por fontes exogenas, impedindo o ataque sobre os lipidios,
nos aminoacidos das proteinas, na dupla ligacdo dos acidos graxos poliinsaturados
e nas bases do DNA, evitando a formacéo de lesdes e perda da integridade celular.
Os antioxidantes obtidos da dieta, tais como as vitaminas C, E e A, os flavondides e
carotendides, sdo extremamente importantes na interceptacdo dos radicais livres
(BIANCHI & ANTUNES, 1999).

Dentre o0s antioxidantes presentes nos vegetais, 0S mais ativos e
freqientemente encontrados sdo o0s compostos fendlicos, principalmente os
flavondides. As propriedades benéficas desses compostos podem ser atribuidas a
capacidade de sequestrar os radicais livres. Os compostos fendélicos podem inibir os
processos da oxidagcdo em certos sistemas, mas isso néo significa que eles possam
proteger as células e os tecidos de todos os tipos de danos oxidativos. Alguns
desses compostos podem inclusive apresentar atividade pro-oxidante em
determinadas condi¢des (BIANCHI & ANTUNES, 1999).

Os flavonoides e os acidos fendlicos vem despertando muito interesse pela
observacdo de seus efeitos bioldgicos in vitro, tais como em seu potencial
antioxidante (atividade de sequestrante de metais e captador de radicais livres), na
modulacdo do sistema de atividade enzimatica, na inibicdo da proliferacdo celular e
possivel beneficio em rotas da saude humana (MAMEDE & PASTORE, 2004; ROSS
& KASUM, 2002). Varios estudos in vitro demonstram que os flavondides incluindo
acidos fendlicos, antocianinas, flavanadis, flavonois e isoflavonas, possuem atividade
antioxidante (ROSS & KASUM, 2002).
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Os flavondides sao efetivos antioxidantes em ampla faixa de sistemas de
oxidacdo quimica, demonstrado pela sua habilidade de sequestrar radicais peroxil,
radicais alquil peroxil, radicais superoxido peroxil, tanto em ambientes aquosos
guanto em ambientes organicos. Recentes estudos sugerem que alguns flavondides
podem proteger contra os radicais livres por um mecanismo que direciona somente
para o sequestro do radical livre, devido a sua habilidade de doar elétrons do grupo
hidroxil da sua estrutura. Essa capacidade também é influenciada pela atividade
quelante de metais de transicdo e pela capacidade de insercdo no interior nas
membranas biologicas (DORTA, 2007).

Em adicdo as propriedades de sequestrantes dos radicais livres, alguns
flavondides podem formar quelatos com fons de metais (Cu?*, Fe?*, zn*")
responsaveis pela geracdo de espécies reativas de oxigénio e inibem a ativacao da
reacdo da lipoxigenase (MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002; ROSS, J.A.; KASUM,
2002). Atuam também na inibicdo da oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade
(LDL), devido possuirem multiplos grupos hidroxil, especialmente grupos 3’, 4’ o-
dihidroxi, que séo gerelmente os antioxidantes mais efetivos em processos
oxidativos (MEYER, HEINONERN & FRANKEL, 1998).

2.3 Geléia light

Geléia é o produto obtido pela coccao de frutas inteiras ou em pedacos, polpa
ou suco de frutas, adicionado de agucar e 4gua e concentrado até consisténcia
gelatinosa. Pode ser adicionado de glicose ou agucar invertido, e ndo pode ser
colorida e nem aromatizada artificialmente. E tolerada a adi¢do de acidulantes e de
pectina, para compensar qualquer deficiéncia no conteudo natural de pectina ou de
acidez da fruta.

A consisténcia deve ser tal que, quando removidas de seus recipientes, sejam
capazes de manter-se no estado semi-solido. As geléias transparentes, que néao
contiverem em sua massa pedacos de frutas deveréo, ainda, apresentar elasticidade
ao toque, retomando a sua forma primitiva apos ligeira pressao (JACKIX, 1988).

Portanto trés sdo os componentes indispensaveis para a elaboracdo de uma

geléia: a pectina, o acido e o acucar. A pectina constitui-se no elemento fundamental
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necesséario a formacdo do gel, e devera ser adicionada quando a fruta ndo é
suficientemente rica em pectina. O acido também €é necessario para a formacgéo do
gel, e quando faltar na fruta podera ser adicionado na forma de acidos permitidos
por legislacdo nas proporcbes de 0,1 a 0,5%. O acglUcar € 0 outro constituinte
indispensavel na elaboracdo de geléias convencionais; 0s mais prontamente
soluveis sdo sacarose e glicose. O teor de solidos soluveis finais da geléia
convencional deve se entre 65 a 70% (GAVA, 1984).

Durante o processamento da geléia, as altas temperaturas conjuntamente
com o tempo de exposi¢do, ocorre a concentracdo de compostos, devido a
evaporacdo da agua. A presenca de aclUcar ocasiona um aumento da pressao
osmotica do meio e reducéo da atividade de agua, criando condi¢cdes desfavoraveis
para o crescimento de microorganismos.

O aumento da oferta de mercado por alimentos light, estimulou o uso de
frutas como ingredientes, pois permite a obtencdo de produtos com baixo valor
calorico e com caracteristicas semelhantes aos alimentos convencionais,
impulsionados por consumidores preocupados com uma alimentacdo mais saudavel
e com a forma fisica (CHIM, 2004; NACHTIGALL et al., 2004).

Segundo a Legislacao Brasileira, alimentos light sdo aqueles que apresentam
uma reducdo de no minimo 25% em algum de seus ingredientes caracteristicos,
quanto aos teores de sodio, agucares, gorduras, colesterol ou valor energético
(BRASIL, 1998). Em produtos derivados de frutas (como a geléia), o ingrediente que
pode ser reduzido é o agucar, com consequente reducdo em calorias. As geléias
light sdo produtos de baixo teor de solidos e requerem maior quantidade de fruta que
0 produto convencional, além de utilizar-se de pectina de baixo teor de metoxilacao,
as quais formam gel em presenca de ions metalicos, ndo necessitando da presenca
de acucares. O processamento é similar ao da geléia tradicional, porém o volume de
dgua a ser evaporado € menor, acarretando menor exposicdo ao calor,
supostamente preservando melhor os componentes nutricionais. Nestes produtos,
parte do aclUcar é substituido por edulcorantes, que em propor¢cdes adequadas,
conferem um poder adocgante equivalente a quantidade de agucar removido (CHIM,
2004).

XXX



XXXI



3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

Foram utilizadas frutas in natura de amora-preta (Rubus sp), das cultivares
Brazos, Tupy e Guarani, cultivadas na regido de Pelotas-RS e colhidas no periodo
de novembro a dezembro de 2005, em campos experimentais da Embrapa Clima
Temperado (Pelotas-RS). Os frutos foram colhidos, selecionados, de acordo com o
grau de sanidade visual, e embalados em sacos de polietileno de alta densidade
(0,45 micra), sendo entdo congelados em ultra-freezer a -80°C até o momento da
realizacdo das analises.

Para elaboracdo das geléias foram usados: sacarose comercial, pectina de
alto (ATM) e baixo (BTM) grau de metoxilacdo (marca CPKelco), cloreto de calcio
p.a., acido citrico p.a., benzoato de potassio p.a. e o edulcorante aspartame (marca
Chemax).

Utilizou-se de padrdes cromatograficos da Sigma (St. Louis, MO) e Fluka
(Milwaukee, WI): acido L-ascorbico; acidos hidroxicindmicos: &acido cafeico, acido
ferulico, &cido p-cumarico; acidos hidroxibenzéicos: acido galico, acido elagico, acido
p-hidroxibenzoico; flavonols: quercetina, kaempferol, miricetina e flavanols: (+)
catequina, (-) epicatequina, a-, &- e y- tocoferol; e de reagentes p.a.. DPPH-2,2-
difenil-1-picrilhidrasila (Sigma) e TROLOX-acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-
2-carboxilico (Sigma).

3.2 METODOS

3.2.1 Delineamento Experimental

Inicialmente fez-se uma caracterizacdo de trés cultivares de amora-preta

(Guarani, Tupy e Brazos), quanto aos seus parametros fisico-quimicos.
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Devido a estrutura fragil e alta atividade respiratoria dos frutos, a vida pés-
colheita da amora-preta é relativamente curta, por isto, com o0 aumento de producéo,
os frutos sdo comercializados preferencialmente na forma industrializada. Assim,
baseado na composicéo fisico-quimica, escolheu-se uma cultivar de amora-preta, a
qual apresentasse o maior contetdo de compostos bioativos, para a elaboragédo de
um produto de amora-preta na forma de geléia.

Na a elaboracdo das geléias, o experimento constou de 24 amostras
decorrentes do delineamento estatistico inteiramente casualizado da polpa da
cultivar pré-selecionada de amora-preta e 8 tratamentos (2 formulacées de geléias x
4 periodos de armazenamento), com trés repeticdes, sendo avaliados os parametros

fisico — quimicos (Tabela 1).

TABELA 1. Tratamentos e delineamento experimental na elaboracdo de geléias de

amora-preta.

Tratamento Variaveis Independentes Variave is
dependentes
Geléias Tempo de armazenamento Composicdo quimica,
1 Padréo T1 fenadis totais,
2 Padréo T2 antocianinas totais,
3 Padréo T3 Capacidade
4 Padrao T4 antioxidante, cor,
5 Light T1 vitamina C (4cido L-
6 Light T2 ascorbico), compostos
7 Light T3 fendlicos individuais e
8 Light T4 tocoferais.

T1- Imediatamente apds o processamento; T2 — dois meses de armazenamento; T3 —

quatro meses de armazenamento; T4 — seis meses de armazenamento.

3.2.1.1 Tratamentos

A variavel independente formulacéo consistiu em duas diferentes formulacdes

de geléias, uma convencional (controle) e a outra com reduc¢éo de calorias (light):

e F1 - geléia convencional (1:0,7 p/p, em relacdo ao teor de polpa e

sacarose);
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* F2 - geléia light com aspartame (1:0,35 p/p, em relagédo ao teor de polpa e
sacarose); consistindo na reducdo de 50% de sacarose em relacdo a
formulacdo convencional.

A variavel independente tempo de armazenamento correspondeu a
estocagem por seis meses a temperatura ambiente e luminosidade artificial
(lampada fluorescente), e foi composta por quatro pontos de avaliagoes:

* T1 - Imediatamente apds o processamento (0 meses de armazenamento);

e T2 - dois meses de armazenamento;

e T3 - quatro meses de armazenamento;

* T4 - seis meses de armazenamento.

As variaveis dependentes consistiram nas avaliacdes fisico-quimicas (tabela

1),

3.2.2 Processo de elaboracéo das geléias

Os frutos foram descongelados e lavados em agua clorada (25mg.L™ de cloro
livre) e selecionados visualmente quanto aos caracteristicas da cultivar. Apés a
retirada do excesso de agua, os frutos foram acondicionados em sacos de
polietileno, transportados para o laboratério de anélise de alimentos do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial (DCTA) da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel) e armazenados em ultra-freezer a -80°C.

Os frutos foram descongelados em refrigerador, depois foram colocados em
bandejas fora do refrigerador até atingir a temperatura ambiente, sendo entdo
triturados em liquidificador doméstico até a obtencéo de uma polpa homogénea.

Na formulacéo da geléia convencional utilizou-se uma parte de polpa para 0,7
partes de sacarose em peso; 0,8 p/p (em relagcdo ao peso da sacarose) de pectina
de alto grau de metoxilacéo; 0,3 p/p (em relacdo ao peso da sacarose) de acido
citrico; 10% de glicose (em relacdo a quantidade de sacarose); e 0,05% de
conservante benzoato de sodio (em relacdo a quantidade de polpa); com tempo de
processamento de 20 minutos.

Para a formulacéo de geléia light utilizando-se uma parte de polpa para 0,35

partes de sacarose; 1,5 p/p (em relacdo ao peso da sacarose) de pectina de baixa
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metoxilacdo; 0,3 p/p (em relacdo ao peso da sacarose) de acido citrico; cloreto de
calcio (55 mg por g de pectina); 0,05% de acido benzdico (em relacdo a quantidade
de polpa); e 1:0,0045 p/p (em relagdo ao peso de sacarose) do edulcorante
aspartame, calculado com base no seu equivalente de docura (200 vezes mais doce
gue a sacarose); com tempo de processamento de 13 minutos.

