$
UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIAD E
ALIMENTOS (PPGCTA)

PRISCILLA MAGRO REQUE

FRUTOS DE MIRTILO ( Vaccinium spp.) E PRODUTOS DERIVADOS:
CARACTERIZACAO E ESTABILIDADE DE SUAS PROPRIEDADES
BIOATIVAS

Porto Alegre
2012



PRISCILLA MAGRO REQUE

FRUTOS DE MIRTILO ( Vaccinium spp.) E PRODUTOS DERIVADOS:
CARACTERIZACAO E ESTABILIDADE DE SUAS PROPRIEDADES
BIOATIVAS

Dissertacédo apresentada ao Programa de
P6s-Graduacédo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos como
requisito parcial para a obtencdo do
grau de Mestre em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos.

Orientador: Prof2. Dra. Erna Vogt de Jong
Co-orientador: Prof. Dr. Alessandro de OliveiragRio

Porto Alegre
2012



CIP - Catalogacao na Publicagéo

R786f

Reque, Priscilla Magro
Frutos de mirtilo (vaccinium spp.) e produtos derivados:
caracterizacdo e estabilidade de suas propriedades bioativas
/ Priscilla Magro Reque. — — Porto Alegre, 2012.

120f. :il.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal do Rio Grande do
Sul. Faculdade de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Programa de
Pés-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Porto Alegre,
BR-RS, 2012.

Orientador: Prof. Dra. Erna Vogt de Jong

Bibliografia

1.Alimentos Funcionais 2. Capacidade antioxidante do mirtilo
3.Antocianina. 4. Antioxidante em alimentos. I. Titulo. Il. Jong , Erna

Vogt de (orient.)

CDU 612.37

Ficha catalogréfica elaborada pela Biblioteca dstitiito de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da UFRGS.




Priscilla Magro Reque
(Nutricdo/UFCSPA)

DISSERTACAO

FRUTOS DE MIRTILO (Vaccinium spp.) E PRODUTOS DERIVADOS:
CARACTERIZACAO E ESTABILIDADE DE SUAS PROPRIEDADES BIOATIVAS

Submetida como parte dos requisitos para obtencdo do grau de

MESTRE EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Programa de Pds-Graduacgdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (PPGCTA)

Universidade Federal do Rio Grande do Sul — Porto Alegre, RS, Brasil.

Aprovada em: 16 / 02 / 2012

Pela Comissao Examinadora:

Prof. Dr2. Erna Vogt de Jong

Orientador — PPGCTA/UFRGS

Prof. Dr. Alessandro de Oliveira Rios
Co-orientador —- PPGCTA/UFRGS

Prof. Dr. Plinho Francisco Hertz
Banca — PPGCTA/UFRGS

Profé. Dré. Maria do Carmo Ruaro Peralba
Banca — IQ/UFRGS

Dr2. Martha Zavariz de Miranda
Banca — EMBRAPA Passo Fundo/RS

Homologada em: 12 /03 /2012
Por:

Prof. Dr. José Maria Wiest
Coordenador do Programa de
Pés-Graduacdo em Ciéncia e

Tecnologia de Alimentos
(PPGCTA/UFRGS)

Prof. Dr. Vitor Manfroi
Diretor Do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos
(ICTA/UFRGS)



DEDICATORIA

Dedico esta dissertacdo aos meus
pais, que sempre estiveram ao meu
lado, me apoiando em todas as

minhas decisoes.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, agradeco aos meus pais, por serem as pessoas mais preciosas e
importantes da minha vida, por todos os ensinamentos e formacdo do meu carater, pelo apoio
e amor incondicional, pelo incentivo a sempre buscar mais e a correr atrds dos meus sonhos e
objetivos, enfim, muito obrigada por tudo! Amo vocés!

Agradeco ainda aos meus demais familiares, pela compreensdo nos momentos em que
estive ausente e pelo carinho, em especial, ao meu irmdo Alexandre, técnico e estudante de
Quimica, pelo auxilio em todas as duvidas que, por algumas vezes, surgiram. Obrigada por
me ajudar a desvendar esse “bicho de sete cabegas” chamado pesquisa!

A minha orientadora, professora Erna, pelo imenso carinho, pela compreensdo, por
sempre me ouvir e me dar conselhos de mée, pelo apoio e incentivo quando comecei a
trabalhar, pela dedicacdo e inspiracdo, pelo exemplo de vida que és, por ser essa pessoa tao
querida e amada por todos, pelos ensinamentos que levarei sempre comigo, muito obrigada!

Ao meu co-orientador, professor Alessandro, pelo aprendizado, pelo auxilio quando
precisei, pelas jantas organizadas na sua casa ou na casa de alguém, pelas caronas, pelas
correcdes e sugestdes, obrigada! Este trabalho nédo teria sido possivel sem a sua ajuda.

A Fazenda “Viva o Verde”, localizada na cidade de Camaqui (RS), pelo fornecimento
dos frutos de mirtilo, em especial, ao Thomas, pelas entregas urgentes e atencdo. Obrigadal

Aos professores Simone, Rosane, Plinho e André, por estarem sempre dispostos a
ajudar e pelo “empréstimo” do laboratdrio e equipamentos.

Aos bolsistas de Iniciacdo Cientifica ou voluntarios, Rosana, Eduardo, Daiane,
Alexandre, Fernanda e Juliana, e a todos aqueles que me auxiliaram no laboratorio, muito
obrigada! Sem a ajuda e 0 apoio de vocés, seria impossivel!!! Em especial, a Rosinha, por ter
feito a minha “inser¢do” no laboratorio 211, pelos ensinamentos, pela amizade e por tornar
minhas manhas, tardes e noites no laboratdrio mais suportaveis e divertidas!

Aos membros da banca, doutores Plinho, Maria do Carmo e Martha, pelas sugestdes e
corregOes e por terem aceitado participar desse momento tdo importante. Muito obrigada!

Aos colegas de mestrado Karla, Mariana Dullius, Cleice, Fernanda, Tais, Sheila,
Kleidson, Luceia e Marina e aos colegas do laboratério 211, Paula, Gicele, Carol, Cris,
Gaspar, Mariana Dutra e Niara, obrigada por toda a ajuda e companheirismo! Manteremos
contato.

Ao Marcio, bibliotecario do ICTA, pelas orienta¢des de referéncias e formatacao.



Aos técnicos do laboratério 213, Roberval, Aline e Mariangela, sempre prestativos e
atenciosos, muito obrigada pelo auxilio (especialmente o Rober)! Aprendi muito com vocés!

As minhas professoras da graduacdo, Cintia e Vanusa, por terem sempre acreditado em
mim e me apoiado, em especial, a Vanusa, por ter me aceitado como sua “pupila”. Obrigada!

Aos meus amigos historiadores, Evandro, Luciana, Céssia, Israel, Gustavo e Eliete, pela
torcida, amizade e companheirismo, pelos divertidos e memoraveis encontros na Pinacoteca,
casa da Cassia e Mansdo (ah, que saudades!) e almocos no RU do Vale (principalmente a
Eliete, por sempre me esperar para irmos juntas ao “le RU”, ndo importasse a hora que eu
conseguisse me liberar do laboratério! Tua presenca foi muito importante, amiga!), obrigada!

Agradeco também ao professor Temistocles, pelo apoio e ajuda imensuraveis! Es uma
pessoa brilhante e 0 meu paciente mais dedicado! Muito obrigada pela atencéo e carinho.

As minhas amigas nutris, Melina, Renata, Cristine, Lidiamara, Carla, Carol, Zilah e
Aline, & amiga “agregada” Karina e ao casal Angela e Lucas, pela amizade e carinho, pela
parceria de festas e viagens (especialmente a Mel, a Ré e a K4), pelo chimarrdo na Redenc¢éo
ou Gasbmetro, pelos encontros e comilancas, sempre muito divertidos e barulhentos, pela
compreensdo nos momentos em que ndo pude estar presente, muito obrigada!

A minha amiga de infancia, Michelle, que, apesar da distancia e da saudade, sempre
esteve presente, me apoiando e me dando conselhos quando mais precisei. Te adoro e te
admiro muito, amiga!

A Jana, pelo auxilio com a formatacdo de figuras, pela amizade, conversas e risadas.

A Gringa pelo incentivo, carinho e torcida. Obrigada!

Aos meus colegas e ex-colegas de trabalho do RU do Centro, em especial, a Katia,
Eliane, Seu Emilio, Cleusa e Jefferson, pelo apoio, ensinamentos, auxilio, compreensédo e
dedicagdo. Ao Lucas e Jeff, por tornarem minhas tardes mais divertidas e menos estressantes.
Ao Jeff, pela amizade e ajuda com a tabulacéo de dados. Valeu!

Aos meus ex-colegas da EPTC, especialmente a Jeanine, Marcia, Neusa, Carldo e Sias,
pelo apoio quando tive que sair para poder realizar o mestrado e por acreditarem em mim,
obrigada! A Jeanine, por ter me ajudado com a passagem de avido quando fui fazer as
selecdes de mestrado na Unicamp e USP, jamais esquecerei!

Por ultimo, porém ndo menos importante, agradeco ao apoio financeiro do CNPq
(Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico) e Capes (Coordenagéo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior), sem o qual esta pesquisa teria sido

inviabilizada.



“Determinacdo, coragem e autoconfianca séo
fatores decisivos para 0 sucesso.

N&o importam quais sejam 0s obstaculos e as
dificuldades. Se estamos

possuidos de uma inabalavel determinacao,
conseguiremos supera-los.
Independentemente das circunstancias,
devemos ser sempre humildes,

recatados e despidos de orgulho.”

(Dalai Lama)



RESUMO

O mirtilo (Vaccinium spp.) é um fruto ainda pouco conhecido no Brasil, porém com grande
potencial produtivo no Estado do Rio Grande do Sul (RS). Estudos relatam propriedades
benéficas a salde e elevada capacidade antioxidante deste fruto, associadas a presencga de
compostos bioativos, especialmente os antocianicos. O presente trabalho teve por objetivos
caracterizar o mirtilo organico Rabbiteye, cultivado no RS, e seus produtos derivados, bem
como avaliar a estabilidade das antocianinas e da capacidade antioxidante no armazenado sob
refrigeragéo (4 °C) de suco integral de mirtilo por dez dias, no congelamento dos frutos (-18
°C) durante seis meses e na desidratacdo do mirtilo (a 70, 80 e 90 °C). Para isso, realizaram-se
analises fisico-quimicas, mediu-se a atividade antioxidante, através dos métodos DPPH e
ABTS, e determinou-se o0 conteddo de antocianinas por cromatografia liquida e
espectroscopia. O mirtilo cultivado no RS apresentou capacidade antioxidante superior a de
outros frutos e sucos. Quanto as antocianinas, os frutos obtiveram média superior ou inferior &
de mirtilos de outras espécies e origens, porém sendo encontradas similaridades no perfil.
Tanto as passas quanto o bagaco e a farinha produzida pela secagem deste residuo sofreram
perdas no processamento, mas retendo ainda grande quantidade de compostos antocianicos e
atividade antioxidante. Durante o congelamento, os frutos apresentaram aumento significativo
(p<0,05) na atividade antioxidante no terceiro més, sofrendo queda ao final de seis meses,
porém mantendo ainda valor superior ao “in natura”. O suco foi analisado a cada dois dias e
teve a atividade antioxidante afetada a partir do oitavo dia de armazenamento, permanecendo
constante até o décimo dia. As antocianinas sofreram perdas significativas tanto no
congelamento dos frutos (59 %) quanto na refrigeracdo do suco (83 %), porém algumas
degradando mais do que outras, provavelmente por diferencas na estrutura quimica. A
capacidade antioxidante do mirtilo aumentou durante a primeira metade do tratamento
térmico a 80 °C e, apos 3 h, sofreu reducdo significativa (p<0,05) até o final do processo. As
antocianinas apresentaram tempo de meia-vida médio de 7,7 h e 6,8 h para as secagens a 70 e
80 °C, respectivamente. A estabilidade dos compostos bioativos esta relacionada tanto com a
magnitude quanto com a duracdo do tratamento térmico. Mais estudos sdo necessarios a fim

de otimizar o tempo e a temperatura de estocagem e processamento de tais produtos.

Palavras-chave: Mirtilo (Vaccinium spp.), capacidade antioxidante, antocianinas,
processamento, estabilidade.



ABSTRACT

Blueberry (Vaccinium spp.) is a little-known fruit in Brazil, but with great productive
potential in the state of Rio Grande do Sul (RS). Studies have reported properties beneficial to
the health and high antioxidant capacity of this fruit, associated with the presence of bioactive
compounds, especially anthocyanins. This study aimed to characterize the organic Rabbiteye
blueberry grown in RS, and their products, as well as evaluating the stability of anthocyanins
and antioxidant capacity of whole blueberry juice stored under refrigeration (4 °C) for ten
days, of fruits stored frozen (-18 °C) for six months and of the dehydration of blueberries (at
70, 80 and 90 °C). For this, physicochemical analyses were carried out, the antioxidant
activity was measured through DPPH and ABTS methods, and the content of anthocyanins
was determined by liquid chromatography and spectroscopy. Blueberries grown in RS
showed higher antioxidant capacity than other fruits and juices. For anthocyanins, the fruits
had higher or lower average than other species of blueberries and origins, but similarities had
been found in the profile. Both dried fruit and pomace, as well as the flour produced by drying
of this residue, they all suffered losses in their process, but still retaining large amounts of
anthocyanins and antioxidant activity. During freezing, the fruits showed a significant
increase (p<0,05) in antioxidant activity in the third month, decreasing in the end of six
months, although still maintaining a value higher than that of the “in natura” fruit. The juice
was analyzed every two days and the antioxidant activity was affected in the eighth day of
storage, remaining stable up to the tenth day. Anthocyanins have suffered significant losses in
both frozen fruits (59 %) and refrigerated juice (83 %), but some degrading more than others,
probably due to differences in their chemical structure. The antioxidant capacity of blueberry
increased during the first half of the heat treatment at 80 °C, and after 3 h was significantly
decreased (p<0,05) til the end of the process. Anthocyanins showed half-life average about
7,7 h and 6,8 h for drying at 70 °C and 80 °C, respectively. The stability of bioactive
compounds is related to both the magnitude and duration of heat treatment. Further studies are

needed to optimize the time and temperature of storage and processing of such products.

Key words: Blueberry (Vaccinium spp.), antioxidant capacity, anthocyanins, processing,

stability.
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INTRODUCAO

A sociedade atual encontra-se em processo de transformacdo de sua piramide
populacional com o aumento da longevidade e, consequentemente, do numero de idosos. Esse
é um fenbmeno mundial e, no Brasil, vem ocorrendo em ritmo acelerado. A populacdo de
idosos no pais praticamente triplicou no periodo de 1975 a 2008, alcangando o nimero de 20
milhdes (VERAS, 2009). Nesse contexto, doencas caracteristicas do envelhecimento
passaram a ter maior expressao social.

Relacionado a essa alteracdo no perfil da populacdo mundial e brasileira, e também aos
elevados indices de sobrepeso e obesidade, estd o crescimento da ocorréncia das doencas
crénicas ndo transmissiveis (DCNT), como diabetes, cancer, doencas cardiovasculares e
deméncia (BRASIL, 2006).

Estas questbes estdo intimamente ligadas as mudangas no estilo de vida das pessoas e ao
aumento da expectativa de vida populacional, apds o répido processo de industrializacdo e
urbanizacdo, ocorrido na maioria dos paises. As DCNT sdo, atualmente, a maior causa de
morte no mundo, tendo sido responsaveis, no ano de 2001, por cerca de 60 % dos 56,5
milhdes de 6bitos registrados, com estimativas de que em 2020 essa estatistica possa chegar a
75 % (WHO, 2003). Isso indica a gravidade da situacdo em nivel de satde publica, gerando
enormes gastos para 0s governos e implicacdes sociais e culturais imensuraveis.

Nesse sentido, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) lancou, em 2004, a Estratégia
Global, na qual estabeleceu determinadas diretrizes com o objetivo principal de reduzir os
fatores de risco para tais enfermidades, baseando-se na alimentagdo saudavel, atividade fisica
e saude (WHO, 2004).

Dentre as recomendacdes para uma alimentacdo saudavel esta o aumento na ingestao de
frutas, legumes e verduras (WHO, 2003; BRASIL, 2006). Além de vitaminas e minerais, estes
alimentos contém substancias bioativas, tais como carotenoides, aliaceas, fitoestrogenos,
glicosinolatos, compostos sulfurados, flavonoides e frutooligossacarideos. Muitas dessas
substancias possuem acdo antioxidante, levando a crer que estejam relacionadas com a
prevencdo de determinadas doencas, incluindo as cardiovasculares e o cancer (SGARBIERI;
PACHECO, 1999; BRASIL, 2006).

Numerosos estudos epidemiologicos indicam que o consumo frequente de frutas,
legumes e verduras estaria relacionado a prote¢do contra o desenvolvimento de certas DCNT,
especialmente de alguns tipos de cancer, como estdbmago e célon (STEINMETZ; POTTER,
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1996). De acordo com a OMS, a ingestdo diaria de, pelo menos, 400 g desse grupo alimentar
é capaz ndo s6 de reduzir o risco de desenvolver DCNT, como ainda auxiliar na manutencgéo
do peso adequado (WHO, 2003), na medida em que sdo alimentos de baixo valor calorico.
Como o consumo de vegetais, pela populacdo brasileira, € em geral muito baixo, a fim de
alcancar essa recomendacdo da OMS, seria necessario aumentar em praticamente trés vezes a
ingestdo média diaria “per capita” (BRASIL, 2006).

Isso mostra 0 quanto é importante o incentivo ao consumo regular de tais alimentos,
bem como o desenvolvimento e aprofundamento de estudos sobre os chamados ““alimentos
funcionais”, tema bastante em voga atualmente, estimulado pelo referido aumento da
expectativa de vida populacional e da incidéncia das DCNT (LAJOLO, 2005).

Dentre estes alimentos estad o mirtilo, um fruto que possui grande potencial produtivo no
Estado do Rio Grande do Sul (RS), Brasil, bem como contém compostos bioativos em
quantidade significativa (em especial, os antocianicos), sendo mundialmente conhecido por
sua elevada capacidade antioxidante (PRIOR et al., 1998) e, consequentemente, com
possiveis acdes fisioldgicas benéficas a sallde humana.

Tendo em vista que ndo foram encontrados muitos estudos com relacdo a alteraces no
perfil de antocianinas e na atividade antioxidante de mirtilo frente a0 armazenamento a frio,
tampouco quanto ao processo de desidratacdo do fruto, através da determinacgdo de parametros
cinéticos, o presente trabalho justifica-se por ampliar o conhecimento a respeito do
comportamento de tais fitoquimicos apos diferentes tratamentos.

Essa lacuna existente no campo da ciéncia dos alimentos foi apontada por Hasler
(2000), indicando a necessidade de estudos sobre os efeitos do processamento nas substancias
com propriedades benéficas a saude, presentes nos alimentos, em especial os funcionais.
Além disso, Rodriguez et al. (2006) relataram que o estabelecimento das condi¢fes 6timas de
processamento, a fim de se evitar grandes perdas desses compostos e favorecer sua
biodisponibilidade, é igualmente importante.

A busca do consumidor por uma alimentacdo saudavel e conveniente faz com que o
mercado de novos produtos alimenticios encontre-se em constante expansdo e 0 uso de
residuos industriais tem demonstrado ser uma excelente opgdo para tais fins. Entretanto,
alteracbes na qualidade implicam em rejeicdo por parte do consumidor, tornando o
desenvolvimento de técnicas de conservacdo, que permitam a reducdo de custos e a ampliacao
da eficiéncia no processamento, fundamental para obter produtos de qualidade e sucesso em

sua comercializagéo.
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Diante do exposto, este trabalho visa a caracterizacdo fisico-quimica e a anélise de
capacidade antioxidante e perfil antocianico de mirtilo organico Rabbiteye, cultivado no RS, e
dos produtos derivados do fruto, como suco, passas, bagaco e farinha. Nesse sentido, torna-se
relevante o estudo da estabilidade de tais compostos bioativos durante o armazenamento e
processamento dos frutos, bem como o aproveitamento de residuos agroindustriais, agregando
valor e minimizando o impacto causado pelo acimulo destes no meio ambiente, além do
desenvolvimento de novos produtos com caracteristicas funcionais, a fim de ampliar as

alternativas para o consumo do mirtilo e incentivar sua producéo.

1.1. ALIMENTOS FUNCIONAIS

Um alimento (ou ingrediente) com propriedade funcional ou de saude, de acordo com a
legislacdo brasileira vigente, é todo aquele que, além das suas fungdes nutricionais basicas, €
capaz de produzir também efeitos benéficos a salde, devendo ser seguro 0 seu consumo sem a
necessidade de supervisdo médica (ANVISA, 1999a e 1999b). Sgarbieri e Pacheco (1999)
acrescentam a essa definicdo a capacidade de tais alimentos de retardar o aparecimento das
doencas cronicas degenerativas, gerando maior qualidade e expectativa de vida.

