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JACQUES, Andressa C. AMORA-PRETA (Rubus fruticosus): COMPOSTOS
BIOATIVOS E VOLATEIS. 2011. 87f. Tese (doutorado) - Programa de Pos
Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Agroindustrial. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

O Brasil € um dos principais paises consumidores de frutas, ocupando a terceira
posicdo mundial. A diversidade de frutas destinadas ao mercado € cada vez maior,
mas suas propriedades e atividades nao estdo totalmente determinadas. Esta
enorme diversidade de frutos representa uma area promissora para pesquisa sobre
compostos bioativos e aqueles responsaveis pelo aroma caracteristico, em razao de
suas propriedades sensoriais, no entanto, os compostos responsaveis pelo aroma
de muitos frutos ainda nao foram identificados. Em face do exposto o objetivo deste
trabalho foi o de identificar os principais compostos volateis e bioativos presentes na
amora-preta cv. Tupy e avaliar a influéncia do processo de sanitizagao a base de
cloro sobre a estabilidade destes compostos apds a elaboragao de polpa de amora-
preta. Pelos resultados observa-se que a a unica concentragao que foi eficiente para
manter os niveis de fungos de acordo com a legislagao foi a imersédo em solugao de
200ppm de cloro/15 minutos, sendo que nesta concentragao as perdas observadas
para compostos fendlicos individuais, antocianinas, tocoferois, acido ascorbico e
carotendides individuais foram respectivamente: 56, 32, 37, 54 e 18%.
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Graduacdao em Ciéncia e Tecnologia de Agroindustrial. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas

Brazil is a major consumer country of fruit, occupying the third position worldwide.
The diversity of fruit for the market is growing, but its properties and activities are not
fully determined. This huge diversity of fruits represents a promising area for
research on bioactive compounds and those responsible for the characteristic aroma
due to their sensory properties; however, the responsible compounds of aroma of
many fruits have not yet been characterized. Against this background the aim of this
study was to identify the main volatile and bioactive compounds in blackberry cv.
Tupy, and evaluate the influence of the sanitization process based on chlorine on the
stability of these compounds after the blackberry pulp processing. The results shown
that the solution concentration of 200ppm of cloride for 15 min. was the only one that
was efficiet to reach the legislation levels for molds. In that concentration the losses
of individual phenolics, anthocianyns, tocopherols and ascorbic acid was 56, 32, 37,
54 e 18% respectively.
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1 INTRODUGAO GERAL

O conhecimento da composicdo quimica dos alimentos consumidos no Brasil
é fundamental para se avaliar a disponibilidade de nutrientes e o seu consumo por
populagdes, além de verificar a adequagao nutricional da dieta, identificar o estado
nutricional, desenvolver pesquisas sobre as relagdes entre dieta e doenga, no
planejamento agropecuario e na industria de alimentos. Entretanto, pelas suas
dimensdes continentais, nosso pais possui ainda uma gama muito grande de
alimentos, principalmente de origem vegetal, que ainda devem ser quimicamente
melhor caracterizados (Nucleo de Estudos e Pesquisa em Alimentacao, 2004).

Os compostos bioativos tém sido recentemente investigados cientificamente
devido sua importancia na promocdo da saude e prevencdo de doencas. A
associacao de uma dieta rica em frutas e hortalicas e o decréscimo da incidéncia de
varias doencas, tém sido consideradas como evidéncias epidemiolégicas (GARCIA
et al., 2004). Frutas e hortaligas sdo recomendadas na alimentagdo humana devido
sua riqueza em substancias com acdo antioxidante, as quais exercem acao
protetora contra a evolugao de processos degenerativos que conduzem as doengas
e ao envelhecimento precoce. Os antioxidantes obtidos da dieta, como a vitamina C,
a vitamina E e compostos fendlicos, sdao extremamente importantes na intercepcgao
destes radicais livres.

Publicacbes recentes relatam as propriedades de varios fitoquimicos,
especialmente de compostos fendlicos presentes em frutas, os quais atuam com
eficacia contra infecgbes causadas por Helicobacter pylori (Vatten et al., 2005) e na
inducdo da apoptose (YEH E YEN, 2005; HEO & LEE, 2005; SANCHEZ-MORENO,
2002).

Os compostos fendlicos perfazem um grupo de compostos heterogéneos de
elevado peso molecular, os quais sdo resultantes do metabolismo secundario de
vegetais (STRUBE et.al., 1993). Os compostos fendlicos de fontes vegetais podem
ser classificados no grupo dos flavondides e dos nao flavondides. Dentre os
compostos fendlicos do grupo dos flavondides se encontram as antocianinas. As
antocianinas sdo pigmentos que conferem uma coloragdo que varia entre o laranja,

vermelho e azul. Segundo Shahidi e Marian (2003), estudos recentes demonstram



que as antocianinas atuam como antioxidantes naturais, promovendo varios
beneficios a saude.

Além das antocianinas, os carotendides também apresentam capacidade
antioxidante, e de acordo com Azevedo-Meleiro & Rodriguez-Amaya (2004), a
capacidade antioxidante, cor e a atividade biolégica dos carotendides estdo
intrinsicamente relacionados com sua estrutura molecular. O consumo de frutas e
hortalicas com alto teor de carotendides tem apresentado, também, relagcéo inversa
com o risco de desenvolvimento de cancer (KRINSKY, 1991; KRINSKY, 1989).

De acordo com Silva et al., (2006) o teor de fitoquimicos nas frutas pode
variar dependendo da espécie, das condicbes edafoclimaticas, do estadio de
maturagao na época da colheita, de variagbes genéticas, do manuseio pds-colheita,
das condigdes de estocagem e do tipo e condigdes do processamento. O conteudo
destes nutrientes no alimento in natura e de sua estabilidade apds a colheita, podem
influenciar a qualidade nutricional do alimento.

O Brasil possui uma diversidade natural de frutos, cultivados em condigcbes
climaticas diferentes, o que ocasiona diferentes aromas e sabores. Esta enorme
diversidade de frutos representa uma area promissora para pesquisa sobre aromas,
em razao de suas propriedades sensoriais incomuns, no entanto, o aroma de muitos
frutos ainda nao foi caracterizado.

O aroma determina a qualidade do produto e seu preco de mercado,
evidenciando a importancia do conhecimento das rotas bioquimicas de geragao dos
compostos volateis, que sdo em grande parte responsaveis pelo aroma, durante o
processamento (BASTOS et al., 2007).

A grande maioria dos compostos volateis sao oriundos dos compostos
bioativos, os quais, alem de suas propriedades benéficas a saude humana, estao
geralmente relacionados com os sistemas de defesa das plantas contra a radiagéo
ultravioleta ou contra as agressdes de insetos ou patdgenos. Como existem em
grande numero, estas classes de compostos podem ser subdivididos em grupos
com inumeros compostos distintos (MANACH et al., 2004).

Os compostos organicos volateis séo sintetizados a partir de varios
precursores, incluindo aminoacidos, lipidios e carotenoides; porém, enquanto
algumas das vias de sintese sao conhecidas, para a maioria dos compostos volateis

estas etapas metabdlicas ainda permanecem desconhecidas (TIEMAN et al., 2006).



Um fator importante para a identificagdo dos compostos volateis em frutas é a
técnica de amostragem, sendo que alguns fatores podem afetar profundamente o
perfil qualitativo e quantitativo. A microextracdo em fase solida (SPME), consiste em
uma técnica de adsorgcao/dessorcao desenvolvida na Universidade de Waterloo
(Ontario, Canada), pela qual se elimina a necessidade de utilizagdo de solventes
organicos ou instrumentos complexos para a extragdo e concentragdo de compostos
volateis e néo volateis a partir de amostras liquidas ou gasosas. A extracéo
fundamenta-se no equilibrio de particdo ou adsor¢cdo entre uma fibra apropriada
(fase estacionaria) e os componentes contidos na amostra ou no seu headspace.
Quando o equilibrio é alcangado, a quantidade de composto extraido esta
diretamente relacionada a afinidade com a fase estacionaria da fibra e de sua
concentracdo na amostra. Os compostos sao posteriormente dessorvidos
termicamente, separados, identificados e quantificados através de técnicas
cromatograficas (ARTHUR et al.,1992; YANG & PAPPARD, 1994).

As pequenas frutas, especificamente a amora-preta, sao importantes fontes
de compostos fendlicos na dieta humana (Reyes-Carmona, 2005), porém a amora-
preta apresenta estrutura fragil e alta atividade respiratéria, com isso a conservagao
pos-colheita da amora-preta € relativamente curta e a elaboragdo de subprodutos
pode ser uma alternativa viavel para o aproveitamento dessa fruta. Assim, frutas e
vegetais podem passar por diferentes formas de processamento, o que pode afetar
a concentragao e a biodisponibilidade dos fitoquimicos presentes nos produtos (VAN
DER SLUIS et al., 2001).

O processamento de alimentos, que possui como objetivos principais o
aumento da vida util de um produto, tem um impacto na composi¢gao quimica e na na
atividade antioxidante de frutas e hortalicas, o que ainda é uma area pouco
explorada e com poucas informagdes disponiveis.

Outro fator que pode influenciar o conteudo destes compostos, é a
desinfeccao de frutas antes do seu preparo, o que consiste em uma pratica comum
na industria de alimentos. De acordo com Pacheco et al., (2002), frutas e hortalicas
sdao potenciais veiculadores de microrganismos que podem estar associados a
toxinfeccbes alimentares e, consequentemente, a doengas transmitidas por
alimentos (DTA). Inumeras sdo as causas para a presenca de elevada carga
microbiana, entre as quais estdo as técnicas de cultivo, armazenamento, transporte

e distribuicdo para consumo, a pratica do uso de adubo organico, a utilizagdo de



aguas contaminadas para irrigagéo, o transporte feito em engradados abertos e as
condigbes de higiene no manuseio e preparo das refei¢gdes, principalmente quando
os alimentos sao consumidos crus (PACHECO et al., 2002).

Algumas técnicas para reduzir a carga microbiana tém sido estudadas ja ha
algum tempo por pesquisadores da area de higiene de alimentos. Entre elas,
destaca-se o0 uso de solucdes desinfetantes a base de cloro, compostos de aménia
quaternaria e de acidos organicos, como o acido citrico, o acido lactico, entre outros.
O cloro, em suas varias formas, especialmente na forma de sais de hipoclorito, € um
dos sanitizantes empregado com maior sucesso nas industrias de alimentos. Sao
compostos eficientes e de baixo custo, tendo larga aplicagdo para o controle

bacteriolégico em industrias de frutas e hortalicas (KIM et al., 1999).

Em face do exposto, o objetivo deste trabalho foi o de identificar os principais
compostos volateis e bioativos presentes na amora-preta cv. Tupy e avaliar a
influéncia do processo de sanitizacdo a base de cloro sobre a estabilidade destes

compostos na elaboragao de polpa de amora-preta.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pequenas frutas

As pequenas frutas constituem uma fonte natural de substancias que
exercem agao bioativa. Extratos de varias frutas, como amora-preta, pitanga,
groselha, mirtilo e framboesa, tem sido considerados eficazes no combate aos
radicais livres (PANTELIDIS et al., 2006). Recentemente, devido a associagdo de
pequenas frutas a propriedades bioativas, tais como elevados teores de substancias
antioxidantes e anti-cancerigenas, tem aumentado a demanda do consumo de frutas
pela populagcédo, em busca da suplementagao alimentar a partir da diversificagdo da

dieta com base em frutas.

A designacao de “pequenas frutas” ou small fruit, € utilizada na literatura
internacional para referenciar diversas culturas, como a do morango, da amora-
preta, da framboesa, da groselha, do mirtilo, dentre outras. De acordo com Pagot e

Hoffmann (2003), o cultivo de pequenas frutas tem despertado a atenc¢do, né&o



somente dos consumidores, mas o interesse por parte de produtores e
comerciantes. De um modo geral, o cultivo destas espécies se caracteriza pelo baixo
custo de implantagdo, custo de produgdo acessivel aos pequenos produtores,
retorno econdmico, adaptacao as condi¢gdes sbcio-econdbmicas e do ambiente local,
exigéncia de méao-de-obra ndo qualificada, possibilidade de cultivo no sistema
organico e demanda maior do que a oferta (POLTRONIERI, 2003).

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

Segundo Antunes (2002), dentre as varias opgdes destas espécies frutiferas
com perspectivas de cultivo e comercializagédo, tem-se a amoreira-preta (Rubus sp)
como uma das mais promissoras. A amora-preta é 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 produgéo nacional, com aproximadamente 700
ton.ano™; no entanto, a amoreira apresenta potencial de cultivo em outros estados

de condigdes climaticas semelhantes as do Rio Grande do Sul.

2.2 Amora-preta

A amora-preta (blackberry) pertence ao género Rubus que contém,
aproximadamente, 740 espécies subdivididas em 12 a 15 subgéneros (JENNINGS,
1988, apud DAUBENY, 1996). Esta frutifera possui porte ereto ou rasteiro, que
produz frutos agregados, formado por minidrupas com cerca de quatro a sete
gramas, de coloracdo negra e sabor 4cido a doce-acido. E uma planta rastica que
apresenta baixo custo de produgédo, facilidade de manejo, requer pouca utilizagdo
de defensivos agricolas, sendo, por isso, uma alternativa promissora para cultivo na
agricultura familiar (MOTA, 2006).



O cultivo da amora-preta comegou na segunda metade do século XIX nos
Estados Unidos, onde 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 adaptacédo e tem alcangado
alta produtividade devido as condigdes climaticas desta regido, a qual permite o
cultivo de frutas das espécies de clima temperado (ANTUNES, 2002, ANTUNES e
RASEIRA, 2004, NACHTIGALL et al.,, 2004). Além das cultivares inicialmente
introduzidas (Brazos, Comanche e Cherokee), a Embrapa Clima Temperado
desenvolveu um programa de melhoramento genético originando as cultivares
Ebano, Negrita, Tupy, Guarani, Cainguangue e Xavante (SANTOS; RASEIRA;
MADAIL, 1997).

Segundo relatos de Chim (2008), atualmente a cultivar Tupy (Fig.1) é a que
apresenta maior area de cultivo de amora-preta no Brasil, a qual resultou do
cruzamento das cultivares Uruguai e Comanche, que foi realizado pela Embrapa
Clima Temperado em 1982. A colheita destas frutas ocorre entre meados de

novembro a inicio de janeiro.
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Figura 1 — Amora-preta cv. Tupy
Fonte: JAQUES, 2008.

As plantas desta espécie sdo de porte ereto, vigorosas e com espinhos, e

seus frutos apresentam de 7 a 9 g de peso médio, sabor equilibrado (acidez/agucar),

consisténcia firme, pelicula resistente e com alto teor de sdlidos soluveis (tab. 1).

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

Amora-preta pH Sdlidos Acidez Carboidratos  Umidade
cv Tupy soluveis (% acido (%) (%)
(°Brix) citrico)

3,23 8,0-9,0 1,33 4,72 91,37




Fonte: MOTA, 2006.

A amora-preta apresenta alta taxa respiratoria e com isso seu periodo para
consumo in natura € muito reduzido; portanto, a utilizagdo desta fruta na forma

processada € uma alternativa para prorrogar o periodo de consumo apés colheita.

2.2.1 Agentes sanitizantes a base de cloro

Frutas e hortalicas sao potenciais veiculadores de microrganismos que
podem estar associados a toxinfeccbes alimentares e, consequentemente, a
doengas transmitidas por alimentos (DTA). InUmeras sdo as causas para a presenga
de elevada carga microbiana nesse tipo de produto, entre as quais estdo as técnicas
de cultivo, a pratica do uso de adubo organico, a utilizagédo de aguas contaminadas
para irrigagdo, o transporte realizado em engradados abertos, armazenamento,
distribuicdo para consumo, e as condigbes de higiene no manuseio e preparo das
refeicdes, principalmente quando os alimentos s&do consumidos crus (PACHECO et
al., 2002). Portanto, uma das etapas de preparo de frutas para seu consumo,

armazenamento ou processamento, consiste no processo de sanitizagao.

Sanitizantes contendo compostos a base de cloro, incluindo hipoclorito de
sodio e de calcio, sdo amplamente utilizados em varias etapas do processamento de
frutas e hortaligas. Estes compostos sdao comumente adicionados a agua para
lavagem de alimentos crus, na agua de limpeza e sanitizagdo de equipamentos e na
agua utilizada no resfriamento de enlatados (BANWART, 1989). Porém, alguns
fatores como concentracado de cloro ativo da solugdo, tempo de ag¢ao do sanitizante
e pH do meio, sdo determinantes para a eficacia do efeito antimicrobiano destas

solugbes (BANWART, 1989, ANDRADE & MARTYN, 1996).

Cloro “livre”, “ativo” ou “disponivel” sdo termos que descrevem a quantidade
de cloro em qualquer forma disponivel para reagdes oxidativas e de desinfecgao. Os
compostos a base de cloro sdo germicidas de amplo espectro de acdo. Reagem
com proteinas da membrana de células microbianas, alterando sua permeabilidade,
interferindo, desta forma, no transporte de nutrientes e promovendo o

extravasamento dos componentes celulares (VANETTI, 2000).



O cloro como agente oxidante e desinfetante apresenta pequena estabilidade
em fase liquida, por isto, apdés um determinado tempo de contato com a fase liquida
os niveis de cloro tendem a zero ou a valores aproximadamente constantes,
dependendo das dosagens aplicadas e do seu potencial de demanda.

As reagdes que envolvem o cloro residual livre e os compostos organicos
naturais (CONs) sdo extremamente complexas, pois 0os compostos organicos
apresentam uma elevada diversidade de grupos funcionais aromaticos, carboxilicos,
fendlicos, bem como uma diversidade de duplas e triplas ligagdes que sédo passiveis
de serem atacadas pelo agente oxidante. As reag¢des do cloro livre com os CONs
permitem a formagdo dos subprodutos da desinfecgdo, uma vez que a grande
maioria destas reagbes quimicas envolvem quebras de determinadas moléculas
organicas e a substituicdo ou introdu¢cdo do halogénio em sua estrutura molecular.
Ao reagir com determinados CONs, o cloro participa de reagdes de oxidagéo
quimica e de substituicdo, portanto a sua concentracées na fase liquida tende a
reduzir, caracterizando desta forma uma demanda de cloro, que devera ser satisfeita
a fim de que seja possivel o estabelecimento de concentragbes relativamente
estaveis de cloro residual na fase liquida (FILHO & SAKAGUTI, 2008).

Os compostos clorados possuem um amplo espectro de atividade biocida
contra bactérias, fungos e virus. As atividades biocida e oxidante destes compostos
aumentam com a formagdo do acido hipocloroso (HCIO) em sua forma nao
dissociada, quando em solugdo aquosa pura. O acido hipocloroso € um acido fraco,
cuja formacgéo é influenciada pelo pH do meio, sendo que em meio acido a sua
concentracao € alta. O poder biocida do cloro, depende grandemente de sua nao
dissociagdo em solucdo aquosa, um aumento no pH diminui substancialmente a
atividade biocida de cloro, e uma reduc¢ao no pH aumenta essa atividade na mesma
propor¢cao (EMMANUEL et al., 2004) (Fig.2). Para que ocorra a agao sanificante é
necessario que o pH esteja abaixo de 7,5, podendo ser corrigido com um acido

organico ou com acido muriatico.
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Figura 2: Presencga de acido hipocloroso em fungéo do pH
Fonte: EMMANUEL, 2008.

O alto poder de desinfec¢cdo do acido hipocloroso em relagédo as demais
formas cloradas deve-se ndao somente a sua forte capacidade oxidativa, mas,
principalmente, ao pequeno tamanho de sua molécula e a sua neutralidade elétrica,
caracteristicas que aumentam o seu poder de penetracdo nas membranas das
células (EMMANUEL et al., 2004).