A elaboracdo das geléias foi realizada em tacho aberto, segundo o

fluxograma da Figura 7.

Polpa de fruta . Analises fisico-
l o guirmicas
Adicdo de agua
Concentragdo (20° Brix)
— i . Pecting, sacarose, dlicose, edulcorants
Adicao dos ingredientes  [* (yeléia fNohd
Concentragdo Final &dicdo do conzervarte e de Call;

(geléia o, e ajuste dopH (3,2 2

[
*-.

Envase
Fechamento "Hot Fill" | —s Armazenamento
Avaliagdes

FIGURA 7. Fluxograma de processamento das geléias convencional e light de
amora-preta.

A mistura foi concentrada até o teor de sdélidos de 68° Brix para a geléia
convencional e de 43°Brix para a geléia light. Apds atingir o teor de sélidos desejado,
as geléias foram retiradas do aquecimento e acrescidas de &cido citrico para ajuste
do pH final na faixa de 3,2, do conservante benzoato de potassio, segundo o limite
estabelecido pela ANVISA RDC n° 34 (BRASIL b, 2001), e de cloreto de calcio
(50mg.g™) nas geléias light, para ocorrer o estabelecimento do gel. As geléias foram
entdo envasadas em frascos de vidro com capacidade de 250 gramas, previamente
esterilizados, e o fechamento foi realizado manualmente ainda a quente. Logo apos
o fechamento inverteu-se as embalagens por 30 minutos, deixando posteriormente

armazenadas em local seco a temperatura ambiente.
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3.2.3 Determinagdes fisico-quimicas gerais

Foram realizadas determinagfes fisico-quimicas na matéria-prima in natura

(polpa de amora-preta recentemente descongelada) e nas diferentes formulacdes de

geléias, as quais foram avaliadas imediatamente apds o processamento e aos dois,

quatro e seis meses de armazenamento. As determinacdes foram realizadas em

triplicata, de acordo com as metodologias:

Proteina: método de Kjeldahl expressa em % (Instituto Adolfo Lutz, 1985);
Extrato etéreo: método gravimétrico de extracao pelo extrator de Soxhlet,
expresso em % (Instituto Adolfo Lutz, 1985);

Fibras: método gravimétrico, expressas em % (Instituto Adolfo Lutz, 1985);
Cinzas: método gravimétrico, expressas em % (Instituto Adolfo Lutz,
1985);

Umidade: método gravimétrico de secagem em estufa a 105°C até peso
constante, expressa em % (Instituto Adolfo Lutz, 1985);

pH: método potenciométrico, com amostra a temperatura ambiente;
Acidez: método volumétrico, titulacdo com NaOH 0.1N, expressa em % de
acido maélico (Instituto Adolfo Lutz, 1985);

Solidos soluveis: realizando a leitura em refratbmetro de Abbé, a 20T,
expressos em ° Brix;

Acucares Totais: método volumétrico, titulagdo com solucdo de Fehling,
expressos em % de glicose (Instituto Adolfo Lutz, 1985);

Acucares Redutores: meétodo volumeétrico, titulagdo com solucdo de
Fehling, expressos em % de glicose (Instituto Adolfo Lutz, 1985);

Aclucares Nao Redutores: determinados por diferenca entre agucares
totais e néo redutores, expressos em % de sacarose (Instituto Adolfo Lutz,
1985);

Determinacéo do valor caldrico total: segundo a Resolugdo — RDC, n° 40
de 21 marco de 2001, expresso em Kcal (BRASIL a, 2001).

3.2.4 Determinacéo de fenais totais
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O conteudo total de compostos fendlicos foi estimado colorimétricamente
usando a adaptacdo do meétodo de Folin-Ciocalteau (SIGNGLETON & ROSSI, 1965;
SELLAPPAN, AKOH & KREWER, 2002). Uma aliquota de um (1) mL do suco da
polpa ou de geléia foi adicionada de 60mL de agua deionizada, 5mL do reagente de
Folin-Ciocalteau 0,2N e de 20mL de solucéo de carbonato de sodio saturada (20%),
sendo entdo homogeneizada. A absorbancia foi mensurada a 765 nm em
espectrofotometro Ultrospec 2.000 UV/Visivel (Pharmacia Biotech), apos incubacéo
de duas horas a temperatura ambiente. A quantificacdo foi baseada no
estabelecimento de uma curva padrdo com 0,5; 10; 15; 25 e 50 mg.100g™ de &cido
gélico, obtendo-se uma equacéo da reta expressa por y = 438,57x — 10,478, com R?:
0,9984. Os resultados foram expressos em miligramas de acido galico equivalente

por 100 gramas de peso do fruto in natura.

3.2.5 Determinacado de antocianinas totais

O conteudo total de antocianinas foi estimado colorimétricamente segundo o
método de Lees e Francis (1972), com pequenas adaptacdes. Para a extracdo dos
compostos antocianicos utilizou-se uma (1) grama de amostra, adicionou-se 25 mL
de solucéo extratora de etanol pH 1,0 e incubou-se por uma (1) hora a temperatura
ambiente. Apds efetuou-se a leitura em espectrofotbmetro Ultrospec 2.000
UV/Visivel (Pharmacia Biotech), no comprimento de onda de 520 nm, o qual
representa o espectro de absor¢cdo das antocianinas presentes em frutos de amora-
preta (MOTA, R. V de, 2006), realizando a leitura do branco representado pela
solugdo de etanol pH 1,0. A quantificagdo de antocianinas totais baseou-se no
coeficiente de extincdo molar da cianidina-3-glicosidio (eq. 2), a qual representa a
principal antocianina presente em frutos de amora-preta, perfazendo entre 66-80%
do total de antocianinas (MOTA, 2006). O calculo da concentracédo de antocianinas é
baseado na Lei de Beer (eq.2) e os resultados foram expressos em miligramas de
cianidina 3-glicosidio por 100 gramas de fruto fresco.

A= ¢e.C.l (eq.2)

Onde: A= absorbancia
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&= Coeficiente de absor¢édo molar
C= concentragédo mol/L
| = caminho 6ptico em cm

3.2.6 Determinacao de acido L-ascorbico (vitaminaC )

Inicialmente dez gramas de amostra foram dissolvidas em 30 mL de solugéao
de acido metafosférico a 4,5% em agua ultra pura, apos filtrou-se e completou-se o
volume para 50 mL em &gua ultra pura. Do filtrado retirou-se uma aliquota de 1,5 mL
e centrifugou-se por 10 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi recolhido e uma
aliquota de 20uL da amostra foi injetada em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia.

A analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia consistiu no sistema
HPLC-Shimadzu, equipado com injetor automatico e detector UV-visivel (254 nm). A
separacao foi desenvolvida em coluna de fase reversa RP-18 (5um, 4,6 mm x 150
mm) com fase estacionaria octadecil, operando a temperatura de 25°C com fluxo de
0,8 mL.min.™. A eluic&o foi efetuada utilizando um sistema de gradiente utilizando as
fases moveis A (99,9:0,1% v/v, agua ultra pura:acido acético p.a.) e B (100%
metanol) (Tabela 2), seguindo a metodologia adaptada de Vinci et al. (1995) e Ayhan
et al. (2001).

TABELA 2. Programa do gradiente de eluicdo dos solventes A e B na determinacéo

de acido L-ascorbico.

Tempo (minutos) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 100 0
5 98 2
7 98 2
10 100 0

Solvente A: solucdo de agua ultra pura:acido acético p.a. (99,9:0,1% v/v); solvente
B: 100% de metanol.
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Para a quantificagdo de vitamina C utilizou-se a curva de padrdo externo
quadratica (Apéndice A), preparada com acido L-ascorbico (reagente padrdo para
analise com 99,97% de pureza), em concentracdes que variaram de 10, 25, 50, 75 e
100 mg.100 mL™, utilizando-se como fase mével o0 mesmo sistema de gradiente
utilizado na determinacdo da vitamina C, com tempo total de corrida de 10 minutos,

e fluxo de 0,8 mL.min.™.

3.2.7. Determinacao de tocoferois

Para a extracdo de tocoferdis, utilizou-se a metodologia adaptada de
Rodriguez-Amaya (2001), onde se adicionou aproximadamente trés gramas de celite
a cerca de vinte gramas de amostra (triturada), homogeneizando-a. A seguir
adicionou-se 20 mL de acetona gelada e procedeu-se a agitacdo por 10 minutos.
Apos filtrou-se a amostra a vacuo, lavando o residuo com acetona até que o mesmo
fique incolor.

Ap6és transferiu-se o filtrado para um funil de separagéo e acrescentou-se éter
de petroleo e agua destilada até completar o volume final do baldo. A fase aquosa
(parte inferior) foi descartada e continuou-se lavando a fase superior com agua
destilada para a remocéo total da acetona. Apos aferiu-se o baldo com éter de
petréleo. O extrato foi transferido para tubos eppendorf, centrifugou-se nas
condigcbes de 9.000 rpm por 6 minutos, utilizando-se o sobrenadante para a
avaliacao dos tocoferdis.por cromatografia liquida, utilizando-se 20 pL.

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia consistiu no sistema
HPLC-Shimadzu, equipado com injetor automatico e detector de fluorescéncia, com
comprimentos de onda de excitagéo e de emisséo, 290 e 330 nm, respectivamente.
A separacao foi desenvolvida em coluna de fase reversa RP-18 (5um, 4,6 mm x 150
mm) com fase estacionaria octadecil, operando a temperatura de 25°C com fluxo de
1,0 mL.min.. A separacdo foi efetuada utilizando um sistema de eluicdo por
gradiente, utilizando as fases méveis A (100% metanol), B (100% de acetonitrila) e
C (100% de isopropanol) (Tabela 3), seguindo a metodologia adaptada de Zambiazi
(1997).
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TABELA 3. Programa do gradiente de eluicdo dos solventes na determinagcéo de

tocoferdis.
Tempo (minutos) Fase movel (%) da fase movel

0 A 40
0 B 50
0 C 10
10 B 30
10 A 65
10 C 5

12 B 50
12 A 40
12 C 10
15 B 50
15 A 40
15 C 10

Solvente A: 100% metanol; solvente B: 100% Acetonitrila; solvente C: 100% isopropanol.

Para a quantificacdo de a-, 8- e y- tocoferol utilizou-se uma curva de padrao
externo (Apéndice B), preparada com os padrfes cromatogréficos correspondentes.
A gquantificacdo de [B- tocoferol foi realizada baseado na curva de calibracdo do &-
tocoferol, porque estes dois compostos ndo sao separados nO processo
cromatografico, e portanto, sdo quantificados conjuntamente. Para a elaboracdo da
curva padrao de a-tocoferol, utilizou-se concentracdes de 0,156; 0,312; 0,625; 1,250;
2,500; 5,000; e 7,000 ug.mL™; para o y-tocoferol utilizou-se concentracdes que
variaram de 0,078; 0,156; 0,312; 0,625; 1,250; 2,500; e de 5,000 ug.mL™; e para o &-
tocoferol utilizou-se solu¢des de concentracdes de 0,078; 0,156; 0,312; 0,625; 1,250;
2,500; e de 5,000 ug.mL™. Na elaboracdo das curvas padrées utilizou-se a mesma
fase movel utilizada na separacdo da amostra (tabela 3), com tempo total de corrida
de 15 minutos e fluxo de 1,0 mL.min.™

O conteldo total de tocoferéis na amora, expresso e mg.100g™ de amostra,

foi determinado pela soma dos tocoferéis individuais.

3.2.8 Determinacdo dos compostos fendlicos individu ais
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Os compostos fendlicos foram extraidos da polpa dos frutos e das geléias
usando o método descrito por Hakkinen et al. (1998), com pequenas modificagdes.
Cinco gramas da amostra macerada foram dissolvidas em 30 mL de metanol, apos
foi adicionado 4,9 mL de acido cloridrico p.a. (concentracéo final de HCI 1,2 M) para
a estabilizacdo dos composto fendlicos, sendo completado o volume em baldo
volumétrico de 50 mL com metanol. O extrato foi homogeneizado em banho de agua
a 35°C, na auséncia de luz por 24 horas. Apos este periodo, a mistura foi filtrada e o
sobrenadante foi concentrado em rotaevaporador a 40°C por cerca de 30 minutos. O
residuo concentrado foi redissolvido em metanol até o volume final de 5 mL, o qual
foi centrifugado (7.000 rpm por 10 minutos), sendo entdo injetado uma aliquota de
30uL no cromatografo.