Para Roberfroid (2001), é importante ainda destacar a diferenca entre os alimentos
funcionais, pertencentes ao campo da nutricdo, e 0s compostos ativos isolados (conhecidos
como nutracéuticos), pertencentes a farmacologia. Nesse sentido, devem ser considerados
como auxiliares na reducdo do risco de determinadas doencgas ao invés de relaciona-los a
prevencdo destas. A legislacdo norte-americana, no entanto, ndo faz nenhuma distin¢do entre
alimentos funcionais e nutracéuticos (STEPHEN, 2000).

O conceito de alimento funcional teve origem no Japédo, em meados da década de 1980,
a partir da preocupagdo com a crescente e numerosa populacdo de idosos e a prevencao das
DCNT (SGARBIERI; PACHECO, 1999). Foi criado um departamento do “Ministério da
Saude e Bem-estar”, encarregado da certificacdo dos “alimentos para uso especifico para a
saude”, ou como ficaram conhecidos por sua sigla em inglés, “Foods for Specified Health
Use” — FOSHU (STEPHEN, 2000).

No Brasil, ndo sdo permitidas as alegacOes referentes a cura e prevencao de doengas nos
rotulos de produtos alimenticios, mas sim aquelas relacionadas ao efeito sobre o organismo e
a manutencdo geral da saude. Permite ainda a alegacdo sobre a reducdo de riscos para
determinadas doencas (ANVISA, 1999a e 1999b).
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Dentre os alimentos naturais que séo considerados funcionais por suas a¢@es benéficas
no organismo humano tém-se os graos de cereais e leguminosas, frutas e hortalicas, peixes,
leite e seus derivados, chas preto e verde e o vinho (SGARBIERI; PACHECO, 1999). De
acordo com Lajolo (2005), as substancias ativas presentes nos alimentos, responsaveis por tais
acles biologicas, sdo chamadas de fitoquimicos ou compostos bioativos. Exemplos destes
componentes sdo os oligossacarideos, polissacarideos, flavonoides (como quercitina,
catequina, genisteina, naringenina e antocianinas), carotenoides (licopeno, luteina, zeaxantina
e B-caroteno), organosulfurados, fitosterdis e acidos graxos.

O mercado dos funcionais é bastante promissor, cabendo as industrias alimenticias
trabalharem, em conjunto com os cientistas de alimentos, na pesquisa e desenvolvimento de
novos produtos a fim de satisfazerem as crescentes exigéncias dos consumidores e do
comeércio internacional globalizado (SGARBIERI; PACHECO, 1999).

Esse mercado teria alcangado 21,3 bilhGes de dolares nos Estados Unidos e 8 bilhdes de
dolares na Europa, no ano de 2006 (DATAMONITOR, 2007), e cerca de 100 bilhdes de
ddlares no mundo, em 2008, com previsao de movimentar aproximadamente 120 bilhdes de
délares em 2012 (EUROMONITOR, 2010). Entretanto, estimativas a respeito do valor de
mercado dos alimentos funcionais, em nivel mundial, sdo muito variaveis na medida em que
ndo ha um consenso sobre a definicdo de tais produtos (HASLER, 1998; WESTSTRATE;
POPPEL; VERSCHUREN, 2002).

1.2. MIRTILO (Vaccinium spp.)

O mirtilo (ou “arandano”, em espanhol, e “blueberry”, em inglés) pertence a familia das
Ericaceae, subfamilia Vaccinoideae, género Vaccinium, sendo nativo da América do Norte e
de regibes européias, onde é bastante cultivado e comercializado (SANTOS; RASEIRA,
2002; FACHINELLO, 2008).

No Brasil, € um fruto ainda pouco conhecido, mas com elevado valor agregado e
potencial produtivo, especialmente no RS, devido a existéncia de clima temperado. Os
Estados de Minas Gerais (MG) e Sao Paulo (SP) também possuem potencial, porém reduzido
devido ao menor acumulo de frio hibernal, essencial para o seu desenvolvimento (RASEIRA;
ANTUNES, 2004).

Tal fruto pode ser dividido em dois grupos principais, presentes no RS: Rabbiteye e
Highbush. Os cultivares pertencentes ao primeiro necessitam de aproximadamente 300 horas

de frio, enquanto os do segundo grupo adaptam-se melhor em regides mais frias, normalmente
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as de maior altitude, sendo necessarias de 650 a 800 horas de frio, a temperaturas menores do
que 7,2 °C (RASEIRA; ANTUNES, 2004; SANTOS; RASEIRA, 2002). Segundo Fachinello
(2008), o grupo Highbush produz frutos de melhor qualidade, porém o grupo Rabbiteye
possui maior producdo por planta e conservacéo pos-colheita.

Por ser uma planta arbustiva, o mirtilo carece também de disponibilidade de &gua de até
50 mm semanais, durante o seu desenvolvimento, a fim de obter-se bom teor de acucar.
Entretanto, o fruto do grupo Rabbiteye consegue crescer em climas mais secos devido a
processos adaptativos. Esta planta tem preferéncia ainda por solos acidos (pH de 4 a 5,5) e
ricos em matéria organica (SANTOS; RASEIRA, 2002; RASEIRA; ANTUNES, 2004).

O fruto de mirtilo é constituido por mais de 80 % de agua. Seu conteddo nos tecidos
depende, especialmente, da disponibilidade hidrica do solo na colheita. A perda de agua nos
frutos provoca reducdo do volume e perda de massa, porém esse elevado teor de umidade
torna-os susceptiveis a deterioracdo, aumentando a contaminagdo microbiana e sua
perecibilidade (SOUSA et al., 2007).

Os acUcares sdo 0s componentes solUveis mais abundantes nos frutos de mirtilo, sendo
glicose e frutose os principais, assim como também possuem altos teores de &cidos organicos.
Os mais comumente encontrados sao o citrico e 0 malico (SOUSA et al., 2007), apresentando,
em 100 g de fruto, valores de 0,4 a 0,5 g (RASEIRA; ANTUNES, 2004) e de 0,06 a 0,14 g
(RODRIGUEZ et al., 1992), respectivamente.

O mirtilo é considerado um alimento rico em manganés, com concentracdes entre 0,4 a
1,2 mg/100 g de fruto maduro (BUSHWAY et al., 1983). Além disso, fornece também
potéssio, ferro, vitaminas A e C e fibra alimentar, possuindo baixo valor calérico, de
aproximadamente 45 kcal em meia xicara de chd (SOUSA et al., 2007).

Os frutos caracterizam-se por sua coloragédo azul-escura e formato achatado, tendo cerca
de 1,0 a 2,5 cm de didmetro e de 1,5 a 4,0 g de peso (Figura 1). Possuem inUmeras pequenas
sementes em seu interior e sabor de doce-acido a acido. Podem ser consumidos tanto “in
natura” ou apoOs o seu processamento por congelamento, desidratacdo e enlatamento, quanto
utilizados na fabricacdo de sorvetes, bolos, tortas, geléias, licores, sucos, entre outros produtos
(FACHINELLO, 2008).

Dados da Organizagdo das Nacbes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO),
apontados por Raseira e Antunes (2004), mostram que houve aumento em sete vezes na
producdo mundial de mirtilo e em 15 vezes na area cultivada, entre a década de 1960 e 0 ano
2000. No periodo entre 1992 e 2002, a producdo praticamente dobrou, passando de 105 mil
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para 207 mil toneladas. Os Estados Unidos séo o pais com maior representatividade, cerca de
167 mil toneladas de mirtilo, seguidos do Canada, com 102,75 mil toneladas, dados relativos
ao ano de 2009 (FAO, 2010).

Na América Latina, o Chile destaca-se como maior produtor com 2500 hectares,
seguido da Argentina com 1500 hectares. Estes paises beneficiam-se da entressafra européia e
norte-americana, nos meses de novembro a abril, época em que é realizada a colheita no
Hemisfério Sul (FACHINELLO, 2008). Nesse sentido, o Brasil deve igualmente valer-se de

tal possibilidade de mercado e incentivar a producéo desse fruto.
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Figura 1. Mirtilo Rabbiteye cv. Delite.
Fonte: Raseira (2007).

O cultivo de mirtilo no Rio Grande do Sul teve inicio na década de 1980, quando a
Embrapa Clima Temperado, localizada em Pelotas, introduziu o grupo Rabbiteye no Estado.
O plantio voltado para o comércio teve inicio em 1990, na cidade de Vacaria, regido do
Nordeste galcho. A espécie Vaccinium ashei é considerada a mais promissora por adaptar-se
melhor nas regides mais frias do Sul do pais (FACHINELLO, 2008).

O mesmo autor relata que a area de cultivo no Brasil é estimada em cerca de 150
hectares, sendo 0 Rio Grande do Sul o Estado com maior nimero de produtores rurais,
distribuidos em 65 hectares, gerando uma producdo de cerca de 150 toneladas, enquanto o
Estado de S&o Paulo seria 0 maior mercado consumidor. A produtividade do fruto varia entre
6 e 10 toneladas por hectare e o custo de comercializacdo € bastante elevado.

Segundo dados apresentados pelo Instituto Brasileiro de Fruticultura (IBRAF, 2011), o
Brasil exportou cerca de 2 toneladas de mirtilos e airelas, enguanto importou
aproximadamente 63 toneladas, no ano de 2010, mostrando que o mercado brasileiro destes
produtos ainda € dependente do comércio exterior, sendo necessario maior incentivo a
producéo interna.
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Entretanto, apesar de serem positivas as perspectivas do cultivo e comercializagdo de
mirtilo no pais, alguns fatores entravam sua expanséo, tais como: condigdes climaticas e de
solo, crescimento lento da planta, dificuldades no manejo da colheita e na propagacdo de
certos cultivares, escassez de mudas e de conhecimento técnico a respeito da cultura
(FACHINELLO, 2008).

1.3. PROPRIEDADES FUNCIONAIS E COMPOSTOS BIOATIVOS DO
MIRTILO

O mirtilo ndo é somente um fruto saboroso e de grande valor comercial. Como a
maioria dos “berries”, ¢ rico em flavonoides, taninos e acidos fendélicos. Estudos cientificos
apontam que o mirtilo possui diversas propriedades benéficas a salde associadas a presenca
de tais compostos bioativos, especialmente os antocianicos (HEINONEN; MEYER,;
FRANKEL, 1998; SMITH et al., 2000; SEERAM, 2008), contendo entre 825 e 4200 mg de
antocianinas por kg de fruto (CLIFFORD, 2000).

E conhecido como “fruto da longevidade”, devido a sua elevada capacidade
antioxidante sobre radicais livres e espécies reativas, como apontado por estudos “in vitro”
(PRIOR et al., 1998; WANG; JIAO, 2000; FARIA et al., 2005) ¢ “ex vivo” (KAY; HOLUB,
2002). Tal atividade € provavelmente o principal mecanismo associado a reducdo do risco de
certas doencas, como as DCNT, na medida em que estas sdo estimuladas por processos
oxidativos (HALLIWELL, 2006).

As principais doengas com as quais encontra-se relacionado a prevencdo e tratamento
sdo as seguintes: cancer (SMITH et al., 2000; KATSUBE et al., 2003; Y1 et al., 2005;
SEERAM et al., 2006), diabetes mellitus (MARTINEAU et al., 2006), cardiovasculares
(HEINONEN; MEYER; FRANKEL, 1998; BASU et al., 2010) e também neurodegenerativas
(JOSEPH et al., 2003; ANDRES-LACUEVA et al., 2005; KRIKORIAN et al., 2010).

Além disso, desde a Segunda Guerra Mundial, existem relatos, a serem ainda
comprovados, atribuindo ao mirtilo melhora da acuidade visual. Pilotos britanicos ingeriam a
fruta antes de realizarem vbos noturnos, por acreditarem que, dessa forma, enxergariam
melhor o inimigo (WROLSTAD, 2004; FACHINELLO, 2008; KALT et al., 2010).

1.3.1. Antocianinas: Estrutura Quimica e Estabilidade
As antocianinas (do grego anthos — flor — e kianos — azul) sdo pigmentos naturais

presentes em vegetais, especialmente angiospermas, sendo amplamente distribuidas na
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natureza. S8o compostos hidrossolUveis, responsaveis pelas cores vermelho-alaranjado, rosa,
vermelho, violeta, azul e roxo de diversas plantas (BRIDLE; TIMBERLAKE, 1997;
CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

Estes pigmentos fazem parte de uma classe de compostos chamados flavonoides, que
sdo divididos em antocianinas, antoxantinas e proantocianidinas, e possuem estrutura basica
do tipo C6-C3-C6, contendo o cétion flavilium ou 2-fenilbenzopirilium (Figura 2). As
antocianinas encontram-se na forma de glicosideos, hidrolisados em acucares e agliconas,
denominadas antocianidinas (BOBBIO; BOBBIO, 2001 e 2003).

Figura 2. Estrutura bésica das antocianinas.
Fonte: Castafieda-Ovando et al. (2009).

As antocianinas diferenciam-se entre si pelo nimero e posicao de grupos hidroxila e/ou
metoxila, bem como pela natureza, nimero, posicao e acilacdo dos agUcares presentes em sua
estrutura (CLIFFORD, 2000; KONG et al., 2003; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).
Normalmente, o acucar residual das antocianinas encontra-se ligado na posicdo 3, porém a
glicose ocorre com maior freqliiéncia nas posicbes 5 e 7 (BOBBIO; BOBBIO, 2003,
COULTATE, 2004). Juntamente com a glicose, 0s agucares mais comumente encontrados séo
galactose, ramnose e arabinose (CLIFFORD, 2000; COULTATE, 2004).

De acordo com Bobbio e Bobbio (2003), a natureza e a posi¢do dos agucares existentes
exercem pouca influéncia na absorbancia de tais compostos, cujo comprimento de onda esta
entre 465 e 550 nm. A presenca de glicosideos na posi¢do 3 confere maior estabilidade a cor e
as formas diglicosidicas sdo mais estaveis ao calor e a luz, segundo Aradjo (2004).

Muitas vezes, os residuos de agucar ligados na posi¢do 3 da antocianidina sdo acilados
por &cidos organicos, cuja ligacdo também ocorre normalmente na posi¢cdo 3 do agucar
(BOBBIO; BOBBIO, 2003). Os &acidos aromaticos mais freqlientemente encontrados séo o p-
cumarico, caféico, feralico e sinapico, enquanto os alifaticos séo o acético, malico, maldnico,
oxalico e succinico (CLIFFORD, 2000; GIUSTI; WROLSTAD, 2003).
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Com relagdo aos grupos hidroxila, o aumento no numero destes altera a cor das
antocianinas de rosa para azul, conferindo coloragdo mais escura, enquanto a presenca de
grupos metoxila reverte tal tendéncia (STRINGHETA; BOBBIO, 2000; RIBEIRO;
SEVERALLI, 2004). O aumento da metilacdo, no entanto, geraria maior estabilidade ao
composto (ARAUJO, 2004; SCHWARTZ; VON ELBE; GIUSTI, 2008).

Por conta dessa enorme variedade nas estruturas, existem relatos de mais de 500
antocianinas e 23 antocianidinas, das quais apenas seis sdo as mais freqlientemente
distribuidas na natureza e também nos alimentos: cianidina (50 %), delfinidina, pelargonidina
e peonidina (12 %), petunidina e malvidina (7 %), sendo a cianidina-3-glicosideo a
antocianina mais comum (KONG et al., 2003; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

No entanto, na forma isolada, as antocianinas sdo extremamente instaveis e facilmente
degradadas (BRIDLE; TIMBERLAKE, 1997; GIUSTI; WROLSTAD, 2003), restringindo,
assim, seu uso como corantes alimentares. Segundo 0os mesmos autores, antocianinas aciladas
possuem grande potencial como pigmentos naturais por serem mais estaveis em valores de pH
préximos da neutralidade, dependendo da fonte alimentar da qual sdo extraidas.

Normalmente, as antocianinas sdo estaveis em pHs entre 1,5 e 3 (ARAUJO, 2004). Em
pH 1, a estrutura predominante corresponde ao cétion flavilium, conferindo as cores vermelho
e roxo. Em valores de pH entre 2 e 4, predominam as bases quinoidais de cor azul e, entre 5 e
6, a pseudobase carbinol e a chalcona, espécies de coloragdo menos intensa. J& em pHs acima
de 7, em geral, sdo degradadas (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

Além do pH e do tipo de estrutura quimica, existem outros fatores que influenciam a
estabilidade de tais compostos: temperatura, luz, oxigénio, acido ascorbico, diéxido de
enxofre e presenca de enzimas, ions metalicos, proteinas e outros flavonoides (BRIDLE;
TIMBERLAKE, 1997; RIBEIRO; SEVERALLI, 2004; SCHWARTZ; VON ELBE; GIUSTI,
2008; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

Segundo Araujo (2004), o aquecimento altera a cor das antocianinas para castanho-
escuro, porem, isso nao aconteceria no processamento por pasteurizacdo do tipo HTST —
“High Temperature Short Time”. Tais compostos ndo seriam afetados pela exposi¢do a luz,
mas sim ao oxigénio e também pela presenca de agucares, acido ascorbico e sulfito (quando
em concentragcdes maiores do que 10 g/kg).

O é&cido ascorbico interage com as antocianinas, promovendo destruicdo mdtua. Isso
acontece por conta da formacdo de perdxido de hidrogénio através da auto-oxidagdo do

primeiro, que acaba oxidando o nucleo flavilium das antocianinas, gerando malvonas
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incolores (COULTATE, 2004; RIBEIRO; SEVERALLI, 2004; ARAUJO, 2004
SCHWARTZ; VON ELBE; GIUSTI, 2008).

De acordo com Ribeiro e Severalli (2004) e também Aradjo (2004), as enzimas
peroxidase, polifenoloxidase e glicosidase igualmente degradam as antocianinas, esta Ultima
através da remocdo do acgUcar da estrutura, fazendo com que ocorra reducdo na solubilidade,
tornando o composto incolor. O dioxido de enxofre, em pequenas concentrag¢des (30 ppm),
seria capaz de inativa-las, assim como a realizacdo de um branqueamento por periodos curtos
(45 a 60 segundos a 90-100 °C) (SCHWARTZ; VON ELBE; GIUSTI, 2008).

A interacdo entre antocianinas e proteinas pode gerar precipitacbes (BRIDLE;
TIMBERLAKE, 1997), no entanto, a complexacdo com ions metalicos, tais como Al, Fe, Cu,
Sn, Mg e Mo, confere estabilidade (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009). A cianidina-3-
glicosideo, por exemplo, é capaz de formar um complexo vermelho com o aluminio em pH
5,5 e um complexo azul com o ferro em pH acima desse valor (ARAUJO, 2004).

Outro fendmeno envolvido na estabilidade das antocianinas é a copigmentacdo, que
corresponde a associacdes entre tais compostos com flavonoides ndo-antocianicos, alcaloides,
aminoéacidos, acidos organicos, polissacarideos, nucleotideos e até mesmo outra antocianina,
sendo o principal mecanismo de estabilizacdo e intensificacdo da cor nas plantas. Essas
interacbes podem ocorrer através de auto-associacdo, quando o copigmento é outra
antocianina; intramolecular, quando pigmento e copigmento fazem parte da mesma molécula
(por exemplo, os &cidos organicos presentes na estrutura); ou entdo intermolecular,
possivelmente por forcas de Van der Waals (STRINGHETA; BOBBIO, 2000;
CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

A intensidade dos efeitos gerados pelo fendbmeno em questdo depende da concentracéo
tanto do copigmento quanto da antocianina, bem como do pH e da temperatura do meio. Além
de gerar estabilidade da cor, a copigmentacéo € provavelmente o mecanismo mais importante
no processo de envelhecimento de vinhos (STRINGHETA; BOBBIO, 2000; RIBEIRO;
SEVERALLLI, 2004).

1.3.2. Antocianinas: Atividade Antioxidante e A¢des Bioldgicas
As antocianinas ndo possuem somente a funcdo de corantes naturais, também
caracterizam-se como compostos bioativos devido aos possiveis efeitos benéficos a saude

com os quais estdo relacionadas, aumentando assim o interesse pelo seu estudo.
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Dentre esses efeitos, a propriedade mais importante das antocianinas é sua capacidade
antioxidante, superior inclusive as acfes das vitaminas C e E, bem como similares a
antioxidantes classicos como o hidroxianisol butilado (BHA) e o hidroxitolueno butilado
(BHT) (WANG et al., 1999; MAZZA, 2007; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009). Os
mecanismos envolvidos na atividade antioxidante de compostos bioativos sdo a doagdo de
atomos de hidrogénio para radicais livres, quelacdo com ions metélicos e ligacdo com
proteinas (HARBORNE; WILLIAMS, 2000; KONG et al., 2003; MAZZA, 2007).