Quando um derivado clorado € adicionado a agua ocorre, em primeiro lugar, a
reacao de oxidacdo da matéria organica, que recebe o nome de demanda de cloro.
Satisfeita a demanda, o derivado clorado reage com a aménia formando cloraminas
inorganicas, que sdo denominadas de cloro residual combinado. Apds a formagao
das cloraminas, tem-se a presenca do cloro livre, o qual é consitutido pelo acido
hipocloroso e do ion hipoclorito, conforme a Figura 2.

Apesar do cloro ser o agente sanitizante mais utilizado, existem ainda outros
produtos que podem ser utilizados em alguns paises, tais como: diéxido de cloro,
acido peracético, ozonio, hipofosfito de sédio, sulfito de sddio, iluminacao ultravioleta
e radiagao UV-C. No entanto, nos ultimos anos tem aumentado o questionamento
quanto ao uso do hipoclorito e dos demais sais de cloro no processo e sanitizagao
de frutas e hortalicas, por serem considerados precursores na formagao de
cloraminas organicas, as quais sado prejudiciais a saude devido ao seu alto potencial
carcinogénico (SREBERNICH, 2007).
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2.3 Compostos volateis

O conhecimento cientifico dos compostos quimicos responsaveis pelo sabor
caracteristico das frutas tropicais e subtropicais justifica-se pela importancia que
estes desempenham na qualidade dos frutos e seus produtos (NARAIN et al., 2004).

Os compostos volateis do aroma sdo, em sua maioria, substancias
termolabeis, sujeitos a rearranjos, ciclizagbes e oxidagdes, quando submetidos a
qualquer aumento de temperatura. Se o0 estudo dos compostos volateis
responsaveis pelo aroma e sabor das frutas € util na caracterizagao e classificagao
da origem das frutas, sua importancia € ainda maior quando perdas ou modificacées
do aroma ocorrem devido ao processamento industrial, resultando em produtos que
perdem o sabor original (THOMAZZINI & FRANCO, 2000).

O aroma tipico das frutas resulta da combinacao de dezenas ou centenas de
substancias volateis representantes de diversas classes quimicas, com diferentes
propriedades fisico-quimicas e thresholds (limiar minimo de percepgao)
(THOMAZZINI & FRANCO, 2000). A percepgao do aroma depende do impacto
individual de cada um desses compostos, mas o aroma real do alimento consiste do
balanco global entre eles. Nenhum constituinte individual é totalmente responsavel
pelo aroma caracteristico do produto, mas em alguns alimentos existem um ou mais
componentes que, isoladamente lembram a qualidade caracteristica de seu aroma,
e por isso sao denominados de compostos carater-impacto (Tabela 2). Os demais
compostos necessarios para se obter o sabor pleno do alimento sdo denominados
de compostos contribuintes (GUTH & GROSCH, 1999).

Tabela 2: Aromas caracteristicos de algumas classes de compostos quimicos

Classe Composto Estruturas Aroma caracteistico
Alcodis 3-octanol i Y R Cogumelo
OH
Aldeidos Hexanal ‘j"\ Fruta nao
NN amadurecida
Cetonas 2-heptanona o Queijo blue cheese

AM

Acidos carboxilicos  Acido 2- o OI‘}{/ Fruta doce

] metilbutandico ]
Esteres Acetato de etila 0 Eter conhaque

P
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Lactonas y-decalactona / Creme de nozes,
O péssego
Pirazina 2-acetilpirazina AN Pipoca
Compostos 2-furfurilmetanotiol I\ Café
‘“'\ /\\/SH
sulfurados 0

Fonte : FRANCO, 2003; NOGUEIRA, 2002).

Os compostos volateis podem ser utilizados em diferentes contextos, e dentre
suas diversas aplicacdes, pode-se destacar o uso na industria alimenticia, como por
exemplo na caracterizacdo, reconstituicio e formulagcdo de aroma com maior
fidelidade ao aroma natural de um alimento (FRANCO, 2003; NOGUEIRA, 2002).

O amadurecimento dos frutos € acompanhado pela reducédo do conteudo de
clorofila e aumento do conteudo de outros pigmentos, como licopeno e [-caroteno.
Os carotenoides sao reconhecidos por determinar o padrdo de coloracao de frutos, e
sua sintese esta intimamente relacionada com a producado de etileno durante o
amadurecimento (JEFFERY et al.,, 1984, OELLER et al., 1991). Estes compostos
séo produzidos nos plastidios pela via do DOPX (1- desoxixilulose 5-fosfato), cujos
precursores piruvato e gliceraldeido-3-fosfato estdo envolvidos em outras rotas
metabdlicas do metabolismo primario. No entanto, carotenoides tambem podem
atuar como precursores para a sintese de compostos volateis (LEWINSOHN et al.,
2005). Aumentos observados nos niveis de licopeno e [-caroteno em frutos
vermelhos propiciam, portanto, condi¢des para que alguns compostos volateis sejam

sintetizados.

2.3.1 Cromatografia gasosa na determinagao de compostos volateis

O desenvolvimento e aplicacdo de metodologias para determinagcdo da
composi¢cao quimica dos compostos volateis € uma tarefa desafiadora. O método
para o isolamento de compostos volateis deve ser simples, rapido, eficiente e de
baixo custo, compreendendo uma unica etapa que separe os componentes volateis
da matriz do alimento ao mesmo tempo em que concentra-os com a menor

manipulacéo possivel.
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Os volateis podem ser separados utilizando-se técnicas cromatograficas,
principalmente pela cromatografia gasosa. Nesta técnica, a separagao baseia-se na
diferengca de distribuicdo das susbtancias de uma amostra entre uma fase
estacionaria (s6lida ou liquida) e uma fase movel (gasosa). A amostra, por meio de
um sistema de injec&o, € introduzida em uma coluna contendo a fase estacionaria. O
uso de temperaturas adequadas no local de injegdo da amostra e na coluna de
separagao possibilta a vaporizagdo dessas susbtancias que, de acordo com suas
propriedades e as da fase estacionaria, sdo retidas por tempos determinados e
chegam a saida da coluna em tempos diferenciados (COLLINS et al., 2006).

A cromatografia gasosa € uma técnica que tem como vantagens a rapidez,
um poder de resolugéo excelente, alta sensibilidade, podendo analisar até 10? g,
além de operar com pequenas quantidades de amostra (CECCHI, 2003).

A separagcdao dos componentes da amostra € efetuada na coluna
cromatografica, a qual deve ser devidamente escolhida, levando-se em
consideragao a dimensao, tipo e quantidade de suporte sélido que compde a fase
estacionaria, pois com a selecdo inadequada dessas condi¢cbes sera mais dificil
obter resultados satisfatérios mesmo com equipamentos modernos e sofisticados
(CIENFUEGOS e VAITSMAN, 2000).

O injetor tem a fungdo de vaporizar a amostra, que deve ocorrer de forma
rapida e completa, sem decompor e fracionar a amostra. A quantidade de amostra
injetada n&o deve ultrapassar a capacidade da coluna, que por sua vez, depende da
quantidade da fase liquida estacionaria (CECCHI, 2003). Os injetores mais usados
atualmente para analises tragos sao os tipos split/splitless (no modo splitless), on
column e programmed temperature vaporizer (PTV), envolvendo o efeito de
focalizagdo da amostra na entrada da coluna capilar (GROB, 1994). No entanto, a
melhor opgdo para analise de compostos volateis termolabeis € o injetor cool on
column, no qual se evita a decomposi¢cao térmica ou a discriminagao de compostos
com pontos de ebulicdo elevados, pois permite a introducdo direta da amostra na
coluna cromatografica sem vaporizagao prévia (THOMAZINI e FRANCO, 2000).
Com esse tipo de injecéo, a totalidade da amostra injetada € introduzida na coluna,
evitando o emprego de conexdes que poderiam introduzir artefatos ou diminuir a
resolucao da separagao cromatografica (BASTOS, 1996).

Os detectores estao situados na saida da coluna de separagao, sua funcéo é

medir a quantidade dos componentes individuais separados, presentes na corrente
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do gas de arraste, que elui da coluna cromatografica. O sinal de saida do detector é
enviado a um sistema de dados que finalmente traca um grafico denominado
cromatograma. O tipo de detector utilizado em uma analise depende de fatores tais
como a natureza dos componentes separados e o nivel da concentragdo a ser
medido, sendo que para a analise de volateis um dos mais utilizados é o detector de
ionizagéo de chama (DIC) (AQUINO NETO e NUNES, 2003).

A identificacdo dos compostos volateis passou por um grande avango, que foi
iniciado com a associagao de cromatégrafos gasosos a espectrometros de massa
(CG-EM). A unido dessas duas poderosas técnicas de analise quimica introduziu
uma ferramenta eficaz na separacido e na identificacdo de compostos provenientes
de misturas complexas. O seu emprego foi tdo conveniente e util em analise de
aromas que a lista de compostos volateis identificados cresceu acentuadamente a
partir da década de 1970. A partir deste periodo, milhares de compostos volateis ja
estdo identificados em alimentos e bebidas, os quais estdo agrupados em
hidrocarbonetos, compostos oxigenados, nitrogenados e sulfurados. (BOELENS,
1995).

Os espectrémetros de massas fornecem boa estabilidade e sensibilidade para
analises de compostos volateis (THOMAZINI & FRANCO, 2000). As moléculas no
estado gasoso sao ionizadas em regides de alto vacuo (10-8 atm) produzindo ions e
fragmentos de ions que sdo encaminhados para um analisador de massa/carga e
finalmente coletados pelo detector. A representacdo dos resultados constitui o
espectro de massas, o qual demonstra a distribuicdo das espécies ibnicas e suas
abundancias relativas. Cada composto, dependendo de sua estrutura quimica,
passa por fragmentagbes particulares, gerando um espectro de massas
caracteristico, que pode ser utilizado como uma “impressdo digital” daquele
composto. As caracteristicas dos espectros de massa sao usadas na identificacao
de uma grande variedade de compostos organicos. Esses sistemas (CG-EM)
possuem um banco de dados, armazenado na memoria do computador que auxiliam
na identificacdo do composto desconhecido através da comparacido do mesmo com
espectros obtidos de padrées puros (bibliotecas com substancias puras e seus
respectivos ions). Mesmo assim, € necessario o conhecimento das caracteristicas
de retencdo quando compostos diferentes apresentam espectros de massas
semelhantes. Por isto, como citado pela International Office of the Flavor Industry

(IOFI), apenas os dados de cromatografia gasosa — espectrometria de massas,



14

muitas vezes podem ser insatisfatérios para uma identificacdo efetiva do composto.
Assim, em alguns casos, informagdes adicionais obtidas por espectroscopia no
infravermelho e por ressondncia magnética nuclear ainda sao necessarias
(MCLAFFERTY e TURECEK, 1993).

2.3.2 Métodos de isolamento dos compostos volateis

Na analise dos compostos volateis, a preparagao da amostra é considerada a
etapa inicial e crucial para obtencdo de informagdes representativas do odor
caracteristico de uma matriz, pois qualquer modificacdo causada na composi¢cao dos
volateis da amostra nesta etapa ndo mais podera ser corrigida, por mais sofisticados
que sejam os instrumentos utilizados nas etapas subsequentes. No entanto,
representar qualitativamente o aroma original de uma determinada matriz € muito
complicado, uma vez que o0s compostos volateis apresentam diferentes
propriedades quimicas e estdo presentes em quantidades extremamente diminutas,
além de que alguns compostos sdo instaveis, podendo ser oxidados pelo ar,
enquanto outros podem ser termolabeis, ou seja, qualquer aumento da temperatura
durante o preparo da amostra podera acarretar em reagdes quimicas, tais como
rearranjos, hidrélises, ciclizagdes, entre outras, as quais podem modificar a
composi¢cao original da amostra (FRANCO, 2003; MAMEDE & PASTOR, 2006;
MARSILI, 1997). A técnica aplicada para isolamento deve ser capaz de isolar os
compostos volateis enquanto limita a formacao de artefatos (FRANCO, 2003).

As técnicas de isolamento de volateis podem ser classificadas em tradicionais
e modernas. Dentre as tradicionais a mais antiga e mais amplamente utilizada ¢é a
extracdo com solvente e dentre as técnicas modernas destaca-se a microextracao
em fase sélida (AUGUSTO et al., 2003).

2.3.2.1 Extragao com solvente

A extragdo com solvente organico € um metodo importante e muito utilizado
para o isolamento dos compostos volateis, foi um dos primeiros métodos utilizados
para recuperar compostos de aroma, principalmente em alimentos, sendo usada

ainda pelas industrias de perfumarias e de cosméticos (NOGUEIRA,2002).
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No entanto, os baixos niveis de compostos recuperados, aliado ao nivel de
componentes co-extraidos da matriz restringem o uso da extragdo direta. Outro
problema da técnica consiste na formagdao de emulsbes, principalmente se
compostos nido volateis estiverem presentes na amostra. Esta técnica utiliza tanto
solventes puros quanto misturas, sendo o diclorometano, éter etilico, éter de
petroleo, pentano e o hexano os solventes mais utilizados, principalmente por
apresentarem um baixo ponto de ebulicdo, permitindo assim que os componentes
mais sensiveis ndo sejam destruidos por aquecimento, além da alta seletividade,
permitindo que as substancias odoriferas sejam removidas primeiro
(NOGUEIRA,2002; MARSILI, 1997).

Apesar da sua simplicidade, a tendéncia moderna € substituir a extragao
liquido-liquido por outras técnicas, devido a alta pureza dos solventes que sao
requeridos para analise de trago, a necessidade de redugdo no ambiente de
solventes organicos e ao risco a saude associado a sua manipulagao, além de nao
ser aplicada para analise de compostos volateis em amostras vivas (AUGUSTO,
2003).

Dentre os trabalhos encontrados na literatura pode-se citar a extracao liquido-
liquido para determinar monoterpenos em vinhos, desenvolvido por Lopez e Gomez
(2000), os quais avaliaram a capacidade de extracdo de sete solventes:
diclorometano, éter-dietilico, freon 11, éter-pentano (1:1), éterhexano (1:1), pentano
e hexano. Outros estudos foram realizados em diversas frutas, incluindo framboesa,
morango, mirtilo e amora (HONKANEN, et al., 1980; HIRVI & HONKANEN, 1983;
GEORGILOPOULOQS, et al., 1987; RIU-AUMATELL 2004).

Esta técnica apresenta uma das abordagens mais simples e mais eficiente
para o isolamento de aromas. A extragcdo por solvente ou extracéo liquido-liquido
(LLE) é baseado nos coeficientes de particdo dos compostos responsaveis pelo
aroma entre dois liquidos imisciveis, geralmente de agua e um solvente organico. A
escolha do solvente € dependente do tempo de extracdo e as caracteristicas dos
volateis alvo, tais como polaridade e solubilidade. Solventes nido polares, tais como
pentano, e hexano sdo muito eficazes na exclusdo de agua e alcodis de baixa
ebulicdo, enquanto o éter etilico ira extrair mais agua e compostos polares (RIU-
AUMATELL, 2004).

As técnicas de amostragem de volateis mais recentes utilizam pouco ou

nenhum solvente organico e, como qualquer método de amostragem, dependem da
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particdo entre os analitos da matriz e uma fase extratora que pode ser um gas, um
liquido ou um adsorvente (NOGUEIRA, 2002).

2.3.2.2 Microextragao em fase sélida no modo headspace

Dentre os métodos modernos de isolamento dos compostos volateis, pode-se
destacar a utilizagado do headspace

O principio fundamental consiste no equilibrio da fase gasosa com a fase
liquida ou sdlida da amostra. Os métodos que utilizam a amostragem no headspace
visam minimizar a formacado de artefatos e/ou a destruicdo da fragdo volatil,
representando mais fielmente aroma de uma determinada matriz. Além da alta
reprodutibilidade, a técnica mantém a integridade quimica das moléculas (FRANCO,
2003; AUGUSTO et al., 2003; MARSILI, 1997).

As técninas de headspace (HS- headspace ou espacgo confinado), se baseiam
na analise dos compostos volateis contidos na fase de vapor sobre uma solugdo em
equilibrio, mantida em ambiente fechado (COLLINS et al., 1988). Apresentam
vantagens na extracdo de compostos volateis de plantas por permitirem que o
processo de extragdo ocorra a temperaturas baixas, reduzindo a probabilidade de
alteracdes na composi¢ao da mistura volatil.

Estas técnicas podem ser empregadas no modo estatico ou no modo
dinamico (DAMASCENO 2007). No modo estatico a amostra € mantida em um
recipiente fechado até que se atinja um equilibrio termodinamico dos compostos
volateis entre a fase liquida e a fase gasosa, a uma determinada temperatura,
geralmente a ambiente. Apds uma aliquota da fase gasosa é recolhida e injetada no
cromatégrafo gasoso. No modo dindmico ha uma coleta continua dos compostos
volateis, realizada pela passagem de um gas inerte ou por um sistema a vacuo, que
empurra a amostra volatil para o cromatégrafo (FRANCO e RODRIGUEZ — AMAYA,
1983).

A utilizacdo da técnica headspace em conjunto com a microextragao em fase
sélida (SPME) € um dos métodos mais modernos existentes para o isolamento dos
compostos volateis.

A microextracdo em fase soélida (SPME) (Figuras 3, 4, 5), € uma técnica de
adsorgao/dessorcao de equilibrio no modo estatico desenvolvida na Universidade de

Waterloo (Ontario, Canada) que elimina a necessidade de utilizagdo de solventes
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organicos ou instrumentos sofisticados para a extragdo e concentragdo de
compostos volateis e nao volateis a partir de amostras liquidas ou gasosas,
utilizando-se de um sistema de coleta e adsor¢ao dos componentes volateis (Fig.3).
A extracdo fundamenta-se no equilibrio de particdo ou adsorgao entre a fibra e os
componentes da amostra ou de seu headspace. Quando o equilibrio € alcangado, a
quantidade de composto extraido esta diretamente relacionada a afinidade com a
fase da fibra e de sua concentracdo na amostra. Os compostos sao dessorvidos
termicamente, separados, identificados e quantificados posteriormente (ARTHUR et
al.,1992; YANG & PAPPARD, 1994).

A técnica SPME origina resultados lineares dentro de um amplo intervalo de
concentracbes, € compativel com qualquer tipo de equipamento de cromatografia
gasosa, com colunas de enchimento ou capilares, ou ainda com a cromatografia
gasosa acoplada com a espectrometria de massa, podendo inclusive, ser utilizado
com injetores split/splittess (GALLARDO, COSTA & BARROSO, 2009). Para
extracdo de volateis de vegetais, o modo headspace é 0 mais amplamente
empregado (HS-SPME- Headspace Solid-MicroExtraction), o qual se baseia na
exposicao do filme polimérico a fase gasosa acima da amostra. Neste caso, os
analitos a serem extraidos, apresentam suficiente volatilidade na temperatura de
extracdo desejada (PAWLISZYN, 1997).

Em comparacdo com outras técnicas de preparo de amostra, a SPME
apresenta uma série de caracteristicas inerentes, por ser mais rapida e
operacionalmente mais simples que muitas das técnicas tradicionais. O manuseio
reduzido das amostras em comparagdo as técnicas convencionais minimiza a
possibilidade de formacdo de artefatos. Os analitos podem ser extraidos e
transferidos diretamente ao cromatografo gasoso, sem intervencdo de solventes
extratores, cujo uso, além de ser possivel fonte de contaminantes, é um fator
complicante no gerenciamento de um laboratorio analitico, pela necessidade de
adocgao de procedimentos de descarte e pelos riscos ocupacionais associados a sua
manipulagdo. Por estas caracteristicas, a SPME é uma técnica qe pode ser

facilmente usada em aplicagdes em campo.
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Figura 3: Dispositivo de SPME comercializado pela Supelco
Fonte: DAMASCENO, 2007

A técnica de SPME envolve apenas duas etapas de manipulacéo. A primeira
etapa consiste em expor a fibra revestida diretamente a amostra ou ao seu
headspace (HS). Nesta etapa ocorre a particao dos analitos alvo entre a matriz da

amostra e o revestimento do dispositivo de SPME (Figura 4).