O cromatégrafo consistiu no sistema HPLC-Shimadzu, com injetor
automatico, detector UV-visivel a 280 nm, coluna de fase reversa RP-18 CLC-ODS
(5um, 4,6 mm x 150 mm) com fase estacionaria octadecil e uma coluna de guarda
CLC-G-ODS (4) com fase estacionaria de superficie octadecil. A fase movel
consistiu em um gradiente de eluicdo (Tabela 4) com solucdo aquosa de acido
acético (99:1, %v/v) (A) e 100% de metanol (B), com fluxo de 0,8 mL/ min e tempo

total de corrida de 45 minutos, segundo metodologia descrita por Zambiazi (1997).

TABELA 4. Programa do gradiente de eluicdo dos solventes A e B para separacéo e
identificacdo de compostos fendlicos em amora-preta (Rubus sp).

Tempo (minutos) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 100 0
25 60 40
27 60 40
37 95 5
42 95 5
45 100 0

Solvente A: solucdo aquosa de acido acético (99:1, %v/v); solvente B: 100% de metanol.
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Os compostos fendlicos individuais foram quantificados com base da curva de
calibracdo do padrdo externo (Apéndices C, D, E, F, G e H), cujos padrbes (grau
espectrofotométrico) foram dissolvidos em metanol. A concentracdo das solucdes
dos padrdes variou de 0,125 ug a 12,5 pg.25uL™ para o acido p-coumarico, acido
cafeico, quercetina, acido ferulico, epicatequina, acido p-hidroxibenzoico, acido
galico e para o acido elagico; de 1,25ug a 87,5 ug.25uL™" para a catequina; e de
0,125 ug a 6,25 pg.25uL™" para a miricetina e o kaempferol. Os valores dos pontos
de calibragcdo formam estipulados com base em estudos prévios de quantificacdo de
compostos fendlicos individuais em pequenas frutas (SHAHRZAD et al., 1996).

3.2.9 Determinacédo da capacidade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada através da capacidade dos
compostos presentes nas amostras em sequestrar o radical estavel DPPH™ (2,2-
difenil-1-picrilhidrazila) (Figura 8), seguindo modificagdo do método citado por
Miliauskas et al. (2004). Para a extracdo dos compostos com atividade antioxidante
presentes na amostra, pesou-se cerca de 10 gramas da amostra e homogeneizou-
se com 100 mL de metanol (99,5%). O passo da extracdo foi completado apoés 2
horas de incubacédo a temperatura ambiente e na auséncia da luz. Os extratos foram

filtrados e concentrados em rotaevaporador a 40°C.

NOs 7 |
.
O f4—N
vo, ¢\
e/
AfOH + DPPH* — Ar* + H-DIAPH

A + DPPH* — products

FIGURA 8. Estrutura quimica do DPPH; e mecanismo simplificado da reagdo do
radical livre DPPH com compostos fendlicos.

Para o ensaio da capacidade antioxidante, a solucdo do extrato concentrado

obtido no rotaevaporador foi preparada dissolvendo-se 0,025g de extrato seco em
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10mL de metanol (solucdo A). A solucdo de DPPH foi preparada no momento da
anélise na concentracdo de 0,0259.100mL™ de metanol (solucdo B). Em seguida
adicionou-se 0,5mL da solucdo A em 0,5mL da solucédo B, fazendo-se a leitura da
absorbéancia a 517 nm, em espectrofotdmetro Ultrospec 2.000 UV/Visivel (Pharmacia
Biotech). Apds testes prévios foi estipulada em 45 minutos de incubacdo a
temperatura ambiente. Os resultados foram expressos como porcentagem de
sequestro de radicais livres (%SRL), sendo calculada em relacdo ao decaimento da
absorbancia das amostras, correlacionando ao decaimento da absorbancia do

controle (solugéo B), expressa através da equacao 3.

% inibicdo (%SRL) = [(Ab-Aa)/Ab] x 100 (eq.3)
Onde, Aa: absorcao da amostra aos zero minutos de incubagéo (branco)

Ab: absor¢ao da solugéo do extrado aos 45 minutos de incubacao.

A atividade sequestrante de radicais livres foi determinada adicionalmente a
partir da curva padréo Trolox-DPPH, utilizando-se solu¢cbes padrbes de 0,0; 0,1; 0,5;
1,0; 2,0; e 3,0 mM, fazendo-se a leitura em espectrofotbmetro a 517 nm. No teste,
uma aliquota de 5 mL foi retirada de 15 mL do extrato concentrado e adicionados de
5 mL da solugdo metandlica de DPPH. Para a obtencdo do branco utilizou-se de 5
mL de solucdo metanolica de DPPH. Apds 45 minutos fez-se leitura da absorbancia,
calculando os valores pelo uso da equacao obtida da curva de calibracdo (equacéo

4).

TEAC pppH relativa = [5,0389 . (Ab-Aa) + 0,0643] .m/v .5 (eq.4)
Onde, TEAC= Capacidade antioxidante equivalente a Trolox relativa.
Ab= absorbéancia do branco
Aa= absorbancia da amostra
v=volume do extrato em mL
m= peso da amostra em gramas
Os valores de TEAC foram expressos em pmol de trolox por grama de fruta.

3.2.10 Determinacao instrumental da cor
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A andlise instrumental da cor da amora-preta foi realizada em colorimetro
(Minolta CR-300). As amostras dos frutos foram dispostas em placas de Petri com 5
cm de diametro e 2 cm de altura. Os parametros de cor medidos foram: L*, a* e b*,
onde L* indica a luminosidade (0= preto e 100=branco) e a* e b* representam as
coordenadas de cromaticidade (+a* = vermelho, -a*= verde; +b* = amarelo, -b* =
azul). Os parametros de cor foram convertidos em angulo de cor, H° = tan™b/a,
indicando o angulo Hue (H°) da amostra (0° ou 360°= vermelho; 90°= amarelo; 180°=
verde; 270°= azul) (ZHANG et al., 2007).

3.2.11 Delineamento estatistico

Os resultados obtidos no estudo foram avaliados pela andlise de variancia
ANOVA, e para os resultados que apresentaram diferenca significativa foi aplicado
posteriormente o teste de Tukey, ambos ao nivel de 5% de probabilidade através do
software Statistica 6.0.(2000).

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Determinac®es fisico-quimicas do fruto  in natura de amora-preta
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4.1.1 Caracterizacéo fisico-quimica

Os resultados das analises fisico-quimicas, relativo a composi¢cao nutricional,

das cultivares de amora-preta estdo apresentados na tabela 5.

TABELA 5. Caracterizacao fisico-quimica de cultivares de amora-preta (Rubus sp).

Determinagoes Cultivares
Guarani Tupy Brazo s

Umidade (%) 87,0b+0,8 88,3ab+0,9 89,3a+1,0
Proteina (%) 0,75b+0,7 0,83b+0,4 1,24a+0,5
Cinzas (%) 0,86a+0,4 0,80a+0,2 0,89a+0,3
Fibra (%) 2,02b+0,5 2,52a+0,8 2,05b+0,9
Extrato etéreo (%) 0,17a+0,4 0,15a+0,3 0,14a+0,3
Acidez (% em acido malico) 1,33a+0,4 0,95¢+0,5 1,16b+0,4
Sdlidos solaveis (% Brix) 8,5a10,3 8,5a+0,3 8,6a10,5
pH 3,15b+0,5 3,28a+0,6 3,27a+0,5
Acucares totais (% em glicose) 7,10a+1,0 6,96a+0,7 4,09b+0,8
Acucares redutores (% em 6,93a+0,3 6,69a+0,5 4,03b+0,6
glicose)

Acucares nao-redutores (% 0,17a+0,1 0,27a%0,2 0,06b+0,1

em sacarose)

Valor calorico (Kcal/1009) 32,93a+2,1 32,51b+2,5 22,58c+1,1

Médias de trés repeticdes * estimativa de desvio padrédo
Letras diferentes na mesma linha mostram diferenca significativa pelo Teste de Tukey
(p=<0,05).

Pelos resultados se observa que ndo houve diferenca significativa entre as
cultivares de amora-preta quanto ao conteudo de cinzas, extrato etéreo e de solidos
soluveis. Estes resultados confirmam dados de estudos anteriores realizados com as
mesmas cultivares de amora-preta, citados por Raseira et al. (2004), e sdo muito
similares aos dados apresentados por Veazie et al. (2002) para as cultivares
Arapaho e Navaho.

Observa-se que devido ao alto teor de umidade, a amora-preta apresenta-se
como um fruto de dificil conservacdo na forma in natura, por esse motivo é
normalmente destinada a produc¢éo de polpa, produtos geleificados e sucos naturais
(RASEIRA & ANTUNES, 2004). A forma mais eficiente de conservacao do fruto na
forma in natura é com o tratamento em atmosfera controlada, onde pode apresentar
uma vida util de sete dias a 2°C e 90-95% de umidade relativa (VEAZIE, 2002).
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O alto teor de fibras presentes no fruto integral das cultivares de amora-preta,
guando comparados com teores em frutos em geral, sugere beneficios de sua
ingestdo em relacdo ao auxilio nos movimentos peristalticos do trato intestinal. A
cultivar Tupy apresentou um conteudo de fibras significativamente (p<0,05) superior
as demais cultivares.

A amora-preta apresenta baixas quantidades de proteinas e gorduras,
seguindo o mesmo padrao de outros frutos regionais, como 0 morango, o mirtilo e a
framboesa; porém, as cultivares de amora-preta avaliadas apresentam uma
guantidade consideravel de cinzas, representando o alto conteddo de minerais
presentes no fruto, principalmente pelo alto teor de célcio (ANTUNES et al., 2002).

O teor de acidez, representado principalmente pela presenca do acido malico,
que é o acido organico majoritario nestes frutos (BARBOZA, 1999; KAFKAS, 2006),
e o valor do pH, apresentam-se similares aos dados reportados por ANTUNES
(2002), MOTA (jul.-set., 2006) e por VEAZIE (2002), o que confere ao fruto um sabor
doce-acido, além de mascarar um pouco a adstringéncia que acompanha o paladar
deste fruto. A diferenca significativa de acidez evidencia a diferenca das
propriedades intrinsecas de cada cultivar, 0 que esta relacionado com a capacidade
de sintese de acidos organicos, principalmente dos acidos nao dissociaveis. Esta
diferenca nao foi significativamente evidenciada no valor do pH, o qual consiste em
uma medida apenas do total de H" ionizaveis presentes nos frutos.

O acumulo de acucares, especialmente o alto conteddo de acucares
redutores (glicose e frutose) € muito importante para os processos fisioldgicos, o0s
quais determinam a qualidade do fruto (KAFKAS et al., 2006). Em média, 97% do
total de agucares presentes nos frutos de amora-preta sdo constituidos por acucares
redutores. As cultivares Guarani e Tupy apresentaram conteudos similares de
acucares totais, redutores e ndo redutores; a cultivar Brazos apresentou valores de
acucares significativamente (p<0,05) inferiores das demais cultivares.

As cultivares analisadas apresentaram conteddo de solidos soluveis
considerados adequados na determinacdo do ponto ideal de colheita do fruto, que
deve ficar entre 8-10° Brix, para garantir a manutencdo da qualidade do fruto tanto
Nnos aspectos sensoriais como nutricionais (ponto de maturacao).

A relacao brix/acidez é usada como indice de palatabilidade dos frutos, indica
o grau de equilibrio entre o teor de acucares e acidos organicos do fruto e esta

diretamente relacionada a sua qualidade quanto ao atributo sabor, sendo, portanto,
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um importante parametro a ser considerado para o consumo in natura. As cultivares
de amora-preta Guarani, Tupy e Brazos apresentaram uma razao de brix/acidez de
6,39; 8,94; e 7,41, respectivamente. Estes resultados séo similares aos estudos de
Antunes et al. (2003), os quais trabalharam com a conservacdo poés-colheita de
amora-preta das cultivares Brazos e Comanche, obtendo uma relagcéo de brix/acidez
de 8,89 e 7,98, respectivamente. Adicionalmente, Mota et al. (2006), estudou sete
cultivares de amora-preta, as quais obtiveram uma razdo média de 7,58, resultado
este muito semelhante ao obtido no presente trabalho.