Nesse sentido, quanto maior o numero de grupos hidroxila, maior a atividade
antioxidante do composto, enquanto a glicosilacdo a reduz (WANG et al., 1999; KUSKOSKI
et al., 2004; MAZZA, 2007). Assim, as agliconas que contém em sua estrutura substituicoes
do tipo trihidroxila e o-dihidroxila (cianidina, delfinidina e petunidina), possuiriam maior
atividade por serem mais suscetiveis a reacdes de oxidacdo (HARBORNE; WILLIAMS,
2000; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

Entretanto, Wang, Cao e Prior (1997) encontraram aumento, diminui¢do ou até mesmo
nenhuma alteracdo na atividade antioxidante (medida pelo método ORAC — “Oxygen Radical
Absorbing Capacity””) com a glicosilagdo de antocianidinas, bem como 0 aumento no nimero
de grupos hidroxila ndo foi diretamente proporcional ao aumento desta propriedade em todos
0S Casos.

Por conta da elevada capacidade antioxidante atribuida as antocianinas, diversos estudos
tém relacionado esses compostos a prevencdo e tratamento de varias doencas:
cardiovasculares, através de acOes antiinflamatorias (WANG et al., 1999; WANG; MAZZA,
2002a, 2002b), anti-tromboticas (RECHNER; KRONER, 2005), protecdo da oxidacdo de
LDL-colesterol (SATUE-GRACIA; HEINONEN; FRANKEL, 1997; HEINONEN; MEYER;
FRANKEL, 1998) e diminuicdo de seus niveis séricos/aumento dos niveis sericos de HDL-
colesterol (QIN et al., 2009); céancer, pela inducdo da apoptose em celulas tumorais
(KATSUBE et al., 2003) e inibicdo do crescimento destas (MEIERS et al., 2001; ZHANG;
VAREED; NAIR, 2005); diabetes e obesidade (MATSUI et al., 2001; TSUDA et al., 2003;
MARTINEAU et al., 2006; TSUDA, 2008).

Além disso, propriedades na visdo (MATSUMOTO et al., 2003; KALT et al., 2010) e
na memodria (ANDRES-LACUEVA et al., 2005), bem como referéncias a acdes
antimicrobianas (MAZZA, 2007) e em diversas enzimas e processos metabdlicos (WANG;
CAQO; PRIOR, 1997) foram igualmente apontadas.
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Entretanto, como sdo poucos os estudos clinicos e epidemioldgicos bem controlados, e
como ainda ndo foi estabelecida a biodisponibilidade das antocianinas, essas alegacGes na
prevencdo e tratamento de enfermidades e agdes no organismo humano ndo podem ser
confirmadas, necessitando-se de mais pesquisas nesta area (MAZZA et al., 2002; MANACH
et al., 2004; PRIOR; WU; GU, 2006; MAZZA, 2007).

As maiores fontes de antocianinas na dieta sdo pequenos frutos, tais como mirtilo,
cereja, amora, framboesa, ameixa, morango e uva vermelha; certas hortalicas, estando
presentes em repolho vermelho, berinjela e cebola; e também bebidas, tendo como exemplos a
groselha e o vinho tinto (CLIFFORD, 2000; MAZZA, 2007).

1.4. APROVEITAMENTO DE RESIDUOS NO DESENVOLVIMENTO DE
NOVOS PRODUTOS

A agroindlstria encontra-se em expansdo a fim de atender a crescente demanda
populacional por alimentos. Nesse contexto estd o Brasil, com uma economia fortemente
baseada no agronegdcio e, consequentemente, contribuindo para a geracdo de grande
quantidade de residuos industriais resultantes do processamento. Esses residuos constituem-se
um problema, pois, quando ndo possuem uma aplicagdo viavel, sdo descartados diretamente
no meio ambiente. Nesse sentido, o aproveitamento de tal matéria-prima para o
desenvolvimento de novos produtos alimenticios apresenta enorme relevancia para a inddstria
e sociedade em geral.

Os residuos agroindustriais compdem-se basicamente de matéria organica, sendo ricos
em acucares e fibras, com alto valor nutricional e baixo custo (SANTANA; SILVA, 2008).
Muitos possuem ainda substancias bioativas, reconhecidas por suas propriedades promotoras
de saude e aplicacBes tecnoldgicas como antioxidantes e algumas também como corantes
alimentares (LEE; WROLSTAD, 2004; STOCKHAMMER et al., 2009), sendo, portanto,
uma potencial fonte natural dessas substancias a ser explorada.

O volume de residuo gerado na extracdo de suco (bagaco) representa aproximadamente
45 % dos frutos (MENDONCA et al., 2006). A transformacdo dessa matéria-prima em
farinha, através de sua secagem e moagem, apresenta-se como uma boa alternativa de uso em
produtos alimenticios. De acordo com Santana e Silva (2008), essas farinhas possuem
diversas vantagens em relacdo as farinhas comuns de cereais, tais como maior conservacao e

concentracdo de nutrientes, menor tempo de secagem, caracteristicas fisico-quimicas que
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permitem varias aplicacOes, possibilidade de utilizacdo ou do fruto inteiro ou entdo da polpa
como matéria-prima, além de ser um produto natural e evitar desperdicios.

Assim, estudos sobre o aproveitamento desse tipo de residuo sdo importantes na medida
em que, além de minimizarem o impacto ambiental gerado pelo processamento, agregam
valor aos produtos j& existentes no mercado, bem como possibilitam a criagdo de novos

alimentos, com caracteristicas funcionais, devido a sua composicgao bioativa.

1.5. OBJETIVOS

1.5.1. Objetivo Geral

Caracterizar o fruto de mirtilo organico cultivado no Rio Grande do Sul e seus produtos
derivados, monitorar a degradacdo de compostos bioativos e capacidade antioxidante pelo
processamento (desidratacdo) e armazenamento a frio, bem como avaliar a possibilidade de
aproveitamento de residuos no desenvolvimento de novos produtos com propriedades

funcionais.

1.5.2. Objetivos especificos

1.5.2.1. Determinar as propriedades fisico-quimicas do fruto, do suco, do residuo da
extracdo de suco (bagaco), da farinha obtida pela desidratacdo deste Gltimo e das passas de
mirtilo, através da quantificacdo de umidade, proteinas, lipideos, cinzas, carboidratos totais,
acucares totais e redutores, pH, acidez total titulavel e sélidos solGveis.

1.5.2.2. Realizar a modelagem do processo de desidratacdo dos frutos de mirtilo, bem
como avaliar o comportamento da atividade de agua e umidade, através de curvas de secagem
nas temperaturas de 70, 80 e 90 °C.

1.5.2.3. Determinar a atividade antioxidante do fruto de mirtilo e produtos derivados.

1.5.2.4. Identificar o perfil de antocianinas do fruto de mirtilo e produtos derivados e
quantifica-las.

1.5.2.5. Verificar o percentual de perda de tais compostos bioativos e da capacidade
antioxidante durante o congelamento (ap6s 1, 3 e 6 meses) dos frutos “in natura” e
refrigeracdo do suco por 10 dias, bem como no processo de desidratacdo dos frutos, atraves

de curvas de secagem, nas temperaturas de 70 e 80 °C.
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Os resultados obtidos foram apresentados na forma de trés artigos cientificos. O
capitulo 2 refere-se a caracterizagdo dos frutos e produtos derivados de mirtilo, com relagdo
as propriedades fisico-quimicas, antioxidantes e perfil antocianico. O terceiro capitulo
corresponde ao estudo da estabilidade de tais compostos frente ao armazenamento a frio dos
frutos e suco de mirtilo, enquanto o capitulo 4 trata dos efeitos do processamento térmico na
elaboracdo de passas de mirtilo. Além disso, apresentou-se ainda uma discussdo geral ao final

do trabalho, onde se retoma, de forma resumida, os resultados apresentados nos artigos.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO DE FRUTOS DE MIRTILO (Vaccinium spp.) E PRODUTOS
DERIVADOS

Artigo a ser submetido para publicacdo na revista “Journal of Food Composition and

Analysis” e formatado de acordo com as normas da mesma.
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RESUMO: O mirtilo (Vaccinium spp.) é um fruto pouco conhecido no Brasil, porém com
potencial produtivo no Estado do Rio Grande do Sul (RS). Estudos ressaltam suas
propriedades benéficas a saude e elevada capacidade antioxidante, associadas a presenca de
compostos bioativos, principalmente os antocianicos. Os objetivos do presente trabalho foram
a caracterizacdo fisico-quimica e a determinacdo da atividade antioxidante e do contetdo de
antocianinas, tanto do fruto “in natura” quanto de seus produtos derivados. A capacidade
antioxidante do mirtilo organico Rabbiteye, cultivado no RS, mostrou-se superior a de outros
frutos e sucos de diversas origens. O bagaco apresentou alta atividade, porém inferior a do
fruto, enquanto a farinha e as passas sofreram perdas de 66 e 46 %, respectivamente. Quanto
as antocianinas, os frutos apresentaram média superior ou inferior a de mirtilos de outras
espécies e origens, porém sendo encontradas similaridades no perfil. O bagaco possui grande
guantidade de antocianinas, pois estas se concentram preferencialmente na casca. A farinha
sofreu perdas de 32 %, enquanto as passas tiveram degradacao de 42 %, em relacdo a matéria-
prima. O aproveitamento de residuos agroindustriais, além de agregar valor e minimizar o
impacto causado pelo acumulo destes no meio ambiente, pode ser direcionado para o

desenvolvimento de novos produtos com propriedades bioativas.

Palavras-chave: mirtilo (Vaccinium spp.); processamento; caracterizacdo fisico-quimica;
capacidade antioxidante; DPPH; ABTS; antocianinas; CLAE.
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1. INTRODUCAO

O mirtilo pertence a familia das Ericaceae, subfamilia Vaccinoideae, género Vaccinium,
sendo nativo da América do Norte e de regibes européias, onde é amplamente cultivado e
comercializado. No Brasil, o fruto é ainda pouco conhecido, mas com grande potencial
produtivo, principalmente no Estado do Rio Grande do Sul (RS), devido ao clima temperado,
sendo a espécie Vaccinium ashei considerada a mais promissora.

Como a maioria dos “berries”, € rico em flavonoides, taninos e acidos fenodlicos.
Estudos cientificos indicam que o mirtilo possui diversas propriedades benéficas a salde
associadas a presenca de tais compostos bioativos, principalmente os antocianicos (Heinonen
et al., 1998; Smith et al., 2000; Seeram, 2008).

E conhecido como “fruto da longevidade”, devido a sua elevada capacidade
antioxidante sobre radicais livres e espécies reativas, sendo considerado uma das maiores
fontes de antioxidantes entre frutas e vegetais (Prior et al.,, 1998). Tal atividade ¢é
provavelmente o principal mecanismo relacionado a reducéo do risco de diversas doencas,
como as doengas crénicas ndo transmissiveis (DCNT), na medida em que sdo estimuladas por
processos oxidativos (Halliwell, 2006).

As principais doencas cronicas com as quais o mirtilo encontra-se relacionado a
prevencdo e ao tratamento sdo: cancer (Smith et al., 2000; Katsube et al., 2003), diabetes
mellitus (Martineau et al., 2006), doencas cardiovasculares (Heinonen et al., 1998) e
neurodegenerativas (Joseph et al., 2003; Krikorian et al., 2010). Além disso, had também
relatos de acdes benéficas na qualidade da visdo (Kalt et al., 2010).

Residuos agroindustriais sdo compostos basicamente de matéria organica, sendo ricos
em acucares e fibras, possuindo alto valor nutricional, porém representam um problema
ambiental, quando produzidos em grande quantidade. Além disso, podem conter substancias
bioativas, reconhecidas por suas propriedades promotoras de salde e aplicagdes tecnoldgicas
como antioxidantes e até mesmo como corantes alimentares (Lee e Wrolstad, 2004), sendo
uma potencial fonte natural a ser explorada.

Esse trabalho teve por objetivos a caracterizagdo fisico-quimica, bem como a
determinacdo da atividade antioxidante e do contetdo de antocianinas, dos frutos de mirtilo
“in natura” e seus produtos derivados, a fim de incentivar o aumento de sua producao e
comercializacdo, além de verificar a possibilidade do aproveitamento de residuos como

matéria-prima no desenvolvimento de novos produtos com propriedades benéficas a saude.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. AMOSTRAS

Foram utilizados frutos orgéanicos de mirtilo Rabbiteye (cv. Delite), fornecidos pela
“Fazenda Viva o Verde”, localizada na cidade de Camaqud, RS, Brasil (Latitude:
30°46'25.26"S e Longitude: 51°42'38.78"0), e colhidos entre dezembro de 2010 e janeiro de
2011. Os frutos foram mantidos congelados (T < -18 °C) até o0 momento das analises.

Foram produzidos suco integral, passas e farinha, a partir do residuo resultante da
elaboracdo do suco de mirtilo. O suco integral foi elaborado através de extrator caseiro tipo
centrifuga (Walita-Philips®), onde foi recolhido o liquido e separado o residuo (bagago). A
farinha foi produzida pela secagem deste bagaco em secador de bandejas por conveccao, a
temperatura de 80 °C por 2 horas e 30 minutos, e posterior trituracdo em moinho (Arbel,
modelo MCF 55, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil). As passas de mirtilo foram elaboradas
pela desidratacdo dos frutos, através de secagem por conveccao, em secador de bandejas, a
temperatura de 80 °C por 6 horas.

2.2. CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA

2.2.1. Analises fisico-quimicas

A acidez total tituldvel (ATT) foi determinada por titulacdo, o pH através de um
pHmetro (Quimis, modelo Q400A, Diadema, SP, Brasil) e os sélidos sollveis (SS) por
refratometria (Atago, modelo Pocket Pal-3, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), de acordo com

metodologia da AOAC (2005). As andlises foram realizadas em triplicata.

2.2.2. Composicao centesimal

A concentracdo de proteina foi obtida pelo método Kjeldahl, utilizando como fator de
conversdo 5,75. O contetdo de lipideos foi determinado pelo método de extracdo de Soxhlet,
de cinzas através de mufla com temperatura controlada a 550 °C, de umidade por método
gravimétrico, carboidratos totais foram calculados por diferenca e acucares redutores e nao
redutores foram quantificados através do método de Eynon-Lane. Todas as analises foram

realizadas em triplicata e segundo metodologia da AOAC (2005).

2.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
Para a determinacdo da atividade antioxidante, foram utilizados os métodos DPPH

(Brand-Williams et al., 1995), baseado na captura deste radical livre por antioxidantes, e

32



também ABTS (Re et al., 1999), onde um radical livre é gerado ap0s reacdo quimica com
persulfato de potassio, com adaptacdes.

O extrato foi obtido de cerca de 10 g de amostra em 40 mL de metanol aquoso 50 % e
40 mL de acetona aquosa 70 %, centrifugado a 15000xg por dois tempos de 15 minutos
(centrifuga Hitachi, modelo Himac CR21E, Tokyo, Jap&o), a partir do qual foram preparadas
3 diluigdes (1:5, 1:10 e 1:15).

Para o método DPPH, uma aliquota de 100 pL de cada diluicdo foi acrescentada a 3,9
mL de radical DPPH, sendo realizada a leitura em espectrofotébmetro Ultrospec 3100 pro
(Amersham Pharmacia Biotech, Cambridge, UK) a 515 nm apds 30 minutos de reacao,
utilizando metanol como branco. Para o método ABTS, foi colocada uma aliquota de 30 uL
de cada diluicdo em 3,0 mL de radical ABTS, realizando a leitura no espectrofotdmetro a 734
nm apos 6 minutos de reacado, utilizando etanol como branco e uma curva padrao de Trolox.
As analises do extrato foram realizadas em triplicata e os resultados apresentados em g ou mL
de amostra/g de DPPH e em uM de equivalente (eq) de Trolox/g ou mL de amostra.

2.4. EXTRACAO, IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE ANTOCIANINAS

A partir de cerca de 2 g de amostra, foram extraidas exaustivamente as antocianinas
com uma solucdo metandlica 1 % de HCI. Em seguida, a solucéo foi filtrada e concentrada a
vacuo (em T < 38 °C) até evaporacdo total do metanol (Francis, 1982). O extrato bruto
concentrado foi transferido para um baldo de 25 mL, completando-se o volume com a solucéo
de metanol acidificado. A partir dessa solucdo, foi retirada uma aliquota de 1 mL, seca sob
nitrogénio gasoso (N,) e congelada (T < -18 °C) até o0 momento da andlise. Este extrato seco
em N, (ou 1 mL de suco previamente filtrado) foi diluido em metanol grau cromatografico,
homogeneizado em ultrassom (Unigque, modelo USC 1400, Indaiatuba, SP, Brasil) e filtrado
para um vial através de uma membrana de polietileno (Millex PTFE, Millipore, Barueri, SP,
Brasil), com tamanho de poro de 0,45 pm e didametro de 13 mm.

A identificacdo e quantificacdo das antocianinas foram realizadas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), comparadas com 0s respectivos padrdes. Todos o0s
solventes utilizados para a separagdo por CLAE foram graus cromatogréficos e previamente
filtrados em sistema de filtracdo a vacuo, com membrana para solvente organico de 0,45 um
(Millipore).

As analises de CLAE foram realizadas em um cromatografo Agilent 1100 Series (Santa
Clara, CA, USA) equipado com sistema quaternario de bombeamento de solventes (Waters
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série 2695, Milford, MA, USA) e detector UV/Vis (Waters série 2487 Dual I). Os pigmentos
foram separados em uma coluna de fase reversa Cig Shim-pak CLC-ODS de 5 pm, 250 x 4,6
mm (Shimadzu, Kyoto, Japéao), utilizando como fase mével um gradiente linear de eluicdo
com 4 % acido fosforico aquoso/acetonitrila de 85:15 (v/v) a 20:80 em 25 minutos, em uma
corrida cromatografica de 15 minutos, segundo condicOes estabelecidas experimentalmente
por Zanatta et al. (2005). O fluxo da fase moével foi de 1,0 mL/min e o volume de injecdo de 5
pL ou 10 pL (suco). A temperatura da coluna foi mantida a 29 °C e os cromatogramas foram
processados a 520 nm.

As extracdes de antocianinas e inje¢des no cromatdgrafo foram realizadas em duplicata.
A identificacdo das antocianinas foi baseada na comparagéo entre os tempos de retengéo (tR)
das amostras e os de padres comerciais da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA).

As antocianinas foram quantificadas através da construcdo de uma curva padrdo com
antocianinas glicosiladas (cianidina-3-glicosideo, cianidina-3,5-diglicosideo, delfinidina-3-
glicosideo,  pelargonidina-3-glicosideo,  pelargonidina-3,5-diglicosideo, = malvidina-3-
glicosideo e malvidina-3,5-diglicosideo) e agliconas ou antocianidinas (cianidina, delfinidina,
pelargonidina, malvidina e peonidina). Todas obtiveram coeficiente de regressao > 0,99.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados segundo a
metodologia de Long e Winefordner (1983), sendo, respectivamente: 8,05x10% e 1,34x10”
mg/kg (cianidina-3-glicosideo); 2,18x10® e 3,63x10® mg/kg (cianidina-3,5-diglicosideo);
2,84x107 e 4,74x107 mg/kg (delfinidina-3-glicosideo); 9,75x10® e 1,63x107 mgl/kg
(pelargonidina-3-glicosideo); 7,41x10°® e 1,23x10”" mg/kg (pelargonidina-3,5-diglicosideo);
3,30x107 e 5,50x107 mg/kg (malvidina-3-glicosideo); 1,73x10° e 2,89x10° mg/kg
(malvidina-3,5-diglicosideo); 1,51x10” e 2,52x10"" mg/kg (cianidina aglicona); 1,57x10” e
2,61x107 mg/kg (delfinidina aglicona); 9,57x10® e 1,59x107 mg/kg (pelargonidina
aglicona); 7,12x10® e 1,19x107 mg/kg (malvidina aglicona); 1,23x107 e 2,05x10" mg/kg
(peonidina aglicona).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. CARACTERIZAGAO FISICO-QUIMICA

Com relacdo a composicdo centesimal (Tabela 1), o fruto de mirtilo produzido no
Estado do Rio Grande do Sul apresentou-se dentro dos parametros de qualidade relatados por
Sousa et al. (2007). O mirtilo pode ser caracterizado como um fruto de elevado conteddo de
agua (85,78 %), tornando-o bastante susceptivel a deterioracdo pela contaminacdo
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microbiana. Tal quantidade de &gua nos tecidos depende, especialmente, da disponibilidade
hidrica do solo durante a colheita (Sousa et al., 2007). O bagaco ainda possui alto teor de
umidade (81,45 %), em comparacao aos demais produtos, na medida em que estes passaram
por processo de desidratacdo, aumentando assim sua vida Util.

As passas de mirtilo encontram-se dentro do padréo exigido pela legislacdo brasileira
(ANVISA, 1978) para frutas secas, com umidade abaixo de 25 %. Para a farinha produzida a
partir da secagem de sementes de uva Merlot, Hoye e Ross (2011) encontraram umidade
préxima a da farinha de bagaco de mirtilo (7,4 % e 5,9 %, respectivamente). Tais valores
encontram-se de acordo com a legislacdo (ANVISA, 1978), a qual exige teores maximos de
umidade entre 8 e 15 % para farinhas de diferentes origens.