Figura 4: Representacao do processo de sor¢cdo dos analitos: A) perfura-se o septo
do frasco com a agulha; B) expde-se a fibra revestida diretamente a amostra; C) a
fibra permanece exposta até alcangar o tempo de equilibrio e D) a fibra & recolhida
para dentro da agulha e entdo retirada do frasco.

Fonte: BORTOLUZZI, 2007
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Na segunda etapa, a fibra contendo os analitos concentrados é transferida
para o instrumento analitico onde ocorre a dessorgao, separacao e quantificacao
dos analitos extraidos. A etapa de dessor¢cdo dos analitos geralmente é realizada
colocando a agulha do dispositivo de SPME no injetor aquecido do cromatografo
(Eisert, et al., 1996 e Motlagh, et al., 1993) (Figura 5).

Figura 5 : Representagao do processo de dessorgao térmica dos analitos no injetor
do cromatégrafo aquecido: A) perfura-se o septo do injetor do cromatografo com a
agulha; B) expde-se a fibra revestida ao injetor do cromatografo aquecido para que
ocorra a dessorgao térmica dos analitos e C) a fibra é recolhida para dentro da
agulha e entao retirada do injetor do cromatégrafo.

Fonte: BORTOLUZZI, 2007

Podem ser utilizados trés formas de extragao dos analitos usados em SPME:
direta, headspace e protegida com membranas (Figura 6). Na amostragem direta
(Fig. 6A), a fibra é colocada em contato direto com a amostra e os analitos s&o
transportados diretamente da matriz da amostra para a fase extratora. Para facilitar
esta forma de extragao € necessario agitacdo da amostra. Para amostras gasosas, o
fluxo natural do gas ja é suficiente para facilitar o tempo de equilibrio mais rapido,
mas nas amostras liquidas €& necessaria alguma técnica de agitagdo. Na
amostragem por headspace (Fig. 6B), a fibra &€ suspensa na regido confinada sobre
a matriz da amostra. A principal razdo para esta modificagcdo na amostragem é para
proteger a fibra de efeitos desfavoraveis, causados por substancias nao volateis ou
com massa molecular muito grande, presentes na matriz da amostra. No terceiro
tipo (Fig. 6C), extragcado protegida com membranas, a fibra é separada da amostra
com uma membrana seletiva. O principal objetivo da utilizagdo desta forma de
extracdo € a extracdo de analitos presentes em amostras muito complexas. O

processo de extracdo dos analitos nesta forma é mais lento do que na amostragem
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direta porque os analitos precisam difundir na membrana (Pawliszyn, 1997,
Pawliszyn, 1999).

Fibra de SPME

— Membra

7N

L i

— -

Figura 6: Formas de extragdo usando fibras de SPME: (A) direta, (B) headspace, (C)
protegida com membranas.
Fonte: BORTOLUZZI, 2007

2.3.2.2.1Caracteristica dos revestimentos da SPME

No mercado existe uma variedade consideravel de filmes poliméricos cada
vez mais resistentes, tais como as fibras Stable-Flex, que sdo mais flexiveis e,
portanto, apresentam menos probabilidade de quebra, além de maior tempo de vida,
em fungdo de maior estabilidade e menor sangria do filme (Sigma-Aldrich, 1999).
Além das fibras Stable-Flex, foi langada recentemente uma nova geragao de fibras,
cuja agulha é feita de um metal mais resistente e flexivel, que também tem como

fungdo minimizar a incidéncia a quebra (Sigma-Aldrich, 2005).

Os revestimentos das fibras sao classificados segundo sua polaridade (Figura
7): apolares (PDMS), polares (CW-DVB) e semi polares (PDMS-DVB, CAR-PDMS)
(CEVA-ANTUNES, 2006; DEMYTTENAERE, et al., 2004). Existem também a DVB-
CAR-PDMS, dotada de triplo revestimento, que é considerada como de polaridade
intermedidria (CEVA-ANTUNES, et al., 2006). Esta gama de polaridade disponivel oferece
vantagens como seletividade, possibilidade de maior recuperagdo de analitos especificos e
reducdo da extracao de interferentes (DEMYTTENAERE et al., 2004). As fibras mistas, por

apresentarem subcamadas com diferentes polaridades, tém papel importante na
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seletividade no que se refere a extragdo de analitos com pequenas diferengas de
polaridade (ADAM, et al., 2005; DENG et al., 2004). A parte da polaridade, os
revestimentos das fibras ainda podem ser classificados como polimeros puros
homogéneos, tais como as fibras de PDMS e PA ou como polimeros sélidos
dispersos em uma matriz polimérica liquida (fibras mistas), que sdo os de dupla ou
tripla camada, tais como: CAR-DVB, PDMS-DVVB, CW-DVB e DVB-CAR-PDMS
(Demyttenaere et al., 2004). Estes ultimos apresentam menor estabilidade mecanica
que as fases poliméricas homogéneas, mas ganham em seletividade, embora estas
mesmas fases na nova versao (Stable-Flex) tenham aprimorado suas propriedades
mecanicas (TARANTILIS & POLISSIOU, 1997).

7 _
| TIPOS DE REVESTIMENTOS ﬂ

Polaridade \
|

| [ ]
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| | | | 1
/
PA PDMS-DVB R PDMS-DVE CW-DVB
CW-DVB PoMe CAR-PDVS PA DVB-CAR-PDMS
DVB-CAR-PDMS CAR-PDMS

Figura 7: Esquema representativo da classificagdo dos revestimentos poliméricos
comerciais para SPME
Fonte: DAMASCENO, 2007

2.3.2.2.2 Condigdes que afetam a eficiéncia da SPME

Entre os fatores que influenciam a eficiéncia do processo extrativo estdo a
escolha do filme polimérico mais apropriado ao analito que se deseja extrair e o tipo
de matriz em que esta contido (NORIN & SMEDMAN, 2010). A escolha do filme,
bem como de sua espessura, é geralmente feita em uma etapa de otimizagao das

condi¢cbes de analise (ADAM et al., 2005), tendo como base as caracteristicas fisico-
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quimicas dos analitos (Demyttenaere et al.,2004) e das fibras disponiveis (ADAM et
al., 2005). Além destes, outros fatores como temperatura e o tempo do processo de
extracdo, a adicao de sal ou um solvente organico na amostra, modificagbes de pH,
agitacdo, o volume da amostra, efeito da matriz e a introdugdo de uma etapa de
derivatizacdo, também podem afetar a extracdo dos analitos em SPME
(PENALVER, et al., 1999).

O parametro pH da amostra pode ser ajustado para valores que aumentam a
presenca da forma neutra na extracdo de analitos acidos ou basicos, como os fendis
e aminas. A adicado de sal pode ser utilizada para aumentar a forga ibnica da
amostra, levando a reducao na solubilidade dos analitos que sdo mais facilmente
retidos pela fibra. Muitos estudos demonstraram um aumento da sor¢ao dos analitos
no revestimento da fibra de SPME pela adigdo de sal, usualmente cloreto de sédio,
na matriz da amostra. No entanto, a presenca de solventes organicos na amostra
aquosa usualmente reduz a quantidade de analito extraido, devido a competicao
entre os analitos e o solvente organico pela fibora de SPME (PENALVER, et al.,
1999).

Quando a amostra é agitada, o tempo necessario para alcangar o equilibrio é
reduzido porque aumenta a difusdo dos analitos ao redor da fibra, tanto para
imersao direta quanto para exposigdo ao headspace. Diversas formas de agitagao
da amostra ao redor da fibra foram estudadas, sendo a agitagdo com barra

magnética a mais amplamente utilizada (PENALVER, et al., 1999).

O volume da amostra é outro importante parametro para ser otimizado em
SPME, porque ele é diretamente relacionado com a sensibilidade do método. O
volume da amostra € usualmente muito maior que o volume da fibra, e a quantidade
de analito extraido é somente proporcional ao coeficiente de particdo, a
concentracdo da amostra e ao volume da fibra. O coeficiente de particdo entre a
matriz da amostra e a fibra deve ser considerado, porque compostos com constante
de distribuicdo elevada sdo mais afetados por mudangas no volume da amostra que
com compostos com pequena afinidade pela fibra. Se o volume do headspace
também é muito grande, a sensibilidade reduz consideravelmente (PENALVER, et
al., 1999, GORECKI, et al., 1997, GORECKI, et al., 1998).
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2.3.3 Aplicagoes da SPME em alimentos

Na literatura, pode ser encontrado algumas informagdes sobre o uso do
headspace dinamico para caracterizagcdo quimica de compostos volateis, podendo-
se citar os trabalhos desenvolvidos por Franco (1997), que isolaram os volateis de
trés cultivares de manga (Haden, Tommy-Atkins e Keitt) oriundos do estado de Sao

Paulo, envolvendo a suc¢ado em polimero poroso Porapak Q.

Soares (2007), também utilizou o headspace dinamico para avaliar o efeito do
estadio de maturagdo na composi¢cdo quimica dos volateis da goiaba branca
(Psidium guajava) utilizando o Porapak Q. Em um outro trabalho com frutos
tropicais, Franco & Shikamoto (2007), estudaram os compostos volateis de umbu-
caja (Spondias citherea), camu-camu (Myrciaria dubia), araga-boi (Eugenia stipitata)
e cupuagu (Theobroma grandiflorum) através da técnica do headspace dinamico
utilizando Porapak Q.

Outro exemplo do uso do Porapak Q no isolamento de volateis de frutas por
headspace dinamico, foi realizado por Oliveira (2006), utilizando a pitanga

conseguiu-se detectar 54 compostos, dos quais 29 foram identificados.
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4. CAPITULO I. Fitoquimicos em amora-preta (Rubus spp)

Phytochemicals in blackberry

Andressa Carolina Jacques1*; Rui Carlos Zambiazi2
Semina: Ciéncias Agrarias, Londrina, v. 32, n. 1, p. 245-260, jan./mar. 2011

Resumo

Dentre as opgdes de espécies frutiferas com perspectivas de comercializagao, a
amoreira-preta (Rubus spp) se destaca como uma das mais promissoras. Esta é
uma das espécies que tem apresentado um crescimento de area cultivada nos
ultimos anos no Rio Grande do Sul (principal produtor brasileiro). O consumo
regular de frutas e hortalicas esta associado com o baixo risco de incidéncia e
mortalidade por cancer e doencas cardiacas, devido a presenga de compostos
oriundos do metabolismo secundario, especialmente flavondéides e antocianinas,
0s quais apresentam grande capacidade de reagir com radicais livres que
causam estresse oxidativo, e portanto, contribuem na prevengdo destas
doencas. Na identificacdo dos compostos fendlicos na amora-preta foram
encontrados os acidos fendlicos e flavonéides. Dentre os flavondides
encontrados, destacam-se as antocianinas, que variam em sua concentragao de
acordo com o estagio de maturagdo das frutas. Tendo como base os valores
encontrados na literatura sobre antocianinas e a grande variagdo entre os
diferentes materiais genéticos, existe um grande potencial na producdo de
amora-preta visando a sua utilizagdo como corante natural na industria
alimenticia e de medicamentos. Além dos compostos fendlicos, a amora-preta
também apresenta outros fitoquimicos como as vitaminas C e E, além de
carotendides. Este trabalho tem como objetivo fazer uma revisao bibliografica
dos principais fitoquimicos presentes na amora-preta (Rubus spp).
Palavras-chave: Amora-preta, fitoquimicos, antioxidantes

Abstract

Among the options for fruit species with market prospects, the blackberry (Rubus
spp) stands out as one of the most promising. This is a species that has shown
an increase of cultivated area in recent years in Rio Grande do Sul (main
Brazilian producer). Regular consumption of fruits and vegetables is associated
with low risk of incidence and mortality from cancer and heart disease due to the
presence of compounds derived from secondary metabolism, especially
flavonoids and anthocyanins, which have great capacity to react with free radicals
that cause oxidative stress, and therefore contribute to the prevention of these
diseases. The phenolic acids and flavonoids were identificated in the group of
phenolic compounds in blackberry. Among the flavonoids, stands out the
anthocyanins, which vary in concentration according to the stage of maturation of
fruits. Based on the antocyanin content related in literature and the great variation
between different genetic materials, there is great potential in the production of
blackberry and its utilization as a natural colorant in the food and pharmaceuticals
industry. In addition to these compounds, the blackberry also has other
phytochemicals such as vitamin C, vitamin E and carotenoids. This paper aims to
review literature of the main phytochemicals in blackberry (Rubus spp).

Key words: Blackberry, phytochemicals, antioxidants
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1 Introdugao
A mudanca no habito alimentar da populacdo brasileira, observada nos

ultimos anos, tem proporcionado um novo nicho de mercado de frutas frescas. A
producao brasileira das principais espécies frutiferas de clima temperado é
insuficiente para atender a demanda interna, gerando uma crescente necessidade
de importagdo de frutas que, na sua grande maioria, poderiam ser produzidas no
Brasil (ANTUNES, 2002).

Dentre as opcbes de espécies frutiferas com perspectivas de aumento de
producdo e aumento de oferta para a comercializagao, a amoreira-preta (Rubus spp)
se destaca como uma das mais promissoras. Esta € uma das espécies que tem
apresentado um crescimento de area cultivada nos ultimos anos no Rio Grande do
Sul (principal produtor brasileiro), mas apresenta alto potencial de cultivo em regides
de clima temperado e sub-tropical, como nos estados de Santa Catarina, Parana,
Sao Paulo e Sul de Minas Gerais. Devido ao baixo custo de implantacdo e de
manutencdo do pomar e, principalmente, pela reduzida utilizacdo de defensivos
agricolas, esta cultura se apresenta como opg¢ao para a agricultura familiar. O cultivo
da amoreira-preta caracteriza-se pelo retorno rapido, pois no segundo ano de plantio
inicia a producgao, proporcionando ao pequeno produtor opcdes de renda, pela
destinacdo do produto ao mercado in natura, € também como matéria-prima para
industrias processadoras de alimentos, como industrias de produtos lacteos, de
congelados e conserveiras (ANTUNES, 2002).

A amora-preta in natura é altamente nutritiva, contendo 85% de agua, 10% de
carboidratos, elevado conteudo de minerais, de vitaminas do complexo B, vitamina A
e calcio. Estes frutos podem ser consumidos na forma de sub-produtos como
geléias, sucos, e como ingrediente em sorvetes e iogurtes (POLING, 1996).

Uma série de funcbes e constituintes quimicos sao relatados na literatura
internacional relacionados as qualidades da amora-preta, estando, entre eles, o
acido elagico (ANTUNES, 2002). O acido elagico € um derivado do acido galico, e
como fenol, possui algumas propriedades de compostos fenolicos (WANG et al.,
1994). Segundo Wang et al. (1994), o acido elagico (C14H608) é encontrado em
morango (Fragaria spp), groselha preta (Ribes nigrum), amoreira-preta (Rubus
subgénero Eubatus), framboesa (Rubus subgénero Idaeobatus), entre outras

espécies. O acido elagico e alguns elagitaninos tém mostrado propriedades
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inibidoras contra replicagdo do virus HIV transmissor da Aids (MAAS, GALLETA, e
STONER 1991).

Além dos nutrientes essenciais e dos micronutrientes, as frutas contribuem
com diversos componentes oriundos de metabdlicos secundarios, principalmente os
de natureza fendlica, denominados de polifendis. O consumo regular de frutas e
hortalicas esta associado com o baixo risco de incidéncia e mortalidade por cancer e
doengas cardiacas, devido a presengca de compostos oriundos do metabolismo
secundario, especialmente flavondides e antocianinas, os quais apresentam grande
capacidade de reagir com radicais livres, e portanto, contribuem na prevencao de
varias doencgas. Estes compostos apresentam ainda, atividade anti-inflamatéria,
antialérgica, antitrombotica, antimicrobiana e antineoplasica (KUSKOSKI et al.,
2005).

Os antioxidantes podem ser divididos em duas classes: os que apresentam
atividade enzimatica e os que nao apresentam atividade enzimatica. Na primeira,
estado incluidos os compostos capazes de bloquear a iniciagado da oxidagao, ou seja,
as enzimas que removem as especies reativas ao oxigénio. Na segunda classe,
estdo incluidas moléculas que interagem com as espécies radicalares, as quais sao
consumidas durante a reacao; incluindo os antioxidantes naturais e sintéticos, como
os compostos fendlicos (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004).

Os compostos fendlicos presentes nas plantas s&o essenciais para o
crescimento e reprodugdo dos vegetais, além de atuarem como agentes
antipatogénicos e contribuirem na pigmentagcdo, adstringéncia e estabilidade
oxidativa. Dentre os compostos fendlicos do grupo dos flavondides se encontram as
antocianinas. As antocianinas s&o pigmentos que conferem uma coloragao que varia
entre o laranja, vermelho e azul. Segundo Shahidi e Marian (2003), estudos recentes
demonstram que as antocianinas atuam como antioxidantes naturais, promovendo
varios beneficios a saude.

Além das antocianinas, os carotendides também possuem capacidade
antioxidante, apesar de estarem presentes em baixas quantidades na amora-preta.
De acordo com Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya (2004), a cor e a atividade
biolégica dos carotendides estdo intrinsecamente relacionados com sua estrutura
molecular. O consumo de frutas e hortalicas com alto teor de carotendides tem
apresentado, também, uma relacdo inversa com o risco de desenvolvimento de
cancer (KRINSKY, 1989, 1991).
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Além dos compostos fendlicos e carotendides, a amora-preta ainda apresenta
tocoferdis, os quais ocorrem naturalmente em praticamente todos os vegetais,
principalmente nos vegetais verde-escuros, nas sementes oleaginosas, nos 0leos
vegetais e no gérmem de trigo; e a vitamina C ou acido L-ascérbico (AA), que € uma
vitamina hidrossoluvel e termolabil amplamente distribuida nos vegetais e em
produtos de origem vegetal, sendo encontrada, principalmente, em frutas citricas e
hortalicas folhosas (ZHANG; HAMAUZU, 2004).

Em face do exposto, esta revisdo tem como objetivo apresentar os principais

fitoquimicos presentes na amora-preta (Rubus spp) e os efeitos na saude.

2 Amora-Preta

A amoreira-preta (blackberry) pertence ao género Rubus que contém
aproximadamente 740 espécies que sao subdivididas segundo alguns autores em
12 subgéneros, e segundo outros autores em 15 subgéneros (DAUBENY, 1996).
Esta frutifera possui porte ereto ou rasteiro, a qual produz frutos agregados, formado
por mini-drupas com cerca de quatro a sete gramas, de coloragao negra e sabor
acido a doce-acido.

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

Segundo relatos de Chim (2008), atualmente a cultivar Tupy é mais cultivada
no Brasil, a qual resultou do cruzamento das cultivares Uruguai e Comanche,
realizado pela Embrapa Clima temperado em 1982. A colheita destas frutas ocorre

entre meados de novembro a inicio de janeiro.
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A amora-preta apresenta valores de pH de 2,33, para a cultivar Wild da regido
do Patzcuaro/México (REYES-CARMONA et al., 2005), a valores de 3,40 para
amora-preta de cultivares da regiao de Pelotas/RS/Brasil (JACQUES, 2009).
Estudos realizados em Thessaloniki na Grécia, relatam variacbes no conteudo de
sélidos soluveis de cultivares ndo mencionadas de amora-preta (Rubus fruticousus)
de 9,8 a 11,5% (PANTELIDIS et al., 2007). Mota (2006a), relata variagbes no
conteudo de sodlidos soluveis de 7,60 a 10,37% em amora-preta de diversas
cultivares oriundas da Estacdo Experimental de Caldas em Pogos de Caldas/Minas
Gerais/Brasil. Jacques (2009) relata valores de acidez de 0,11% (em acido citrico)
para amora-preta da cultivar Tupy oriunda da cidade de Pelotas/RS/Brasil, no
entanto, Mota (2006a) relata valores de acidez de 1,33% (em acido citrico) para
amora-preta da mesma cultivar oriunda da cidade de Pocos de Caldas/MG/Brasil,
demonstrando a grande variabilidade no conteudo de acidez que ocorre em frutos
cultivados em locais com climas distintos.