As cultivares de amora-preta apresentaram diferencas significativas (p<0,05)
quanto ao valor calérico, ficando na faixa de 22 a 33 Kcal/100g, o que se enquadra

pela Legislacéo vigente como um produto de baixas calorias.

4.1.2 Conteudo de compostos fendlicos totais e anto  ci@nicos totais

Os resultados das analises de antocianinas totais e de fendis totais, nas

cultivares de amora-preta, encontram-se na tabela 6.

TABELA 6. Conteudo total de antocianinas e total de fendis em amora-preta (Rubus

sp.) das cultivares Guarani, Tupy e Brazos.

Cultivar Antocianinas Fendis Totais
Totais (mg GAE.100g "FW)
(mg GYD-3-G. 100g )
Guarani 160,39a+1,0 881,42a+0,9
Tupy 137,59b+1,5 569,89b+0,8
Brazos 61,54c+0,8 862,13a+0,8

Média de trés determinac¢des + estimativa de desvio padrdo

Letras diferentes ha mesma coluna mostram diferenca significativa pelo Teste de Tukey
(p=<0,05).

GYD-3-G= cianidina-3-glicosidio; GAE= acido galico equivalente; FW= peso fresco.

As antocianinas fazem parte do grupo dos flavonoides, compostos fendlicos
que sao caracterizados pelo nucleo basico flavilio (cation 2-fenilbenzopirilico), o qual

consiste de dois anéis aromaticos unidos por uma unidade de trés carbonos e
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condensados por um atomo de oxigénio. A molécula de antocianina é constituida por
duas ou trés porcdes, uma aglicona (antocianidina), um grupo de agucares e,
freqientemente, um grupo de acidos organicos (MALACRIDA & MOTTA, 2006). As
principais antocianinas citadas em amora-preta sdo a cianidina-3-glicosidio e a
cianidina-3-rutinosidio, perfazendo cerca de 80% do total dos compostos
antocianicos no fruto (CHIANG & WROLSTAD, 2005; STINTZING et al., 2002).

Com base nos resultados pode-se observar que o teor de antocianinas totais
foi significativamente (p<0,05) superior na cultivar Guarani, apresentando-se inferior
ao resultado (194,59 mg.100g™) obtido por Mota (2006) e similar ao resultado
(158,21 mg.100g™) encontrado por Silva (2007). O teor de antocianinas encontrado
na cultivar Tupy (137,59 mg.100g™) diferiu significativamente das demais cultivares.
Este resultado apresenta-se um pouco superior aos descritos por Mota (2006) e
Silva (2007), os quais citam valores de 116,76 e 104,88 mg.100g™, respectivamente.
Os valores de antocianinas totais encontrados, tanto para a cultivar Guarani quanto
para a cultivar Tupy, sdo semelhantes aos valores medios encontrados em estudos
com cultivares como a Choctaw (125,6 mg.100™), Thornless (146,8 mg.1007),
Cherokee (123 mg.100™), Marion (230 mg.100™) e Navaho (126mg.100™") (MOYER,
2002; PANTELIDIS et al.,, 2006; SIRIWOHARN et al., 2004). A cultivar Brazos
apresentou um teor de antocianinas total significativamente inferior (61,54 mg.100g
Y que as demais cultivares, inclusive aos dados reportados por Chiang & Wrolstad
(2005) para as cultivares Hull (75 mg.100g™) e Choctan (84 mg.100g™), e por Moyer
et al. (2002) para a cultivar obtidas pelo cruzamento entre Cherokee x R.caucasicus
(80 mg.100g™).

As diferencas observadas quanto ao conteudo de antocianinas totais entre as
diferentes cultivares pode estar relacionado com as variagcdes genéticas, condi¢cdes
ambientais durante a colheita e também devido a acdo enzimatica na pos-colheita,
principalmente devido a processos oxidativos das polifenoloxidases, cujo seu
principal substrato € a cianidina-3-glicosidio (BEATTIE et al., 2005; LIMA &
GUERRA, 2003).

Muitos compostos fendlicos presentes em frutos e hortalicas sdo substancias
bioativas, cujas principais classes sédo representadas pelos flavonoides, acidos
fendlicos e pelos polifendis (KING & YOUNG, 1999; GARCIA-ALONSO et al., 2004).

A quantificacdo de compostos fendlicos totais € uma estimativa do contetudo de
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todos 0os compostos pertencentes as subclasses de compostos fendlicos presentes
em uma amostra.

Pelos dados deste estudo observa-se que entre as cultivares Brazos e
Guarani ndo ha diferenca significativa quanto aos teores de fendis totais, 862,13 e
881,42 mg GAE.100g, respectivamente. Porém, observam-se valores do conteido
de fendis totais significativamente inferiores na cultivar Tupy (569,89 mg GAE.100g
Y. A similaridade no contetido de fendis totais das cultivares Guarani e Brazos e um
conteudo inferior na cultivar Tupy, foi descrito nos estudos de SILVA (2007).

O conteudo de fendis totais presentes nas cultivares Brazos e Guarani
assemelham-se aos dados reportados nos estudos de Siriwoharn & Wrolstad (2004)
e Siriwoharn et al. (2004), com as cultivares Evergreen (822 mg GAE.100g-1) e
Marion (844 mg GAE.100g™) (KING & YOUNG, 1999; MERKEN, & BEECHER,
2000). O conteudo de fendis totais na cultivar Tupy assemelha-se ao conteudo da
cultivar Siskiyou (543 mg GAE.100g™), apresentando-se um pouco superior ao
contetdo da cultivar Cherokee (407 mg GAE.100g™), possivelmente devido a
similaridade genética e também das condi¢fes a que a planta é submetida, ja que a
sintese de fendis esta relacionada aos fatores de metabolismo de protecdo da planta
(MOYER et al., 2002).

4.1.3 Contelldo em acido L-ascorbico

A determinacéo do conteudo de vitaminas espesi@oafrutos € de extrema
importancia para o entendimento da relagéo erdieta e a satide humana (HERNANDEZ et
al., 2006).

O método de extracédo e de quantificacdo de vi@m@iem frutos de amora-preta
utilizado neste estudo apresentou boa reprodual#nié dos resultados. O processo de extracao
da vitamina C dos frutos mostrou-se relativamemples. A separa¢do cromatogréfica, via
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)pcooluna em fase reversa C18 e detector

UV-visivel a 254 nm, desta vitamina foi eficierd@resentando o pico bem definido que
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representa o 4cido L-ascérbico com um tempo dagétede aproximadamente 3,6 minutos
(Figura 9).

By pTTTTTTs . o ST Acido L-ascorhico

mall

Mrukes

FIGURA 9. Cromatograma tipico do &cido L-ascorbico via cromatografia liquida de

alta eficiéncia, com coluna em fase reversa e detector UV (254 nm).

Os resultados desta analise indicam que nos fde@snora-preta das cultivares
avaliadas, e sob as condi¢Bes em estudo, o tedtad@na C (Tabela 7) € pouco expressivo.
Apesar de ser considerada um fruto rico em compa@sto acdo antioxidante, nao seria

indicada como unica fonte para suprir as necessgdidrias de vitamina C.

TABELA 7. Conteudo de &cido L-ascorbico em amora-preta (Rubus sp) das

cultivares Guarani, Tupy e Brazos.

Cultivar Acido L -ascorbico
(mg.100g %)
Guarani 0,73B%0,2
Tupy 2,49A+0,8
Brazos 0,70B+0,3

Média de Trés repeticdes + estimativa de desvio padréo
Letras mailsculas diferentes na mesma coluna mostram diferenca significativa pelo Teste
de Tukey (p<0,05).

As cultivares avaliadas neste estudo apresentawatetdos de vitamina C inferiores

aos citados na literatura internacional para a arpogta. Agar et al. (1997) relatam um teor



de vitamina C de 21 mg.108gle fruta fresca e Pantelidis et al. (2008) relaones médios
de 14 mg.100§ Estes resultados podem ser explicados pela fdentmiantificacdo da
vitamina C, pois o método cromatografico quantiSoaente a forma mais ativa, o acido L-
ascorbico (AA), e ndo mensura as outras formasiqaghte compostos, isdbmeros e formas

oxidadas, que representam a vitamina C.

O conteudo de vitamina C na cultivar Tupy se difiera significativamente £0,05)
do conteudo das cultivares Guarani e Brazos, apees#o o maior contetdo de acido L-
ascorbico (2,49 mg.100y

4.1.4 Conteudo de tocoferdis

Frutas e hortalicas contém vitamina C, vitamina E (tocoferdis), compostos
fendlicos e carotendides, os quais constituem um importante grupo de compostos
bioativos presentes em plantas. Recentemente, a avaliagdo da composi¢céo destes
constituintes em alimentos vem adquirindo importancia, devido as suas alegacdes
de protecdo a uma série de doencas.

A figura 10 representa o cromatograma tipico de separacao e identificacdo de
tocoferdis em cultivares de amora preta, no qual pode-se verificar que o método foi
satisfatorio para a separacdo e identificacdo de trés picos, correspondentes aos
tocoferdis presentes na amostra, apresentado picos assimétricos e sem interferentes
que poderiam falsear o resultado. O pico inicial compreende a determinacao
simultanea de B- e &-tocoferol, pois no tipo de coluna utilizada (fase reversa) néo é

possivel a separacao destes dois compostos.
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FIGURA 10. Cromatograma tipico da separacdo dos tocoferdis em amora-preta
(Rubus sp) cv. Tupy, por HPLC, com coluna de fase reversa e detector
de fluorescéncia a 290 nm de excitacdo e de 330nm de emisséo.

Na tabela 8 estdo expostos os dados referentes a soma total dos dados
quantificados em cada um dos picos correspondentes aos diferentes tocoferoéis
presentes na amostra. A quantificacéo foi expressa em mg de tocoferoéis por 100g de

amostra.

TABELA 8. Conteldo de tocoferdis (mg.100g™ de amostra) presentes nas cultivares

de amora-preta (Rubus sp).

Cultivar Tocofer 6is (mg.100g ™)
Guarani 0,468A+0,2
Tupy 0,168B+0,8
Brazos 0,537A+0,3

Média de Trés repeticdes + estimativa de desvio padrao
Letras mailsculas diferentes na mesma coluna mostram diferenca significativa pelo Teste
de Tukey (p<0,05).

Segundo os dados expostos na tabela 8 verifica-se que o conteudo de

tocoferdis (vitamina E) em frutos de amora-preta sdo relativamente baixas, assim



como verificado com o conteddo de vitamina C (na forma de acido L-ascérbico). As
cultivares Guarani e Brazos nao diferiram entre si quanto ao conteuado de tocoferois,
porém apresentaram um conteudo significativamente superior ao da cultivar Tupy.

O conteudo de tocoferbis apresentado na cultivar Tupy, assemelha-se aos
dados reportados para outras frutas nos estudos de Kim et al. (2007), os quais
avaliaram o contetido de tocoferéis em péssego (0,140 mg.100g™) e uva (0,120 mg.
100g™); e em estudos de Chum et al. (2006), que reportaram um contetido de
tocoferéis de 0,580 mg.100g’ em mirtilo. As cultivares Guarani e Brazos
apresentaram quantidades de tocoferbis semelhantes, porém em quantidades
significativamente inferiores aos dados dos estudos realizados por Chum et al.
(2006) para o fruto de amora-preta, os quais reportaram quantidades em torno de
1,43 mg.100g™.

4.1.5 Conteudo individual de acidos fendlicos e de flavanols

Os acidos fendlicos sao os principais compostos que fazem parte do grupo de
compostos fendlicos, que s&o responsaveis pelo metabolismo secundario de
plantas, estando vinculados & formacdo de compostos derivados e em reacgdes
quimicas e biolégicas na planta, sendo os principais derivados do acido cinamico e
do acido benzoico (SIMOES et al., 2007).

A figura 11 exemplifica o cromatograma tipico de separacdo dos &cidos

fendlicos e flavanols presentes em cultivares de amora-preta.
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FIGURA 11. Cromatograma tipico da separagédo de acidos fendlicos e flavanols em
amora-preta (Rubus sp) via HPLC, com coluna de fase reversa C18 e
detector UV a 280 nm.