Tanto o fruto quanto os produtos derivados de mirtilo, possuem baixa concentracdo de
lipideos, tendo sido encontrados valores inferiores para os frutos “in natura” (0,73 %), em
comparacdo ao relatado pelo banco de dados do USDA (2,09 %) (AgricResServ, 2011), bem
como ao apresentado por Vasco et al. (2009), para mirtilos cultivados no Equador (5,26 %).

Com relacdo ao contedo protéico, as passas apresentaram valores (4,15 %) proximos
ao fruto (4,10 %), assim como a farinha (4,25 %) em relacdo ao bagaco (4,67 %). A
concentracdo de proteina nos frutos foi superior a do mirtilo de origem andina (3,68 %)
(Vasco et al., 2009) e semelhante a apresentada pelo banco de dados do USDA (4,31 %)
(AgricResServ, 2011).

O fruto apresentou maior conteddo de cinzas em comparacdo ao bagaco, passas e
farinha, provavelmente devido a diferenca da época de colheita dos frutos pertencentes a um
mesmo lote. Valores encontrados no fruto (1,80 %) foram superiores aos do banco de dados
do USDA (1,52 %) (AgricResServ, 2011), mas inferiores aos de Vasco et al. (2009) (2,11 %).
A quantidade de carboidratos totais do fruto (93,37 %), calculada por diferenca, foi superior a
relatada pelo banco de dados do USDA (91,77 %) (AgricResServ, 2011) e também por Vasco
et al. (2009) (88,95 %).

O mirtilo apresenta um sabor de doce-acido a é&cido, sendo, portanto, de grande
importancia na avaliacdo de sua qualidade a concentracdo de aglcares e a determinagdo do
valor de pH. O pH encontrado para os frutos e derivados foi baixo (Tabela 2), indicando que o
mirtilo € um produto considerado &cido, fator importante na sua conservacdo. Valores
referentes ao fruto (2,92) foram intermediarios aos de cultivares do grupo Highbush (2,80 a
3,20) (Molina et al., 2008) e similares aos de outros cultivares do grupo Rabbiteye (2,80 e
3,00) (Saftner et al., 2008).
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Os acgucares sdo 0s componentes sollveis mais abundantes no mirtilo, principalmente
glicose e frutose (Sousa et al., 2007). Como tais monossacarideos sdo redutores, os valores
encontrados para agucares redutores e totais foram préximos. A quantidade de agucares totais
do fruto (70,65 %) foi superior a relatada pelo banco de dados do USDA (63,08 %)
(AgricResServ, 2011) e também em relacdo aos produtos. A farinha apresentou valor inferior
as passas, devido & menor concentragdo de agucares no bagaco de mirtilo e, além disso, ambas
possivelmente sofreram Reacdo de Maillard e caramelizacdo durante a secagem.

O suco de mirtilo foi o que apresentou maior teor de SS, sequido do fruto e do bagaco.
Vazquez-Araujo et al. (2010) encontraram em sucos de mirtilo, amora e framboesa, valores de
10,4, 12,9 e 10,8 °Brix, respectivamente. Para mirtilos maduros do grupo Lowbush, Kalt e
McDonald (1996) encontraram valor médio de 11,15 °Brix, enquanto Molina et al. (2008)
apresentaram média de 11,63 °Brix, para mirtilos do tipo Highbush, e Saftner et al. (2008) de
11,75 °Brix, para cultivares do grupo Rabbiteye.

A ATT dos frutos foi superior tanto ao bagaco quanto ao suco de mirtilo, assim como a
maioria dos cultivares analisados por Saftner et al. (2008). Estes autores relataram que
mirtilos devem conter valores acima de 10 % para SS, entre 0,3 e 1,3 % para ATT, pH entre
2,25 e 4,25 e relagdo SS/ATT entre 10 e 33. Logo, os frutos de mirtilo organico Rabbiteye,
produzidos no RS, podem ser considerados de qualidade comercial.

3.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O mirtilo possui alta atividade antioxidante, sendo considerado uma das maiores fontes
de antioxidantes da dieta (Prior, 1998). A capacidade antioxidante dos frutos (Tabela 3) foi
superior a de diversos cultivares analisados por Sellappan et al. (2002) através do método
ABTS (com excecdo do Premier), assim como a maioria dos frutos tropicais (como agai, caju,
morango, maracuja e manga) estudados por Vasco et al. (2008) e Rufino et al. (2010), pelos
métodos ABTS e DPPH.

A elevada capacidade antioxidante do mirtilo estd mais fortemente correlacionada ao
seu conteido de compostos fendlicos totais do que as antocianinas, tendo o acido ascorbico
reduzida contribuigdo (Prior et al., 1998). Segundo esses autores, a maturacdo dos frutos na
colheita afeta positivamente tanto a atividade antioxidante quanto os fendlicos totais e
antocianinas, bem como existem variacGes entre as diferentes variedades de mirtilo. Diversos

outros fatores influenciam a atividade antioxidante, tais como condi¢Ges ambientais antes da
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colheita, estdgio de maturacdo dos frutos apos a colheita, condi¢cbes de armazenamento e
processamento (Connor et al., 2002).

Com relacdo aos produtos derivados, os frutos apresentaram maior atividade
antioxidante, por ambos os métodos empregados. O residuo da extracdo de suco (bagaco)
contém cerca de 52 % da atividade antioxidante do fruto (em base seca, pelo método ABTS),
mostrando que 0s compostos presentes na casca contribuem para as propriedades
antioxidantes do mirtilo, devido ao maior conteido de antocianinas (Lee e Wrolstad, 2004).

O suco possui baixa capacidade antioxidante (2,79 g eq Trolox/L ou 11,14 uM eq
Trolox/mL), contudo, superior a atividade antioxidante de suco de “bayberry” (0,77 a 2,17 g
eq Trolox/L) (Fang et al., 2009) e de “cranberry”, além de semelhante ao de acai (10,4 ¢ 12,8
UM eqg Trolox/mL, respectivamente) (Seeram et al., 2008). Algumas perdas podem ter
ocorrido quando da extracdo do suco, na medida em que a liberacdo de enzimas no processo
de prensagem, como a polifenoloxidase, pode gerar reacdes de oxidacdo, degradando
compostos fenolicos presentes (Skrede et al., 2000).

A farinha, obtida através da secagem do bagaco, perdeu aproximadamente 66 % da
atividade antioxidante deste, medida em base seca e eq Trolox, devido ao processamento
térmico e moagem, enquanto as passas produzidas pela secagem dos frutos perderam cerca de
46 %. Kalt et al. (2000) encontraram somente 16 % da atividade antioxidante de mirtilos
Lowbush no residuo da extracdo de suco, pelo método ORAC. Os autores ainda observaram
que os frutos submetidos a uma secagem mais intensa apresentaram menor atividade, bem
como uma mistura de p6 comercial contém aproximadamente 14 % do valor de ORAC para o

fruto fresco.

3.3. ANTOCIANINAS

O perfil e as concentracOes das antocianinas presentes no fruto de mirtilo Rabbiteye e
produtos derivados estdo apresentados na Tabela 4. Foram encontrados 16 picos
cromatograficos para o fruto (Figura 1), mas somente 8 foram identificados. A cianidina-3,5-
diglicosideo dividiu-se em 2 picos e a malvidina aglicona, a malvidina-3-glicosideo e a
malvidina-3,5-diglicosideo coeluiram com a peonidina aglicona, delfinidina aglicona e
cianidina-3-glicosideo, respectivamente. N&o foram encontradas as antocianinas
pelargonidina aglicona e pelargonidina-3,5-diglicosideo. A pelargonidina-3-glicosideo foi
identificada no tR 5,8-5,9 min e as concentragbes foram expressas em termos dessa

antocianina, porem, como ndo foram encontrados relatos da presenca de pelargonidina em
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outros estudos com mirtilos, com excecdo de Koca e Karadeniz (2009), é possivel que esse
pico seja outro composto de polaridade semelhante que coeluiu com a mesma.

De acordo com Nicoue et al. (2007), coelui¢bes sdo comuns em analises de antocianinas
por cromatografia liquida de fase reversa em mirtilos, na medida em que possuem uma
complexa mistura de tais compostos, sendo possivel a deteccdo e distingdo destes somente
através de espectroscopia de massa.

Kalt et al. (1999) identificaram 25 picos de antocianinas, simples ou acetiladas, em
diferentes espécies de mirtilo, sendo a delfinidina a de maior propor¢éo. Gao e Mazza (1994)
também identificaram 25 tipos de antocianinas para mirtilos Lowbush e 20 para mirtilos
Highbush, tanto simples quando acetiladas, encontrando entre 120 e 260 mg/100 g FW nos
cultivares da primeira espécie e cerca de 110 mg/100 g FW para a segunda espécie. Estes
estudos identificaram 5 antocianidinas (cianidina, delfinidina, malvidina, petunidina e
peonidina) e suas combinacGes com os aglcares glicose, galactose e arabinose na posicao 3.
Cho et al. (2004) relataram enorme variedade no conteddo de antocianinas em mirtilos de
diferentes gendtipos (de 1435,2 a 8227,3 mg/kg FW), porém com distribuicGes semelhantes
no perfil.

Os resultados encontrados para o mirtilo organico Rabbiteye produzido no Sul do Brasil
foram superiores aos de mirtilos Highbush e Lowbush (Gao e Mazza, 1994), bem como aos de
mirtilos nativos da Turquia (Latti et al., 2009), em termos de antocianinas totais. A
antocianina encontrada como a de maior concentracdo foi a delfinidina-3-glicosideo, com
média de 288 mg/100 g DW para os frutos de origem caucasiana e de 484 mg/100 g DW para
os mirtilos deste experimento. Wang et al. (2008) observaram maior contetido de antocianinas
totais em mirtilos de cultivo organico em comparacao a frutos produzidos convencionalmente.

Kéhkonen et al. (2003) relataram concentragdes bastante superiores para “bilberry”, em
torno de 600 mg/100 g FW (no presente trabalho, foi encontrado 290,62 mg/100 g FW,
porém, somando-se somente as concentracGes das antocianinas identificadas), mas com
concentragfes muito semelhantes em termos de delfinidina-3-glicosideo, cianidina-3-
glicosideo e malvidina-3-glicosideo.

Residuo de “cranberry” foi estudado por White et al. (2010, 2011), os quais
encontraram médias entre 121,4 e 362,5 mg/100 g DW e somente 6 picos foram identificados,
consideravelmente inferior ao conteudo de antocianinas do bagaco de mirtilo, quantificadas

pela soma de 6 antocianinas cujas concentragdes foram determinadas.
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Com relagdo ao conteudo de antocianinas totais, calculado através da soma das
concentragdes das antocianinas identificadas por CLAE, o bagaco de mirtilo apresentou
grande percentual em relacdo ao fruto (cerca de 88 %). Lee e Wrolstad (2004) encontraram
aproximadamente 82 % das antocianinas monoméricas totais na casca de mirtilos Highbush,
quantificadas por espectrofotometria. Esse resultado demonstra que tais compostos
concentram-se preferencialmente na casca do fruto, sendo visivel pela coloragdo azul mais
intensa desta em relacéo a polpa.

O suco integral, por sua vez, apresentou baixa concentracdo de antocianinas, sendo a
malvidina-3-glicosideo a de maior proporcdo. Segundo Kalt et al. (1999), mirtilos do tipo
“bilberry”, nativos da Europa, possuem antocianinas tanto na casca quanto na polpa, logo seu
suco provavelmente seja mais rico nestes compostos.

A farinha, produzida pela secagem do bagaco, apresentou perda no conteddo de
antocianinas de cerca de 32 % com relacdo a sua matéria-prima, enquanto as passas de mirtilo
sofreram degradacéo de 42 % em comparacgéo ao fruto fresco. Entretanto, White et al. (2011)
ndo encontraram diferencas significativas (p>0,05) na concentracdo de antocianinas apds a

secagem do bagaco de “cranberry” a 40, 60 ou 80 °C.

4. CONCLUSAO

O fruto de mirtilo organico do grupo Rabbiteye (cv. Delite), cultivado no Estado do Rio
Grande do Sul, Brasil, pode ser considerado de qualidade, dentro dos parametros analisados.
Os produtos derivados apresentaram menor teor de umidade, aumentando assim sua vida Util,
sem a ocorréncia de perdas significativas em suas propriedades nutricionais.

O mirtilo mostrou uma capacidade antioxidante superior a de outros frutos e sucos de
diversas origens. O bagaco também exibiu elevada atividade antioxidante, enquanto a farinha
e as passas tiveram perdas de 66 e 46 %, respectivamente, em relacdo as suas matérias-
primas.

Os teores de antocianinas no fruto foram significantes, sendo encontradas similaridades
em relacdo ao perfil. O bagaco possui grande quantidade de antocianinas, na medida em que
estes compostos concentram-se preferencialmente na casca de mirtilos Rabbiteye. A farinha
teve perdas no contetido de antocianinas de 32 % com relacdo ao bagaco, enquanto as passas
de mirtilo sofreram degradacédo de 42 % em comparagéo ao fruto.

Apesar das perdas ocorridas, a farinha e as passas, assim como o suco de mirtilo, podem
ser considerados fonte de substancias nutritivas e bioativas. Portanto, o aproveitamento de
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residuos industriais, além de agregar valor e minimizar o impacto causado por seu acimulo no
meio ambiente, pode ser direcionado para o desenvolvimento de novos produtos com
propriedades benéficas a saude.

Por ultimo, as condi¢Ges cromatograficas utilizadas neste estudo devem ser otimizadas e
mais estudos sdo necessarios a fim de melhor caracterizar o perfil de antocianinas, bem como
quantifica-las adequadamente, tendo em vista que o mirtilo possui uma mistura complexa de

tais compostos e que nem todos os padrdes estdo disponiveis comercialmente.
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Tabela 1. Composicdo centesimal dos frutos de mirtilo Rabbiteye, bagaco, passas e farinha.?
FRUTO BAGACO PASSAS FARINHA

UMIDADE 85,78+0,62 81,45+0,46 24,36+0,83 5,91+0,19
LIPIDEOS 0,73+0,06  0,67+0,02 0,42+0,04 1,04+0,00
PROTEINAS 4,10+0,08 4,67+0,19 4,15+0,21  4,25+0,16
CINZAS 1,80+0,01 1,59+0,05 1,21+0,07 1,13+0,04

ACUCARES REDUTORES 68,54+0,75 49,69+0,93 54,34+0,63 36,58+2,23
AQUCARES TOTAIS 70,65£1,55 51,39+1,37 58,04+1,81 41,24+2,48
# Médias apresentadas em g/100 g de peso seco (DW) + desvio padrao.
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Tabela 2. Parametros de qualidade dos frutos de mirtilo Rabbiteye, bagaco, passas, suco e

farinha.?
FRUTO BAGACO PASSAS SUCO FARINHA
pH 2,92+0,00 2,94+0,00 2,82+0,01 2,90+0,00 2,88+0,02
SS (°Brix) 10,67+0,29 10,50+0,00 ND 12,03+0,15 ND
ATT (%) 0,68+0,01 0,40+0,01 ND 0,50+0,00 ND
RATIO SS/ATT 15,69 26,25 ND 24,06 ND

Abreviacdes: SS (solidos solltveis), ATT (acidez total titulavel), ND (ndo determinado).
# Médias apresentadas em relacdo a amostra em base imida *+ desvio padréo.
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Tabela 3. Atividade antioxidante dos frutos de mirtilo Rabbiteye, bagaco, passas, suco e
farinha.

FRUTO BAGACO PASSAS SUCO FARINHA
ABTS? 35,39+0,84 22,74+0,33 85,89+0,11 11,14+0,18 39,48+0,34
DPPH? 2938,05+14,38 4958+110,60 1246,74+9,45 12137,53+116,82 ND
ABTS®  236,74%7,41 122,56+1,81  127,29+0,16 NA 41,93+0,36
DPPH®  480,84+2,35 919,71#20,52 841,26%6,37 NA ND

Abreviagoes: FW (peso mido), DW (peso seco), NA (ndo se aplica) e ND (ndo determinado).
& Médias apresentadas em UM eq Trolox/g (mL) FW, para ABTS, ou em g (mL) FW/g DPPH =+ desvio padréo.
® Médias apresentadas em pM eq Trolox/g DW, para ABTS, ou em g DW/g DPPH + desvio padrio.
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Tabela 4. Antocianinas dos frutos de mirtilo Rabbiteye, passas, suco, bagaco e farinha.®

Pico tR Antocianina Fruto Passas Suco Bagaco Farinha

1,2 357 Cy-35-Gli® 361,17+#3,71 185,28+11,76 2,85+0 233,40+8,49 232,68+0,18
3 424 Df-3-Gli  484,26+13,79 338,47+17,09 2,40+0,04 375,48+14,53 178,09+10,49
5 519 Cy-3-Gli® 261,21+1,38 125,13+6,23 4,95+0,05 231,48+11,65 173,59+11,84
8 592 Pg-3-Gli  208,36+0,73 101,40+0,08 3,56+0,06 225,35+3,44 155,13+7,29
10 6.41 Mv-3-Gli® 341,27+27,51 194,41+12,14 6,10£0,09 370,711,336 221,06+1,86
14 763 CyAgli 119,48+2,44 83,37+592 0,75+0,07 135,7446,18 101,08+4,41

Total 1775,7548,26 1028,05+8,87 20,61+0,05 1572,15+7,61 1061,64+6,01

Abreviagdes: tR (tempo de retencdo do padrdo, em minutos), Cy (cianidina), Pg (pelargonidina), Mv
(malvidina), Df (delfinidina), Agli (aglicona) e Gli (glicosideo).

& Concentracdes apresentadas em valores médios + desvio padrdo, em mg/100 g DW ou mg/100 mL de suco. As
concentragBes da malvidina aglicona ou peonidina aglicona ndo foram consideradas por ndo terem sido
encontradas em todas as amostras analisadas.

® Injetando-se 1 uL deste padrao, o pico néo se dividiu, eluindo em um dnico tR.

¢ ConcentragGes em termos de cianidina-3-glicosideo, pois coeluiu com a malvidina-3,5-diglicosideo.

Y Concentragdes em termos de malvidina-3-glicosideo, pois coeluiu com a delfinidina aglicona.
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Figura 1. Cromatograma do fruto de mirtilo, com os picos numerados por ordem de eluicao.
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CAPITULO 3

ARMAZENAMENTO A FRIO DE FRUTOS E SUCO DE MIRTILO:
ESTABILIDADE DE ANTOCIANINAS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Artigo submetido para publicacdo na revista “Journal of Food Science”, na versdao em

inglés, e formatado de acordo com as normas da mesma.

52



Armazenamento a Frio de Frutos e Suco de Mirtilo: Estabilidade de Antocianinas e
Atividade Antioxidante”

(Armazenamento a Frio de Frutos e Suco de Mirtilo...)

Priscilla M. Reque 2, Rosana S. Steffens ? André Jablonski °, Simone H. Flores 2, Alessandro
de O. Rios ? Erna V. de Jong *

% Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), Av. Bento Gongcalves, 9500, Prédio 43.212, Campus do Vale, Porto Alegre, RS,
CEP 91501-970, Brasil.

b Departamento de Engenharia de Minas, Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), Av. Bento Gongalves, 9500, Prédio 74, Campus do Vale - Porto Alegre, RS, CEP
91501-970, Brasil.

2 Corresponding author address: Departament of Food Science, Institute of Food Science and
Technology, University Federal of Rio Grande do Sul, UFRGS, PO Box 15090, Porto Alegre,
Rio Grande do Sul, 91501-970, Brazil, Fax: +55 51 3308 7048, e-mail: vogt@ufrgs.br

* Partially presented at the X111 Congresso Cytal (Argentina, 2011).

53


mailto:vogt@ufrgs.br

RESUMO: O mirtilo (Vaccinium spp.) é considerado uma das maiores fontes de
antioxidantes da dieta. Essa caracteristica esta relacionada a presenca de flavonoides (em
especial, as antocianinas), taninos e acidos fendlicos. O presente trabalho teve por objetivo
analisar a estabilidade das antocianinas e atividade antioxidante de suco integral de mirtilo,
armazenado sob refrigeragéo (4 °C) durante dez dias, bem como ao congelamento dos frutos
(-18 °C), por um periodo de seis meses, a fim de verificar possiveis alteracbes na estocagem.
As analises da capacidade antioxidante foram realizadas através dos métodos DPPH e ABTS
e de identificacdo e quantificacdo das antocianinas por CLAE e espectroscopia em UV-
visivel. Durante o congelamento, os frutos apresentaram aumento significativo (p<0,05) na
atividade antioxidante no terceiro més, sofrendo queda ao final de seis meses, porém
mantendo ainda valor superior ao “in natura”. O suco foi analisado a cada dois dias ¢ teve a
atividade antioxidante afetada a partir do oitavo dia de armazenamento, permanecendo
constante até o décimo dia. As antocianinas sofreram perdas significativas tanto no
congelamento dos frutos (59 %) quanto na refrigeracdo do suco (83 %), porém umas
degradando mais do que outras, provavelmente por diferencas na estrutura quimica. Foi
possivel observar que tanto os frutos quanto o suco integral de mirtilo apresentaram
estabilidade da capacidade antioxidante no armazenamento a frio. As antocianinas foram
degradadas, possivelmente devido a reagdes de oxidacdo e/ou condensacdo com outros
compostos fendlicos. Mais estudos sdo necessarios a fim de otimizar o tempo e a temperatura

de estocagem de tais produtos.