De acordo com estudos realizados na Embrapa Clima Temperado (2008),
ocorre uma grande variagdo de temperatura entre o dia e a noite em algumas
regides no Sul do Brasil, geralmente maior que 10°C, principalmente nos periodos
de primavera e outono. A amplitude térmica, associada as baixas temperaturas, &
importante para conferir coloragao e para o equilibrio de acidez e agucar, que € um
fator determinante para o sabor do fruto consumido in natura.

Mota (2006a) relata valores de umidade na amora-preta cultivares Tupy e
Guarani, de 91,7 e 90,47%, respectivamente. Chim (2008) relata para as mesmas
cultivares, respectivamente, 88,3% e 87,0%. Pode-se observar que pelos estudos de
Chim (2008), o teor de umidade de duas das cultivares foi inferior, demonstrando a
variabilidade da constituicdo quimica de frutas de diferentes regides.

A amora-preta in natura é altamente nutritiva, fazendo parte de sua
composi¢cado a agua (87-93%), proteinas (1,5%), fibras (3,5 — 4,7%), cinzas (0,19 —
0,47%), lipideos (0,03 — 0,08%), carboidratos (6 — 13%). Apresenta ainda conteudos
consideraveis (em mg/100g) de calcio (32); fésforo (21); potassio (196); magnésio
(20); ferro (0,57); selénio (0,60) e vitamina C (21); além de quantidades inferiores de
vitamina A, vitamina E, folatos, tiamina, riboflavina, niacina, acido pantoténico,
vitaminas B-6 e B-12; acidos graxos saturados; acidos graxos monoinsaturados; e
de acidos graxos polinsaturados. No entanto, este fruto apresenta apenas cerca de

50-55 calorias em 100 gramas (Embrapa Clima Temperado, 2008). O consumo
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regular desta fruta, aliado a um estilo de vida saudavel, incluindo dieta equilibrada e
exercicios fisicos, pode prevenir alguns tipos de doengas crbnicas néao-
transmissiveis. Além disto, alguns compostos encontrados nesta fruta, como as
antocianinas, podem ser utilizados na industria alimenticia como corante natural,
seguindo a tendéncia mundial de redugdo no uso de corantes artificiais. A
purificagcdo e concentracdo de alguns fitoquimicos da amora-preta, como o acido
elagico, podem ser apresentados na forma de encapsulados, e comercializados
como nutracéuticos (Embrapa Clima Temperado 2008).

O processamento das frutas da amoreira-preta, em produtos como geléias,
sucos, iogurtes e sorvetes, € uma forma de agregar valor ao produto in natura,
auxiliando na renda dos fruticultores. No entanto, apds o processamento podem
ocorrer alteragdes das caracteristicas funcionais originais das frutas, mas o impacto
do processamento sobre as propriedades funcionais da amora-preta ainda esta
sendo estudado. Existem alguns estudos que relatam estas alteragdes, como os de
Jacques (2009); Chim (2008) e Mota (2006b); os quais avaliaram a estabilidade de
alguns dos principais fitoquimicos da amora-preta em produtos como polpa, geléia e
suco respectivamente. No entanto, sabe-se que frutas e hortalicas respondem de

forma diferenciada ao processo de transformacao.
3 Fitoquimicos

A promocado da saude como qualidade de vida e a busca por uma
alimentacdo saudavel tém sido metas a serem alcancadas neste século. Trabalhos
envolvendo a atividade antioxidante de alimentos e substancias isoladas de fontes
naturais demonstram que o consumo de frutas, vegetais, vinhos e chas, estédo
relacionados a redugao de risco de cancer e de doencgas cardiovasculares (AJILA et
al., 2007). De acordo com Speirs e Brady (1991), o amadurecimento de frutas
envolve uma série de complexas reagdes bioquimicas, como a hidrélise do amido, a
producdo de carotendides, de antocianinas e de compostos fendlicos, além da
formacgao de varios compostos volateis.

Publicagdes recentes relatam as propriedades de varios fitoquimicos com
acao antioxidante, destacando-se os compostos fendlicos, os tocoferdis, o acido
ascorbico e os carotendides, todos estes presentes na amora-preta. Esta fruta
apresenta atividade antioxidante frente aos radicais superoxidos (O2+-), peréxido de
hidrogénio (H202), hidroxila (OH+) e ao oxigénio singlete (02) (Wang e Jiao, 2000).



35

Os valores que expressam a atividade antioxidante variam de acordo com o método
utilizado. Em estudos in vitro, extratos de amora-preta apresentaram efeito
antioxidante como “scavenger” do radical peroxinitrito, protegendo estas células de
disfuncdes e falhas vasculares induzidas por este radical (SERRAINO et al., 2003).

Extratos de amora-preta tém apresentado efeito anti-mutagénico (TATE et al.,
2006) e anti-carcinogénico em linhagens humanas de cancer de utero, cancer de
colon (LAZZE et al.,, 2004), cancer oral, cancer de mama, cancer de prostata
(SEERAM et al., 2006) e cancer de pulmao (DING et al., 2006). Segundo Tate et al.
(2004), extratos de amora-preta podem prevenir a formagdo de metastase. Em
muitos casos o efeito anti-carcinogénico da amora-preta ocorre devido ao efeito anti-
inflamatoério de seus extratos. Demonstrou-se que a capacidade antioxidante do
plasma aumenta em 30% apds a ingestdo de suco contendo amora-preta (NETZEL
et al., 2002).

O efeito antioxidante demonstrado in vivo € de grande importancia para
incentivar o consumo destas frutas. Em ratos, antocianinas extraidas de amora-preta
foram capazes de reduzir o numero e o tamanho de tumores (cancer de pele)
malignos e ndo malignos, os quais foram induzidos quimicamente na pele destes
animais. Estes compostos inibiram a migragdo e invasao do cancer (DING et al.,
2006).

Dentre os fitoquimicos presentes em frutos de amora-preta, os compostos
fendlicos merecem destaque, devido a sua atividade antioxidante. A capacidade de
inativacdo dos radicais livres pelos compostos fendlicos vem sendo atribuida a
presenca de grupamentos hidroxilas (OH”), que possuem capacidade doar
Hidrogénio aos radicais livres presentes no organismo, impedindo sua agao, que

pode causar danos e/ou oxidagdo de componentes celulares (SEVERO et al., 2009).

3.1 Compostos fenodlicos

Os compostos fenodlicos sdo originados do metabolismo secundario das
plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e reproducdo, além disso, se
formam em condicbes de estresse como, infeccbes, ferimentos, radiagcdes UV,
dentre outros (NACZK; SHAHIDI, 2004). Os compostos fendlicos sado incluidos na
categoria de interruptores de radicais livres, sendo muito eficientes na prevengao da
autoxidagao (SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992). Os compostos fendlicos

presentes nas fontes vegetais sao classificados como flavondides e nao flavondides.
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Os flavondides sao os compostos que apresentam a estrutura quimica basica
como C6-C3-C6 (Figura 1). A presenca e distribuicdo dos flavondides nos vegetais
depende de diversos fatores, como ordem e familia do vegetal, bem como da
variagao das espécies. Os flavondides sdo formados a partir da combinacdo de
derivados sintetizados da fenilalanina (via metabdlica do acido chiquimico) e acido
acético (DEGASPARI; WASZCZYNSKY, 2004).

OH
HO O OH
l

¢~ “OR
OH 0

Figura 1. Estrutura basica dos flavonoides.
Fonte: Skerget et al. (2005).

Os padrbes de distribuigdo dependem do grau de acesso a luminosidade,
especialmente dos raios ultravioleta, pois a formacado dos flavondides é acelerada
pela luz. O frio € um fator importante durante o periodo de dorméncia, para
proporcionar indices adequados de brotacdo. No entanto, se as plantas forem
submetidas ao frio fora dessa fase, pode causar sérios danos as gemas, flores e
frutos em desenvolvimento, principalmente devido as geadas tardias de primavera
(DEGASPARI; WASZCZYNSKY, 2004).

As antocianinas fazem parte do grupo dos flavondides, que apresentam
como caracteristicas o nucleo basico flavilio (cation 2-fenilbenzopirilio), o qual
consiste de dois anéis aromaticos unidos por uma unidade de trés carbonos, que
sdo condensados por um oxigénio. A molécula de antocianina (Figura 2) é
constituida por duas ou trés por¢des, uma aglicona (antocianidina), um grupo de
acucares e, frequentemente, um grupo de acido orgéanico (FRANCIS, 1989). As
antocianinas possuem uma estrutura quimica adequada para a acédo antioxidante,
sendo capaz de doar elétrons ou atomos de hidrogénio para radicais livres (PRIOR,
2003).
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Figura 2. Estrutura geral da molécula de antocianina

Aproximadamente 22 agliconas sao conhecidas, das quais 18 ocorrem
naturalmente e apenas seis (pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina,
petunidina e malvidina) sdo importantes em alimentos (FRANCIS, 2000).
Antocianidinas livres sao raramente encontradas em plantas, ocorrendo comumente
glicosiladas com acucares que estabilizam a molécula (FRANCIS, 2000). A
glicosilagdo pode ocorrer em varias posi¢cdes, sendo observada com maior
frequéncia na posi¢ao 3 do anel aromatico.

A quantidade de antocianinas na amora-preta varia em de acordo com o
estadio de maturagao das frutas. Estudos demonstram que seu conteudo aumenta
de 74,7 mg equivalente de cianidina-3-glicosideo.100g™ peso fresco em frutos ainda
verdes para 317 mg cianidina-3-glicosideo.100g" peso fresco em frutos
sobremaduros (SIRIWOHARN; WROLSTAD, 2004). De acordo com Sellappan, Akoh
e Krewer (2002), a variagdo no conteudo de antocianinas entre cultivares pode ser
bem acentuada, podendo variar de 12,70 a 197,34 mg.100g” fruta. Estudos
realizados por Wang e Lin (2000) com frutos de amora-preta, framboesa e morango,
indicaram que os frutos maduros de framboesa preta e de amora-preta, constituem
fontes ricas em antocianinas (197,2 mg.100g™ fruta e 152,8 mg.100g™” fruta,
respectivamente) quando comparados com frutos maduros de framboesa vermelha
(68,0 mg.100g™ fruta) e de morango (31,9 mg.100g™ fruta). Salienta-se que estas

frutas, assim como a amora-preta, pertencem a familia botanica das Rosaceas.
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Estudos realizados por Jacques (2009), relatam teores de antocianinas totais
na amora-preta cultivar Tupy na faixa de 140,73 mg cianidina-3-glicosidio.100g"
'fruta, valores muito similares aos relatados por Chim (2008), de 137,59 mg
cianidina-3-glicosidio.100g™" fruta. Ambas as frutas foram oriundas da regido de
Pelotas/RS/Brasil, porém de safras diferentes. Os valores de antocianinas totais
relatados para amora-preta cultivar Tupy cultivada na cidade Pogos de
Caldas/MG/Brasil, foram pouco inferiores, 116,76 mg cianidina-3-glicosidio.100g"
'fruta, demonstrando a variabilidade em fungdo do local de plantio.

Dentre as antocianinas identificadas em amora-preta, incluem-se a cianidina-
3-glicosideo (SERRAINO et al.,, 2003), cianidina-3-arabinosideo, cianidina-3-
galactosideo, malvidina-3-glicosideo, pelargonidina-3-glicosideo, cianidina-3-
xilosideo, cianidina-3-rutinosideo, cianidina-malonoil —glicosideo (FAN-CHIANG,;
WROLSTAD, 2005), cianidina-dioxaloil-glicosideo, peonidina-3-glicosideo (SEERAM
et al., 2006) e malvidina-acetilglicosideo (REYES-CARMONA et al., 2005). Em
termos quantitativos, 80% do total das antocianinas sdo na forma de cianidina-3-
glicosideo (SERRAINO et al., 2003).

Estudos tem demonstrado que o processamento, de forma geral, induz a
reducdo no teor inicial de antocianinas. Em amora-preta é utilizada para a
elaboracao de geléia, foi observado uma perda de antocianinas em média de 8,8 %
em relacdo aos valores encontrados na polpa. O armazenamento a temperatura
ambiente das geléias em recipientes de vidros transparentes resultou em perdas de
32 % do conteudo de antocianinas nos primeiros 40 dias de estocagem e outros
11% nos 50 dias subsequentes (MOTA, 2006b). Estudos realizados em suco de
amora-preta, reforcam a idéia de que as antocianinas sofrem redugdo pos
processamento. Mota (2006a) demonstrou que ocorreu uma reducgao de 42% do teor
inicial de antocianinas através da elaboracdo de um suco por extracdo através de
vapor.

O conteudo de antocianinas em suco de amora também ¢é influenciado pelo
tempo e temperatura de armazenamento. Estudos com elaboragcdo de suco e
armazenamento por dois meses, reduziu significativamente com relagdo ao teor
inicial (PLADA et al., 2008).

Com base nos valores relatados na literatura sobre o conteudo de

antocianinas, e a grande variagdo entre os diferentes materiais genéticos, existe um
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grande potencial na produgdo de amora-preta visando a obtengéo de corante natural
para a industria alimenticia e de medicamentos (Embrapa Clima Temperado, 2008).

Os compostos presentes nos extratos de amora-preta sao absorvidos,
metabolizados e distribuidos nos tecidos quando da sua ingestdo. Estudos
demonstram que as antocianinas sao rapidamente absorvidas pelo intestino
delgado, e apds, sdo metabolizadas e excretadas na bile e urina na forma intacta,
metiladas e/ou glicuronizadas (TALAVERA et al., 2004). Em ratos, estes compostos
podem ser encontrados nos tecidos do estdbmago, jejuno, figado, rins, cérebro e
plasma (TALAVERA et al., 2005). Nos humanos, estes compostos sao encontrados
na urina, tanto na forma intacta, quanto em alguns metabolitos metilados,
glicuronizados, sulfoconjugados, e aglicones (FELGINES et al., 2005).

Os compostos ndo flavonoides incluem (MELO; GUERRA, 2002):

a) Derivados das estruturas quimicas C6-C1, incluindo os compostos

hidroxibenzdicos, como os representados pelos acidos p-hidroxibenzéico, galico e

elagico (Figura 3).

4/

(a) (b) (c)

Figura 3. Estrutura quimica do acido galico (a), acido elagico (b) e acido p-
hidroxibenzdico (c)
Fonte: Malacrida e Motta, 2006.

b) Derivados das estruturas quimicas C6-C3, incluindo os compostos

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

Fonte: Filho, Pereira e Bayma, 2005.

c) Derivados das estruturas quimicas C6-C2-C6, que sao especificas do

trans- e do cis- resveratrol (Figura 5).

UH

SaagiSe

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

Fonte: Filho, Pereira e Bayma, 2005

A atividade antioxidante dos nao-flavondides esta relacionada com a posi¢ao
dos grupos hidroxilas e também com a proximidade do grupo —CO2H com o grupo
fenil. Quanto mais préximo esse grupo estiver do grupo fenil maior sera a
capacidade antioxidante do grupo hidroxila na posicdo meta. Em geral, a atividade
antioxidante dos derivados dos acidos hidrocindmicos € maior do que a dos acidos
hidrobenzodicos. A presenga do grupo —CH=CH-COOH na estrutura do acido
cindmico aumenta sua capacidade de estabilizar radicais livres. Provavelmente, ha
conjugagao da dupla ligagdo do grupo —CH=CH-COOH com as duplas do anel.
Deve-se destacar que o acido galico apresenta atividade antioxidante maior do que

a catequina (flavondide), que conta com cinco grupos hidroxilas em sua estrutura
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(RICE-EVANS et al., 1996). A atividade antioxidante do acido caféico & proxima a do
acido m-cindmico, apesar de apresentar a mais um grupo hidroxila. Esse grupo na
posigcao para do acido p-cumarico lhe proporciona maior atividade antioxidante
quando comparado com o acido hidrocinamico.

Relatos da literatura demonstram uma variabilidade no conteudo de
compostos fendlicos totais em amora-preta de 261,95 a 929,62 mg equivalente de
acido galico.100g"de fruta fresca (Embrapa Clima Temperado, 2008), 569,89mg ac.
galico.100g 'fruta (CHIM, 2008), até 1938,70 mg acido galico.100g'fruta (JACQUES,
2009). Esta variabiliade no conteudo de fendis pode estar relacionado a diferenga de
metodologias empregadas na extragdo da amostra para a determinagao dos fendis
totais, pela diferenga de safra, clima ou pela localizagcdo das plantas.

Comparando a amora-preta com outras frutas da mesma familia botanica,
como a framboesa (30 mg &acido galico.100g'fruta) e morango (80 mg acido
galico.100g'fruta) (AGAR; STREIF; BANGERTH, 1997), observa-se que a amora-
preta compreende maior conteudo de compostos fendlicos totais.

Estudos anteriores encontraram na amora-preta os seguintes compostos
fendlicos da classe dos nao flavondides: acido galico, acido hidroxibenzdico, cafeico,
cumarico, ferulico, elagico (SELLAPPAN; AKOH; KREWER, 2002). De acordo com
Siriwoharn e Wrolstad (2004), além dos acidos galico, elagico encontrados por
Sellappan, Akoh e Krewer (2002) foram identificados também a quercetina e
kampferol. Jacques (2009), identificou o acido elagico e o kampferol. Estas
diferencas na constituicdo dos compostos fendlicos podem ocorrer pela
diferenciagdo de espécie e cultivar, ja que os primeiros autores utilizaram amora
Marion (Rubus sp. hyb) e Evergreen (Rubus laciniatus), e a amora-preta avaliada no
estudo de Jacques (2009), foi a da espécie Rubus fruticosus.

Estudos realizados por Jacques (2009) relatam que o acido galico foi o acido
fendlico predominante na amora-preta cultivar Tupy, compreendendo 64% do total
dos acidos fendlicos identificados. Estes dados estdo de acordo com os resultados
reportados por Chim (2008), que também descreve o acido galico como sendo o
acido fendlico predominante, com cerca de 60% dos acidos fendlicos identificados.
Estes resultados confirmam dados da literatura que reportam o acido galico como
sendo o acido fendlico de maior expressao dentre os compostos fendlicos
identificados em amora-preta (SINGLETON; ROSSI, 1996).
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De acordo com estudos de estabilidade de compostos fendlicos na amora-
preta frente ao armazenamento congelado realizado por Jacques (2009), observou-
se que o acido galico apresentou uma das maiores taxas de degradacao dentre os
compostos fendlicos individuais, talvez pela associacdo com sua estrutura altamente

hidroxilada, que favorece maior disponibilidade para reacdes de oxi-reducao.

3.2 Acido Ascérbico

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

O AA encontra-se na natureza sob a forma reduzida, denominada de acido
L-ascorbico, ou na forma de acido L-dehidroascorbico (DHA), que consiste no
produto primario do processo de oxidacdo do anel lactona do acido L-ascorbico;
porém, a forma oxidada apresenta-se em menores quantidades nos compostos
naturais. A transformacdo do AA em DHA ocorre normalmente no interior do
organismo, e como € reversivel, permite que uma destas formas possa ser
transformada na outra (Figura 6). Essa capacidade de conversdo atua como um
sistema oxido-redutor, que é capaz de transportar hidrogénio no processo de
respiragao ao nivel celular (WELCH et al., 1995; TAVARES et al., 2000).