A metodologia de separacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos foi
estabelecida para o presente trabalho, com base em testes de extracdo e condi¢des
cromatograficas preliminares, utilizando como base, os métodos descritos nos
trabalhos de HAKKINEN et al. (1998) e ZAMBIAZI (1997), passando por hidrélise
acida. Inicialmente testou-se a extragcdo dos compostos fendlicos utilizando-se uma
mistura de agua ultra pura: metanol (1:1,6, v/v) acidificada com acido cloridrico 6M,;
porém, apesar das reproducdes, ndo se obteve bons resultados de recuperacao dos
acidos fendlicos e flavanols na amostra, pois devido a presenca de agua despendia-
se mais tempo no momento da evaporacao, ocasionando perdas destes compostos.

Uma pequena adaptacdo da metodologia apresentou melhores resultados e
reprodutibilidade. Eliminou-se a adicdo da agua no processo de extracao, utilizando-
se apenas metanol acidificado com acido cloridrico 6M. Assim, obteve-se uma
reducdo no tempo de evaporagdo no rotaevaporardor, ocasionando menor
variabilidade no conteudo de compostos fendlicos.

Foram realizados ainda varios testes para a definicAo das condicdes
cromatograficas. Em um primeiro momento testou-se trés fases moveis para a
separacdo dos compostos fendlicos em coluna de fase reversa, incluindo as
solugdes de 1% de acido férmico em agua, 100% de metanol e 1% de acido férmico

em agua: metanol (70:30, v/v), com um sistema de gradiente de eluicdo e fluxo de
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0,9 mL/min. Porém, apesar das alteragdes no gradiente de eluicdo, onde alterou-se
a proporcado das fases mdveis a pressdo no equipamento tornava-se muito alta
(acima de 250 Kgf/cm?), impossibilitando assim a realizacdo da andlise. Para tanto,
modificou-se a composicdo da fase movel, utilizando-se um gradiente de eluicao
apenas com metanol e a solucdo de 1% de acido acético em agua ultra pura, e
reduziu-se o fluxo da fase movel para 0,8mL/min. Com estas alteracfes conseguiu-
se uma boa separacado dos acidos fendlicos e flavanols, aliada a menores pressdes
de trabalho no sistema.

Pelo cromatograma, observam-se a presenca de nove picos representativos
de acidos fendlicos e flavanols (Tabela 9), presentes em todas as cultivares
analisadas. Destes, sete picos foram identificados com auxilio de padroes
cromatograficos, os demais picos ndo puderam ser identificados, devido a falta de
padrbes especificos que coincidissem com os tempos de retencdo destes
compostos.

TABELA 9. Compostos fendlicos majoritarios (em mg. 100g™* em &cido galico)

presentes nas cultivares de amora-preta (Rubus sp).

Composto fendlico Cultivar
Guarani Tupy Brazos

Acido galico 159,69a+1,5 151,44b+1,6 124,18c+2,0
Acido p- 45,83c+1,0 124,38a+2,5 88,43b+1,2
hidroxibenzdico

Catequina 9,19a+0,8 3,03c+0,5 7,27b%0,8
Acido p-cumaérico nd 0,16b+0,9 0,23a+0,7
Acido ferdlico nd 1,04b+1,1 2,42a+0,7
Acido cafeico 2,67a+0,6 0,73c+0,05 2,02b+0,5
Epicatequina 32,03c+0,9 67,89axl,5 56,75b+1,6
Acido elagico 7,05b+1,5 11,57a+0,8 7,95b+0,7
Quercetina 8,66 nd nd

Média de trés determinacdes + estimativa de desvio padrédo
Letras minusculas diferentes na mesma linha mostram diferenca significativa pelo Teste de

Tukey (p<0,05).
nd= nao detectado



A soma do conteudo dos acidos fendlicos e flavanols individuais quantificados
via cromatografia perfazem cerca de 30 a 60% do total de compostos fendlicos
presentes em cultivares de amora-preta (Tabela 6). O restante dos compostos
fendlicos € devido a presenca de polimeros fendlicos e de outros componentes
presentes em suas subclasses, os quais também séo quantificados na determinacao
do conteudo total de fendis da amostra, mas ndo sao quantificados como acidos
fendlicos e flavanols.

Os principais compostos fendlicos identificados nas cultivares de amora-preta,
sdo os acidos galico, p-hidroxibenzdico e epicatequina, 0s quais representam, em
média, 60, 31 e 27% da soma do conteudo dos &cidos fendlicos identificados
(Tabela 9), para as cultivares Guarani, Tupy e Brazos, respectivamente.

O acido galico apresenta-se como o0 acido fendlico majoritario em todas as
cultivares de amora-preta, representando no total de &cidos fendlicos para as
cultivares Guarani, Tupy e Brazos, respectivamente, 60%, 42% e 43%. Este
composto fendlico representa também importante papel no conteddo de fendis totais
perfazendo 18%, 26,5% e 14,4% (Tabela 6), para as cv. Guarani, Tupy e Brazos,
respectivamente Estes resultados confirmam dados da literatura que reportam o
acido gélico como sendo o componente de maior expressao na quantificacdo de
fendis totais em amora-preta (SINGLETON & ROSSI, 1996).

O conteudo dos acidos fendlicos individuais identificados apresentam
diferenca significativa entre si (p<0,05) nas cultivares analisadas. A cultivar Guarani
apresenta os teores mais baixos de acido p-hidroxibenzoico e epicatequina, no
entanto foi a Unica cultivar que apresentou a quercetina.

Os dados de quantificacdo de compostos fendlicos individuais em cultivares
nacionais sao ainda pouco explorados. Sellappan et al. (2002), analisando cultivares
de amora-preta Choctaw e Kiowa, reportaram os acidos gdlico e o acido cafeico
como os &cidos majoritarios, com 6,42 a 4,12 mg.100g™* e 1,38 a 3,64 mg.100g™,
respectivamente; porém, as amostras ndo passaram por uma hidrélise no processo
de extracao.

Comparativamente, as cultivares analisadas no presente estudo
apresentaram quantidades significativamente superiores de acidos fendlicos que as
cultivares americanas, devido possivelmente as condicdes pré-colheita que
influenciam na biossintese dos fitoquimicos. Zadernowski et al. (2005) identificaram

em amora-preta, sem especificacdo das cultivares, contetdos de &cidos fendlicos
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consideravelmente inferiores, de 8,9 mg.100g™ de &cido galico e 10,55 mg.100g™ de
acido cafeico.

As discrepancias entre os diferentes estudos podem ser devido as diferencas
entre as cultivares e regides geograficas de cultivo, ou ainda devido a diferencas
metodologicas. O grau superior de remog¢édo dos compostos fendlicos da amostra
durante o processo de extracdo, pode ter interferido na maior quantidade de acidos

fendlicos presentes nas cultivares analisadas neste estudo.

4.1.6. Determinagao da capacidade antioxidante

Os resultados da analise da atividade antioxidante em extratos das trés

cultivares de amora-preta, encontram-se na tabela 10.

TABELA 10. Valores da capacidade antioxidante (DPPH e TEAC) em extratos de
amora-preta (Rubus sp.), das cultivares Guarani, Tupy e Brazos.

Cultivar DPPH TEAC relatiiva- DPPH
(% inibic&o) (umol.g ! TE)
Guarani 86,92a+0,5 14,88a+0,6
Tupy 87,73a+0,4 15,21a+0,6
Brazos 83,14b+0,6 14,05b+0,7

Média de trés determinacdes + estimativa de desvio padrédo

Letras diferentes ha mesma coluna mostram diferenca significativa pelo Teste de Tukey
(p=<0,05).

DPPH= 1,1 difenil -2- picrilhidrazila; TEAC= capacidade antioxidante equivalente a Trolox
relativa; TE= equivalente a Trolox.

A capacidade antioxidante de frutos e vegetais vem sendo reportada na
literatura pela relacdo direta do conteudo total de fendis e de antocianinas presentes
no material. Os compostos fendélicos sdo metabdlitos secundarios que apresentam
atividade antioxidante, e, portanto, possuem a capacidade de retardar a velocidade
de reacdes oxidativas, através de um ou mais mecanismos, tais como inibicdo de
radicais livres e por complexacdo de metais (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).
Segundo KUSKOSKI et al. (2005), a capacidade antioxidativa de um determinado
fruto € resultante da interacdo de seus componentes, 0S quais propiciam um
microambiente especifico, podendo produzir-se efeitos sinérgicos ou inibitérios.

Uma maneira de avaliar a capacidade antioxidativa dos frutos é através do
método de DPPH, que mede a capacidade do radical livre (1,1-difenil-2-
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picrilhidrazila) de reagir com compostos antioxidantes presentes em uma amostra,
para formar o DPPH- H estavel, obtido pela doacdo de um atomo de hidrogénio para
o radical livre.

Os testes de DPPH realizados neste estudo demonstram que 0s extratos das
cultivares Guarani e Tupy apresentaram o0S maiores valores de capacidade
antioxidante, ndo apresentando diferengas significativas entre si, apresentando
86,92% (14,88 umol.g™* TE) e 87,73% de inibicdo de radicais livres (15,21 pmol.g™
TE), respectivamente. Porém, observa-se que 0s extratos da cultivar Brazos
apresentaram valores (83,14% de inibicdo, 14,05 pmol.g™® TE) significativamente
inferiores (p<0,05) aos extratos das demais cultivares estudadas. Os resultados
deste estudo sao similares ao apresentado no estudo de Kuskoski et al. (2005) em
frutos de amora-preta, os quais relatam 82,6% de inibicdo. Silva (2007) cita para as
cultivares de amora-preta Guarani, Tupy e Brazos, 12,03; 9,89; e 11,48 ymol.g™ TE,
respectivamente.

Uma alta correlacdo positiva (R* 0,9255) (Figura 12) pode ser observada
entre os dados da capacidade antioxidante pelo método do DPPH (umol.g™ TE) e do

conteudo de antocianinas totais nas cultivares de amora-preta estudas.

T_DPPH ws ANTOCIAN (C asewize MD deletion)
AMTOCIAN = -1560, + 19,555 T_DFFH
Correlation: r= 92554
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FIGURA 12. Correlagdo entre o conteudo de antocianinas totais e a capacidade
antioxidante da amora-preta (Rubus sp) das cultivares Guarani, Tupy e

Brazos.
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No entanto, ndo se observa a mesma correlacdo com relagdo entre o

contetido de fendis totais e a capacidade antioxidante (R? -0,5890) (Figura 13).

FEMDIS vs. T_DFPH (Casewize MD deletion)
T_DFPFH= 16,164 - 0018 ¥ FENOIS
Carrelation: r=- 5830

158
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FIGURA 13. Correlacdo entre o conteuddo de fendis totais e a capacidade
antioxidante da amora—preta (Rubus sp) das cultivares Guarani, Tupy e

Brazos.

Pelos resultados, mesmo havendo uma correlagdo positiva, ndo se observa
uma forte relacdo entre o conteudo de antocianinas totais e da capacidade
antioxidante, pois a cultivar Guarani apresentou um teor de antocianinas totais
significativamente superior ao teor presente na cultivar Tupy, mas a capacidade
antioxidante de ambas as cultivares foi praticamente a mesma. Com base nestes
dados, pode-se inferir que a capacidade antioxidante ndo € regida por uma unica
classe de compostos ou por um unico composto especifico, mas provavelmente
devido a um sinergismo entre os diferentes compostos presentes no meio.

Os tocoferéis também sdo compostos naturais que possuem uma possivel
acado antioxidante, mas pelos dados da tabela 8, observa-se que a cultivar Tupy
apresenta um conteudo de tocoferois significativamente inferior ao conteddo das
demais cultivares, o que também n&o justificaria sua capacidade antioxidativa

superior.
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No entanto, a cultivar Tupy apresentou, em relacdo as outras cultivares,
conteudos superiores de vitamina C (embora presente em pequena quantidade), do
acido p-hidrobenzéico, do acido cafeico, do acido elagico e de epicatequina, € um
alto conteddo do acido galico. Segundo Duarte-Almeida (2006), dentre os acidos
fendlicos presentes na amora-preta, o &cido gélico e o acido elagico sé&o
considerados 0s principais responsaveis pela capacidade antioxidante,
apresentando 41% e 34% de inibicdo dos radicais livres, respectivamente.

Com isto, ndo se observa uma relacdo direta da capacidade antioxidante
apenas com o conteudo de antocianinas e compostos fendlicos totais presentes na
amora-preta, mas que haja provavelmente uma relagdo com o contetdo de vitamina
C, com o tipo especifico de um determinado composto fendlico, e mesmo pela
interacao entre diferentes compostos presentes no meio.