Palavras-chave: mirtilo (Vaccinium spp.); atividade antioxidante; antocianinas; CLAE;

armazenamento.
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Aplicacéo Pratica

Este trabalho caracteriza-se por ampliar o conhecimento a respeito das alteragdes que o
armazenamento a frio de frutos e suco de mirtilo pode gerar em seus compostos antioxidantes,
apos serem mantidos por curto prazo sob refrigeracdo ou a longo prazo sob congelamento. A
otimizagdo do tempo e da temperatura de estocagem de tais produtos é fundamental para
evitar perdas nas propriedades bioativas do mirtilo, prejudicando sua comercializagdo em um

mercado cada vez mais exigente.

1. INTRODUCAO

O mirtilo (Vaccinium spp.) é um fruto nativo da América do Norte e Europa, onde é
bastante cultivado e comercializado. E conhecido por sua elevada capacidade antioxidante
sobre radicais livres e espécies reativas, sendo considerado uma das maiores fontes de
antioxidantes da dieta (Prior e outros 1998).

Tal atividade esta relacionada a presenca de compostos bioativos, como flavonoides (em
especial, as antocianinas), taninos e acidos fenolicos, bem como as diversas propriedades
benéficas a salde atribuidas ao mirtilo (Heinonen e outros 1998; Smith e outros 2000; Seeram
2008).

As antocianinas sd8o pigmentos naturais presentes em vegetais, sendo amplamente
distribuidas na natureza. Sdo compostos hidrossoliveis e fazem parte da classe dos
flavonoides, contendo o cation flavilium ou 2-fenilbenzopirilium em sua estrutura basica
(Bridle e Timberlake 1997). Encontram-se na forma de glicosideos, hidrolisados em acUcares
e agliconas, denominadas antocianidinas (Schwartz e outros 2008).

As antocianinas diferenciam-se entre si pelo nimero e posic¢ao de grupos hidroxila e/ou
metoxila, bem como pela natureza, nimero, posicao e acilagdo dos aglcares presentes em sua
estrutura. Por conta dessa enorme variedade, existem relatos de mais de 500 antocianinas e 23
antocianidinas, das quais apenas 6 sdo as mais frequentemente distribuidas na natureza e
também nos alimentos: cianidina (50 %), delfinidina, pelargonidina e peonidina (12 %) e
petunidina e malvidina (7 %) (Castafieda-Ovando e outros 2009).

No entanto, na forma isolada, as antocianinas sdo extremamente instaveis e facilmente
degradadas (Giusti e Wrolstad 2003), restringindo, assim, seu uso como corantes alimentares.
O aumento da hidroxilacdo gera instabilidade, enquanto o aumento da glicosilacdo confere

maior estabilidade (Schwartz e outros 2008).
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Normalmente, as antocianinas sdo estaveis em pHs entre 1 e 4. Em pH 1, a estrutura
predominante corresponde ao cation flavilium, conferindo as cores vermelha e roxo, enquanto
em valores de pH entre 2 e 4, predominam as bases quinoidais de cor azul. Em pHs acima de
7, em geral, sdo degradadas (Castafieda-Ovando e outros 2009). Além do pH e do tipo de
estrutura quimica, existem outros fatores que influenciam a estabilidade de tais compostos:
temperatura, luz, oxigénio, acido ascorbico, dioxido de enxofre, presenca de enzimas
(peroxidase, polifenoloxidase e glicosidase), ions metalicos, proteinas e outros flavonoides
(Bridle e Timberlake 1997), bem como o processamento e 0 armazenamento dos alimentos
(Schwartz e outros 2008).

O congelamento caracteriza-se pela reducdo da temperatura de um alimento abaixo do
ponto de congelamento do mesmo e formacdo de cristais de gelo, aumentando o tempo de
conservacdo por reducdo da atividade de agua. O resfriamento corresponde a reducdo da
temperatura do alimento entre -1 e 8 °C, a fim de diminuir as atividades enziméticas e
microbioldgicas, conferindo maior vida de prateleira ao produto. (Fellows, 2000)

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi analisar a estabilidade da atividade
antioxidante e antocianinas em suco integral de mirtilo, armazenado sob refrigeracdo a 4 °C
durante dez dias, bem como ao congelamento dos frutos a -18 °C, por um periodo total de seis

meses, a fim de verificar possiveis alteraces na estocagem.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. AMOSTRAS

As amostras de frutos de mirtilo frescos e maduros foram adquiridas no varejo local, na
cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul (RS, Brasil). Estas foram lavadas com &gua e
hipoclorito de s6dio a 1 % e congeladas a -18 °C por seis meses em freezer doméstico, sendo
analisadas nos tempos 0, 1, 3 e 6 meses.

Para as analises do suco, foram utilizados frutos de mirtilo organico Rabbiteye (cv.
Delite), fornecidos pela “Fazenda Viva o Verde”, localizada na cidade de Camaqua, RS,
Brasil (Latitude: 30°46'25.26"S e Longitude: 51°42'38.78"0), colhidos entre dezembro de
2009 e janeiro de 2010. Os frutos foram armazenados a -18 °C até o0 momento das anélises. O
suco integral foi elaborado através de extrator caseiro tipo centrifuga (Walita-Philips®) e
armazenado em vidro ambar sob refrigeracdo a 4 °C durante dez dias, tendo sido analisado a

cada dois dias.
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2.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para a determinacdo da atividade antioxidante (AA), foram utilizados os métodos DPPH
(Brand-Williams e outros 1995), baseado na captura deste radical livre por antioxidantes, e
também ABTS (Re e outros 1999), onde um radical livre é gerado ap0s reacdo quimica com
persulfato de potassio, com adaptacdes.

O extrato foi obtido de cerca de 10 g de amostra em 40 mL de metanol aquoso 50 % e
40 mL de acetona aquosa 70 %, centrifugado a 15000xg por dois tempos de 15 minutos
(centrifuga Hitachi, modelo Himac CR21E, Tokyo, Japéo), sendo preparadas 3 dilui¢des (1:5,
1:10 e 1:15) a partir do sobrenadante.

Para o método DPPH, uma aliquota de 100 pL de cada diluigdo foi acrescentada a 3,9
mL de radical DPPH, sendo realizada a leitura em espectrofotdmetro Ultrospec 3100 pro
(Amersham Pharmacia Biotech, Cambridge, UK) a 515 nm ap6s 30 minutos de reacao,
utilizando metanol como branco. Para o método ABTS, foi colocada uma aliquota de 30 uL
de cada diluicdo em 3,0 mL de radical ABTS, realizando a leitura no espectrofotdmetro a 734
nm apos 6 minutos de reacdo, utilizando etanol como branco e uma curva padrdo de Trolox.
As analises do extrato foram realizadas em triplicata e os resultados apresentados em g ou mL

de amostra/g de DPPH e em UM de equivalente de Trolox/g ou mL de amostra.

2.3. EXTRACAO, IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE ANTOCIANINAS

A partir de cerca de 2 g de amostra (fruto), foram extraidas exaustivamente as
antocianinas com uma solucdo metandlica 1 % de HCI. Em seguida, a solucéo foi filtrada e
concentrada a vacuo (em T < 38 °C) até evaporacdo total do metanol (Francis, 1982). O
extrato bruto concentrado foi transferido para um bal&o de 25 mL, completando-se o volume
com a solucéo de metanol acidificado. A partir dessa solucéo, foi retirada uma aliquota de 1
mL, seca sob nitrogénio gasoso (N3) e congelada (T < -18 °C) até o momento da analise. Este
extrato seco em N, (ou 1 mL de suco integral previamente filtrado) foi diluido em metanol
grau cromatografico, homogeneizado em ultrassom (Unique, modelo USC 1400, Indaiatuba,
SP, Brasil) e filtrado para um vial através de uma membrana de polietileno (Millex PTFE,
Millipore, Barueri, SP, Brasil), com tamanho de poro de 0,45 um e diametro de 13 mm.

A identificacdo e quantificacdo das antocianinas foram realizadas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), comparadas com 0s respectivos padrdes. Todos o0s

solventes utilizados para a separagdo por CLAE foram graus cromatogréficos e previamente
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filtrados em sistema de filtragdo a vacuo, com membrana para solvente organico de 0,45 um
(Millipore).

As analises de CLAE foram realizadas em um cromatografo Agilent 1100 Series (Santa
Clara, CA, USA) equipado com sistema quaternario de bombeamento de solventes (Waters
série 2695, Milford, MA, USA) e detector UV/Vis (Waters série 2487 Dual I). Os pigmentos
foram separados em uma coluna de fase reversa Cig Shim-pak CLC-ODS de 5 pm, 250 x 4,6
mm (Shimadzu, Kyoto, Japdo), utilizando como fase mével um gradiente linear de eluicdo
com 4 % acido fosforico aquoso/acetonitrila de 85:15 (v/v) a 20:80 em 25 minutos, em uma
corrida cromatografica de 15 minutos, segundo condicfes estabelecidas experimentalmente
por Zanatta e outros (2005). O fluxo da fase movel foi de 1,0 mL/min e o volume de injegdo
10 pL. A temperatura da coluna foi mantida a 29 °C e os cromatogramas foram processados a
520 nm.

As extracdes de antocianinas e inje¢des no cromatdgrafo foram realizadas em duplicata.
A identificacdo das antocianinas foi baseada na comparagédo entre os tempos de retencéo (tR)
das amostras e os de padres comerciais da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA).

As antocianinas foram quantificadas através da construcdo de curvas padrdes com
antocianinas glicosiladas (cianidina-3-glicosideo, cianidina-3,5-diglicosideo, delfinidina-3-
glicosideo, pelargonidina-3-glicosideo e malvidina-3-glicosideo) e delfinidina aglicona. Todas
obtiveram coeficiente de regresséo > 0,99.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados segundo a
metodologia de Long e Winefordner (1983), sendo, respectivamente: 8,05x10% e 1,34x107
mg/kg (cianidina-3-glicosideo); 2,18x10® e 3,63x10® mg/kg (cianidina-3,5-diglicosideo);
2,84x107 e 4,74x107 mg/kg (delfinidina-3-glicosideo); 9,75x10® e 1,63x107 mg/kg
(pelargonidina-3-glicosideo); 3,30x107 e 5,50x107 mg/kg (malvidina-3-glicosideo);
1,57x107 e 2,61x10"" mg/kg (delfinidina aglicona).

2.4. ANALISE ESTATISTICA
Os resultados foram analisados por ANOVA e teste de comparagdo de Tukey ao nivel

de 5 % de significancia, através do programa Statistica® verséo 10.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. EFEITO DO ARMAZENAMENTO SOBRE A ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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O mirtilo possui alta atividade antioxidante, correlacionada especialmente com seu
contetdo de antocianinas e demais compostos fendlicos, sendo considerado uma das maiores
fontes de antioxidantes entre frutas e vegetais (Prior e outros 1998). Para os frutos “in natura”,
foram encontrados valores médios de atividade antioxidante de 29,20 uM eq Trolox/g fruto,
pelo método ABTS, e de 3322,98 g fruto/g de DPPH (Tabela 1), valores superiores ou
proximos a maioria dos frutos de origem tropical (tais como acai, caju, morango, maracuja e
manga) estudados por Vasco e outros (2008) e Rufino e outros (2010), utilizando 0os mesmos
métodos.

Durante os trés primeiros meses de congelamento, os frutos de mirtilo apresentaram
aumento significativo (p<0,05) da sua capacidade antioxidante, por ambos os métodos de
analise, ocorrendo reducdo ao final de seis meses, porém o valor ainda se manteve superior ao
tempo zero.

Tal comportamento percebido no armazenamento dos frutos sob congelamento pode ser
explicado por reagdes que continuam ocorrendo no periodo pos-colheita, formando compostos
responsaveis por essa elevacio (Piljac-Zegarac e Samec 2011), por exemplo, através do
metabolismo de fendlicos (Kalt e outros 1999), ou ainda pela descompartimentalizacdo do
tecido, gerada pelo descongelamento dos frutos antes da realizacdo das analises, favorecendo
uma melhor extracdo desses compostos (de Ancos e outros 2000).

Em estudo realizado por Connor e outros (2002), diferentes cultivares de mirtilo,
maduros e ndo maduros, foram refrigerados a 5 °C por até sete semanas. Os autores
concluiram que frutos colhidos, antes de totalmente maduros, podem ser armazenados sob
refrigeracdo por sete semanas sem haver prejuizo de seus compostos antioxidantes, como
fenois e antocianinas totais, permanecendo com qualidade comercial.

Piljac-Zegarac e Samec (2011), ao analisarem o comportamento da atividade
antioxidante, por diferentes métodos, de diversos tipos de “berries” e cerejas frente ao
armazenamento por trinta dias, sob refrigeracéo a 4 °C, observaram alteracGes insignificantes.
Somente as framboesas apresentaram aumento significativo na capacidade antioxidante ao
final desse periodo, quando comparado aos valores “in natura”. Kalt e outros (1999) nédo
encontraram alteragdes significativas na atividade antioxidante de mirtilos “Lowbush” e
“Highbush”, medida pelo método ORAC, durante o armazenamento dos frutos por oito dias a
0, 10, 20, e 30 °C.

O suco integral de mirtilo apresentou atividade antioxidante de 11,14 uM eq Trolox/mL
e 12137,53 mL de amostra/g de DPPH (Tabela 2). Seeram e outros (2008) analisaram a
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capacidade antioxidante de diversas bebidas comercializadas nos Estados Unidos por
diferentes métodos e encontraram maior atividade (média de 15 uM eq Trolox/mL) em sucos
comerciais de mirtilo, em comparagdo ao suco integral deste estudo, tendo sido uma das
maiores atividades observadas dentre as bebidas analisadas.

O suco foi submetido a temperatura de refrigeracéo e analisado a cada dois dias e, por
sua vez, teve a atividade antioxidante diminuida significativamente (p<0,05), pelo método
DPPH, somente a partir do oitavo dia de armazenamento, sofrendo aumento significativo da
atividade no sexto dia. Pelo método ABTS, a capacidade antioxidante igualmente se elevou
no dia 6 e houve queda no dia 8, porém apresentou reducdo significativa ja nos dias 2 e 4 de
refrigeracdo. Por ambos os métodos, o suco integral de mirtilo perdeu cerca de 40 % de sua
atividade antioxidante durante seu armazenamento a 4 °C durante os dez dias.

Tais resultados demonstraram que o armazenamento do suco de mirtilo sob baixas
temperaturas foi capaz de manter estaveis suas propriedades bioativas, nos primeiros seis dias.
Essa oscilagcdo na atividade antioxidante foi semelhante ao comportamento apresentado por
um estudo realizado por Piljac-Zegarac e outros (2009) com sucos de mirtilo, entre outros
frutos. Os autores, através do método DPPH e expressando os resultados em equivalentes de
Trolox, concluiram que somente o suco de ‘“cranberry” mostrou estabilidade no
armazenamento a frio, na temperatura de 4 °C, por trinta dias. Todos 0s demais sucos
analisados, incluindo o de mirtilo, sofreram queda significativa (p<0,05) da capacidade
antioxidante ao final do experimento, sendo aconselhavel seu consumo nas primeiras 48 h de
refrigeracao.

Srivastava e outros (2007) analisaram extratos de dois cultivares de mirtilo, “Tifblue” e
“Powderblue”, armazenados em garrafas de vidro por até sessenta dias, em diferentes
temperaturas (-20, 6, 23 e 35 °C). Os autores observaram que, na temperatura de -20 °C, ndo
houve perdas significativas em sua capacidade antioxidante, através do método ABTS, nos
primeiros trinta dias, enquanto a 6 °C, perdas significativas foram observadas ja a partir dos

quinze primeiros dias de estocagem.

3.2. ESTABILIDADE DAS ANTOCIANINAS AO ARMAZENAMENTO

As antocianinas sofreram perdas significativas tanto no congelamento dos frutos por
seis meses quanto na refrigeracdo do suco durante dez dias (Tabelas 3 e 4). Com relagéo ao
perfil antocianico, cada composto identificado apresentou diferentes comportamentos frente
ao congelamento por seis meses, com degradacdo de alguns compostos e manutencdo de
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outros. Na refrigeragdo do suco, todas degradaram praticamente na mesma propor¢do (em
média, cerca de 83 %), sendo a cianidina-3-glicosideo a que apresentou maiores perdas.

Perdas significativas foram observadas a partir dos dois primeiros dias de refrigeracao
do suco, apresentando baixas concentracGes nos dias 8 e 10. ApOs 0s seis meses de
armazenamento dos frutos de mirtilo a -18 °C, houve degradacdo de aproximadamente 59 %
das antocianinas analisadas. Grandes perdas no conteudo de antocianinas totais pelo
congelamento de cerejas a -23 °C foram relatadas por Chaovanalikit e Wrolstad (2004a, b).
Tais autores encontraram degradacdo de 88 % apds seis meses e de 67 % nos trés primeiros
meses de estocagem.

A delfinidina-3-glicosideo foi o composto com maior degradacdo no congelamento
(quase 80 %), enquanto a pelargonidina-3-glicosideo foi 0 mais estavel (perda de 9 %), ndo
havendo diferenca significativa entre os tempos zero e seis meses. Apesar de nao terem sido
encontradas evidéncias sobre a presenca de pelargonidina em mirtilos, o pico identificado no
tempo de retencdo da pelargonidina-3-glicosideo foi apresentado em termos da mesma, pois
se acredita que possivelmente este composto tenha coeluido com outro de polaridade
semelhante.

A pelargonidina é considerada a antocianidina mais estavel em condi¢des de pH neutro
(Fleschhut e outros 2006), enquanto antocianidinas com substituicdo O-dihidroxila, como
cianidina e delfinidina, sdo mais suscetiveis a reacfes de oxidacdo com grupos catecol, como
a quinona (Castafieda-Ovando e outros 2009).

Estudos realizados com mirtilo relataram a degradacdo de antocianinas com esse tipo de
substituicdo no anel B pela quinona, a qual teria sido originada pela oxidacdo do acido
clorogénico que sofreu acdo da enzima polifenoloxidase (Kader e outros 1997, 1998). Os
mesmos autores afirmaram ainda que a degradacdo causada pela enzima é observada somente
na presenca do acido clorogénico e de oxigénio.

Kalt e outros (2000) relataram perdas de 76 % no conteudo de antocianinas
monoméricas, apos 6 h a temperatura ambiente e no escuro, em suco de mirtilo armazenado
em frascos ndo completamente cheios (tal como neste estudo), enquanto naqueles onde néo
havia espago para entrada de ar, ndo houve nenhuma perda. Assim, uma medida preventiva da
perda de antocianinas poderia ser o uso de embalagens a vacuo ou, no caso do suco,
completar totalmente o espaco do recipiente, previamente desaerado.

Outro processo capaz de reduzir as perdas seria 0 branqueamento, tanto para o suco
guanto para o fruto. Rossi e outros (2003) aumentaram significativamente a taxa de
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recuperagdo das antocianinas e atividade antioxidante em suco de mirtilo cujos frutos
sofreram previamente branqueamento em vapor quente por 3 minutos, uma vez que este
tratamento térmico inativa a enzima polifenoloxidase, tendo a delfinidina a maior taxa.

A reacgdo entre a 0-quinona, gerada pela oxidacdo do acido clorogénico, e a cianidina-3-
glicosideo é capaz de regenerar esse acido, o qual poderd novamente servir como substrato
para a acdo de enzimas oxidativas (Kader e outros 1997).

Como o acido clorogénico ¢ um dos compostos fenodlicos de maior concentracdo em
mirtilos (Kader e outros 1996; Zheng e Wang 2003) e a atividade da polifenoloxidase é
considerada alta em pH entre 3 e 5 (Kader e outros 1998), sendo o pH do mirtilo estudado
igual a 2,92 (dados ainda n&o publicados), acredita-se que a maior degradacdo das
antocianinas derivadas da cianidina e delfinidina possa ter ocorrido em conseqiiéncia de tais
reacOes de oxidacéo.

Semelhante reacéo foi constatada para suco de mirtilo pela acdo da enzima peroxidase,
na presenca de acido clorogénico e peroxido de hidrogénio, tendo a pelargonidina-3-
glicosideo degradado menos do que a cianidina-3-glicosideo (Kader e outros 2002).

Srivastava e outros (2007) analisaram extratos de dois cultivares de mirtilo,
armazenados em garrafas de vidro por sessenta dias a -20, 6, 23 e 35 °C. Perdas significativas
foram encontradas ja nos trinta primeiros dias, em todas as temperaturas. A delfinidina
glicosideo foi a antocianina mais instavel e houve degradacdo da cianidina glicosideo,
enquanto malvidina e peonidina glicosiladas apresentaram maior estabilidade, segundo os
autores, devido a existéncia de um unico grupo hidroxila no anel fendlico, o que as torna
menos reativas e menos afetadas pela polifenoloxidase.