HO
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Figura 6. Oxi-reducao do acido L-ascorbico

Fonte: Silva, Lopes e Valente-Mesquita, 2006

O acido L-dehidroascérbico (DHA) também apresenta atividade vitaminica,
pois é facilmente reduzido no organismo, e apresenta cerca de 80% da atividade
vitaminica do AA. A atividade antioxidante da vitamina C envolve a doagdao de um

elétron e a formacéo do radical livre ascorbato (ROSA et al., 2007).
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O teor de vitaminas nas frutas pode variar dependendo da espécie, do estadio
de maturacdo na época da colheita, de variacbes genéticas, do manuseio poés-
colheita, das condicbes de estocagem e do processamento (SILVA; LOPES;
VALENTE-MESQUITA, 2006). De acordo com Wang e Lin (2000) existem poucas
informacdes sobre a capacidade anti-oxidante de frutos em diferentes estadios de
desenvolvimento. Esses autores observaram que em estadios de maturagdo mais
avancgados de alguns frutos, tais como amora, morango e framboesa, ocorre um
aumento na capacidade anti-oxidante destes frutos. Apesar desse aspecto
nutricional relevante relacionando grau de maturagao e propriedades anti-oxidantes,
normalmente o estadio de maturidade do fruto € baseado apenas na avaliagdo da
cor superficial dos frutos (WANG; LIN, 2000).

De acordo com Jacques (2009), o conteudo de acido ascorbico presente na
amora-preta (0,9 mg acido ascorbico.100g™ fruta) é baixo quando comparado com
outras frutas estudados por Hernandéz, Lobo e Gonzales (2006) e Araujo et al.,
(2007), como do contetido no mamao papaya (86,0 mg acido ascorbico.100g™ fruta),
na manga (89,0 mg acido ascorbico.100g™ fruta) e na acerola (183mg.100g-1). Chim
(2008), relata teores de 2,4 mg acido ascorbico.100g-1 fruta na amora-preta cv.
Tupy, resultado superior ao encontrado no estudo de Jacques (2009).

Estudos realizados por Pantelidis et al. (2007), relatam grandes variagdes nos
teores de vitamina C em diversas cultivares de amora-preta e framboesa, ambas da
familia botanica Rosaceae e género Rubus, na faixa de 14,3 a 103,3 mg acido
ascoérbico.100g™ fruta fresca.

Chim (2008), concluiu em seu estudo que frutos de amora-preta possuem
teores de vitamina C pouco expressivos. Apesar de ser considerado um fruto rico em
compostos com acdo antioxidante, a amora-preta ndo seria indicada como Unica
fonte para suprir as necessidades diarias de vitamina C.

No processamento da amora-preta na forma de polpa, ndo se observou
degradagdo da vitamina C, na forma de acido L-ascorbico (0,9 mg acido
ascorbico.100g™ fruta), além de nao apresentar diferenga ao nivel de 5% de
significancia apos 4 meses de armazenamento nas temperaturas de —10 e —18°C.
No entanto, aos 6 meses de armazenamento, observou-se a degradacao total dessa

vitamina, inclusive na polpa armazenada a —-80°C (JACQUES 2009).
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3.3 Tocoferois

A vitamina E consiste na denominagdo genérica de oito compostos
lipossoluveis, o alfa (a), beta (), gama (y) e delta (d)- tocoferdis, alem do a, B, y e 6-
tocotriendis, cada um com atividades bioldgicas especificas; porém, o a- tocoferol é
o composto que apresenta maior atividade como antioxidante (BIANCHINI;
PENTEADO, 2003; BALL, 1998).

Os tocoferodis (Figura 7) ocorrem naturalmente em praticamente todos os
vegetais, principalmente nos vegetais verde-escuros, nas sementes oleaginosas,
nos 6leos vegetais e no germem de trigo. Os tocotriendis sdo encontrados apenas
em um pequeno grupo de vegetais, como em algumas variedades de palma. A
ocorréncia natural dos diferentes compostos que fazem parte da vitamina E
diferenciam-se entre os vegetais, mas o a- tocoferol tem ocorréncia mais comum
(SETIADIA, 2003).
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Figura 7. a-tocoferol (a); B-tocoferol (b); y-tocoferol (c); e &- tocoferol (d).
Fonte: Vitamina E, 2005.

A rota da vitamina E no organismo segue o caminho geral de um antioxidante
lipidico na estabilizagdo de membranas subcelulares, mas se tem observado que
estes compostos participam também de outras atividades vitaminicas (DIAZ, 2007;
SIQUEIRA; 1997). A fungdo da vitamina E como antioxidante na peroxidacao das
membranas celulares ocorre pelo fornecimento de um atomo de hidrogénio ao
radical peroxido formado, agindo como sequestrante de radicais livres, protegendo

assim as membranas celulares de possiveis danos (SIQUEIRA, 1997).
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A vitamina E apresenta pouca resisténcia ao aquecimento e a agao de acidos,
sendo instavel na presenca de agentes alcalinos, da luz ultravioleta e do oxigénio.
Essa vitamina é destruida quando em contato com gorduras rangosas, € com 0s
metais chumbo e ferro. Como séo insoluveis em agua, ndo ha perda por lixiviagao
durante o processo de cocg¢do (RICE-EVANS; MILLER, 1995).

A vitamina E é encontrada principalmente em produtos que apresentam alto
teor em gordura, como améndoas, 6leos vegetais e algumas frutas e vegetais (LINS,
2006). A amora-preta apresenta quantidades muito pequenas de tocoferdéis (0,870
mg tocoferol.100g-1fruta fresca), o que pode ser explicado pela baixa quantidade de
gordura presente nesta fruta (JACQUES, 2009).

De acordo com Chim (2008), as cultivares de amora-preta Guarani e Brazos
apresentam quantidades de tocoferois semelhantes (0,468 mg tocoferol.100g-1fruta
0,537 mg tocoferol.100g-1fruta, respectivamente); porém, apresentam quantidades
inferiores aos dados relatados por Chun et al., (2006) para a amora-preta (1,43 mg

tocoferol.100g™ fruta).

Os dados de quantificacdo de tocoferdis em amora-preta sdo escassos,
porém comparando o conteudo de tocoferdis na amora-preta cultivar Tupy (0,87
mg.100g-1) (Jacques, 2009), observa-se uma similaridade com o conteudo de outras
frutas, como no figo (0,76 mg tocoferol.100g’'fruta), nectarina (0,73 mg
tocoferol.100g™ fruta) e mirtilo (1,05 mg tocoferol.100g-1 fruta) (CHUN et al., 2006), e
no tomate (0,89 mg tocoferol.100g™ fruta) (LEE et al., 2000).

3.4 Carotenoides

Os carotenodides constituem um dos mais importantes grupos de pigmentos
na natureza, devido as suas numerosas fungdes, larga distribuicdo e diversidade
estrutural (OLIVER; PALOU, 2000). Uma das suas principais fungbes € a atividade
provitaminica A. A vitamina A é essencial para a diferenciagao celular, para a visao,
para o crescimento 0sseo, na reprodugédo e na integracdo do sistema imunoldgico,
sendo que sua deficiéncia pode resultar em anemia (LAYRISSE, 2000).

Os carotenodides compreendem uma familia de compostos naturais, dos quais
mais de 600 variantes estruturais estdo reportadas e caracterizadas, a partir de

bactérias, algas, fungos e plantas superiores (FONTANA et al., 1997). A estrutura
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quimica dos carotendides € baseada em uma cadeia de carbonos com a presenca
de ligagdes duplas, compartilhadas ou ndo. Estas ligagbes duplas caracteristicas
fazem desses compostos potenciais antioxidantes, uma vez que suas moléculas séo
capazes de receber elétrons de espécies reativas, neutralizando os radicais livres.

Estes compostos constituem-se em pigmentos comumente presentes em
alimentos de origem vegetal, sendo responsaveis pelas coloragdes amarela,
alaranjada e vermelha. Os carotendides também ocorrem em vegetais folhosos, que
na sua grande maioria s&o verdes devido a presenga da clorofila, que é o pigmento
predominante (CTENAS; VITOLO, 2000).

Na amora-preta, devido ao elevado conteudo de antocianinas totais, a
coloragdo amarelada caracteristica da presencga de carotenos nao € representativa
como em outras frutas.O conteudo de carotendides totais em amora-preta (0,877 mg
B-caroteno.100g™ de fruta) é reportado como sendo superior ao da acerola (0,53 mg
de B-caroteno.100g”’ de fruta) que, assim como a amora-preta tem uma
predominancia de antocianinas (ARAUJO et al., 2007). De acordo com Marinova e
Ribarova (2007), a amora-preta apresenta varios carotenodides, incluindo a luteina
(0,3 mg.100g™" de fruta), zeaxantina (29,0 mg.100g™ de fruta), B-criptoxanthina (30,1
mg.100g”" de fruta), a-Caroteno (9,2 mg.100g”" de fruta) e B-caroteno (101,4
mg.100g™" de fruta). Jacques (2009) relata a presenca em amora-preta cv. Tupy de
B-criptoxantina (0,227 mg.100g-1 de fruta), luteina+zeaxantina (0,519 mg.100g™" de
fruta) , B-caroteno (0,003 mg.100g™" de fruta) e licopeno (0,015 mg.100g™" de fruta).

4 Consideragoes Finais

Através desta revisdo, percebe-se que a inclusao de frutas como a amora-
preta, seja na forma in natura ou processadas como sucos, geléias e sorvetes, no
habito alimentar, tem efeito benéfico sobre a saude das pessoas, acarretando numa
forte tendéncia de aumento do consumo em quase todo o mundo. Assim a industria
atenta as exigéncias e tendéncias do mercado, vem cada vez mais buscando
alternativas e formas de processamento, a fim de oferecerem um produto saudavel,

de boa apresentagao, preservando com integridade suas propriedades nutricionais.
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A amoreira-preta possui grandes possibilidades de atingir o mercado
destinado a frutas de mesa, principalmente realgcando a auséncia da utilizacdo de
agroquimicos na fase de producdo e qualidades intrinsecas ao fruto como a
presenca de acido elagico. Entre os antioxidantes presentes na amora-preta, os
mais ativos e frequentemente encontrados séo os compostos fendlicos, tais como os
flavondides. As propriedades benéficas desses compostos podem ser atribuidas a
sua capacidade de sequestrar os radicais livres. Além dos compostos fendlicos,
outros componentes possuem atividade antioxidante, estdo todos presentes na

amora-preta, como: as vitaminas C e E e os carotendides.
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Abstract

A quality Brazilian blackberry (Rubus fruticosus, cultivar Tupy), an expanding fruit
crop in southern Brazil, was found to contain bioactive compounds including gallic
acid, (-)-epicatechin, ferulic acid, and quercetin. Among the volatile organic
compounds (VOCs) identified in Tupy blackberry are important flavor components of
small fruit, including hydrocarbons, alcohols, aldehydes, ketones, esters, and
terpenoids. Some have not been previously found in blackberry such as heptane,
toluene, decane, trimethylbenzene, undecane, tetramethylbenzene, dodecane,
dimethylundecane, tridecane, tetradecane, pentadecane, hexadecane, heptadecane,
nonadecane, eicosane, while others, have been associated with typical blackberry
notes.

Key words: VOC,; flavor; phenolic compounds, blackberry.
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1 Introduction

Introduced in southern Brazil in the 70’s, blackberry (Rubus fruticosus) has
adapted well to the temperate climate conditions finding high productivity (up to
10,000 kg/halyear) under little costs of implementation and maintenance (Antunes,
2002; Finn, 2008). The EMBRAPA Pelotas (RS, Brazil) breeding program has
released several cultivars including the high quality blackberry cultivar named ‘“Tupy’,
currently also been cultivated in Mexico and exported to the United States. ‘“Tupy’ is a
cross between cv. Comanche and an unknown clone called ‘Uruguay’ proceeding
from that country (Antunes, 2002; Finn, 2008).

Blackberry fruits find different consumable forms such as fresh or processed, which
may include frozen, dried, jam, cake, marmalade, ice-cream, juice, wine, and liqueur
(Antunes, 2002; Finn, 2008).

Flavor is a crucial quality attribute for product acceptance. Volatile compounds
are important components of fruit flavor, as well as, the balance between acids and
sugars is directly related to the delicate flavors of fruits (Turemis, Kafkas, Kafkas,
Kurkcuoglu, & Baser, 2003). Fruit metabolism during ripening, postharvest handling,
and storage is determinant for flavor volatile production and is also dependent on
factors such as maturation stage and plant species (Christensen, Edelenbos, &
Kreutzmann, 2007; Riu-Aumatell, Castellari, Lépez-Tamames, Galassi, & Buxaderas,
2004). Nowadays, various methods are available for aroma analysis including solvent
extraction and techniques for pre-concentrating volatiles such as solid-phase micro
extraction (SPME) (Turemis et al., 2003; Riu-Aumatell et al., 2004; Augusto, Valente,
Tada, & Rivellino, 2000). Although many studies have analyzed volatiles from
different Rubus species (Kallio & Linko, 1973; Malowicki, Martin, & Qian, 2008;
Malowicki, Martin, & Qian, 2008b; Meret, Brat, Mertz, Lebrun, & Gunata, 2011,
Pyysalo, 1976) and from different blackberry cultivars (Du, Finn, & Qian, 2010; Du,
Finn, & Qian, 2010b; Du, Finn, & Qian, 2010c; Du, Kurnianta, McDaniel, Finn, &
Qian, 2010d; Georgilopoulos & Gallois 1987; Klesk & Qian, 2003; Klesk & Qian,
2003b; Wang, Finn, & Qian, 2005) no one has looked into the volatiles produced by
Brazilian blackberry fruit cv. Tupy.

Fruit contribution to human health goes beyond supplying essential nutrients
for nourishment but include a diverse array of bioactive secondary metabolites from

fruit extracts such as phenolic compounds, tocopherols, ascorbic acid that have been
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implicated in the prevention of cardiovascular diseases and cancers (Seeram et al.,
2006).

As part of an effort to increase consumer acceptance through the increased
knowledge of quality attributes, as well as a support to breeders for improvement of
fruit quality, of this expanding fruit crop, this study reports the main bioactive and

volatile compounds identified in “Tupy’ blackberry.

2 Materials and Methods
2.1 Materials

Blackberry (Rubus fruticosus) fruits of cultivar Tupy were handpicked at
maturity in November of 2009 from a local grower at Morro Redondo RS, Brazil, and
stored at -80°C for further analyses. At harvest fruit presented 11.2° brix and
titratable acidity of 0.97% of malic acid equivalents.

SPME (Supelco, Bellefonte, PA, USA) DVB/CAR/PDMS 50/30 fibers were
used for sample volatile collection. The fibers were conditioned prior to use according
to supplier’s instructions.

All chemicals were GC or HPLC grade, purchased either from Sigma (Saint
Louis, MO, USA) or Fluka (Milwaukee, WI, USA), except for [-cryptoxanthin,
lycopene, lutein and zeaxanthin, purchased from Chromadex (Irvine, CA, USA).

2.2 HPLC analyses of bioactive compounds

All bioactive compound analyses were performed using a Shimadzu HPLC,
with FL and UV detectors, a CLC-GODS guard column and a Shimadzu RP-18 CLC-
ODS (5 um x 4.6 mm x 150 mm) column at 25°C.

Phenolic compounds

Phenolic compound extraction followed methodology described by Hakkinen,
Karenlampi, Heinonen, Mykkanen & Torronen (1998). Briefly, 5 g of sample was
ground up in liquid nitrogen, dissolved in methanol (30 mL) and acidified with HCI
(1.2 M). The extract was incubated in a water bath at 35°C, in the dark for 24 h. The

mixture was filtered and concentrated to dryness. The residue was redissolved in



56

methanol (5 mL), centrifuged at (7.000 rpm for 10 min) and 30 pL of the supernatant
was injected in the HPLC system. HPLC gradient separation used mobile phase A
(water:acetic acid, 99:1) and B (methanol), at a flow rate of 0.8 mL min™. The
gradient started at 100% A and linearly changed to 60% A and 40% B at 25 min, then
at 37 min to 95% A and 5% B until 42 min and back to the initial conditions in 3 min.
UV detector was set at 280 nm. Total run time was 45 min.

Compound identification was based on retention time comparison to the following
standards: caffeic acid, ferulic acid, gallic acid, p-hydroxybenzoic acid, quercetin and

(-)-epicatechin. Quantification was based on calibration curve of standards.

Carotenoids

Carotenoid extraction was performed according to methodology described by
Rodriguez-Amaya (2001). Sample (5 g) was ground with 2 g of celite and cold
acetone was then added, and the mixture was stirred for 10 min. The sample was
filtered under vacuum and acetone was used to wash the material until the filtrate
passing through the funnel became clear. The extract was partitioned using 30 mL of
petroleum ether and 100 mL of distilled water. The organic phase was washed three
more times and then transferred to a volumetric flask and the volume was brought to
50 mL with petroleum ether. 25 mL of the sample solution was saponified using
potassium hydroxide (1.5 N in ethanol) in the dark for 18 h. Upon phase separation
the extract was concentrated to residue and resuspended in the HPLC initial mobile
phase (methanol:acetonitrile, 30:70 v/v). The extract was centrifuged at 9000 rpm for
6 min and a 25 yL aliquot was injected in the HPLC.

HPLC gradient separation used mobile phase (A - methanol, B - acetonitrile e
C - ethyl acetate) at a flow rate of 0.9 mL min™. The gradient started at 30% A and
70% B and linearly changed to 10% A, 80% B and 10% C at 10 min; then at 35 min
the solvent ratio was 5% A, 80% B and 15% C until 40 min and back to initial
conditions in 2 min. Total run time was 42 min. The UV detector was set at 450 nm.
Compound identification was based on retention time comparison to the following
standards: [-cryptoxanthin, lycopene, lutein e zeaxanthin, and [-carotene.

Quantification was based on external calibration curves.
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Tocopherols

Tocopherol extraction was performed according to methodology described
earlier for carotenoids (Rodriguez-Amaya, 2001). HPLC gradient separation used
methanol (A), acetonitrile (B) and isopropanol (C), at a flow rate of 1 mL min™.
Gradient started at 40% A, 50% B e 10% C and it was linearly changed to 65% A,
30% B e 5% C at 10 min; it was maintained for 2 min, then back to the initial
conditions for a total run time of 15 min. Fluorescence detector was set at an
excitation wavelength of 290 nm and emission 330 nm. Compound identification was
based on retention time comparison with a-, & and y-tocopherol standards and

quantification was based on external calibration curve.

L-Ascorbic acid

L-ascorbic acid extraction was performed according to Ayhan, Yeom, Zhang,
and Min (2001). HPLC gradient separation used mobile phase A (water:acetic acid,
99.9:0.1) and B (methanol), at a flow rate of 0.8 mL min™. The gradient started at
100% A, at 5 min was reduced to 98% A e 2% B, held for 2 min, then back to initial
conditions for a total run time of 10 min. The UV detector was set at 254 nm.
Compound identification was based on retention time comparison to an L-ascorbic

acid standard and quantification was based on an external calibration curve.

2.3. CG-MS analysis of volatile compounds

Chromatographic analyses of volatile compounds were performed in a
Shimadzu GCMS-QP5050 equipped with a OV5 column (Ohio Valley Specialty
Chemical, USA), (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm), using helium as carrier gas (99.99%
pure, White Martins, Brazil) at a flow rate of 1 mL/min; and the injection split was set
at 1:10. Temperature programming was as follows: oven temperature started at 60°C
and then ramped at 5°C/min until 250°C. Both injector and detector were set at
250°C. Mass spectra were obtained in the range of 40 m/z to 400 m/z, scan speed
20 scans/s and 70 eV. Compound identification was based on the compounds’

unique fragmentation pattern confirmed by comparions to the NISTO5 library.
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Headspace SPME

Fresh fruit (3 g) were ground and placed in a 15 mL vial with 3 mL water and 1
g of sodium chloride (added to increase extraction recovery). The vial was heated up
to 60°C for 15 min and the SPME fiber (DVB-CAR-PDMS) was exposed to the
headspace during 30 min following methodology described by Augusto et al. (2000).
Sample injection was performed placing the SPME fiber for 5 min in the heated

chromatograph injection port.