4.1.7 Avaliacao instrumental da cor

A cor é um parametro critico de qualidade, e a sua determinacdo é muito util
para correlacionar com a concentracdo de pigmentos presentes no fruto. Métodos de
guantificacdo de antocianinas totais e indices de cor vém sendo estabelecidos e
utilisados em aplicagcbes de controle industrial (NGO et al., 2007).

A diferenca de cores entre as cultivares de amora-preta analisadas neste

estudo pode ser observada visualmente (Figura 14).

T —

-

FIGURA 14.Cultivares de amora-preta (Rubus sp), colhidas em novembro-dezembro
de 2005, na estacao experimental Embrapa Clima Temperado.



Os dados referentes a andlise instrumental de cor nas cultivares Guarani,

Tupy e Brazos, encontram-se na tabela 11.

TABELA 11. Valores dos angulos de cor, luminosidade (L) e coordenadas de

cromaticidade a* e b* de amora-preta (Rubus sp) cultivares Guarani, Tupy e Brazos.

Cultivares HC (angulo L a* b*
Hue)
Guarani -29,16A+0,8 76,11C+1,5 54,67A+0,8 -30,53A+0,9
Tupy -27,35B+1,1 108,37A+2,2 41,25C+0,7 -21,31C+0,6
Brazos -25,89C+0,9 104,90B+2,1 45,75B+1,2 -22,21B+0,8

Média de Trés repeticdes + estimativa de desvio-padréo
Letras mailsculas diferentes na mesma coluna evidenciam diferenca significativa pelo Teste
de Tukey (p<0,05).

Observa-se que em relagdo aos valores das coordenadas e angulo de cor,
todas as cultivares diferenciaram-se significativamente entre si (p<0,05). A cultivar
Guarani apresentou a cor mais proxima dos tons mais intensos de azul e vermelho,
com menor luminosidade; representando, portanto, a cultivar com coloracdo mais
escura (Figura 15).

As cultivares Brazos e Tupy apresentaram valores de luminosidade mais
préoximos do branco, sendo caracterizadas como frutas mais claras. Os valores de a*
e b* foram mais proximos dos extremos inferiores de vermelho e azul, representando
tonalidades menos intensas, porém diferenciaram-se significativamente entre si. A
cultivar Tupy apresentou cor mais clara, com os menores valores das coordenadas

a* (vermelho) e b* (azul).
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FIGURA 15. Representacédo grafica dos valores de L, a* e b* obtidos em colorimetro
Minolta CR-300, para amora-preta (Rubus sp) das cultivares Guarani,
Tupy e Brazos.

As antocianinas sao 0s principais pigmentos presentes na amora-preta, no
entanto, estes pigmentos sdo muitos instaveis, podendo ser destruidos por diversos
fatores, como pela presenca de oxigénio, da temperatura, do pH do meio e do teor
de acido ascérbico. Destes fatores o que mais afeta a cor da maioria das
antocianinas em solugéo € o potencial hidrogenionico (pH), devido ao equilibrio das
diferentes formas estruturais, apresentando coloracédo avermelhada em pH acido (1-
2), azulada em pH intermediario (4) e incolor em pH alcalino (LIMA & GUERRA,
2003; NIELSEN et al.,, 2003). A cultivar Guarani apresentou o valor do pH
significativamente (p<0,05) inferior (3,15) que as demais cultivares, as quais, néo
apresentam diferencas significativas entre si, coincidindo com o maior contetudo de
antocianinas totais.

A correlacdo entre o teor de antocianinas totais e o angulo de cor formado,

esta apresentado na figura 16.
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FIGURA 16. Correlagéo entre o conteudo de antocianinas totais e angulo Hue em

amora-preta (Rubus sp) de cultivares Guarani, Tupy e Brazos.

Observou-se uma correlacao significativamente positiva entre o conteudo total
de antocianinas e o angulo Hue (H°) formado pelas coordenadas de cromaticidade
(R? = 0,9458), indicando que ocorreu uma relacdo diretamente proporcional entre o
conteudo de antocianinas totais e a intensidade da cor para as trés cultivares de

amora-preta.
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4.2 Determinacdes fisico-quimicas das geléias de am  ora-preta

Baseado nos resultados das analises fisico-quimicas, optou-se pela cultivar
Tupy, para ser utilizada como matéria-prima para o processamento das geléias, por
apresentar similaridade na composicado fisico-quimica, teores superiores de
compostos fendlicos individuais identificados e também, pelo maior conteddo em
vitamina C. Assim, pode-se avaliar com maior facilidade a taxa de retencéo destes
compostos bioativos, os quais sdo considerados responsaveis pela atividade
antioxidante da amora-preta, no processamento e armazenamento de geléias

convencional e light de amora-preta.

4.2.1 Caracterizacéo fisico-quimica

Na tabela 12 estdo expostos os dados referentes as determinacdes fisico-
guimicas das geléias, convencional e light, de amora-preta da cultivar Tupy, logo

apos processadas.

TABELA 12. Caracterizacao fisico-quimica das geléias convencional e light de

amora-preta (Rubus sp) cv. Tupy.

Determinacéo Geléia

Convencional Light
Umidade (%) 27,38b+0,9 55,67a+1,1
Proteina (%) 0,63a+0,6 0,87a+0,7
Cinzas (%) 0,35b+0,5 0,47a+0,4
Fibra (%) 2,63a+0,7 3,25a+0,9
Extrato etéreo (%) 0,45a+0,6 0,60az0,5
Acidez (% em acido malico) 0,99a+0,4 0,99a+0,5
Salidos solaveis (% Brix) 68,4atl,2 43,0b+1,5
pH 3,07a+0,7 3,11a+0,7
Acucares totais (% em glicose) 58,82a+1,3 35,83b+1,6
Acucares redutores (% em 32,97a+1,1 19,38b+1,5
glicose)
Acucares nao-redutores (% 25,83a+0,6 16,38b+0,9
em sacarose)
Valor cal6rico (Kcal/100g) 241,90a+2,5 151,93b+2,6

Médias de trés repeticdes + estimativa de desvio padréo
Letras minusculas diferentes na mesma linha mostram diferenca significativa pelo Teste de
Tukey (p<0,05).
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Pode-se verificar que ocorreu uma variacdo significativa entre a geléia
convencional e a geléia light com relacdo aos teores de umidade, cinzas, solidos
soluveis totais, acucares totais, agucares redutores, acucares nao redutores e do
valor caldrico. Como esperado, o maior de teor de umidade na geléia light se deve
ao menor tempo de processamento, e consequentemente, menor evaporagdo de
agua. O menor conteudo de sdlidos totais e de agUcares totais ocorreu pela reducao
do conteudo de sacarose utilizado para a elaboracdo da formulagéo light. O maior
conteudo de cinzas pode estar relacionado pela incorporacao de cloreto de célcio na
formulacéo light, o qual é utilizado como coadjuvante no processo de geleificacao.

Os valores obtidos nas determinacdes de pH, proteinas, fibras, extrato etéreo
e de acidez, apresentaram-se similares aos dados reportados em estudos realizados
por Mota (2006) e Nachtigall et al. (2004), no fruto in natura e em geléia
convencional e light de amora-preta da cultivar Tupy.

Na formulacéo de geléia com baixo valor calérico, adicionou-se apenas 50%
da quantidade de sacarose adicionada na formulacédo convencional, resultando em
uma reducao aproximada de 37% no seu conteudo calérico. Este produto, portanto,
atende ao regulamento técnico da Anvisa (BRASIL, 1998) referente a informacéo
nutricional complementar, que preconiza 25% como o minimo de reducgéo calérica

para que a geléia seja considerada light.

4.2.2 Conteudo de compostos fendlicos e antocianico S totais

Na tabela 13 estdo expostos os valores das determina¢des do conteudo total

de fenois e do conteudo total de antocianinas das geléias de amora-preta cv. Tupy,

logo apO6s o0 processamento e durante o armazenamento de seis meses a

temperatura ambiente.
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TABELA 13. Conteudo total de antocianinas e de fendis em geléias de amora-preta

(Rubus sp.) cv. Tupy, durante o periodo de armazenamento.

Tempo de Geléia
Determinagdes armazenamento Convencional Light
(meses)
0 31,29Ba+0,8 50,52Aa+1,2
Antocianinas totais 2 12,07Bb+0,5 18,62 Abx0,6
(mg GYD-3-G. 100g™%) 4 7,61Bc+1,1 10,29Ac+1,2
6 4,22Bd+0,5 6,75 Ad+0,7
0 1048,08Ba+2,1 1148,8Aa+2,0
Fenois totais 2 1028,00Bb+1,5 1129,70Ab+1,7
(Mg GAE.100g "FW) 4 809,90Bc+1,0 853,79 Act1,2
6 583,05Bd+2,5 746,49 Ad+2,1

Média de trés determinac¢des + estimativa de desvio padrdo

Letras minusculas diferentes na mesma coluna mostram diferenca significativa pelo Teste
de Tukey (p<0,05) para a mesma geléia entre os tempos de armazenamento.

Letras mailsculas diferentes na mesma linha mostram diferenca significativa pelo Teste de
Tukey (p<0,05) entre as diferentes geléias nho mesmo tempo de armazenamento.

GYD-3-G= cianidina-3-glicosidio; GAE= &cido galico equivalente; FW= peso fresco;

Comparando-se os teores de antocianinas totais da amora-preta cv. Tupy na
forma in natura (137,59 mg GYD-3-G. 100g™, Tabela 6) e os valores determinados
nas geléias processadas a partir desta fruta (Tabela 13), observa-se que as
condicbes de processamento neste estudo influenciaram em uma reducao do teor
inicial destes pigmentos, tanto na geléia convencional quanto na geléia light. No
entanto, a perda destes pigmentos foi mais pronunciada na geléia convencional, a
qual apresentou uma reducdo de 77% em base umida e 93,7% em base seca, em
relacdo ao conteudo de antocianinas na fruta in natura, enquanto que na formulacao
light a reducéo foi de 63% em base Umida e de 86,97% em base seca.

A menor taxa de degradacao do total dos compostos antocianicos na geléia
light, possivelmente ocorre porque durante o processamento deste tipo de produto
ocorre uma menor exposicao a altas temperaturas (105C), por ser o calor um dos
principais fatores destrutivos das antocianinas. Assim, a exposi¢cdo do produto no
menor espaco de tempo a altas temperaturas é o recomendado para uma maior
retencdo das antocianinas presentes nos alimentos (WROLSTAD & SKREDE,
2002).

Ao longo do armazenamento observa-se um decréscimo significativo do
conteldo de antocianinas totais, tanto na geléia convencional quanto na light,
concordando com os estudos em geléias de sete cultivares de amora-preta
convencional realizados por Mota (2006), que observou uma reducdo média de 57%
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no conteudo inicial de antocianinas totais, ao longo de 90 dias de armazenamento a
temperatura ambiente. O decréscimo no conteddo destes pigmentos durante o
periodo de armazenamento pode ser devido a presenca de oxigénio no interior da
embalagem, o que pode ocasionar reacdes oxidativas, as quais podem gerar
produtos instaveis oriundos das antocianinas, ocorrendo assim perda de coloracéo
(WROLSTAD & SKREDE, 2002). Ao final dos seis meses de armazenamento, a taxa
de degradacdo de antocianinas nas geléias light representou cerca de 2% a menos
que a geléia convencional. Observa-se um conteudo superior de fendis totais nas
geléias (Tabela 13), quando comparado ao teor inicial na polpa do fruto (569,89 mg
GAE.100g'FW, Tabela 6). No entanto, ao calcular-se em termos de base seca,
observa-se que na geléia convencional ocorre uma perda de 51,0% dos fendis totais
e uma perda de apenas 29,5%dos fendis totais na geléia light, representando que as
perdas foram significativamente inferiores na geléia light, possivelmente devido ao
menor tempo de exposi¢cao destes compostos a altas temperaturas (105C).

Observa-se uma reducao significativa no conteudo de fendis totais durante o
periodo de armazenamento, tanto na geléia convencional quanto na geléia light.
Presume-se que estas perdas estejam relacionadas a presenca da luz e as reacoes
oxidativas, ja que as geléias permaneceram estocadas na temperatura ambiente.

Ao final de seis meses de armazenamento a temperatura ambiente, observou-
se uma reducao de 44,5% no conteudo de fendis totais para a geléia convencional e
de uma reducdo de 35% na geléia light. A reducdo no conteudo de fendis totais
também foi reportada em estudos realizados por Hakkinen et al. (2000) em geléias
produzidas por frutas dos géneros Rosaceae e Rubus durante o periodo de nove
meses de armazenamento.