De Ancos e outros (2000) observaram maior degradacdo da cianidina-3-glicosideo
(entre 15 e 40 %), em comparacdo as demais antocianinas analisadas, durante o
armazenamento de framboesas a -20 °C por um ano, e as perdas foram mais acentuadas nos
cultivares que foram colhidos tardiamente, provavelmente devido ao rompimento celular
causado pelo congelamento, liberando a enzima polifenoloxidase.

A degradacdo de antocianinas envolvendo catequinas como substrato para a
polifenoloxidase também ja foi relatada para outras frutas, como cerejas e morangos (Kader e
outros 1998). Perdas de acidos hidrocinamicos e epicatequinas foram encontradas por
Chaovanalikit e Wrolstad (2004b) no armazenamento de cerejas a -23 °C durante seis meses,
acompanhadas pela perda das antocianinas, o que ndo ocorreu na temperatura de -70 °C,

provavelmente pela inativacdo da enzima.

62



Além disso, esses autores encontraram aumento no percentual de colora¢do polimérica
(Chaovanalikit e Wrolstad 2004a), possivelmente devido a formacao de polimeros originados
da condensacéo entre as antocianinas e outros compostos fenolicos, através do fenémeno de
copigmentacdo (Castafieda-Ovando e outros 2009). Pequenos picos ndo identificados foram
detectados por CLAE, ap0s 0s seis meses de armazenamento, e considerados como 0s
produtos da degradagdo das antocianinas (Chaovanalikit e Wrolstad 2004b), os quais
provavelmente ndo tenham sido computados nos resultados apresentados em antocianinas
totais, analisadas por espectrofotometria, €, por conta disso, as perdas foram tdo significativas.

Hillebrand e outros (2004) identificaram quatro novos compostos por CLAE,
espectroscopia de massa e ressonancia nuclear magnética, derivados da reacdo entre
antocianinas e acido hidrocindmicos de suco de “blood orange” durante o seu armazenamento,
0s quais foram denominados de Piranoantocianinas.

Portanto, acredita-se que as antocianinas tenham sido polimerizadas durante o
armazenamento, tanto dos frutos quanto do suco, e esses compostos derivados da
condensacdo ndo foram identificados pelas analises em CLAE, nas condi¢es utilizadas nesse
estudo. Além disso, reacbGes oxidativas, causadas pela acdo de enzimas e presenca de
compostos fendlicos, podem ter levado a degradacdo das antocianinas, porém mantendo a
atividade antioxidante por um periodo maior. Pinelo e outros (2004) afirmam que monofendis
apresentam menor capacidade antioxidante do que seus respectivos oligdmeros, bem como as
reacOes de polimerizacdo sofridas pelos flavonoides promovem aumento na atividade, porém,

somente até certo ponto, quando esta passa a diminuir, tal como ocorreu no presente estudo.

4. CONCLUSAO

Foi possivel observar que, tanto os frutos quanto o suco integral de mirtilo,
apresentaram boa estabilidade da capacidade antioxidante no armazenamento a frio, seja sob
congelamento a longo prazo ou sob refrigeracdo por periodos mais curtos, evitando-se, dessa
maneira, maiores perdas das propriedades antioxidantes. Por outro lado, as antocianinas
sofreram perdas significativas, possivelmente devido a rea¢Ges de oxidacdo e/ou condensagéo
com outros compostos fendlicos. Essa diferenca permite inferir que os demais compostos
fenolicos ou a associacdo destes com os produtos da degradacdo das antocianinas foram os
responsaveis por manter a atividade antioxidante e até mesmo aumenta-la durante o
armazenamento. Ainda assim, medidas preventivas, como branqueamento prévio e/ou uso de

embalagens a vacuo, sdo recomendadas. Entretanto, mais estudos sdo necessarios a fim de
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otimizar o tempo e a temperatura de estocagem de tais produtos com relacdo as suas
propriedades funcionais, bem como identificar os compostos formados pelo fenémeno de
copigmentacdo, na medida em que, provavelmente sdo compostos com elevada atividade

antioxidante.
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Tabela 1. Média e desvio padrdo da atividade antioxidante dos frutos de
mirtilo armazenados por seis meses sob congelamento (T -18°C).

MES ABTS (UM eq Trolox/g FW)*  DPPH (g FW/g DPPH)?

0 29,20+1,13° 3322,98+186,39°
1 34,77+0,75 3022,09+116,03?
3 90,380,122 1846,69+103,61°
6 35,77+0,68" 2177,40458,42°

Médias com letras iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferenga significativa
(p<0,05) entre as amostras.

& AbreviagGes: T (temperatura), FW (peso Umido), eq (equivalentes).
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Tabela 2. Média e desvio padrdo da atividade antioxidante do suco integral de
mirtilo mantido refrigerado (a 4 °C) durante dez dias.
DIAS ABTS (UM eq Trolox/mL)? DPPH (mL/g DPPH)

0 11,14+0,182 12137,53+116,82°
2 7,47+0,06° 12944,03+381,65
4 8,73+0,20° 12823,25+462,96°
6 10,64+0,20" 9365,85+162,43¢

8 6,98+0,28° 13311,39+437,25°
10 6,70+0,12° 16913,00+183,18?

Médias com letras iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferenga significativa
(p<0,05) entre as amostras.
# Abreviacdo: eq (equivalentes).
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Tabela 3. Média e desvio padrdo, em mg/100 g FW, do comportamento das antocianinas apds
seis meses de congelamento dos frutos.?

MES Cy-35-Gli Cy-3-Gli Pg-3-Gli®* Mv-3-Gli®  Delph® Dph-3-Gli

0  108,20+0,94% 61,64+2,79* 50,72+4.26% 119,51+3,29% 48,95+1.47% 330,65+20,65%
6 49.21+1,47° 42,64+2,89° 46,06+1,81° 64,28+3,21° 21,90+1,26° 70,66+5,48°

Médias com letras iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre as
amostras.

& AbreviacBes: FW (peso Umido), Cy (cianidina), Pg (pelargonidina), Mv (malvidina), Delph (delfinidina
aglicona), Dph (delfinidina) e Gli (glicosideo).

® pico identificado no mesmo tempo de retengdo da pelargonidina-3-glicosideo e concentracfes apresentadas em
termos dessa antocianina.

¢ ConcentragGes em termos de malvidina-3-glicosideo ou de delfinidina aglicona, por terem coeluido.
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Tabela 4. Média e desvio padrdo, em mg/100 mL, da estabilidade das antocianinas do suco
integral de mirtilo frente ao armazenamento a 4 °C por dez dias.’

DIAS Cy-3,5-Gli Cy-3-Gli Pg-3-Gli® Mv-3-Gli® Delph®  Dph-3-Gli

0 2,85+0°  4,95+0,05° 3,56+0,06° 6,10+0,09*° 257+0,04°  2,40+0,04
2 1,63+0,16° 1,98+0,16° 1,60+0,07° 2,57+0,17° 1,05+0,07° Nd
4 1,41%0,13° 1,13+0,08° 0,86+0,04° 1,67+0,03° 0,65+0,01° Nd
8  0,92+0,04° 0,95+0,07° 0,72+0,06° 1,28+0,07° 0,48+0,03" Nd
10 0,77#0°  0,54+0,05° 0,58+0,06" 1,01+0,04° 0,37+0,02° Nd

Médias com letras iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre as
amostras.

® Abreviagbes: Cy (cianidina), Pg (pelargonidina), Mv (malvidina), Delph (delfinidina aglicona), Dph
(delfinidina), Gli (glicosideo) e Nd (ndo detectado).

® Pico identificado no mesmo tempo de retenco da pelargonidina-3-glicosideo e concentragdes apresentadas em
termos dessa antocianina.

¢ Concentragdes em termos de malvidina-3-glicosideo ou de delfinidina aglicona, por terem coeluido.

72



CAPITULO 4

PROCESSAMENTO TERMICO DE FRUTOS DE MIRTILO: EFEITO EM
UMIDADE, ATIVIDADE DE AGUA, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E
ANTOCIANINAS

Artigo a ser submetido para publicacio na revista “Journal of Food Science” e

formatado de acordo com as normas da mesma.
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Resumo: O mirtilo (Vaccinium spp.) é um fruto sazonal com elevado teor de umidade, o que
0 torna suscetivel & deterioracdo, reduzindo sua vida de prateleira. Possui alta capacidade
antioxidante devido a grande concentracdo de compostos bioativos, especialmente os
antocianicos. Este trabalho teve por objetivo avaliar o processo de desidratacdo dos frutos de
mirtilo, através de modelagem matematica, monitoramento de atividade de agua (a.) e
umidade, determinacdo dos padrdes cinéticos de degradacdo do perfil das antocianinas e das
alteracbes em sua atividade antioxidante. A desidratacdo dos frutos foi realizada em um
secador de bandejas a temperatura constante (70, 80 ou 90 °C). As curvas de 70 e 90 °C se
aproximaram do modelo de Logaritmico enquanto a de 80 °C se aproximou melhor do
modelo de Page. Os valores de umidade e a, permaneceram ainda elevados para frutas
desidratadas, porém, nas temperaturas de 80 e 90 °C, as passas apresentaram a,, abaixo do
limite de contaminacdo por microrganismos patogénicos. A capacidade antioxidante dos
frutos aumentou durante a primeira metade do tratamento térmico a 80 °C e, apds 3 h, sofreu
reducdo significativa (p<0,05) até o final do processo, pelos métodos DPPH e ABTS. As
antocianinas apresentaram tempo de meia-vida médio de 7,7 h e 6,8 h para as secagens a 70 e
80 °C, respectivamente. Tais resultados corroboram a idéia de que a estabilidade das
antocianinas e da capacidade antioxidante dos frutos esta relacionada tanto com a magnitude

quanto com a duragdo do tratamento térmico.

Palavras-chave: mirtilo (Vaccinium spp.); processamento térmico; cinética de degradacéo;

antocianinas; atividade antioxidante.
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Aplicacéo Pratica

O presente trabalho consiste no estudo da desidratacdo de frutos de mirtilo, em
diferentes temperaturas, a fim de ampliar sua vida de prateleira e proporcionar o seu consumo
em qualquer época do ano, na forma de passas. Nesse sentido, realizou-se a modelagem
matematica do processo, avaliou-se o comportamento da atividade de agua e umidade e
determinou-se a degradacdo de seus compostos antioxidantes. A otimizacdo do tempo e da
temperatura de secagem de tais produtos é fundamental para evitar perdas nas propriedades

bioativas do mirtilo.

1. INTRODUCAO

O mirtilo (Vaccinium spp.) € um fruto sazonal que possui aproximadamente 85% de
agua. Esse elevado teor de umidade torna-o suscetivel a deterioracdo pelo crescimento
microbiano, diminuindo assim sua qualidade pds-colheita. Nesse sentido, o processamento
através da desidratacdo dos frutos é uma forma de prolongar sua vida util, além de
desenvolver novos produtos disponiveis para consumo em qualquer época do ano, como as
passas.

Existe um aumento do interesse no fruto de mirtilo devido a sua elevada capacidade
antioxidante (Prior e outros 1998), sendo que tal caracteristica deve-se a grande concentracao
de compostos bioativos, como flavonoides, taninos e acidos fenolicos. Diversos estudos
atribuem ao mirtilo propriedades benéficas a salde associadas a presenca dessas substancias,
especialmente, as antocianinas (Heinonen e outros 1998; Smith e outros 2000; Seeram 2008).

As antocianinas sdo importantes pigmentos naturais dentro do grupo dos flavonoides,
sendo amplamente distribuidas em vegetais. Encontram-se na forma de glicosideos, contendo
o céation flavilium (ou 2-fenilbenzopirilium) em sua estrutura basica, e podem ser hidrolisadas
em acucares e suas respectivas formas agliconas, chamadas antocianidinas (Schwartz e outros
2008).

Existem centenas de antocianinas identificadas por conta da variabilidade de estruturas
quimicas, tanto em nimero e posic¢do de hidroxilas e/ou metoxilas quanto no tipo, nimero e
posicdo dos agucares e suas possiveis acilacbes (Clifford 2000). Atualmente, sdo conhecidas
23 antocianidinas, sendo apenas 6 frequentemente encontradas em alimentos: cianidina,
delfinidina, pelargonidina, peonidina, petunidina e malvidina (Castafieda-Ovando e outros
2009).
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Esses compostos sdo instaveis e facilmente degradados (Giusti e Wrolstad 2003),
restringindo seu uso como corantes naturais. Diversos sdo os fatores envolvidos na
estabilidade das antocianinas: glicosilacdo/metoxilacdo, pH do meio, temperatura, luz,
oxigénio, acido ascorbico, dioxido de enxofre, enzimas, ions metalicos, proteinas e outros
flavonoides (Bridle e Timberlake 1997; Castafieda-Ovando e outros 2009), bem como o
processamento e 0 armazenamento dos alimentos (Schwartz e outros 2008).

A desidratacdo (ou secagem) de um fruto € um processo capaz de reduzir a atividade de
agua e, por conseguinte, também a acdo de microrganismos e a velocidade de reacdes
quimicas envolvidos nos processos de degradacdo (Vega-Mercado e outros 2001), a fim de
prolongar sua vida de prateleira.

Modelos cinéticos sdo utilizados para avaliar a influéncia de processamentos em
parametros de qualidade. Nesse sentido, a degradacdo de antocianinas por aplicacdo de calor
pode ser avaliada com o auxilio de tais modelos. Diversos estudos desse tipo tém sido
realizados com sucos e polpas de frutas (Garzon e Wrolstad 2002; Wang e Xu 2007;
Harbourne e outros 2008; Cisse e outros 2009; Kechinski e outros 2010), mas poucos foram
encontrados com mirtilo. Dentre estes, Yue e Xu (2008) verificaram as alteracbes ocorridas
no perfil de antocianinas e na capacidade antioxidante de extrato de mirtilo ap6s aplicagdo de
calor, concluindo que, acima de 100 °C, esses compostos tornam-se muito instaveis.

Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar o processo de desidratacdo dos frutos de
mirtilo. Para isso, realizou-se a modelagem matematica do processamento, avaliou-se o
comportamento da atividade de agua e umidade, através de curvas de secagem nas
temperaturas de 70 °C, 80 °C e 90 °C, bem como determinou-se os padrfes cinéticos da
degradacdo de seus compostos antocianicos e monitorou-se as alteracbes em sua capacidade

antioxidante, nas temperaturas de 70 °C e 80 °C.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. AMOSTRAS

Foram utilizados frutos organicos de mirtilo Rabbiteye (cv. Delite), fornecidos pela
“Fazenda Viva o Verde”, localizada na cidade de Camaqua, RS, Brasil (Latitude:
30°46'25.26"S e Longitude: 51°42'38.78"0), e colhidos entre dezembro de 2010 e janeiro de

2011. Os frutos foram mantidos refrigerados (4 °C) antes de serem submetidos as secagens.

2.2. SECAGEM DOS FRUTOS
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A secagem dos frutos de mirtilo foi realizada em um secador de bandejas por convecgéo
a temperatura constante. As amostras foram dispostas uniformemente sobre uma bandeja, com
0 ar quente passando de forma perpendicular a esta, com velocidade de 0,72 m/s. As curvas de
secagem foram obtidas pela pesagem da bandeja em intervalos de 15 minutos, até variacdo de
peso menor que 1 g. Os experimentos foram realizados em duplicata para as temperaturas de
70 °C, 80 °C e 90 °C. A variacédo de peso das amostras foi medida utilizando uma balanca com
precisdo de 0,01 g. A temperatura do secador foi monitorada ao longo do processo com
auxilio de um termémetro manual, com variacdo maxima de + 2 °C.

Para a realizacdo das curvas de umidade e atividade de &gua (ay), as amostras foram
retiradas do secador e imediatamente analisadas. Para a determinagdo da atividade
antioxidante e antocianinas, os frutos secos foram embalados a vacuo e entdo mantidos
congelados (T < -18 °C) até o momento das analises. Todas as curvas foram obtidas pela

retirada de 11 pontos, correspondendo o ponto zero ao fruto fresco “in natura”.

2.2.1. Modelagem

A modelagem do processo de secagem foi realizada ajustando-se os dados
experimentais as equacdes da Tabela 1, utilizando o software Statistica® versdo 10. Para
avaliar a qualidade do ajuste de cada modelo, foram utilizados o coeficiente de regressao (R?),

a raiz quadrada do erro médio (RMSE) e o chi-padrdo (y?), conforme as equagdes (1), (2) e

(3):

\/i(MRi,pre - Ilei,exp )2

i=1

1) RMSE =
1) N
N 2
Z(MRi,exp _MRi,pre)
2 2 — i=1
@) x N p
(3) MR= 2" Xe
Xo _XE

onde MRpre € MRey, S80, respectivamente, os valores preditos e experimentais para o teor de
umidade adimensional (MR), N é o numero de pontos experimentais, p € numero de
constantes no modelo de secagem, X, Xg e X sd0, respectivamente, as umidade em um
instante qualquer, a umidade de equilibrio e a umidade inicial dos frutos. A umidade de
equilibrio foi determinada através do prolongamento da curva dX/dt no grafico dX/dt contra X,

quando esta € igual a zero.
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2.2.2. Atividade de agua e umidade

Foram realizadas, em duplicata, curvas de umidade e atividade de &gua para as trés
temperaturas. A umidade foi determinada em triplicata através da perda de peso em estufa
regulada a 105 °C, até peso constante (AOAC 2005), em balanga analitica com precisdo de
0,0001g. Para as anéalises de atividade de agua, realizadas em duplicata, as amostras foram
cortadas em 4 partes e foi utilizado um medidor portatil (Rotronic Hygropalm, modelo
Hygropalm AW1, Crawley, UK), ap0s calibracdo com solucdes supersaturadas de sulfato de

potéssio e de cloreto de sodio.

2.2.3. Atividade antioxidante

Para a determinacdo da atividade antioxidante (AA), foram utilizados os métodos DPPH
(Brand-Williams e outros 1995), baseado na captura deste radical livre por antioxidantes, e
também ABTS (Re e outros 1999), onde um radical livre € gerado ap0s reagdo quimica com
persulfato de potassio, com adaptacdes.

O extrato foi obtido de cerca de 10 g de amostra em 40 mL de metanol aquoso 50 % e
40 mL de acetona aquosa 70 %, centrifugado a 15000xg por 2 tempos de 15 minutos
(centrifuga Hitachi, modelo Himac CR21E, Tokyo, Japdo), a partir do qual foram preparadas
3 diluigdes (1:5, 1:10 e 1:15).

Para o método DPPH, uma aliquota de 100 pL de cada diluicdo foi acrescentada a 3,9
mL de radical DPPH, sendo realizada a leitura em espectrofotébmetro Ultrospec 3100 pro
(Amersham Pharmacia Biotech, Cambridge, UK) a 515 nm apd6s 30 minutos de reacao,
utilizando metanol como branco. Para o0 método ABTS, foi colocada uma aliquota de 30 pL
de cada diluicdo em 3,0 mL de radical ABTS, realizando a leitura no espectrofotémetro a 734
nm apo6s 6 minutos de reagdo, utilizando etanol como branco e uma curva padréo de Trolox.

As analises do extrato foram realizadas em triplicata e os resultados foram apresentados
em g de amostra seca (DW)/g de DPPH ou em puM de equivalente (eq) Trolox/g DW, bem
como analisados por ANOVA e teste de comparagdo de Tukey ao nivel de 5 % de

significancia, através do programa Statistica® versao 10.

2.2.4. Antocianinas
A partir de cerca de 2 g de amostra (fruto), foram extraidas exaustivamente as
antocianinas com uma solucdo metandlica 1 % de HCI. Em seguida, a solucéo foi filtrada e
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concentrada a vacuo (em T < 38 °C) até evaporacdo total do metanol (Francis, 1982). O
extrato bruto concentrado foi transferido para um baldo de 25 mL, completando-se o volume
com a solucdo de metanol acidificado. A partir dessa solucdo, foi retirada uma aliquota de 1
mL, seca sob nitrogénio gasoso (N>) e congelada (T < -18 °C) até o momento da analise. Este
extrato seco em N foi diluido em metanol grau cromatogréfico, homogeneizado em ultrassom
(Unique, modelo USC 1400, Indaiatuba, SP, Brasil) e filtrado para um vial através de uma
membrana de polietileno (Millex PTFE, Millipore, Barueri, SP, Brasil), com tamanho de poro
de 0,45 pm e diametro de 13 mm.

A identificacdo e quantificacdo das antocianinas foram realizadas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), comparadas com o0s respectivos padrdes. Todos os
solventes utilizados para a separacdo por CLAE foram graus cromatograficos e previamente
filtrados em sistema de filtracdo a vacuo, com membrana para solvente organico de 0,45 um
(Millipore).