Solvent extraction

20 g of ground fruit was dissolved in 100 mL of hexane and acetone. The
suspension was sonicated for 1 h, and then filtered and concentrated to dryness. The
residue was resuspended in 5 mL of the extraction solvent and an aliquot of 0.5 pL
was injected in the GC/gMS system in the same conditions used for volatiles. The
differences were only in the temperatures: injector and detector were maintained at
300 °C and the oven was heated from 70 °C to 280 °C at 10 °C/min.

3. Results and Discussion

Bioactive compounds

Table 1 shows the quantified bioactive compounds found in “Tupy’ blackberry
grown in Southern Brazil. Two other blackberry species Rubus glaucus and R.
adenotrichus were reported to contain phenolic compounds including gallic acid,
ellagic acid, (-)-epicatechin, kaempferol, and ferulic, caffeic, and p-coumaric acid
esters as minor components (Mertz, Cheynier, Gunata, & Brat, 2007). ‘Marion’
(Rubus sp. hyb) and ‘Evergreen’ (R. laciniatus) blackberry also had phenolic
compounds including ellagic acid, gallic acid, quercetin and kaempferol (Siriwoharn
and Wrolstad, 2004). Rubus fruticosus cv. Tupy from Southern Brazil had all the
previously found phenolic compounds, with gallic acid (145 mg 100g™) and (-)-
epicatechin (94 mg 100g”) being the predominant ones, while ellagic acid and
kaempferol if present were below detection limits. “Tupy’ blackberry had a small
amount of tocopherols (Table 1), which can be partially explained by the low fat

content of this fruit (Jacques, Pertuzatti, Barcia, Zambiazi, & Chim, 2010). The 6- and
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a-tocopherol peaks were well resolved; however, B- and y-tocopherol did not
separate under the used chromatographic conditions, and were therefore quantified
together. Ascorbic acid levels varied from 14.3 to 17.5 mg 100 g fw in R. fruticosus
cultivars (Pantelidis, Vasilakakis, Manganaris, & Diamantidis, 2007).

Carotenoids are among the most important pigments accumulated in fruits and
may serve in some cases as insect attractants and/or as precursors for VOCs
(Tieman et al., 2006; Lewinsohn et al., 2005). For example, VOCs such S-ionone and
geranilacetone, responsible for the menthol odor of flowers and mature fruit, are
produced from the degradation of [-carotene and lycopene, respectively (Stevens,
Kader, & Albright, 1979). Although both -carotene and lycopene were found in this

study, their content was very low (Table 1).

Table 1. Content of bioactive compounds in blackberry cv. Tupy

Compounds Concentration (mg 100g™ f.w. * std deviation)
hydroxybenzoic acid 144 +0.2
gallic acid 145.85 + 3.1
quercetin 20.62+0.9
caffeic acid 1.69+0.3
ferulic acid 22.09+1.2
(-)-epicatechin 94.29 + 41
o-tocopherol 0.49 £ 0.03
(B+y)-tocopherol 0.24 £ 0.02
a-tocopherol 0.12+0.01
L-ascorbic acid 0.90 £ 0.02
B-cryptoxanthin 0.24 £ 01
lutein + zeaxanthin 0.51+£0.3
B-carotene 0.003 £ 0.001
Lycopene 0.015 £ 0.002

Volatile organic compounds

Table 2 shows all 45 volatile compounds indentified in blackberry collected
with SPME. The identified compounds represented approximately 77% of the total
area of the chromatogram (Fig. 1), of which the vast majority (97.7%) was composed
of terpenoids with limonene being the predominant compound (Table 2). Identified
volatiles extracted with hexane were mainly hydrocarbons (Table 3) and those
extracted with acetone were furans and pyrans (Table 4). Near 60% of the total peak
area of the chromatogram of hexane (Fig. 2) extracted volatiles were identified and

most of the compounds were aliphatic while only 13% were aromatic. In the
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chromatogram of the acetone (Fig. 3) extract the identified compounds represented
82% of the total peak area. Of the total volatile organic compounds identified here 32
have been previously identified in blackberry while 5 were found in raspberry and 20
were previously identified in other fruit such as Juniperus communis, Genipa
americana, Vaccinium angustifolium, Fragaria annanasa (Li, Krewer, Ji, Scherm, &
Kays, 2010; Pino, Marbot, & Vazquez-Araujo, Chambers, Adhikari, & Carbonell-
Barrachina, 2005; EI-Ghorab, Shaaban, EI-Massry, & Shibamoto, 2008).

Formation of many volatile compounds increases when metabolism through
various biochemical pathways is activated, and is associated to pigment formation
during ripening. The major volatiles, responsible for the flavor of small fruits including
blackberry are esters, alcohols, ketones, aldehydes, terpenoids, furanones and sulfur
compounds (Christensen et al., 2007). Du et al. (2010) identified furaneol, linalool, -
ionone, 2-heptanol and carvone as major compounds contributing for the aroma of
‘Marion’ and thornless blackberries. In addition, they proposed furaneol, linalool,
geraniol, ethyl hexanoate, trans-2-hexenol and B-ionone as responsible for fresh fruit,
floral, strawberry and raspberry aroma while 1-octen-3-ol, myrtenol, eugenol, and a-
terpineol could account for their vegetal, woody, moldy and cooked fruit flavor. 2-
heptanol, 1-hexanol, 1-octanol, hexanal, nonanal, 2-decenal, 2-heptanone e methyl
salicylate found in ‘Tupy’ have been previously identified by Meret et al. (2011) in
Andean blackberry (Rubus glaucus Benth.).

According with Meret et al. (2011), excess of 2-heptanol (70 ppm), contributes
to the aroma of blackberry. 2-butanone, hexenal, and nonanal were previously
identified by Kallio and Linko (1973) in arctic bramble (Rubus articus L.).
Georgilopoulos and Gallois (1988) identified the presence of furfural, 3-methyl-
butanal, 3-methyl-1-butanol, phenylacetaldehyde and trans-furan linalool oxide as the
main compounds responsible for the aroma of blackberry juice. Georgilopoulos and
Gallois (1987) found alcohols, furans and aldehydes as the predominant chemical
classes of all kinds of heated juices, the most abundant compound being 2-heptanol
in the cultivated variety and furfural in the wild blackberry varieties. The aroma of
fresh blackberries (Rubus laciniata L.) is mainly due to the presence of 2-heptanol, p-
cymen-8-ol, 2-heptanone, 1-hexanol, a-terpineol, pulegone, 1-octanol, isoborneol,
myrtenol, 4-terpineol, carvone, elemicine, and nonanal (Georgilopoulos & Gallois,
1987b). Humpf and Schreier (1991) identified benzyl alcohol, benzoic acid, 3-
hydroxy-7,8-dihydro-B-ionol and (Z)-3-hexen-l-ol in blackberry (Rubus laciniata L.)
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while Pyysalo (1976) found acetic and hexanoic acids, frans 3-penten-1-ol, 2-
heptanol, 3-methyl-2-buten-1-ol, benzyl alcohol and linalool as volatile compounds in
hybrids between raspberry (Rubus idaeus, L.) and arctic bramble (Rubus arcticus,
L.). Juices containing blackberry and other berries presented compounds such as 6-
methyl-5-hepten-2-one, a-terpineol, and E-nerol (Vazquez-Araujo et al., 2010).
Heptanol and p-cymen-8-ol have been identified as the most important volatile
component of blackberry flavor and their contribution has been described,
respectively, as fruity-herbaceous and flowery-spicy (lbanez, Lopez-Sebastian,
Ramos, Javier, & Reglero, 1998). Du et al. (2010) studied ‘Black Diamond’, a
thornless blackberry cultivar with large fruit size, high yield, considered an industrial
standard. ‘Marion’, however is regarded as having the ideal flavour. Although some
variations were present, main differences were regarding concentration. Furaneol,
linalool, B-ionone, and hexanal were predominant in ‘Marion’, while in ‘Black
Diamond’, linalool, B-ionone, furaneol, and 2-heptanol were the most important
according with odour-activity determined values. Du et al. (2010c) studied the
distribution of volatile constituents in ancestral genotypes of ‘Marion’ blackberry’s
pedigree investigated over two growing seasons. Each genotype in the pedigree had
a specific volatile composition.

Red raspberry was dominated by norisoprenoids, lactones, and acids.
Terpenes and furanones were predominant in wild ‘Himalaya’ blackberry. Raspberry
and ‘Logan’ had a very high concentration of B-ionone. A high content of linalool in
‘Olallie’ and a low content in ‘Chehalem’ resulted in a moderate content of linalool in
their progeny. However, the concentration of furaneol in ‘Marion’ was higher than in
its parents. B-carotene can be converted to S-ionone and other similar compounds as
well as other carotenoids can be converted into linalol and other terpenic aldehydes
and ketones. These conversions are concentration dependent and can be affected
by the presence of antioxidants including polyphenols (Machado, Bastos, Janzantti,
Facanali, Marques, & Franco, 2007). 2-heptanone, geraniol, limonene, linalol, a-
pinene and 4-terpineol were also found in raspberries (Malowicki, et al., 2008).
Hexanal and (E)-2-hexenal can be generated from oxidation or lipoxygenase-
catalyzed oxidative degradation of fatty acids (Sanz, Olias, & Perez, 1997), and their
concentrations in fruit typically decrease with maturity. Moreover some of the
identified volatile compounds have been associated to plant pathogen control.

Hexanal, 1-hexanol, (E)-2-hexen-1-ol, (Z)-6-nonenal, (E)-3-nonen-2-one, methyl



62

salicylate, and methyl benzoate exhibited potential as postharvest fumigants for
control of Boftrytis on strawberry at the lowest level tested and did not cause
phytotoxicity. Strawberry, blackberry, and grape metabolized (E)-2-hexenal with
reduction of the aldehyde to an alcohol and saturation of the carbon-carbon double
bond adjacent to the carbonyl, but strawberry yielded more esters as major products
(Archbold, Hamilton-Kemp, Barth, & Langlois, 1997). Klesk and Qian (2003b)
compared the volatile profiles of Marion (Rubus spp. hyb) and Evergreen (R.
laciniatus L.) blackberries finding Marion containing more esters, while the Evergreen
containing more alcohols. Wang et al. (2005) studying Oregon and Arkansas grown
Chickasaw blackberries (Rubus L.) had similar aroma compositions; however, those
odorants had various aroma impacts in each region. The compounds with higher
flavor dilution factors in Oregon’s Chickasaw were ethyl butanoate, linalool,
methional, trans,cis-2,6-nonadienal, cis-1,5-octadien-3-one, and 2,5-dimethyl-4-
hydroxy-3(2H)-furanone, whereas in the Chickasaw grown in Arkansas, they were
ethyl butanoate, linalool, methional, ethyl 2-methylbutanoate, S-damascenone, and
geraniol. Based on all the previous reports mentioned it can be concluded that the
main flavor active compounds already found in Rubus spp. are present in southern
Brazilian blackberry ‘Tupy’. In summary, data presented here reinforces the position
of ‘Tupy’ blackberry as a high quality fruit with potential to be used in a diversity of
new products; in addition, further explorations of this cultivar are currently underway

and include pre- and post-harvest treatments to optimize postharvest conservation.



Table 2. Volatile compounds identified in blackberry cv. Tupy

peak RT (min) area % Name MW S Class
5 1.68 3.65 methyl ethyl ketone 72 95 Ketone
8 2.06 3.58 Heptane 100 96 Hydrocarbon
9 2.57 0.77 Toluene 92 94  Hydrocarbon
11 2.81 2.05 Hexanal 100 91  Aldehyde
12 3.45 1.52  2-hexenal 98 97  Aldehyde
13 3.65 455 Heptanal 114 98 Aldehyde
14 3.98 0.17  2-heptanone 114 98 Ketone
15 413 3.24  2-heptanol 116 98 Alcohol
17 4.56 0.17  methyl-hexanoate 130 92 Ester
18 4.65 0.18 a-thujene 136 91  Terpenoid
19 4.80 0.44  a-pinene 136 97 Terpenoid
20 5.11 0.24 Camphene 136 97 Terpenoid
21 5.19 0.23 Heptenal 112 94  Aldehyde
22 5.36 0.30 Benzaldehyde 106 90 Aldehyde
23 5.47 0.22  1-heptanol 116 91  Alcohol
27 5.91 1.16  [B-myrcene 136 95 Terpenoid
29 6.07 0.47  ethyl-hexanoate 144 98 Ester
30 6.16 0.22  Octanal 128 96 Aldehyde
31 6.26 0.59 a-phellandrene 136 96 Terpenoid
33 6.56 0.60 Terpinolene 136 96 Terpenoid
34 6.95 63.26 Limonene 136 94 Terpenoid
38 7.56 0.73 a-terpinene 136 97 Terpenoid
39 7.83 0.60  1-octanol 130 92  Alcohol
40 7.91 0.52 linalool oxide 170 98 Terpenoid
42 8.32 0.96 o-cimene 136 91  Terpenoid
44 8.58 0.79 Linalool 154 96 Terpenoid
45 8.66 0.47 Nonanal 142 95 Aldehyde
50 9.64 0.25 trans limonene oxide 152 92 Terpenoid
51 9.72 0.24  Isopinocarveol 152 93 Terpenoid
54 10.16 0.22 Nonenal 140 92  Aldehyde
55 10.45 0.36  Isoborneol 154 90 Terpenoid
56 10.53 0.30 ethyl benzoate 150 94  Ester
57 10.73 1.12  terpinen-4-ol 154 91 Terpenoid
59 10.96 1.13  p-cymen-8-ol 150 93 Terpenoid
60 11.11 0.78 a-terpineol 154 95 Terpenoid
61 11.24 0.76  methyl salicylate 152 96 Ester
63 11.40 0.19 Decanal 156 95 Aldehyde
65 11.64 0.23  Verbenone 150 92 Ketone
66 11.77 0.53 p-mentenal 152 95 Aldehyde
71 12.56 0.96 (-)-carvone 150 95 Terpenoid
72 12.82 0.37 Geraniol 154 95 Terpenoid
76 13.57 0.39 Vitispirane 192 95 Terpenoid
79 14.11 0.17  Theaspirane 194 92 Terpenoid
89 16.19 0.13 a-copaene 204 93 Terpenoid
90 16.40 0.18 Damascenone 190 92 Ketone

area total % identified 77.14

area % alcohols  4.06 area % hydrocarbons 4.35

area % aldehydes 0.53 area % ketones 4.23

area % esters 0.76 area % terpenoids 75.38

63

MW = molecular weight; S = similarity with mass spectra; % area = area % related to

the total peak area
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Table 3. Semivolatile compounds identified in blackberry cv. Tupy extracted with

hexane

peak RT (min) Area % Name MW S
4 3.65 3.97 aliphatic hydrocarbon
5 3.69 1.99 aliphatic hydrocarbon
6 3.76 1.31 aliphatic hydrocarbon
9 3.95 0.98 aliphatic hydrocarbon
10 4.04 5.06 aliphatic hydrocarbon
11 4.11 1.63 C2-benzene 106 93
12 4.18 1.71 aliphatic hydrocarbon
16 4.60 8.91 n — decane 142 93
20 4.95 2.44 aliphatic hydrocarbon
21 5.04 2.67 C3-benzene 120 92
22 5.15 1.64 aliphatic hydrocarbon
28 5.46 1.27 C4-benzene 134 92
32 5.87 1.50 aliphatic hydrocarbon
36 6.15 5.05 n — undecane 156 97
52 7.57 0.66 Naphthalene 128 94
53 7.66 2.46 n — dodecane 170 95
55 7.86 0.71 aliphatic hydrocarbon
64 9.09 1.81 n — tridecane 184 95
65 9.16 0.50 C1 naphthalene 142 91
66 9.44 0.18 C1 naphthalene 142 96
72 10.33 0.49 aliphatic hydrocarbon
73 10.78 1.55 n — tetradecane 198 96
74 11.08 0.23 C2 naphthalene 156 95
75 11.41 0.23 C2 naphthalene 156 95
76 11.49 0.29 C2 naphthalene 156 94
78 12.17 0.87 aliphatic hydrocarbon
80 13.24 1.81 n — pentadecane 212 98
81 14.47 0.17 C3 naphthalene 170 94
83 17.07 1.90 n — hexadecane 226 97
85 21.46 1.84 n — heptadecane 240 97
86 21.61 1.29 Pristine 268 93
88 23.73 1.29 n — octadecane 254 97
89 23.89 0.49 Phytane 282 93
91 25.34 0.91 n — nonadecane 282 95
92 26.64 0.50 n — eicosane 296 95
93 27.76 0.26 n — heneicosane 310 95

% area identified compounds

% aliphatics
% aromatics

MW = molecular weight; S = similarity with mass spectra;
% area = area % related to the total peak area



Table 4. Semivolatile compounds
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identified in blackberry cv. Tupy extracted with

acetone
peak RT % area Compound MW S Structure
1 3.86 2.69 Furandione 112 91 o/\jolo
2 415 1.39 Furfural 100 93 /Lo,l.\_/o
0
436 064 dihydro-dihydroxy-pyranone (two 144 93 HO\&OH
5 519 522 SOmers) 96 -
o]
6 588 241 Maltol 126 97 fj;OH
o]
|
7 598 0.84 methylfuroate 126 92 o ~°
OMe
o}
. . HO OH
8 6.93 3.62 dihydro-dihydroxy-pyranone 144 91 \ﬁi
0
9 7.60 4550 _ 98 = T 1 5
10 835 36.80 hydroxy-furfural (two isomers) 126 93 N
18 13.77 0.67 Hexanoic acid 116 96 CHs(CH).COOH
Furanos e Piranos % area identified 82.57

MW = molecular weight; S = similarity with mass spectra; % area = area % related to
the total area of identified peaks
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66

5000000
1@

4500000

4000000

3500000
3000000
2500000

2000000

1500000

1000000

5 100 125 150 175 200 225 250 275
retention time (min)

w
=1
-

B El
1 B2 5
] :
15000007 'C_) § rnonoaromatic hydrocarbons | méz = 91
b n | aliphatic hydrocarbons miz =91
12500007 B | naphthalens miz = 128
© B | Cinaphthalene miz = 142
B @ I
10000007 g é B | C2naphthalene iz = 156
— T
] ﬁ . §‘ @ m | C3naphthalene miz =170
SO0 g < Q = g
1 &/, o £ .
11518 2 5 £
i & 2 = = ©
500000 || |ey 5 T4 £
] (] @ o 2 ol =4 e =
] z | e = o oe 2 e
1 8 2] S8 o g
2500007_ £ = E‘ g _
] h l l & l | LN)
=
MI Lk Ll.hl ) ‘.LI | : 'Y : | | i ] 1
12.5

i T
250 275
retention time {min)

Figure 2. (a)Total ion chromatogram and (b) Monitored ion chromatogram of
blackberry cv. Tupy volatiles extracted with hexane (chromatographic conditions
described in the text)

o
o
ot
wn
b
=]
o
"
5]
wn

5.0 75 100

7500000 -

o
m
=

?DDDDUD—f
BSDDDUD—f
BDDDDUD%
SSDDDUD*E
SDDDDUD—E
4500000—;
4DDDDDD—E
3SDDDDD—E
SDDDDDD—E
ZSUUUUU—f

2000000

1500000

1000000

MLML.__

T T
250 205

Retentian Time {min)

Figure 3. Total ion chromatogram of blackberry cv. Tupy volatiles extracted with
acetone (chromatographic conditions described in the text)

000003




67

References

Antunes, L. E. C. (2002). Blackberry: A new crop option to Brazil. Ciéncia Rural, 32,
151-158.