As perdas de antocianinas totais durante o periodo de armazenamento foram
similares para as geléias convencional e light, representando perdas de 86,5%, em
ambas as geléias, apods seis meses de estocagem. Porém, a degradacao de fendis
totais foi inferior do que o decréscimo no conteudo de antocianinas totais durante o
armazenamento, onde a geléia convencional apresentou perdas de 43,3% e a geléia
light apresentou uma perda de apenas 34,0% de fendis totais em seis meses de
armazenamento. Portanto, os compostos que fazem parte do conteudo total de
fendis mostraram-se mais estaveis que as antocianinas, tanto durante o
processamento quanto durante o periodo de estocagem das geléias, principalmente

nas geléias light.
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4.2.3 Conteudo em acido L-ascorbico

A vitamina C é uma das vitaminas mais instaveis, e sua presenca €
fortemente afetada pelas condicbes do processamento, manuseio e do
armazenamento de alimentos (WONG, 1995).

A figura 17 representa um cromatograma tipico de quantificacdo de acido L-
ascorbico (vitamina C) em geléias durante o armazenamento a temperatura
ambiente.

Comparando a figura 9 (cromatograma de quantificacdo da do éacido L-
ascorbico da polpa do fruto in natura) com a figura 17, observa-se que na andlise da
polpa ocorre uma melhor definicdo do pico que corresponde a vitamina C. Na
analise das geléias, o pico correspondente a vitamina C apresenta-se mais
arredondado, provavelmente devido a pequena quantidade desta vitamina presente
na amostra. No entanto, a eficiéncia da separacdo nao afetou no tempo de retencao

desta vitamina.
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FIGURA 17. Cromatograma tipico de quantificacdo de acido L-ascorbico em geléia
light de amora-preta cv. Tupy.

Pelos dados do conteudo de acido L-ascorbico na polpa in natura (Tabela 7) e
nas geléias convencional e light (Tabela 14), observa-se uma perda consideravel de

acido L-ascorbico durante o processamento. A reducao no teor de acido L-ascorbico
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presente na formulagédo da geléia convencional foi de 88,3% em base umida e de
96,8% em base seca, e de 84,6% em base umida e de 94,5% em base seca na
geléia light, quando comparados aos teores presentes na polpa in natura de amora-
preta.

TABELA 14. Conteldo de &cido L-ascérbico (mg.100g™) em geléias convencional e

light de amora-preta (Rubus sp) cv. Tupy, no periodo de armazenamento.

Geléia Tempo de armazenamento (meses)
0 2 4 6
Convencional 0,290Ba+0,02  0,170Bbz0,05 0,013Bc+001 nd
Light 0,382Aa+0,05 0,227Ab+0,02 0,133Ac=0,04 nd

Média de trés determinac¢des + estimativa de desvio padrdo

Letras minusculas diferentes na mesma linha mostram diferenca significativa pelo Teste de
Tukey (p<0,05) para a mesma geléia entre os tempos de armazenamento.

Letras mailsculas diferentes ha mesma coluna mostram diferenca significativa pelo Teste
de Tukey (p<0,05) entre os tipos de geléias no mesmo tempo de armazenamento.

nd= ndo detectado

A reducéo no contetdo de acido L-ascoérbico foi observada também durante o
periodo de armazenamento. Até aos dois meses de estocagem observa-se uma taxa
de degradacdo semelhante da vitamina C presente na geléia convencional (reducéo
de 41,3%) e na geléia light (reducdo de 40,5%). O percentual de perdas desta
vitamina aos quatro meses de armazenamento foi significativamente superior na
geléia convencional (95,5%) quando comparada com as perdas ocorridas na geléia
light (65,2%). No entanto, ao final de seis meses de armazenamento nao foi possivel
detectar a presenca do acido L-ascoOrbico tanto na geléia convencional como na
geléia light.

As perdas de vitamina C ocorridas durante a estocagem, ja foram reportados
em trabalhos como os de Yamashita et al. (2003), os quais estudaram diferentes
produtos de acerola, e encontraram perdas durante 0 armazenamento a temperatura
ambiente durante o periodo de seis meses, de até 90% do conteudo total da
vitamina C. Giannakourou & Taoukis (2003) também relatam perdas de 1,4 a 75%
dessa vitamina em espinafre e péra congeladas sob diferentes temperaturas de
congelamento (-22,3T a -14,4<C) durante o periodo de 20 dias.

As perdas de vitamina C durante o processamento e estocagem de alimentos
se devem principalmente as reacfes ndo-enzimaticas, oxidativas e ndo oxidativas
(WONG, 1995). Na degradagdo ndo oxidativa o &cido L-ascérbico se converte a 2-

furaldeido e dioxido de carbono, sendo catalisada por acido. As geléias possuem um
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baixo valor de pH, o que fornece um meio favoravel para que ocorra este tipo de
reacdo. Na degradacao oxidativa, a qual ocorre pela presenca de O, no interior da
embalagem, ocorre 0 escurecimento em meio acido, devido a converséo do acido L-
ascorbico em acido dehidroascorbico e no acido D-isoascorbico (estereoisbmero)
(GIANNAKOUROU & TAOQUKIS, 2003; HIDIROGLOU et al., 1998; WONG, 1995).
Burdurlu et al. (2005) refere-se também que durante o processamento de
alimentos, um dos produtos decorrentes da decomposicao do acido L-ascorbico é o
hidroximetilfurfural (HMF), precursor dos pigmentos marrons presentes em reacdes
de escurecimento ndo-enzimatico envolvendo acgucares, fato que também pode vir a

ter influenciado na cor mais escura das geléias.

4.2 .4 Conteudo de tocoferois

Os alimentos derivados de frutas e hortalicas, contém, no geral, baixos niveis
de vitamina E, e apos a colheita, a alteracdo no contetudo de vitamina E pode ser
causada por uma série de fatores, incluindo os procedimentos durante o
processamento, tempo e condicdes de estocagem, preparagcdo da amostra e
variacdo dos métodos analiticos de quantificagdo (CHUN et al., 2006).

A figura 18 representa o cromatograma tipico de separacao e identificacdo de
tocoferdis em geléias de amora-preta. Similar ao ocorrido na determinacdo de
tocoferdis no fruto in natura, o método de identificacdo e quantificacdo gerou picos

de boa assimetria, o que reduz erros de integragao e quantificacdo dos compostos.
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FIGURA 18. Cromatograma que representa a separacdo dos tocoferdis em geléia

light de amora-preta (Rubus sp) cv. Tupy.

Na tabela 15 estdo expostos os dados referentes a quantificacdo de
tocoferdis, soma do contetdo dos picos que representam os tocoferdéis individuais,

presentes nas geléias de amora-preta cv. Tupy.

TABELA 15. ConteGdo de tocoferéis (em mg.100g™) presentes nas geléias

convencional e light de amora-preta cv. Tupy (Rubus sp).

Geléia Tempo de armazenamento (meses)
0 2 4 6
Convencional
0,760Aa+0,03 0,599Bb+0,04 0,538Bc+0,05 0,178Bd+0,03
Light
0,744Ba+0,05 0,715Ab+0,05 0,703Ac+0,02 0,704Ac+0,02

Média de trés determinacdes + estimativa de desvio padrédo

Letras mindsculas diferentes na mesma linha mostram diferenca significativa pelo Teste de
Tukey (p<0,05) para a mesma geléia entre os tempos de armazenamento.

Letras mailsculas diferentes na mesma coluna mostram diferenca significativa pelo Teste
de Tukey (p<0,05) entre os tipos de geléias no mesmo tempo de armazenamento.

nd= ndo detectado
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Com base nos dados da tabela 15, pode-se observar que as geléias
apresentam um conteudo de tocoferdis (em base Uumida) superior ao do fruto in
natura (Tabela 8).

Observou-se um decréscimo significativo dos tocoferdis na geléia
convencional durante o periodo de armazenamento, representando perdas de até
76% ao final de seis meses, sendo que a maior taxa de degradacgéo foi observada
ao sexto més de armazenamento.

No entanto, o conteudo de tocoferdis apresentou-se praticamente 0 mesmo
na geléia light durante o periodo de armazenamento na temperatura ambiente,
representando ao final do periodo de seis meses perdas de apenas 7%. O que pode
estar vinculado a as menores taxas de degradagdo dos tocoferdis na geléia light
seriam efeitos protetores do meio, 0 que evitaria ou retardaria sua degradacéo,
como por exemplo o maior conteddo de compostos fendlicos restantes nesta geléia

ao final do periodo de armazenamento.

4.2.5 Conteudo individual de acidos fendlicos e de flavanols

Na figura 19 estd4 exposto o cromatograma tipico de separagdo dos acidos
fendlicos presentes em geléias de amora-preta. O cromatograma apresenta-se
similar ao cromatograma da polpa in natura (Figurall), porém com maiores
amplitudes de resposta dos compostos detectados, indicando uma quantidade

superior de acidos fendélicos na amostra.
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FIGURA 19. Cromatograma tipico de identificacdo de acidos fendlicos e flavonols

em geléia light de amora-preta (Rubus sp) cv. Tupy.

Os principais compostos fendlicos identificados, tanto na geléia convencional
guanto na geléia light, sdo o acido galico, acido p-hidroxibenzdéico e a epicatequina
(Tabela 16). ldentificou-se também em quantidades menores o acido cafeico em
ambas as geléias, e a catequina e 0 acido p-cumarico somente na geléia

convencional.

TABELA 16. Principais acidos fendlicos (em mg.100g™) presentes em geléia

convencional e light de amora-preta (Rubus sp) cv. Tupy, durante o periodo de

armazenamento.
Tempo de Geléia
Composto fendlico armazenamento Convencional Light
(meses)
0 759,30Aa+2,1 491,10Ba+2,6
Acido galico 2 757,85Ab+2 3 484,43Bb+2,6
4 723,86Ac+2,0 478,42Bc+1,8
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6 643,23Ad+1,9 477,91Bd+2,2

Acido 0 1177,5Aa+2,4 759,52Ba+2,7

. . L. 2 1175,3Ab+1,8 736,28Bb+2,8
p- hidroxibenzdico 4 1150,3Ac+2,2 730,68Bc+2,4
6 1102,7Ad+2,5 729,47Bd+2,5

0 6,07Aaz0,6 2,94Ba+0,4

Catequina 2 5,25Ab+0,7 3,01Ba+0,7
4 4,08Ac+0,8 2,96Ba+0,4

6 2,54Ad+0,5 1,29Bb=+0,6

0 5,70ax0,7 Nd

Acido p-cumarico 2 5,41a+0,8 Nd
4 5,55a+0,9 Nd

6 5,39a+0,8 Nd

0 3,22Aa+0,7 2,94Aa+0,8

2 3,11Aa+0,6 2,44Bb+0,6

Acido cafeico 4 3,16Aa+0,5 1,76Bc+0,4
6 3,08Aa+0,6 0,71Bd+0,04

0 290,85Aa+0,8 163,53Ba+1,5

Epicatequina 2 260,10Ab%0,9 158,57Bb+1,1
4 233,67Acx1,0 159,02Bb+1,8

6 230,92Ad+0,8 158,71Bc+1,0

Média de trés determinacdes + estimativa de desvio padrédo

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna mostram diferenca significativa pelo Teste
de Tukey (p<0,05) para a mesma geléia entre os tempos de armazenamento.

Letras mailsculas diferentes na mesma linha mostram diferenca significativa pelo Teste de
Tukey (p<0,05) entre os tipos de geléias no mesmo tempo de armazenamento.

nd: n&o detectado

A figura 20 representa o contetdo de &cidos fendlicos e flavanols individuais
presentes na polpa in natura de amora-preta cv. Tupy e 0 conteudo nas geléias

convencional e light logo apés o processamento.
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FIGURA 20. Conteudo de compostos fendlicos na polpa in natura e nas geléias
convencional e light de amora-preta cv. Tupy, logo apds o

processamento.

Observa-se um conteudo superior (em base umida) de acido galico, acido p-
hidroxibenzdico e da epicatequina, nas geléias logo apds o processamento, quando
comparado com o contetudo destes compostos na polpa in natura.

De um modo geral, se observa uma perda significativa dos compostos
fendlicos durante o periodo de armazenamento, tanto para a geléia convencional

quanto para a geléia light.