As anélises de CLAE foram realizadas em um cromatografo Agilent 1100 Series (Santa
Clara, CA, USA) equipado com sistema quaternario de bombeamento de solventes (Waters
série 2695, Milford, MA, USA) e detector UV/Vis (Waters série 2487 Dual 1). Os pigmentos
foram separados em uma coluna de fase reversa C;g Shim-pak CLC-ODS de 5 pum, 250 x 4,6
mm (Shimadzu, Kyoto, Jap&o), utilizando como fase mdvel um gradiente linear de eluigdo
com 4 % é&cido fosforico aquoso/acetonitrila de 85:15 (v/v) a 20:80 em 25 minutos, em uma
corrida cromatogréafica de 15 minutos, segundo condicdes estabelecidas experimentalmente
por Zanatta e outros (2005). O fluxo da fase movel foi de 1,0 mL/min e o volume de injecéo
de 5 pL. A temperatura da coluna foi mantida a 29 °C e os cromatogramas foram processados
a 520 nm.

As extracdes de antocianinas e inje¢des no cromatégrafo foram realizadas em duplicata.
A identificacdo das antocianinas foi baseada na comparagéo entre os tempos de retencéo (tR)
das amostras e os de padrées comerciais da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA).

As antocianinas foram quantificadas através da constru¢do de uma curva padrdo com
antocianinas glicosiladas (cianidina-3-glicosideo, cianidina-3,5-diglicosideo, delfinidina-3-
glicosideo, pelargonidina-3-glicosideo, malvidina-3-glicosideo e malvidina-3,5-diglicosideo)
e agliconas ou antocianidinas (cianidina, delfinidina, malvidina e peonidina). Todas obtiveram
coeficiente de regresséo > 0,99.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificagcdo (LQ) foram calculados segundo a
metodologia de Long e Winefordner (1983), sendo, respectivamente: 8,05x10% e 1,34x10”’
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mg/kg (cianidina-3-glicosideo); 2,18x10® e 3,63x10® mg/kg (cianidina-3,5-diglicosideo);
2,84x107 e 4,74x107 mg/kg (delfinidina-3-glicosideo); 9,75x10® e 1,63x107 mg/kg
(pelargonidina-3-glicosideo); 3,30x107 e 5,50x107 mg/kg (malvidina-3-glicosideo);
1,73x10° e 2,89x10° mg/kg (malvidina-3,5-diglicosideo); 1,51x107 e 2,52x10” mg/kg
(cianidina aglicona); 1,57x107 e 2,61x107 mg/kg (delfinidina aglicona); 7,12x10% e
1,19x107" mg/kg (malvidina aglicona); 1,23x10” e 2,05x10"" mg/kg (peonidina aglicona).

Os parametros utilizados para avaliacdo da degradacdo das antocianinas nas secagens
foram a constante cinética de primeira ordem (k) e o tempo de meia-vida (ty,), determinados
através das equacdes (4) e (5):

(4) C, =C,exp(-k-t)
In0,5
K

onde C, corresponde a concentracdo inicial de determinada antocianina, C; é a concentracdo

B)t, =

em um certo tempo t (h) de processamento térmico a 70 °C e 80 °C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. MODELAGEM, UMIDADE E ATIVIDADE DE AGUA

A média de umidade inicial dos frutos foi de 84,38 %. As secagens nas temperaturas de
70 °C, 80 °C e 90 °C obtiveram tempo total de desidratacdo de 480, 360 e 240 minutos, com
teor de umidade final de 34,26 %, 21,89 % e 20,15 %, respectivamente. As taxas de secagem
em funcdo da umidade estdo apresentadas na Figura 1, na qual é possivel observar que, quanto
maior a temperatura, maior a taxa de secagem. No entanto, ndo foi atingida a umidade de
equilibrio (zero), sendo necessario maior tempo de processamento.

As curvas de secagem foram modeladas através dos modelos de Newton, Page,
Henderson e Pabis e Logaritmico. Pelos valores calculados de coeficiente de regresséo (R?),
raiz quadrada do erro médio (RMSE) e chi-padrao (?), apresentados na Tabela 2, as curvas de
70 °C e 90 °C se aproximaram do modelo de Logaritmico enquanto a de 80 °C se aproximou
melhor do modelo de Page, como representado na Figura 2.

Vega-Galvez e outros (2009), ao modelarem a secagem de frutos de mirtilo chilenos da
variedade “O’Neil” nas temperaturas de 60 °C, 70 °C e 80 °C, encontraram os modelos
Logaritmico e Page modificado como os que mais se aproximaram dos parametros analisados,
enquanto Doymaz (2008) obteve os modelos Logaritmico, para as temperaturas de 50 °C e 55

°C, e de Wang e Singh, para 65 °C, na secagem de morangos.

81



Os valores de umidade e a,, cuja curva esta apresentada na Figura 3, ainda encontram-
se elevados nos frutos desidratados ao final do processo. Frutas secas com umidade entre 15 e
20 % possuem a, entre 0,65 e 0,60, faixa onde somente haverd possibilidade de
desenvolvimento de leveduras osmofilicas e alguns fungos. Entretanto, os frutos de mirtilo
secos nas temperaturas de 80 °C e 90 °C alcangaram valores de a, entre 0,76 e 0,72, sendo
esta faixa segura quanto & contaminacdo por microrganismos produtores de toxinas que
oferecem risco a salde pablica, como a ocratoxina e a aflotoxina. (Beuchat 1981)

O mirtilo, por ser um fruto com elevado teor de umidade e possuir uma espécie de cera
em volta de sua casca (Somsong e outros 2010), é um produto que requer tempos mais longos
de desidratacdo para atingir baixas taxas de umidade e a, em secagem por convecgdo. Um
tratamento prévio dos frutos, a fim de permeabilizar a casca através da retirada da cera com o
uso de solucdes aquosas alcalinas, possibilitaria diminuir a duracdo da secagem e alcancar
menores valores de umidade e a,.

Vega-Galvez e outros (2009) realizaram um pré-tratamento em mirtilos com umidade
inicial de 78 %, utilizando uma solucdo 0,8 % de um produto comercial chamado

“Pectinex®”

, € obtiveram valores abaixo de 18 % para umidade, apds secagem dos frutos, nas
temperaturas de 60 °C, 70 °C e 80 °C, por 1400, 800 e 500 minutos, respectivamente. Doymaz
(2006) utilizou diferentes solucdes de oleato de etila, carbonato de potéssio e de sdédio, 6leo de
oliva e hidroxido de potéssio, em proporcOes diversas, no pré-tratamento de uvas pretas,
reduzindo em mais de 50 % o tempo de secagem. No entanto, o uso de tratamento quimico
ou desidratacdo osmética podem afetar negativamente a composicéo nutricional e substancias

antioxidantes dos frutos, assim como a aceitacdo do consumidor (Somsong e outros 2010).

3.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante foi determinada pelos métodos DPPH e ABTS, com analise
de 11 pontos durante a secagem na temperatura de 80 °C, retirados em tempos definidos pela
duracdo da mesma, sendo o tempo zero correspondente ao fruto “in natura”. Como ¢ possivel
observar nas Figuras 4 e 5, a capacidade antioxidante dos frutos aumentou durante a primeira
metade do tratamento térmico e, apos 3 h, sofreu reducéo significativa (p<0,05) até o final do
processo, por ambos os métodos DPPH e ABTS. Entretanto, essa queda foi
consideravelmente mais acentuada atraveés do método DPPH (74,96 %) em comparacdo ao
ABTS (46,23 %).
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Perdas de 53 % a 71 % na atividade antioxidante de frutos de mirtilo, medida pelo
método ORAC, foram relatadas por Brownmiller e outros (2008), ao realizarem seu
processamento térmico em suco, enlatado e puré. O tratamento térmico de extrato de mirtilo
promoveu aumento da atividade antioxidante, determinada através do método DPPH, quando
este foi submetido a temperatura de 80 °C durante 30 minutos, a 100 °C por até 20 minutos e a
125 °C por somente 10 minutos (Yue e Xu 2008). Os autores apontam ainda que, sob elevadas
temperaturas (acima de 100 °C) e ap6s um curto espaco de tempo, a capacidade antioxidante
tende a diminuir, possivelmente devido a degradacédo dos acidos fenolicos formados durante o
processamento. No entanto, a aplicacdo de menores temperaturas por periodos mais longos
igualmente pode causar reducdo na atividade antioxidante (Garau e outros 2007), sendo
necessario otimizar ambas variaveis.

Compostos antioxidantes sdo formados a partir da degradacéo térmica das antocianinas,
tais como a cumarina glicosilada e derivados do &cido benzdico (Sadilova e outros 2006;
Patras e outros 2010). Outros compostos derivados da Reacdo de Maillard também possuem
atividade antioxidante, como as melanoidinas (Manzocco e outros 2001; Yilmaz e Toledo
2005), o que pode ter favorecido o aumento na capacidade antioxidante dos frutos durante o
periodo inicial da secagem. Além disso, podem ter ocorrido reacGes de polimerizacdo entre as
antocianinas e demais flavonoides presentes, promovendo aumento na atividade, porém,
somente até certo nivel de complexidade molecular, quando esta passa a diminuir, tal como
foi observado no presente estudo, provavelmente devido ao impedimento estérico, que reduz a

disponibilidade dos grupos hidroxila (Pinelo e outros 2004).

3.3. CINETICA DE DEGRADAQAO DAS ANTOCIANINAS

Numerosos estudos utilizaram o modelo de primeira ordem para descrever a degradacéo
de antocianinas (Garzon e Wrolstad 2002; Harbourne e outros 2008; Yue e Xu 2008;
Kechinski e outros 2010). Assim, a fim de avaliar o comportamento desses compostos durante
0 processamento térmico dos frutos de mirtilo a 70 °C e 80 °C, foram calculados os
parametros cinéticos de constante cinética de primeira ordem (k) e o tempo de meia-vida (t2).

De acordo com os resultados (Tabelas 3 e 4), a degradagdo térmica depende tanto do
tipo de antocianina quanto da temperatura empregada. A cianidina-3,5-diglicosideo mostrou-
se ser mais estavel em relacdo as demais cianidinas, enquanto as formas agliconas
apresentaram o0s menores valores de tj;,, na medida em que o aumento da glicosilagéo

aumenta a estabilidade das antocianinas (Schwartz e outros 2008). A delfinidina-3-glicosideo
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foi o composto que apresentou maior estabilidade na temperatura de 80 °C, tendo aumentado
seu ty, em comparacdo a temperatura de 70 °C, provavelmente devido ao maior tempo de
secagem necessario para a desidratacdo, indicando que a delfinidina-3-glicosideo talvez seja
mais suscetivel a duracéo do processamento térmico do que a intensidade da temperatura.

A delfinidina aglicona foi a antocianidina que obteve menor percentual de perda (20 %),
em comparacao a cianidina, petunidina e malvidina (20-40 %), ap6s o cozimento de frutos de
mirtilo dentro de peixes recheados, durante 60 minutos, com temperatura variando entre 12 °C
e 99 °C, e estas possuem ty;, inferior ao de suas respectivas antocianinas (Oliveira e outros
2010).

Quanto ao percentual de degradacdo das antocianinas totais, determinadas pela soma
das concentragbes de cada composto identificado por CLAE (dados ndo apresentados), na
temperatura de 70 °C, houve perdas de aproximadamente 49 %, enquanto a 80 °C, as perdas
foram de cerca de 43 %, indicando que o menor tempo de tratamento térmico foi capaz de
reduzir a degradacgéo de tais compostos, de um modo geral. Secagem de mirtilos Rabbiteye a
70 °C durante 10 h ocasionou perdas em 69 % das antocianinas totais, determinadas por
espectrofotometria (Stojanovic e Silva 2007). A maior exposicdo ao oxigénio, favorecendo a
ocorréncia de reacOes de oxidacdo e a acdo de enzimas oxidativas, como a polifenoloxidase,
pode ter influéncia nessa maior degradacdo dos compostos antocianicos quando submetidos a
tratamentos mais longos (Patras e outros 2010).

A estabilidade das antocianinas esta relacionada tanto com a magnitude quanto com a
duracdo do processamento com aplicacdo de calor. Além disso, depende também de sua
composicdo, estrutura, propriedades fisico-quimicas e da presenca de outros flavonoides e
acidos organicos na amostra (Patras e outros 2010). A acilagdo das antocianinas tende a
aumentar seu ty, enquanto a hidroxilacdo no anel B tende a diminui-lo (Sadilova e outros
2006).

O meio em que tais compostos encontram-se igualmente exerce influéncia em sua
estabilidade, na medida em que ha diversas formas de antocianinas e interagdes destas com 0s
demais constituintes dos alimentos (Kechinski e outros 2010), tornando dificil a comparagéo
com outros estudos. Garzon e Wrolstad (2002) relataram um menor ty/, para concentrado de
morangos em relacdo ao ty, do suco originado do fruto, portanto, com mesmo perfil
antocianico. Da mesma forma, suco de uva com maior concentracdo, medida em °Brix,
apresentou ty;, reduzido comparado ao suco com menor conteddo de so6lidos (Hillmann e
outros 2011).
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Ao analisarem os padrdes cinéticos de degradacdo de antocianinas totais em suco de
mirtilo, Kechinski e outros (2010) apresentaram t;, de 8,6 h para a temperatura de 70 °C e de
5,11 h para 80 °C, enquanto no presente estudo foram encontradas medias de 7,7 h e de 6,8 h,
respectivamente, indicando maior suscetibilidade do suco ao aumento da temperatura em
relacdo aos frutos de mirtilo. Contudo, cabe ressaltar que a concentragdo desses compostos é
bastante varidvel entre as espécies Vaccinium (Prior e outros 1998), bem como os métodos de
anélise ndo foram os mesmos.

Extrato de mirtilo aquecido a 80 °C, 100 °C, 125 °C e 150 °C por 10, 20 e 30 minutos
apresentou constante de degradacao (k) 3 vezes menor na temperatura de 100 °C do que a 125
°C e 2 vezes maior do que a 80 °C. O ty;, a 100 °C foi reduzido a faixa de 17 a 35 min, em
relacdo ao ty, da temperatura de 80 °C, que variou entre 62 e 128 min, dependendo do
composto analisado (Yue e Xu 2008), muito inferiores aos ty, encontrados neste estudo. Os
autores relataram ainda que, a 125 °C, o tj, ficou abaixo de 8 minutos para todos os
compostos e estes ndo foram identificados ap6s 10 minutos de tratamento a 150 °C, indicando
gue sdo extremamente vulneraveis a temperaturas superiores a 100 °C. Além disso, observou-
se que as antocianinas contendo arabinosideos obtiveram menor t;;, em comparacdo aquelas
com glicosideos e galactosideos, assim como, na temperatura de 100 °C, houve formacdo das
correspondentes agliconas, através da quebra da ligacdo com o acucar, identificado pelo

aumento na concentracdo de antocianidinas em 30 %.

4. CONCLUSAO

A secagem de frutos de mirtilo para producdo de passas mostrou-se adequada,
aparentemente, para a comercializacao de produtos seguros para a satide humana, com valores
de a abaixo do limite de contaminagdo por microrganismos patogénicos, nas temperaturas de
80 °C e 90 °C. No entanto, € necessario maior tempo de tratamento térmico, na medida em
que os valores de umidade e a,, ainda encontram-se elevados para frutas secas, especialmente
na secagem a 70 °C. Porém, uma maior duracdo do processamento com aplicacdo de calor
apresentou-se como sendo prejudicial as propriedades bioativas e antioxidantes do mirtilo. A
estabilidade das antocianinas e da capacidade antioxidante dos frutos esta relacionada tanto
com a magnitude quanto com a duracdo do tratamento térmico, dependendo ainda do perfil
antocianico e de sua interacdo com os demais compostos fenolicos presentes na amostra, entre
outras varidveis. Como a maioria dos trabalhos que analisaram a degradacéo de antocianinas

através de parametros cinéticos foi realizada com sistemas-modelos ou com sucos e polpas de
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frutas, e ndo com o fruto em si, sdo necessarios mais estudos para otimizar o processamento
térmico desses alimentos, com a utilizacdo de novas tecnologias. O melhor entendimento dos
fatores envolvidos na degradacgédo de tais compostos €, portanto, fundamental para maximizar

a qualidade nutritiva e sensorial de produtos alimenticios.
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Tabela 1. Modelos empiricos para o ajuste de curvas de secagem.

Modelo Equacéo

Newton MR =exp(—Kk-t)
Page MR =exp(—k - t)"
Henderson e Pabis MR =aexp(—k-t)
Logaritmico MR =aexp(—k-t)+c
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Tabela 2. Dados estatisticos das curvas de secagem dos frutos de mirtilo nas diferentes
temperaturas testadas.

Temperatura Modelo R2 RMSE 1
70°C Newton 0,9855 1,06x10°  2,82x10”
Page 0,9962 2,78x10*  2,72x10°®
Henderson e Pabis 00,9884 8,53x10*  2,56x10™
Logaritmico 0,9995 3,40x10°  4,20x10°®
80 °C Newton 0,9877 1,04x10°  2,95x10”
Page 0,9987 1,10x10*  3,40x107
Henderson e Pabis  0,9913  7,38x10*  1,53x107
Logaritmico 0,9975 2,08x10* 1,27x10°®
90 °C Newton 0,9912 7,79x10*  1,21x10”
Page 0,9982 1,55x10*  4,87x107
Henderson e Pabis  0,9929 6,43x10*  8,38x10°
Logaritmico 0,9989 9,12x10°  1,80x10”
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Tabela 3. Efeito da temperatura de 70 °C nos parametros cinéticos de degradacdo das
antocianinas na secagem de frutos de mirtilo.?

k (1/h) t12 (D) R?

Cianidina Aglicona 0,1060 6,5 0,95
Cianidina-3-GIi® 0,0790 8,8 0,87
Cianidina-3,5-DiGli 0,0653 10,6 0,81
Delfinidina-3-Gli 0,0849 8,2 0,96
Malvidina Aglicona” 0,1970 3,5 0,89
Malvidina-3-Gli® 0,1093 6,3 0,79
Pelargonidina-3-Gli° 0,0722 9,6 0,84
MEDIA 0,1020 7,7

& Abreviactes: Gli (glicosideo), k (constante cinética de primeira ordem) e t;, (tempo de meia-vida). O

coeficiente de variag8o para cada composto ficou abaixo de 10 %.

® A cianidina-3-glicosideo coeluiu com a malvidina-3,5-diglicosideo, a malvidina aglicona com a peonidina

aglicona e a malvidina-3-glicosideo com a delfinidina aglicona.

¢ Pico identificado no mesmo tempo de retencdo da pelargonidina-3-glicosideo, apesar de ndo haver evidéncias
com relacdo a presenga dessa antocianina em mirtilos.
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Tabela 4. Efeito da temperatura de 80 °C nos parametros cinéticos de degradacdo das
antocianinas na secagem de frutos de mirtilo.?

k (1/h) t12 (D) R?

Cianidina Aglicona 0,1565 4.4 0,83
Cianidina-3-GIi® 0,1306 5,3 0,99
Cianidina-3,5-DiGli 0,1015 6,8 0,91
Delfinidina-3-Gli 0,0487 14,2 0,87
Malvidina Aglicona” 0,2130 3,3 0,87
Malvidina-3-Gli® 0,0985 7,0 0,98
Pelargonidina-3-Gli° 0,1080 6,4 0,93
MEDIA 0,1224 6,8

& Abreviactes: Gli (glicosideo), k (constante cinética de primeira ordem) e t;, (tempo de meia-vida). O
coeficiente de variag8o para cada composto ficou abaixo de 10 %.

® A cianidina-3-glicosideo coeluiu com a malvidina-3,5-diglicosideo, a malvidina aglicona com a peonidina
aglicona e a malvidina-3-glicosideo com a delfinidina aglicona.

¢ Pico identificado no mesmo tempo de retencdo da pelargonidina-3-glicosideo, apesar de ndo haver evidéncias
com relacdo a presenga dessa antocianina em mirtilos.
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Figura 5. Atividade antioxidante de mirtilo na secagem a 80 °C, pelo método ABTS.
Médias com letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre as
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho foi desenvolvido com o intuito de obter e difundir informacdes a
respeito do mirtilo, um fruto com enorme potencial de producéo no Sul do Brasil e de elevada
capacidade antioxidante, a fim de incentivar seu cultivo e sua comercializacdo em nosso pais,
especialmente, em prol dos beneficios & salde que lhe sdo alegados, bem como do
favorecimento da economia regional e nacional, visto que os fitoquimicos presentes séo
capazes de produzir efeitos protetores ao organismo e que tais frutos podem oferecer uma
fonte de renda adicional ao pequeno agricultor, fortalecendo o sistema produtivo.

Nesse sentido, no primeiro capitulo, foram abordados os principais aspectos referentes a
cultura do mirtilo, suas caracteristicas fisicas e organolépticas, composicdo, perspectivas
mercadologicas e propriedades bioativas e antioxidantes. Além disso, tratou-se dos compostos
presentes neste fruto, em especial, as antocianinas, bem como apresentou-se uma revisao a
respeito da estrutura quimica, estabilidade e a¢des bioldgicas dessas substancias na prevencdo
e tratamento de doencas degenerativas.