Archbold, D. D., Hamilton-Kemp, T. R., Barth, M. M., & Langlois, B. E. (1997).
Identifying natural volatile compounds that control gray mold (Botrytis cinerea) during
postharvest storage of strawberry, blackberry, and grape. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 45(10), 4032—4037.

Augusto, F., Valente, A. L. P., Tada, E. S., & Rivellino, S. R. (2000). Screening of
Brazilian fruit aromas using solid-phase microextraction-gas chromatography-mass
spectrometry. Journal of Chromatography A, 873, 117-127.

Ayhan, Z., Yeom, H. W., Zhang, Q. H., & Min, D. B. (2001). Flavor, color, and vitamin
C retention of pulsed electric field processed orange juice in different packaging
materials. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 49, 669—674.

Christensen, L. P., Edelenbos, M., & Kreutzmann, S. (2007). Fruits and vegetables of
moderate climate. In: Flavours and fragrances: Chemistry, bioprocessing and
sustainability. Ed. Berger, R. G. Publisher, Springer Berlin Heidelberg, pp. 135-187.

Du, X., Finn, C. E., & Qian, M. C. (2010). Bound volatile precursors in genotypes in
the pedigree of ‘Marion’ blackberry (Rubus sp.). Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 58, 3694—3699.

Du, X., Finn, C. E., & Qian, M. C. (2010b). Distribution of volatile composition in
‘Marion’ (Rubus spp. Hyb) blackberry pedigree. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 58, 3694—3699.

Du, X. F., Finn, C. E., & Qian, M. C. (2010c). Volatile composition and odour-activity
value of thornless 'Black Diamond' and 'Marion' blackberries. Food Chemistry,
119(3), 1127-1134.

Du, X. F., Kurnianta, A., McDaniel, M., Finn, C. E., & Qian, M. C. (2010d). Flavour
profiling of Marion' and thornless blackberries by instrumental and sensory analysis.
Food Chemistry, 121(4), 1080-1088.

El-Ghorab, A., Shaaban, H. A., EI-Massry, K. F., & Shibamoto, T. (2008). Chemical
composition of volatile extract and biological activities of volatile and less-volatile
extracts of juniper berry (Juniperus drupacea L.) fruit. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 56(13), 5021-5025.

Finn, C. E. (2008). Blackberries. In: Temperate fruit crop breeding: Germplasm to
genomics, Ed. Hancock, J. F., Springer Netherlands, pp. 83—114.

Georgilopoulos, D. N., & Gallois, A. N. (1987). Aroma compounds of fresh
blackberries (Rubus laciniata L.). Zeitschrift fuer Lebensmittel-Untersuchung und
-Forschung, 184(5), 374-380.



68

Georgilopoulos, D. N., & Gallois, A. N. (1987b). Volatile flavor compounds in heated
blackberry juices. Zeitschrift fuer Lebensmittel-Untersuchung und -Forschung,
185(4), 299-306.

Georgilopoulos, D. N., & Gallois, A. N. (1988). Flavor compounds of a commercial
concentrated blackberry juice. Food Chemistry, 28(2), 141-148.

Hakkinen, S. H., Karenlampi, S. O., Heinonen, |. M., Mykkanen, H. M., & Torronen,
A. R. (1998). HPLC method for screening of flavonoids and phenolic acids in berries.
Journal of the Science of Food and Agriculture, 77, 543-551.

Humpf, H. U., & Schreier, P. (1991). Bound aroma compounds from the fruit and the
leaves of blackberry (Rubus laciniata L.). Journal of Agricultural and Food Chemistry,
39(10), 1830-1832.

Ibafez, E., Lopez-Sebastian, S., Ramos, E., Javier, T., & Reglero, G. (1998).
Analysis of volatile fruit components by headspace solid-phase microextraction. Food
Chemistry, 63, 281-286.

Jacques, A. C., Pertuzatti, P. B., Barcia, M. T., Zambiazi, R. C., & Chim, J. F. (2010).
Stability of bioactive compounds in frozen pulp of blackberry (Rubus fruticosus) cv.
Tupy. Quimica Nova, 33, 1720-1725.

Kallio, H., & Linko, R. R. (1973). Volatile monocarbonyl compounds of arctic bramble
(Rubus arcticus) at various stages of ripeness. Zeitschrift fuer Lebensmittel-
Untersuchung und —Forschung, 153(1), 23-30.

Klesk, K., & Qian, M. (2003). Aroma extract dilution analysis of cv. Marion (Rubus
spp. hyb) and Cv. Evergreen (R. laciniatus L.) blackberries. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 51, 3436-3441.

Klesk, K., & Qian, M. (2003b). Preliminary aroma comparison of Marion (Rubus spp.
hyb) and Evergreen (R. laciniatus L.) blackberries by dynamic headspace/OSME
technique. Journal of Food Science, 68(2), 697-700.

Lewinsohn, E., Sitrit, Y., Bar, E., Azulay, Y., Ibdah, M., Meir, A., Yosef, E., Zamir, D.,
& Tadmor, Y. (2005). Not just colors - carotenoid degradation as a link between
pigmentation and aroma in tomato and watermelon fruit. Trends in Food Science &
Technology, 16, 407—-415.

Li, C., Krewer, G. W., Ji, P., Scherm, H., & Kays, S. J. (2010). Gas sensor array for
blueberry fruit disease detection and classification. Postharvest Biology and
Technology, 55(3), 144—149.

Machado, C. C. B., Bastos, D. H. M., Janzantti, N. S., Facanali, R., Marques, O. M.,
& Franco, M. R. B. (2007). Volatile compounds profile and flavor analysis of yerba
mate (llex paraguariensis) beverages. Quimica Nova, 30, 513-518.

Malowicki, S. M. M., Martin, R., & Qian, M. C. (2008). Comparison of sugar, acids,
and volatile composition in raspberry bushy dwarf virus-resistant transgenic



69

raspberries and the wild type ‘Meeker (Rubus idaeus L.). Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 56, 6648—-6655.

Malowicki, S. M. M., Martin, R., & Qian, M. C. (2008b). Volatile composition in
raspberry cultivars grown in the pacific northwest determined by stir bar sorptive
extraction-gas chromatography-mass spectrometry. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 56, 4128—4133.

Meret, M., Brat, P., Mertz, C., Lebrun, M., & Gunata, Z. (2011). Contribution to aroma
potential of Andean blackberry (Rubus glaucus Benth.). Food Research International,
44(1), 54-60.

Mertz, C., Cheynier, V., Gunata, Z., & Brat, P. (2007). Analysis of phenolic
compounds in two blackberry species (Rubus glaucus and Rubus adenotrichus) by
high-performance liquid chromatography with diode array detection and electrospray
ion trap mass spectrometry. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 55, 8616—
8624.

Pantelidis, G. E., Vasilakakis, M., Manganaris, G. A., & Diamantidis, Gr. (2007).
Antioxidant capacity, phenol, anthocyanin and ascorbic acid contents in raspberries,
blackberries, red currants, gooseberries and Cornelian cherries. Food Chemistry,
102, 777-783.

Pino, J., Marbot, R., & Vazquez, C. (2005). Volatile constituents of genipap (Genipa
americana L.) fruit from Cuba. Flavour and Fragrance Journal, 20(6), 583-586.

Pyysalo, T. (1976). Identification of volatile compounds in hybrids between raspberry
(Rubus idaeus, L.) and arctic bramble (Rubus arcticus, L.). Zeitschrift fuer
Lebensmittel-Untersuchung und —Forschung, 162(3), 263-272.

Qian, M. C., & Wang, Y. (2005). Seasonal variation of volatile composition and odor
activity value of ‘Marion’ (Rubus spp. hyb) and ‘Thornless Evergreen’ (R. laciniatus
L.) blackberries. Journal of Food Science, 70, 13—-20.

Riu-Aumatell, M., Castellari, M., Lopez-Tamames, E., Galassi, S., & Buxaderas, S.
(2004). Characterisation of volatiile compounds of fruit juices and nectars by
HS/SPME and GC/MS. Food Chemistry, 87, 627—637.

Rodrigues-Amaya, D. B. (2001). A guide to carotenoid analysis in foods.
Washington:ILST Press, USA. 64p.

Sanz, C., Olias, J. M., & Perez, A. G. (1997). Aroma biochemistry of fruits and
vegetables. In: Phytochemistry of Fruit and Vegetables; Tomas-Barberan, F. A,
Robins, R. J., Eds.; Clarendon Press: Oxford, U.K., pp. 125-155.

Seeram, N. P., Adams, L. S., Zhang, Y., Lee, R., Sand, D., Scheuller, H. S., & Heber,
D. (2006). Blackberry, black raspberry, blueberry, cranberry, red raspberry, and
strawberry extracts inhibit growth and stimulate apoptosis of human cancer cells in
vitro. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 54, 9329-93309.



70

Siriwoharn, T., & Wrolstad, R. E. (2004) Polyphenolic composition of Marion and
Evergreen blackberries. Journal of Food Science, 69, 233-240.

Stevens, M. A., Kader, A. A., & Albright, M. (1979). Potential for increasing tomato
flavor via increased sugar and acid content. Journal of the American Society for
Horticultural Science, 104, 40-42.

Tieman, D. M., Zeigler, M., Schmelz, E. A., Taylor, M. G., Bliss, P., Kirst, M., & Klee,
H. J. (2006). Identification of loci affecting flavour volatile emissions in tomato fruits.
Journal of Experimental Botany, 57, 887—-896.

Turemis, N., Kafkas, E., Kafkas, S., Kurkcuoglu, M., & Baser, K. H. C. (2003).
Determination of aroma compounds in blackberry by GC/MS analysis. Chemistry of
Natural Compounds, 39, 174—-176.

Vazquez-Araujo, L., Chambers, E. IV, Adhikari, K, & Carbonell-Barrachina, A. A.
(2010). Sensory and physicochemical characterization of juices made with
pomegranate and blueberries, blackberries, or raspberries. Journal of Food Science,
75(7), S398-S404.

Wang, Y., Finn, C., & Qian, M. C. (2005). Impact of growing environment on
Chickasaw blackberry (Rubus L.) aroma evaluated by gas chromatography
olfactometry dilution analysis. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 53(9),
3563-3571.



71

6. CAPITULO Ill. Efeito da sanitizagao a base de cloro sobre microrganismos
contaminantes e compostos bioativos na polpa de amora-preta (Rubus
fruticosus)

JACQUES, A.C".; ZAMBIAZI, R.C%; GANDRA, E. A%, CHAVES, F.C.; MACHADO,
M.R, G..?; KRUMREICH, F.D.3; LUZ, .S.R.?

Doutoranda do Depto Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial. Universidade Federal de
Pelotas. e-mail. andressa.jacques@yahoo.com.br

2 Professor, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos. Universidade
Federal de Pelotas.

% Graduando de quimica de alimentos. Universidade Federal de Pelotas.

* Autor para correspondéncia

Resumo

A amoreira-preta € uma espécie arbustiva que produz frutos denominados de
mini drupas com sementes formando frutos agregados. E uma fruta com alto teor de
compostos bioativos, contribuindo para a prevengdo de algumas doencgas. Devido
sua estrutura, esta fruta pode ser potencial veiculadora de microrganismos se
consumida ou processada sem correta sanitizagdo. Em face do exposto o objetivo
deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da sanitizacdo com hipoclorito de soédio e
verificar a influéncia deste processo sobre a estabilidade dos compostos bioativos na
apos a obtencao da polpa de amora-preta cv. Tupy. Para o controle microbiolégico
de fungos, a unica concentragéao eficiente foi pela imersdo em solu¢gdes com 200ppm
de hipoclorito de soddio pelo periodo de 15 minutos; porém nesta concentragcado as
perdas observadas para compostos fendlicos individuais, antocianinas, tocoferois,
acido ascorbico e carotenoides individuais foram respectivamente de 56, 32, 37, 54
e 18%. A concentracdo mais adequada da solucdo para evitar perdas dos
compostos bioativos presentes na amora preta foi de 50 ppm de hipoclorito de sédio
pelo periodo de 5 e 15 min. de imerséo.

Palavras-chave: Sanitizacdo, contaminantes, amora-preta, bioativos
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1. INTRODUGAO

O Brasil € o maior produtor mundial de frutas in natura, porém, por serem
pereciveis, grande parte dessas frutas se deterioram em poucos dias, tendo sua
comercializagdo dificultada, especialmente quando ocorre a longas distancias do
local da producdo. O processamento de polpas de frutas tem se destacado como
uma importante alternativa para o aproveitamento dos frutos durante a safra,
permitindo a estocagem e comercializagéo fora da época de producgéo dos frutos in
natura (BRUNINI; DURIGAN; OLIVEIRA, 2002). Segundo a legislagéo brasileira do
Ministério da Agricultura, polpa é o produto ndo fermentado, ndo concentrado ou
diluido, obtido pelo esmagamento de frutos polposos (BRASIL, 2000).

A amora-preta (blackberry) pertence ao género Rubus que contém,
aproximadamente, 740 espécies que sao divididas segundo alguns autores, em 12 a
15 subgéneros (JENNINGS, 1988, apud DAUBENY, 1996). Devido a alta taxa
respiratoria e rapida degradacgao, a produgao de polpa torna-se uma alternativa de
conservacao. As frutas, principalmente as que apresentam a coloragao vermelha ou
azul, como a amora-preta, sdo as mais importantes fontes de compostos fendlicos
em dietas alimentares. Estas cores sao caracteristicas das antocianinas, que sao
compostos fendlicos pertencentes a classe dos flavondides. Muitos destes
compostos apresentam uma gama de efeitos bioldgicos, incluindo agao antioxidante,
antimicrobiana, antiinflamatéria e vasodilatadora (DEGASPARI; WASZCZYNSKY,
2004).

As frutas e hortalicas sdo potenciais veiculadores de microrganismos que podem
estar associados a toxinfeccbes alimentares e, consequentemente, a doencas
transmitidas por alimentos (DTA). De acordo com Banwart (1989), sanitizantes
contendo compostos de cloro, incluindo hipoclorito de sodio e de calcio, séo
amplamente utilizados na industria de processamento de alimentos. O cloro,
especialmente na forma de sal de hipoclorito, € empregado para o controle
bacteriologico de frutas e hortalicas, porém alguns fatores como concentragdo de
cloro ativo da solucédo e o tempo de acado do sanitizante sao determinantes para a
eficacia do efeito antimicrobiano conferido ao produto (Banwart, 1989; Andrade e
Martyn, 1996).

Em face do exposto, o objetivo deste trabalho foi de avaliar a eficiéncia da

sanitizacdo com hipoclorito de sédio e verificar a influéncia deste processo sobre a
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estabilidade dos compostos bioativos na apés a obtengao da polpa de amora-preta

cv. Tupy.

2. MATERIAL E METODOS

As frutas de amora-preta (Rubus fruticosus) cv. Tupy foram colhidas em
novembro de 2010 na cidade de Morro Redondo, apresentando na data da colheita
11.2° Brix e acidez titulavel de 0,97% em acido malico. Ao serem recebidas no
laboratério, as frutas foram selecionadas de acordo com o grau de sanidade visual
(presenca de podridao), e imersas nas solugdes de agua clorada preparadas a partir
de hipoclorito de sédio a 10% (m/v). As concentragdes utilizadas foram: 0, 50, 100,
150 e 200ppm de hipoclorito de sédio. Um lote dos frutos, relativos aos diferentes
tratamentos, permaneceram por 5 minutos em imerséo, e outro lote foi submetido
por 15 minutos. Apds a imersao deixou-se escorrer os frutos por 2 min.

A polpa foi obtida pela trituracdo da fruta em liquidificador, sem que houvesse
a separagdo das sementes. Apos a polpa foi acondicionada em embalagens de
polietileno de alta densidade (0,45 micra). Objetivando-se evitar a contaminagao
cruzada, todos equipamentos e utensilios utilizados no processamento foram

higienizados pela imersdao em solugdo de NaOCI a 200ppm (200 mg.L™")

2.1 Determinagées Microbioldgicas

As amostras foram analisadas microbiologicamente (em triplicata) mediante a
quantificacao de coliformes totais e termotolerantes, pesquisa de Salmonella spp e
quantificacdo de Fungos, de acordo com os procedimentos propostos por DOWNES
e ITO (2001) e SILVA et al. (2007).

Para as determinag¢des microbioldgicas, foram pesadas 25 g de cada amostra
e transferidas assepticamente para frascos contendo 225 mL de agua peptonada
estéril (diluicdo 107"). A partir dessa diluigdo, foram feitas as diluicdes seriadas até

10~* com o mesmo diluente.
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Para a enumeracao de coliformes totais e termotolerantes utilizou-se a técnica
do Numero Mais Provavel (NMP). A analise presuntiva de coliformes foi realizada
em Caldo Lauril Sulfato de Sdédio (LST), com incubacédo por 48 horas a 35°C. A
enumeragdo de coliformes totais foi efetuada em Caldo Lactosado Bile Verde
Brilhante, com incubacdo a 35°C por 24 a 48 horas. A enumeracido de coliformes
termotolerantes foi realizada em Caldo Escherichia coli (EC) com incubagao a
45,5°C por 24 horas.

Para contagem de Fungos, foi utilizado o método de plagueamento direto em
superficie em meio Agar Batata Dextrose (BDA). Apds a inoculagdo as placas foram
incubadas a 25°C e foram realizadas contagens apos cinco dias.

A Pesquisa de Salmonella spp. foi realizada utilizando 25g das amostras, as
quais foram submetidas & um pré-enriquecimento em Agua Peptonada Tamponada -
APT com incubacgao por 24 horas a 37°C, seguida de um enriquecimento seletivo em
Caldo Tetrationato - TT e Caldo Rappaport-Vassiliadis - RV por 24 horas a 35°C e
42°C, respectivamente. Apos, foi realizado um plaqueamento diferencial nos Agares
Hektoen Enterico - HE e Xylose Lisina Desoxicolato - XLD por 24horas a 37°C, a fim
de obter col6nias isoladas tipicas de Salmonella spp.

As colbnias suspeitas, seriam entdo, submetidas a uma confirmacao
bioquimica, através dos meios, Agar Triplice Acucar Ferro - TSI, Agar Lisina Ferro -
LIA e Agar Uréia - UA. As cepas que apresentassem reagdes bioquimicas
caracteristicas para Salmonella spp. em pelo menos dois dos trés testes realizados
seriam submetidas a teste sorologico de aglutinagdo rapida, utilizando-se Soro
Polivalente Anti-Salmonella Somatico e Soro Polivalente Anti-Salmonella Flagelar.

Os isolados foram confirmados como Salmonella spp. quando apresentaram
bioquimismo caracteristico e reagéo soroldgica positiva, pelo menos, frente ao Soro

Polivalente Anti-Salmonella Somatico.

2.2 Determinagao de compostos fenédlicos

Os compostos fendlicos foram extraidos da polpa das frutas usando o
método descrito por Hakkinen, Karenlampi e Heinonen (1998). Foi retirado uma
aliquota de 30uL do extrato obtido para injetar no cromatografo.

O cromatégrafo consistiu no sistema HPLC-Shimadzu, com injetor

automatico, detector UV-visivel a 280nm, coluna de fase reversa RP-18 CLC-ODS
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(5um, 4,6mm x 150mm) com fase estacionaria octadecil e uma coluna de guarda
CLC-GODS com fase estacionaria de superficie octadecil, ambas localizadas em
forno a 25°C. A fase movel consistiu no gradiente de eluicdo utilizando solugao
aquosa de acido aceético (99:1, v/v) e metanol, com fluxo de 0,8mL/ min, com um
tempo total de corrida de 45 minutos, segundo metodologia descrita por Zambiazi
(1997).

2.3 Determinagao do conteudo de antocianinas

A determinacdao de antocianinas foi feita utilizando-se etanol acidificado,
seguindo método original (Lees e Francis, 1972). O calculo do conteudo de
antocianinas foi baseado na Lei de Beer e os resultados foram expressos em mg de

cianidina 3-glicosidio.100 g de amostra.