Pelos dados da tabela 16 observa-se que as maiores perdas de acidos
fendlicos ao final dos seis meses de armazenamento na geléia convencional, foram
para a catequina (58%), epicatequina (20,6%) e para o acido galico (15%). Foram
observadas perdas menores de acido p-hidroxibenzéico (6,3%), acido p-cumarico
(5,4%) e de éacido cafeico (4,3%). Observa-se que o maior percentual de perdas
ocorreu entre o quarto e sexto més de armazenamento, para a catequina (38%),
acido gélico (11%) e acido p-hidroxibenzoico (4%). Somente a epicatequina
apresentou o maior percentual de perdas no quarto més de armazenamento (10%).

Observa-se que as perdas durante os seis meses de armazenamento do

acido galico, acido p-hidroxibenzoico, catequina e epicatequina foram inferiores na
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geléia light do que as perdas ocorridas na geléia convencional, representado
respectivamente, 2,7%, 3,9%, 56% e 2,9%. O composto que apresentou a maior
taxa de reducéo foi o acido cafeico, apresentando uma perda de 75,8% ao final de
seis meses de armazenamento.

A maior taxa de reducdo dos compostos também ocorreu entre o quarto e
sexto més de estocagem, sendo mais pronunciado na geléia light, onde a catequina
e 0 acido cafeico apresentaram perdas de 57% e 60%, respectivamente.

Ao comparar as perdas de acidos fendlicos ocorridas, de um modo geral, ndo
se observou a mesma tendéncia da taxa de degradacéo entre a geléia convencional
e a geléia light, mas em ambas as geléias as maiores perdas ocorreram apos 0
quarto més de estocagem.

Comparando a taxa de degradacdo dos compostos fendlicos individuais
durante o armazenamento por seis meses nas geléias convencional e light, observa-
se que somente a catequina apresentou um comportamento semelhante em ambas
as geléias, apresentando uma reducédo em torno de 56-58%, ocorrendo a maior
reducdo no sexto més de armazenamento. A geléia convencional apresentou as
maiores perdas para acido galico, acido p-hidroxibenzéico, e epicatequina,
representando perdas de 14%, 6,4% e 20,6%, respectivamente. Quando comparada
as perdas para estes mesmos compostos na geléia light, observou-se perdas
respectivamente de 2,7%, 3,9% e de 2,9%.

Em contrapartida, durante o armazenamento foram observadas maiores
perdas de acido cafeico na geléia light, representado 76%, perda bem superior ao
observado na geléia convencional (4,4%). De um modo geral percebe-se um
conteudo superior de compostos fendlicos individuais na geléia convencional,
possivelmente devido a maior hidrolise de taninos condensados e hidrolizaveis,

devido ao aquecimento e maior tempo de exposi¢ao ao calor.
4.2.6 Determinacéo da capacidade antioxidante
Na tabela 17 estdo expostos os valores da capacidade antioxidante das

geléias de amora-preta cv. Tupy, logo apdés o processamento e durante o

armazenamento de seis meses a temperatura ambiente.
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TABELA 17. Capacidade antioxidante em geléias de amora-preta (Rubus sp.) cv.

Tupy, durante o periodo de armazenamento.

Tempo de Geléia
Determinagdes armazenamento Convencional Light
(meses)

0 71,20 Ba+0,8 75,00Aatl,1
DPPH 2 63,05 Bb+0,6 65,13 Ab+0,8
(em % de inibicéo de 4 54,60Bc+1,2 62,20Ac+1,3
radicais livres) 6 48,55 Ad+0,9 49,28 Ad+1,1
0 10,03Aatl,2 10,59Aa+1,1
Trolox relativa - 2 8,84Bb+0,8 10,33Aa+0,9
DPPH (umol.g * TE) 4 8,97Bb+0,7 9,81Ac0,8
6 7,96Bc+0,9 9,20Ad+0,6

Média de trés determinac¢des + estimativa de desvio padrdo

Letras minusculas diferentes na mesma coluna mostram diferenca significativa pelo Teste
de Tukey (p<0,05) para a mesma geléia entre os tempos de armazenamento.

Letras mailsculas diferentes na mesma linha mostram diferenca significativa pelo Teste de
Tukey (p<0,05) entre as diferentes geléias no mesmo tempo de armazenamento.

DPPH= 1,1 difenil -2- picrilhidrazila; TE= equivalente a Trolox.

Observou-se uma reducdo significativa na capacidade antioxidante das
geléias quando comparado com a polpa de amora-preta (tabela 10), cerca de 18%
para a geléia convencional e de 14,5% para a geléia light.

A reducdo na capacidade antioxidante das geléias pode ser explicada pelas
perdas dos compostos bioativos durante o processamento das geléias, como dos
fendis totais, vitamina C e tocoferdis, mas principalmente em relacdo as maiores
perdas de antocianinas totais.

Durante o periodo de estocagem também ocorreu uma perda na capacidade
antioxidante (em relacdo ao DPPH), a qual foi similar para as geléias convencional e
light, representando respectivamente perdas de 31,8% e 34,0%, apds seis meses de
armazenamento.

As maiores perdas relativas da capacidade antioxidante da geléia light em
relacdo a geléia convencional, ndo condiz com as perdas no contetudo de compostos
bioativos presentes com suposta acao antioxidante.

As perdas relativas do conteudo total de antocianinas (86,5%) e de vitamina C
(perda total) foram similares nas duas formulagfes de geléias durante o periodo de
estocagem. No entanto, a perda relativa de compostos fendlicos totais, dos
principais acidos fendlicos e de tocoferois foi superior na geléia convencional, a qual

apresentou maior atividade antioxidante.
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4.2.7 Avaliagéo instrumental da Cor

A perda da cor avermelhada e o aparecimento da cor marrom durante a
elaboracdo e o armazenamento de alimentos processados, como as geléias, sédo
influenciados por muitos fatores, incluindo as reacfes de Maillard, reacdes de
escurecimento enzimatico, degradacdo do acido ascoOrbico e a polimerizagdo de
antocianinas com outros compostos fendlicos. Outros fatores que podem afetar a cor
incluem o pH e a acidez da fruta, temperatura de estocagem e o tipo de cultivar
(GARCIA-VIGUERA et al., 1999).

Os dados referentes a analise instrumental de cor (angulo Hue) das geléias
convencional e light de amora-preta cv. Tupy, durante o periodo de armazenamento,

encontram-se na tabela 18.

TABELA 18. Resultados dos angulos de cor H° (adngulo Hue) em geléias

convencional e light de amora-preta (Rubus sp) cv. Tupy, durante o periodo de

armazenamento.
Geléia Tempo de armazenamento (meses)
0 2 4 6
Convencional -12,26Aa+0,8 -10,19Ab#1,1 -8,30Ac+0,9 -7,49Ad+1,0
Light -13,67Aa0,9 -9,40Ab+1,2 -7,88Ac+1,0 -6,98Ad+1,0

Média de trés determinac¢des + estimativa de desvio padrdo

Letras minusculas diferentes na mesma linha mostram diferenca significativa pelo Teste de
Tukey (p<0,05) para a mesma geléia entre os tempos de armazenamento.

Letras mailsculas diferentes ha mesma coluna mostram diferenca significativa pelo Teste
de Tukey (p<0,05) entre as diferentes geléias no mesmo tempo de armazenamento.

As antocianinas sdo os principais compostos fendlicos presentes em Rubus
sp que sdo responsaveis pela cor das frutas (presentes no tecido epidermal) e de
seus produtos derivados (WROLSTAD & SKREDE, 2002). Com base nos dados da

andlise instrumental de cor, pode-se observar uma alta correlacéo entre o contetdo
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de antocianinas totais e o angulo Hue, R?*= 0,95608, para a geléia convencional
(Figura 21); e R?= 0,99553, para a geléia light (Figura 22).

ANTOCIAM ws. HUE (€ asewize MD deletion)
HUE = 7 2416 + 16203 = ANTOCAN
Correlation: r= 25605

HUE

"o, Regression
Q5% confid.

ANTOCIAN

FIGURA 21. Correlacao entre o angulo Hue e o conteddo de antocianinas totais em
geléia convencional de amora-preta cv Tupy durante o armazenamento

a temperatura ambiente.

ANTOCIAM ws, HUE (€ asewize MD deletion)
HUE = §,2952 + 14790 * ANTOCIAN
Carrelation: r= 99553

HUE

; ; ; ; : o, Regression
1] 10 20 30 40 a0 G0 3% confid.
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FIGURA 22. Correlagdo entre o angulo Hue e o conteddo de antocianinas totais em

geléia light de amora-preta cv. Tupy no armazenamento a temperatura

ambiente.
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Apds o processamento observou-se uma retengdo no valor do angulo Hue
formado de 49,9% para a geléia light e de 44,8% para a geléia convencional, em
relacdo & medida do referido angulo no fruto de amora-preta cv. Tupy in natura.

Nos diferentes periodos de armazenamento em que foi medida a cor,
observou-se que a alteragcdo nos valores dos angulos de cor H° (angulo Hue) foi
praticamente a mesma para as geléias convencional e a light, ndo se observando
diferencas significativas entre os valores nas formulacoes.

Durante o periodo de estocagem observou-se uma retencdo dos valores de
angulo Hue de 40% para a geléia convencional e de 49% para a geléia light,
indicando uma coloracdo mais escura na geléia convencional. A perda de cor da
geléia convencional ndo coincidiu com a taxa de reducao de antocianinas totais nas
geléias, pois para ambas as formulacfes a perda foi de aproximadamente 86,5%.
Na geléia light observou-se uma maior retencdo dos compostos fenolicos totais
(fendis e antocianinas), porém devido a menor quantidade de agucares totais e
menor exposicdo ao calor, provavelmente a caramelizacdo de acucares ocorreu em
menor intensidade na geléia light.

A diferenca significativa para os valores que descrevem a cor foi observada
durante o periodo de armazenamento, tanto para a geléia convencional quanto na
geléia light. Resultados com as mesmas tendéncias foram observados por Garcia-
Viguera et al. (1999) em geléia de morango, 0s quais atribuiram a temperatura de
estocagem na faixa de 20 — 37<C e a incidéncia de | uz combinada com a presenca
de O, no interior da embalagem, como as principais causas de perda de cor das

geléias.
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5 CONCLUSAO

As cultivares de amora-preta Guarani, Tupy e Brazos apresentaram
similaridade com relacdo a sua composicao fisico-quimica, exceto no conteudo de
acucares totais, que foi inferior na cultivar Brazos, e pelo maior conteudo de &cido L-
ascorbico na cv. Tupy.

O conteudo de compostos bioativos ndo inferiram individualmente na
capacidade antioxidante no fruto in natura das cultivares Guarani, Tupy e Brazos, e

nas geléias convencional e light de amora-preta cv. Tupy.
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Os principais compostos fendlicos presentes nas cultivares de amora-preta e
nas geléias sdo: acido p-hidroxibenzoico, acido galico e epicatequina. Durante o
processamento e o periodo de armazenamento das geléias convencional e light,
ocorreu um decréscimo no conteudo total de fenois, no conteddo total de
antocianinas, de tocoferdis, de vitamina C e no conteudo individual de fendis.

Ao final do periodo de estocagem, as geléias light e convencional
apresentaram similaridade de comportamento frente aos compostos bioativos, sem

apresentar diferencas significativas na capacidade antioxidante.
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APENDICE A. Curva de calibracéo (padréo externo) de acido L-ascorbico.
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APENDICE B. Curvas de calibracio (padrio externo) de compostos a-, 5- e y-
tocoferol.
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APENDICE C. Curvas de calibracdo (padrdo externo) dos compostos fenolicos:
acido galico (a) e catequina (b).
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APENDICE D. Curvas de calibracdo (padrdo externo) dos compostos fendlicos:
acido p-hidroxibenzéico (a) e acido cafeico (b).
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APENDICE E. Curvas de calibracdo (padrdo externo) dos compostos fendlicos:
acido p-cumarico (a) e acido ferulico (b).
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APENDICE F. Curvas de calibracdo (padrdo externo) dos compostos fendlicos:
acido elagico (a) e miricetina (b).
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APENDICE G. Curvas de calibracdo (padrdo externo) dos compostos fendlicos:
quercetina (a) e campferol (b).
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APENDICE H. Curva de calibracio (padrdo externo) do composto fendlico:
epicatequina.
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