2.4 Determinacgdao de tocoferois

A extragao de tocoferdis foi realizada segundo a metodologia descrita para a
extragcdo de carotendides (Rodriguez-Amaya, 1999). Foram injetados 20uL do
extrato obtido no cromatodgrafo liquido que consistiu no sistema HPLC-Shimadzu
(idem ao descrito para a analise de compostos fendlicos), equipado com detector de
fluorescéncia, utilizando o comprimento de onda de 290nm para excitagdo e de
330nm para a emissado. A separacgao foi efetuada utilizando um sistema de eluicéo
por gradiente, utilizando como fases mdveis 0 metanol, acetonitrila e isopropanol,

seguindo a metodologia descrita por Zambiazi (1997).

2.5 Determinagdo de acido ascorbico

A extragcdo de acido L-ascorbico foi feita de acordo com a metodologia
descrita por Yeom, Zhang and Min (2001).

A anadlise de cromatografia liquida de alta eficiéncia consistiu no sistema
HPLC-Shimadzu (idem ao descrito na analise de compostos fendlicos), utilizando o
detector UV-visivel a 254 nm. A separacéo foi desenvolvida utilizando um sistema de
gradiente com as fases moveis contendo agua ultra pura:acido acético (99,9:0,1 v/v)

e metanol, com fluxo de 0,8 mL.min"", Yeom, Zhang and Min (2001).
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2.6 Determinagao do conteudo de carotenoides

O processo de extragdo dos carotendides foi realizado utilizando a
metodologia descrita por Rodriguez- Amaya (1999). Apds a etapa de extragao foi
realizada a saponificagdo da amostra, adicionando 25mL de solugdo alcoolica de
KOH 1,5N em 25mL de extrato de amostra, deixando em repouso na auséncia de
luz por 18 h. Apds este periodo foi adicionado éter etilico, ocrrendo a separagao das
fases. A aliquota organica foi concentrada em rotaevaporador a 35 °C e dissolvida
em metanol: acetonitrila, 30:70 v/v. O extrato foi transferido para tubos de eppendorf
e centrifugado nas condi¢gdes de 9000 rpm por 6 minutos. O sobrenadante (25uL) foi
injetado no cromatografo liquido de alta eficiéncia.

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

A separacéo foi efetuada utilizando um sistema de eluicdo por gradiente de
metanol, acetonitrila e acetato de etila, com um fluxo de 1mL/min, seguindo

metodologia descrita por Rodriguez- Amaya (1999).

2.7 Analise Estatistica

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

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

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A resolucdo RDC n° 12 de 02/01/2001, que discrimina os padroes
microbioldgicos para alimentos em geral, estabelece valor maximo de 102 UFC.g™
para coliformes termotolerantes, porém nao estabelece padrbes para bolores e

leveduras.
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De acordo a Instrugdo normativa n°® 1 de 07 de janeiro de 2000, a polpa de
fruta devera observar os limites: Soma de bolores e leveduras: maximo 5x103%/g para
polpa "in-natura", congelada ou néo, coliformes termotolerantes: maximo 1 NMP/ g;

salmonella: ausente em 25 g.

Tabela 1. Resultados das analises microbioldgicas para fungos, coliformes totais e

termotolerantes e Salmonella spp.

Polpas Fungos Coliformes Coliformes Pesquisa de
Tratamento/ (UFC.g™) totais termotolerantes Salmonella
Tempo (NMP.g™ (NMP.g™) auséncia/
presenca
Sem 3,75x10° <0,3 <0,3 Auséncia
tratamento
50ppm/5min 2,26x10° 4 4 Auséncia
50ppm/15min 1,3 x108 <0,3 <0,3 Auséncia
100ppm/5min 9,75 x10° <0,3 <0,3 Auséncia
100ppm/15min 7,45 x10° <0,3 <0,3 Auséncia
150ppm/Smin 3,5 x10* <0,3 <0,3 Auséncia
150ppm/15min 2,2 x10* <0,3 <0,3 Auséncia
200ppm/Smin 6,5 x10° <0,3 <0,3 Auséncia
200ppm/15min 4 x10° <0,3 <0,3 Auséncia
Padrao Federal 5x10% 1 102" Auséncia em 259

* Instrugdo Normativa n°1 de 07 jan de 2000/MAPA (Brasil, 2000)
**RDC n° 12, de 02/01/2001/MS (Brasil, 2001).

De acordo com a Tabela 1, observa-se que a sanitizacdo das frutas com
solucdes de concentracdes de 50 a 150ppm de hipoclorito de sédio, submetidas por
5 e 15 minutos, ndo foram eficientes para reduzir a contagem de fungos de acordo
com o anexo | do Regulamento técnico geral para fixagao dos padrbes de identidade
e qualidade para polpa de fruta da Instrugdo normativa n° 1 de 07 de janeiro de 2000
(Brasil, 2000). A sanitizacdo dos frutos em solugdes a 200ppm de .hipoclorito de
sédio por 5 minutos também nao foi eficiente; apenas os frutos imersos por 15
minutos na solucao clorada de 200ppm demosntrou-se eficiente.

Antoniolli (2005), em acordo com os resultados deste estudo, também relata
como melhores resultados de sanitizagdo com NaOCI, na concentragdo de 200mg.L-
1, por 10 minutos, quando sanitizou abacaxis.

A presenga de fungos verificada nas amostras nao parece ser um fato restrito,
Nascimento et al. (1999), ao estabelecerem o perfil microbiolégico de polpas
produzidas e comercializadas na cidade de Sao Luis — MA, constataram que 100%

das amostras apresentaram contaminagcdo por fungos, apresentando contagens
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entre 1,0 x 10° e 1,1 x 10® UFC.g™". Segundo Franco e Landgraf (2003), baixas
contagens de bolores e leveduras (>5x10* UFC.g™") sdo consideradas normais em
alimentos frescos e congelados, no entanto, contagens elevadas representam, além
do aspecto deteriorante, que pode levar inclusive a rejeicdo do produto, um risco a
saude publica devido a possivel produ¢cdo de micotoxinas por algumas espécies de
bolores.

A Legislacdo Brasileira, ANVISA - Resolucdgo RDC-12/MS (Brasil, 2002),
estabelece o limite de 5 x 10?> UFC de coliformes termotolerantes por grama, para
frutas, produtos de frutas e similares - frescas, in natura, preparadas (descascadas
ou selecionadas ou fracionadas), sanitizadas, refrigeradas ou congeladas para
consumo direto.

Neste estudo observou-se a presenca de coliformes totais e termotolerantes
(Tabela 1), com a polpa sanitizada por 5 min na concentragdo de 50ppm. A baixa
concentracdo destes microrganismos nas amostras, possivelmente pode ser
explicado pelo baixo valor de pH apresentado na maioria das polpas, isto pode
representar um fator limitante para o crescimento de bactérias, principalmente de
patogénicas, mantendo os indices de contaminagéo bacteriana em niveis baixos.

De acordo com Oliveira (2006), a elevada acidez em sucos de laranja (pH de
3,1 a 4,0) oferece um ambiente indspito e seletivo para um grande numero de
patogenos, porém neste estudo os autores encontram a presenga de coliformes
termotolerantes, podendo ser uma contaminacdo devido as mas condicoes
sanitarias da industria local de processamento ja que o suco de laranja apresentou
um baixo pH assim como a amora-preta cv Tupy (3,23). No entanto, estudos
realizados por Santos (2008) n&o detectaram a presenga de coliformes
termotolerantes em polpas de agai, acerola, maracuja e cupuacgu, concluindo que o
baixo valor de pH apresentado pela maioria das polpas pode representar um fator
limitante para o crescimento de bactérias patogénicas, mantendo os indices de
contaminagao bacteriana em niveis baixos.

O controle da concentragdo microbiana sao as praticas higiénicas que devem
ser observadas no preparo e processamento das polpas. A contaminacdo por
coliformes totais e termotolerantes em polpa de maracuja também foi verificada por
Leite et al. (2000) e Lima et al. (2001), estando, provavelmente, associada a
manipulacdo inadequada durante o processamento da matéria-prima, ou a

contaminagdo de equipamentos. Ja com relacdo a Salmonella spp., nao foi
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observada em amostra alguma a presencga deste microrganismo. Este fato pode ser
possivelmente explicado pela baixa competitividade deste microrganismo, pela
elevada sensibilidade a valores de pH acido e a agcdo de compostos a base de cloro

ativo.

Tabela 2: Conteudo de compostos fendlicos e de antocianinas na polpa de amora-

preta cv. Tupy, submetidas em solugdes sanitizantes a base de cloro

Polpas Compostos Fendlicos Individuais (mg.100g™)
Tratamento/  Acido Acido Catequina Epicate Querce- Total Antocianinas
Tempo Galico Hidroxi- quina Tina Totais
Benzoico (mg.100g™)
Sem
278,84* 237,95* 10,214 160,79 22,20* 709,98* 110,73%

tratamento
50ppm/5min 264,50* 222,50* 10,25* 155,004 20,50% 672,75 109,90
50ppm/15min 220,118 190,54* 10,194 154,23 19,144 589,928 107,80%
100ppm/5min  202,80° 167,49" 10,104 155,48* 20,024 555,898 111,90%
100ppm/15min  168,75° 94,998 8,68% 138,25 14,88* 425,55% 110,76*
150ppm/5min  167,88° 89,998 7,994 135,23* 15,01° 416,108 100,09
150ppm/15min  158,80°  88,88° 5,67° 126,88 12,09° 392,32¢ 90,88°
200ppm/5min  145,78°  70,90° 3,618 85,018 12,65° 317,95¢ 77,098
200ppm/15min 134,99  71,09® 3,098 84,98° 13,048 307,19¢ 75,06°

Letras diferentes indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia

entre os tratamentos.

Por ser um agente oxidante, o cloro livre pode reagir com compostos
organicos sintéticos e naturais, participando de reacdes de oxidagao e substituicéo,
em que moléculas de cloro sao adicionadas as moléculas denominadas precursoras.
As reagdes que envolvem o cloro residual livre e os compostos organicos naturais
(CONs) sédo extremamente complexas, uma vez que os compostos organicos
apresentam uma elevada diversidade de grupos funcionais aromaticos, carboxilicos,
fendlicos, bem como uma diversidade de duplas e triplas ligagdes que sado passiveis
de serem atacadas pelo agente oxidante (FILHO e SAKAGUTI, 2008).

E muito dificil a previsdo do comportamento cinético do cloro em meio
aquoso, bem como a previsao da formagao de subprodutos da desinfecgdo sem que
sejam conduzidos ensaios experimentais especificos, porém pode-se observar que o
tratamento de sanitizacdo ocasionou uma reducéo do conteudo de varios compostos
fendlicos e no conteudo total de antocianinas (Tabela 2).

O conteudo de antocianinas reduziu em torno de 32% apds a aplicagdo com a
solucédo clorada mais concentrada (200ppm) e em maior tempo de exposicado (15

minutos), sendo que esta foi a unica solugao eficiente na sanitizagdo contra bolores
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e leveduras ns amostras, conforme observado na Tabela 1. A soma do conteudo de
compostos fendlicos na amostra que ndo foi submetida a tratamento quando
comparada com amostra submetida em solugdo com 200 ppm de hipoclorito, por 15
minutos, apresentou uma redugdo de 56%, sendo o acido hidroxibenzdico e

catequina os mais afetados, reduzindo de seu teor inicial em cerca de 70%.

Tabela 3: Contetudo de Tocoferéis e de Acido ascorbico na polpa de amora-preta cv.

Tupy, submetida em solugdes a base de cloro

Tocoferdis (mg.100g™")

Polpas 0 —Tocoferol (B+y)- a-Tocoferol Total Acido
Tratamento/ Tocoferol (a+B+y+d) ascorbico

Tempo (mg.100g™)
Sem tratamento  0,499* 0,249* 0,125* 0,873* 1,08*
50ppm/5min 0,488* 0,244* 0,120% 0,852* 0,992*
50ppm/15min 0,489* 0,240 0,121 0,859* 0,972
100ppm/5min 0,4008 0,200°8 0,108° 0,708°8 0,7618
100ppm/15min  0,401°8 0,198°8 0,104° 0,7038 0,7818
150ppm/5min 0,350° 0,133° 0,108° 0,591¢ 0,588 ©
150ppm/15min  0,351° 0,129°¢ 0,108 0,590°¢ 0,577°¢
200ppm/5min 0,340° 0,120° 0,098 ® 0,558 © 0,499°
200ppm/15min _ 0,338° 0,119°¢ 0,089° 0,546°¢ 0,496 °

Letras diferentes indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia

entre os tratamentos.

A vitamina E é encontrada principalmente em produtos que apresentam alto
teor em gordura, como améndoas, 6leos vegetais e algumas frutas e vegetais (LINS,
2006). A amora-preta apresentou uma quantidade reduzida de tocoferois (tab. 3), o
que pode ser explicado pela baixa quantidade de gordura presente neste fruto.

Chun et al. (2006) encontraram para a amora-preta 3,74mg.100g”" de
tocoferdis, resultados bem superiores ao encontrado neste estudo (0,873mg.100g™),
porém, ressalta-se que estes autores quantificaram separadamente o o, 3, y € a-
tocoferol, e no presente estudo quantificou-se conjuntamente o B+y tocoferdis, que
pode ser, pelo menos parcialmente, um dos motivos desta diferenca, além das
diferencgas entre cultivares, espécies, clima, entre outros.

Pode-se observar que ocorreram diferengas significativas no conteudo de
tocoferdis entre as amostras submetidas nas diferentes solugdes com concentracoes

de cloro a partir da concentragdo de 100pmm, demonstrando uma reducédo de ate
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35% quando submetida na solucdo com concentracao de 200ppm, em relagcéo ao
teor inicial de vitamina E.

A polpa de amora-preta submetida a sanitizacdo com solugédo de hipoclorito a
50ppm por 5 e 15 minutos de imersdo, manteve seu conteudo de tocoferdis e de
acido ascorbico praticamente inalterado, ndo apresentando diferenga ssignificativas.

Vaérios trabalhos ja avaliaram o efeito da aplicagcdo de solugdes a base de
cloro sobre o acido ascérbico durante o processamento de frutas e hortalicas. No
entanto, ndo foram encontrados dados sobre a estabilidade desta vitamina frente a
sanitizacdo de amora-preta para posterior processamento em forma de polpa.

De acordo com Ozkan et al. (2004), devido a sua instabilidade, o &acido
ascorbico tem sido utilizado como indicador da qualidade nutricional de frutas e
hortalicas. Neste estudo, observaram-se altas perdas na sanitizagdo com a solucao
de maior concentragdo (200ppm) e tempo de exposigdo (15 minutos), atingindo
cerca de 55% de reducao em relagédo ao conteudo inicial.

Pode-se observar também que entre os tempos de imersdao nas diferentes
concentragdes das solugdes cloro, ndo houveram diferengas significativas, podendo
cloncluir entdo que apenas a solucado de concentracao apartir de 100ppm exerceu

influéncia no conteudo de acido ascoérbico.

Tabela 4: Conteudo de carotendides na polpa de amora-preta cv. Tupy, submetida

em solugdes sanitizantes a base de cloro

Carotenoides (mg.100g™")

Polpas B- Luteina +
Tratamento/ Criptoxantina Zeaxantina B-caroteno Licopeno Total
Tempo
Sem 0, 250* 0,490* 0,0074 0,014 0,761%

tratamento
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50ppm/5min 0,249% 0,487 0,007% 0,010° 0,754%
50ppm/15min 0,251% 0,488* 0,007% 0,011® 0,757%
100ppm/5min 0,240* 0,479 0,006* 0,009° 0,734%
100ppm/15min 0,241% 0,475% 0,007% 0,010° 0,733%
150ppm/5min 0,235° 0,420°® 0,005* 0,006° 0,666°
150ppm/15min 0,221° 0,395° 0,005* 0,007° 0,628°
200ppm/5min 0,218 0,399° 0,005* 0,006° 0,628°
200ppm/15min 0,215° 0,394° 0,005* 0,007° 0,621°

Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia

entre os tratamentos.

Quando comparado com os outros compostos bioativos avaliados, pode-se
observar que as perdas de carotendides foram menores, representando apenas 18%
(Tabela 3); segundo Jacques et al. (2009), estes pigmentos além de serem
encontrados em pequena quantidade na amora-preta, apresentam-se protegidos por
outros compostos presentes no meio, 0os quais atuariam como antioxidantes dos
proprios carotendides.

O conteudo de carotendides nao foi afetado nas amostras submetidas em
solugdes sanitizantes com concentragcdes de até 100ppm e tempo de imersao de 15
minutos, ndo ocorrendo diferengas significativas ao nivel de 5% de significancia
entre os diferentes tratamentos.

Costa et al. (2003) encontraram na polpa de acerola uma maior instabilidade
de [B-criptoxantina em relagdo ao B-caroteno, o que também, foi observado neste
estudo com a amora-preta. Neste estudo observou-se que as perdas de [(3-caroteno
permaneceram praticamente estaveis nas amostras submetidas nas solugbes com
as diferentes concentragdes utilizadas; diferentemente do comportamento observado
com a B-criptoxantina, o que demonstra que nas condigdes deste estudo o -
caroteno foi menos afetado pela concentracdo de cloro do que os demais
carotendides.

O teor de luteina mais zeaxantina encontrados na amora-preta (0,490
mg.100g™) logo apods processada na forma de polpa, séo superiores ao encontrado
por Rosso e Mercadante (2005) para acerola (0,100mg.100g™), porém estes autores
quantificaram a luteina isoladamente.

Com relacao ao teor de licopeno, pode-se observar que houveram diferengas
significativas com o conteudo de todas as amostras submetidas nas diferentes
concentragdes de cloro e nos diferentes tempos de imersao. O licopeno € composto

por onze ligagcbes conjugadas e duas ligagdes duplas ndo conjugadas, e por isso, €



83

considerado como o carotendide que possui uma das maiores capacidades
sequestrantes do oxigénio singlete (SHAMI; MOREIRA, 2004), podendo esta ser
uma das causas da maior influéncia dos tratamentos utilizados com o cloro, ja que

este € um potente agente oxidante.

4 CONCLUSAO

Para o controle microbiolégico de fungos, a unica concentracéo eficiente foi
pela imersao em solugdes com 200ppm de hipoclorito de sddio pelo periodo de 15
minutos; porém nesta concentracao as perdas observadas para compostos fendlicos
individuais, antocianinas, tocoferois, acido ascorbico e carotendides individuais
foram respectivamente de 56, 32, 37, 54 e 18%.

A concentracao mais adequada da solucao para evitar perdas dos compostos
bioativos presentes na amora preta foi de 50 ppm de hipoclorito de sdédio pelo

periodo de 5 e 15 min. de imersio.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

A amora-preta cv. Tupy € uma excelente fonte de compostos com atividade
antioxidante, dentre eles destacam-se os compostos fendlicos e as antocianinas,
sendo que esta fruta possui grandes possibilidade de atingir o mercado de frutas
frescas.

A amora-preta possui quantidade signficativa de compostos volateis

realcando seu aroma e tornado-a uma fruta atrativa, sendo que a técnica mais
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eficiente para isolamento destes compostos € a microextracdo em fase solida
(SPME) utilizando headspace.

A etapa de processamento desta fruta requer sanitizagao para diminuicao da
carga microbiana. O sanitizante mais empregado na industria ainda é o cloro, porém
devido ao alto potencial oxidante deste composto ele causa alteragdo na
composicao fitoquimica desta cultura.

A Unica concentracao que foi eficiente para manter de acordo com a
legislacdo os niveis de fungos foi 200ppm de cloro com as frutas imersas por 15
minutos, sendo que nesta concentragcdo as perdas observadas para compostos
fendlicos individuais, antocianinas, tocoferois, acido ascoérbico e carotendides

individuais foram respectivamente: 56, 32, 37, 54 e 18%.
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