Os demais capitulos foram elaborados na forma de artigo cientifico, correspondendo o
capitulo 2 a caracterizacdo dos frutos de mirtilo orgénico do grupo Rabbiteye, cultivados no
RS, e produtos derivados. Neste, foi possivel observar que, apesar das perdas ocorridas em
suas propriedades nutricionais, capacidade antioxidante e antocianinas, a farinha e as passas,
assim como o suco de mirtilo e o residuo gerado na elaboracdo do mesmo (bagaco), podem
ser considerados fonte de substancias nutritivas e bioativas. Além disso, o aproveitamento de
residuos agroindustriais, além de agregar valor e minimizar o impacto causado pelo acimulo
destes no meio ambiente, apresenta-se como uma alternativa interessante no desenvolvimento
de novos produtos com propriedades benéficas a salde.

No capitulo 3, sobre o armazenamento a frio do mirtilo, tanto os frutos quanto o suco
integral apresentaram estabilidade em sua capacidade antioxidante, seja sob congelamento a
longo prazo ou sob refrigeracdo por periodos mais curtos. No entanto, as antocianinas
sofreram perdas significativas, provavelmente devido a reacGes de oxidagdo e/ou condensagéo
com outros compostos fendlicos presentes. Acredita-se que tais substancias (ou ainda a
associacdo destas com os produtos de degradacdo das antocianinas) foram responsaveis por
manter a atividade antioxidante e até mesmo aumenta-la durante a estocagem. Mesmo assim,
medidas preventivas, como branqueamento prévio e/ou uso de embalagens a vacuo, sao

recomendadas.
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A secagem dos frutos de mirtilo para producdo de passas, abordada no capitulo 4,
apresentou-se adequada e possivel de ser modelada, com valores de a, abaixo do limite de
contaminacgdo por microrganismos patogénicos (nas temperaturas de 80 e 90 °C). No entanto,
seria necessario um tratamento térmico mais longo, na medida em que os valores de umidade
e a, permaneceram elevados, especialmente a 70 °C. Porém, uma maior duracdo deste tipo de
processamento mostrou-se prejudicial as propriedades bioativas e antioxidantes do mirtilo. A
estabilidade das antocianinas e da capacidade antioxidante dos frutos esta relacionada tanto
com a magnitude quanto com a duracdo do tratamento térmico, dependendo ainda do perfil
antocianico e de sua interacdo com os demais compostos fendlicos presentes, entre outras
variaveis. O melhor entendimento dos fatores envolvidos na degradacédo de tais substancias é,
portanto, fundamental para maximizar a qualidade nutritiva e sensorial de produtos
alimenticios.

Por fim, mais estudos devem continuar sendo realizados, a fim de ampliar o
conhecimento a respeito das propriedades bioativas e antioxidantes do mirtilo, bem como
evitar suas perdas através da otimizacdo das varidveis tempo e temperatura, tanto no
armazenamento quanto no processamento dos frutos, na medida em que estes sdo produtos
com elevado teor de umidade e, consequentemente, perecibilidade. Além disso, o

aproveitamento de residuos industriais apresenta-se como uma alternativa promissora.

101



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANDRES-LACUEVA, C.; SHUKITT-HALE, B.; GALLI, R.L.; JAUREGUI, O.;
LAMEULA-RAVENTOS, R.M.; JOSEPH, J.A. Anthocyanins in aged blueberry-fed rats
are found centrally and may enhance memory. Nutritional Neuroscience, v. 8, n. 2, p.
111-120, 2005.

ANVISA. Resolucdo CNNPA n° 12, 24 de julho, 1978. Aprova as seguintes normas técnicas
especiais, do Estado de S&o Paulo, revistas pela CNNPA, relativas a alimentos (e bebidas),
para efeito em todo territorio brasileiro. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria,

Brasilia, 1978. Disponivel em: <http://www.anvisa.gov.br>. Acesso em: 12 out. 2011.

. Portaria n® 398, 30 de abril, 1999. Aprova o regulamento técnico que estabelece as
diretrizes basicas para analise e comprovacao de propriedades funcionais e ou de satde
alegadas em rotulagem de alimentos. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, Brasilia,

1999a. Disponivel em: <http://www.anvisa.gov.br>. Acesso em: 01 jun. 2010.

. Resolucédo n° 18, 30 de abril, 1999. Aprova o Regulamento Técnico que estabelece as
diretrizes basicas para analise e comprovacao de propriedades funcionais e ou de satde
alegadas em rotulagem de alimentos, constante do anexo desta portaria. Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, Brasilia, 1999b. Disponivel em: <http://www.anvisa.gov.br>.

Acesso em: 01 jun. 2010.

AOAC. Official methods of analysis. 18th ed. Gaithersburg: Association of Official
Analytical Chemists International, 2005. (Official Method 2005.08).

ARAUJO, J.M.A. Corantes naturais. In: . Quimica de alimentos: teoria e prética.
Vigosa: UFV, 2004. Cap. 13, p. 331-348.

BASU, A.; DU, M,; LEYVA, M.J.; SANCHEZ, K.; BETTS, N.M.; WU, M.; ASTON, C.E,;

LYONS, T.J. Blueberries decrease cardiovascular risk factors in obese men and women
with metabolic syndrome. The Journal of Nutrition, v. 140, n. 9, p. 1582-1587, 2010.

102



BEUCHAT, L.R. Microbial stability as affected by water activity. Cereal Foods World, v.
26, n. 7, p. 345-349, 1981.

BOBBIO, F.O.; BOBBIO, P.A. Pigmentos. In: . Quimica do processamento de
alimentos. 3. ed. S&o Paulo: Livraria Varela, 2001. Cap. 7, p. 103-118.

. Pigmentos naturais. In: . Introducéo a quimica de alimentos. 3. ed. S&o
Paulo: Livraria Varela, 2003. Cap. 6, p. 205-238.

BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M.E.; BERSET, C. Use of a free radical method to
evaluate antioxidant activity. Lebensmittel-Wissenschaft Und-Technologie, v. 28, n. 1,
p. 25-30, 1995.

BRASIL. Ministério da Saude, Secretaria de Atencdo a Salde, Coordenacdo-Geral da Politica
de Alimentacdo e Nutricdo. Guia alimentar para a populacdo brasileira: promovendo a
alimentacdo saudavel. Brasilia: Ministério da Satde, 2006. 210p. (Série A. Normas e

Manuais Técnicos).

BRIDLE, P.; TIMBERLAKE, C.F. Anthocyanins as natural food colours: selected aspects.
Food Chemistry, v. 58, n. 1-2, p. 103-109, 1997.

BROWNMILLER, C.; HOWARD, L.R.; PRIOR, R.L. Processing and storage effects on
monomeric anthocyanins, percent polymeric color and antioxidant capacity of processed
blueberry products. Journal of Food Science, v. 73, n. 5, p. H72-H79, 2008.

BUSHWAY, R.J.; MC GANN, D.F.; COOK, W.P.; BUSHWAY, A.A. Mineral and vitamin
content of lowbush blueberries (Vaccinium angustifolium Ait.). Journal of Food Science,
v. 48, n. 6, p. 1878-1880, 1983.

CASTANEDA-OVANDO, A.; PACHECO-HERNANDEZ, M.L.; PAEZ-HERNANDEZ,

M.E.; RODRIGUEZ, J.A.; GALAN-VIDAL, C.A. Chemical studies of anthocyanins: a
review. Food Chemistry, v. 113, n. 4, p.859-871, 2009.

103



CHAOVANALIKIT, A.; WROLSTAD, R.E. Total anthocyanins and total phenolics of fresh
and processed cherries and their antioxidant properties. Journal of Food Science, v. 69, n.
1, p. C67-72, 2004a.

. Anthocyanin and polyphenolic composition of fresh and processed cherries. Journal
of Food Science, v. 69, n. 1, p. C73-C83, 2004b.

CHO, M.J.; HOWARD, L.R.; PRIOR, R.L.; CLARK, J.R. Flavonoid glycosides and
antioxidant capacity of various blackberry, blueberry and red grape genotypes determined
by high-performance liquid chromatography/mass spectrometry. Journal of the Science of
Food and Agriculture, v. 84, n. 13, 1771-1782, 2004.

CISSE, M.; VAILLANT, F.; ACOSTA, O.; DHUIQUE-MAYER, C.; DORNIER, M.
Thermal degradation kinetics of anthocyanins from blood orange, blackberry, and roselle
using the Arrhenius, Eyring, and Ball models. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 57, n. 14, p. 6285-6291, 2009.

CLIFFORD, M.N. Anthocyanins: nature, occurrence and dietary burden. Journal of the
Science of Food and Agriculture, v. 80, n. 7, p. 1063-1072, 2000.

CONNOR, A.M.; LUBY, J.J.; HANCOCK, J.F.; BERKHEIMER, S.; HANSON, E.J.
Changes in fruit antioxidant activity among blueberry cultivars during cold-temperature
storage. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 50, n. 4, p. 893-898, 2002.

COULTATE, T.P. Corantes. In: . Alimentos: a quimica dos seus componentes. 3.
ed. Porto Alegre: Artmed, 2004. Cap. 6, p. 145-182.

DATAMONITOR. Functional food and drink consumption trends: how to target self-
medicating consumers with high-nutrient products. [S.1.: s.n.], 2007. Disponivel em:
<http://www.datamonitor.com/products/free/Report/DMCM?2982/010dmcm2982.pdf>.
Acesso em 07 jun. 2010.

104



DE ANCOS, B.; IBANEZ, E.; REGLERO, G.; CANO, M.P. Frozen storage effects on
anthocyanins and volatile compounds of raspberry fruit. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v. 48, n. 3, p. 873-879, 2000.

DOYMAZ, |. Drying kinetics of black grapes treated with different solutions. Journal of
Food Engineering, v. 76, n. 2, p. 212-217, 2006.

. Convective drying kinetics of strawberry. Chemical Engineering and Processing,
v. 47, n. 5, p. 914-919, 2008.

EUROMONITOR INTERNACIONAL. Navigating wellbeing: today and tomorrow in
functional food and drinks. [S.I.: s.n.], 2010. Disponivel em:
<http://www.euromonitor.com/navigating-wellbeing-today-and-tomorrow-in-functional-

food-and-drinks/report>. Acesso em 03 jan. 2012.

FACHINELLO, J.C. Mirtilo. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 30, n. 2, p. 285-576,
2008.

FANG, Z.; ZHANG, Y.; LU, Y.; MA, G.; CHEN, J.; LIU, D.; YE, X. Phenolic compounds
and antioxidant capacities of bayberry juices. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 113, n. 4, p. 884-888, 20009.

FAO. Food and agricultural commodities production. Roma: FAOSTAT, 2010.
Disponivel em: <http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx>. Acesso em 03 jan. 2012.

FARIA A.; OLIVEIRA J.; NEVES P.; GAMEIRO, P.; SANTOS-BUELGA, C.; FREITAS,
V.; MATEUS, N. Antioxidant properties of prepared blueberry (Vaccinium myrtillus)

extracts. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 53, n. 17, p. 6896-6902, 2005.

FELLOWS, P.J. Food processing technology: principles and practice. 2nd ed. Cambridge:
Woodhead Publishing, 2000. 610p.

105



FLESCHHUT, J.; KRATZER, F.; RECHKEMMER, G.; KULLING, S. E. Stability and
biotransformation of various dietary anthocyanins in vitro. European Journal of
Nutrition, v. 45, n. 1, p. 7-18, 2006.

FRANCIS, F.J. Analysis of anthocyanins. In: Markakis, P. (Ed.). Anthocyanins as food
colors. New York: Academic Press, 1982. p. 182-207.

GAO, L.; MAZZA, G. Quantitation and distribution of simple and acylated anthocyanins and
other phenolics in blueberries. Journal of Food Science, v. 59, n. 5, p. 1057-1059, 1994,

GARAU, M.C.; SIMAL, S.; ROSELLO, C.; FEMENIA, A. Effect of air-drying temperature
on physico-chemical properties of dietary fibre and antioxidant capacity of orange (Citrus
aurantium v. Canoneta) by-products. Food Chemistry, v. 104, n. 3, p. 1014-1024, 2007.

GARZON, G.A.; WROLSTAD, R.E. Comparison of the stability of pelargonidin-based
anthocyanins in strawberry juice and concentrate. Journal of Food Science, v. 67, n. 4, p.
1288-1299, 2002.

GIUSTI, M.M.; WROLSTAD, R.E. Acylated anthocyanins from edible sources and their
applications in food systems. Biochemical Engineering Journal, v. 14, n. 3, p. 217-225,
2003.

HALLIWELL, B. Oxidative stress and neurodegeneration: where are we now? Journal of
Neurochemistry, v. 97, n. 6, p. 1634-1658, 2006.

HARBORNE, J.B.; WILLIAMS, C.A. Advances in flavonoid research since 1992.
Phytochemistry, v. 55, n. 6, p. 481-504, 2000.

HARBOURNE, N.; JACQUIER, J.C.; MORGAN, D.J.; LYNG, J.G. Determination of the

degradation kinetics of anthocyanins in a model juice system using isothermal and non-
isothermal methods. Food Chemistry, v. 111, n. 1, p. 204-208, 2008.

106



HASLER, C.M. Functional foods: their role in disease prevention and health promotion. Food
Technology, v. 52, n. 11, p. 63-70, 1998.

. Prélogo. In: MAZZA, G. (Ed.). Alimentos funcionales: aspectos bioquimicos y de
procesado. Zaragoza: Editorial ACRIBIA, p. x-xiv, 2000.

HEINONEN, I.M.; MEYER, A.S.; FRANKEL, E.N. Antioxidant activity of berry phenolics
on human low-density lipoprotein and liposome oxidation. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v. 46, n. 10, p. 4107-4112, 1998.

HILLEBRAND, S.; SCHWARZ, M.; WINTERHALTER, P. Characterization of
anthocyanins and pyranoanthocyanins from blood orange [Citrus sinensis (L.) Osbeck]
juice. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 52, n. 24, p. 7331-7338, 2004.

HILLMANN, M.C.R.; BURIN, V.M.; BORDIGNON-LUIZ, M.T. Thermal degradation
kinetics of anthocyanins in grape juice and concentrate. International Journal of Food
Science and Technology, v. 46, n. 9, p. 1997-2000, 2011.

HOYE, C. JR.; ROSS, C.F. Total phenolic content, consumer acceptance, and instrumental
analysis of bread made with grape seed flour. Journal of Food Science, v. 76, n. 7, p.
S428-5S436, 2011.

IBRAF. Instituto Brasileiro de Frutas. Comparativo das exportacdes brasileiras de frutas
frescas 2010-2009. [S.I.: s.n.], 2011. Disponivel em:

<http://www.ibraf.org.br/estatisticas/est_frutas.asp>. Acesso em: 03 jan. 2012.
. Comparativo das importacdes brasileiras de frutas frescas 2010-2009. [S.1.: s.n.],
2011. Disponivel em: <http://www.ibraf.org.br/estatisticas/est_frutas.asp>. Acesso em: 03

jan. 2012.

JOSEPH, J.A.; DENISOVA, N.A.; ARENDASH, G.; GORDON, M.; DIAMOND, D;
SHUKITT-HALE, B.; MORGAN, D. Blueberry supplementation enhances signaling and

107



prevents behavioral deficits in an Alzheimer disease model. Nutritional Neuroscience, v.
6, n. 3, p. 153-162, 2003.

KADER, F.; HALUK, J-P.; NICOLAS, J-P.; METCHE, M. Degradation of cyanidin-3-
glucoside by blueberry polyphenoloxidase: kinetic studies and mechanisms. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 46, n. 8, p. 3060-3065, 1998.

KADER, F.; IRMOULLI, M.; NICOLAS, J-P.; METCHE, M. Involvement of blueberry
peroxidase in the mechanisms of anthocyanin degradation in blueberry juice. Journal of
Food Science, v. 67, n. 3, p. 910-915, 2002.

KADER, F.; ROVEL, B.; GIRARDIN, M.; METCHE, M. Fractionation and identification of
the phenolic compounds of Highbush blueberries (Vaccinium corymbosum, L.). Food
Chemistry, v. 55, n. 1, p. 35-40, 1996.

. Mechanism of browning in fresh highbush blueberry fruit (Vaccinium corymbosum
L): role of blueberry polyphenoloxidase, chlorogenic acid and anthocyanins. Journal of
the Science of Food and Agriculture, v. 74, n. 1, p. 31-34, 1997.

KAHKONEN, M.P.; HEINAMAKI, J.; OLLILAINEN, V.; HEINONEN, M. Berry
anthocyanins: isolation, identification and antioxidant activities. Journal of the Science of
Food and Agriculture, v. 83, n. 14, p. 1403-1411, 2003.

KALT, W.; FORNEY, C.F.; MARTIN, A.; PRIOR, R.L. Antioxidant capacity, vitamin C,
phenolics, and anthocyanins after fresh storage of small fruits. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, v. 47, n. 11, p. 4638-4644, 1999.

KALT, W.; HANNEKEN, A.; MILBURY, P.;: TREMBLAY, F. Recent research on

polyphenolics in vision and eye health. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.
58, n. 7, p. 4001-4007, 2010.

108



KALT, W.; MCDONALD, J.E. Chemical composition of Lowbush blueberry cultivars.
Journal of the American Society for Horticultural Science, v. 121, n. 1, p. 142-146,
1996.

KALT, W.; MCDONALD, J.E.; DONNER, H. Anthocyanins, phenolics, and antioxidant
capacity of processed Lowbush blueberry products. Journal of Food Science, v. 65, n. 3,
p. 390-393, 2000.

KALT, W.; MCDONALD, J.E.; RICKER, R.D.; LU, X. Anthocyanin content and profile
within and among blueberry species. Canadian Journal of Plant Science, v. 79, n. 4, p.
617-623, 1999.

KATSUBE, N.; IWASHITA, K.; TSUSHIDA, T.; YAMAKI, K.; KOBORI, M. Induction of
apoptosis in cancer cells by bilberry (Vaccinium myrtillus) and the anthocyanins. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, v. 51, n. 1, p. 68-75, 2003.

KAY, C.D.; HOLUB, B.J. The effect of wild blueberry (Vaccinium angustifolium)
consumption on postprandial serum antioxidant status in human subjects. British Journal
of Nutrition, v. 88, n. 4, p. 389-397, 2002.

KECHINSKI, C.P.; GUIMARAES, P.V.R.; NORENA, C.P.Z.; TESSARO, I.C.;
MARCZAK, L.D.F. Degradation kinetics of anthocyanin in blueberry juice during thermal

treatment. Journal of Food Science, v. 75, n. 2, p. C173-C176, 2010.

KOCA, |.; KARADENIZ, B. Antioxidant properties of blackberry and blueberry fruits grown
in the Black Sea region of Turkey. Scientia Horticulturae, v. 121, n. 4, p. 447-450, 2009.

KONG, J. M.; CHIA, L. S.; GOH, N. K.; CHIA, T. F.; BROUILLARD, R. Analysis and
biological activities of anthocyanins. Phytochemistry, v. 64, n. 5, p. 923-933, 2003.

KRIKORIAN, R.; SHIDLER, M.D.; NASH, T.A.; KALT, W.; VINQVIST-TYMCHUK,
M.L.; SHUKITT-HALE, B.; JOSEPH, J.A. Blueberry supplementation improves memory

109



in older adults. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 58, n. 7, p. 3996-4000,
2010.

KUSKOSKI, E.M.; ASUERO, A.G.; GARCIA-PARILLA, M.C.; TRONCOSO, A.M.; FETT,
R. Actividad antioxidante de pigmentos antocianicos. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
V. 24,n. 4, p. 691-693, 2004.

LAJOLO, F.M. Alimentos funcionais: uma visao geral. In: DE ANGELIS, R.C. A
importéncia dos alimentos vegetais na protecdo da saude: fisiologia da nutri¢do
protetora e preventiva de enfermidades degenerativas. Sdo Paulo: Atheneu, 2005. p. 175-
181.

LATTI, A.K.; KAINULAINEN, P.S.; HAYIRLIOGLU-AYAZ, S.; AYAZ, F.A.; RIIHINEN,
K.R. Characterization of anthocyanins in Caucasian blueberries (Vaccinium arctostaphylos
L.) native to Turkey. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 57, n. 12, p. 5244-
5249, 20009.

LEE, J.; WROLSTAD, R.E. Extraction of anthocyanins and polyphenolics from blueberry
processing waste. Journal of Food Science, v. 69, n. 7, p. C564-C573, 2004.

LONG, G.L.; WINEFORDNER, J.D. Limit of detection: a closer look at the IUPAC
definition. Analytical Chemistry, v. 55, n. 7, p. 712-724, 1983.

MANACH, C.; SCALBERT, A.; MORAND, C.; REMESY, C. JIMENEZ, L. Polyphenols:
food sources and bioavailability. The American Journal of Clinical Nutrition, v. 79, n.
5, p. 727-747, 2004.

MANZOCCO, L.; CALLIGARIS, S.; MASTROCOLA, D.; NICOLI, M.C.; LERICI, C.R.
Review of non-enzymatic browning and antioxidant capacity in processed foods. Trends
in Food Science & Technology, v. 11, n. 9-10, p. 340-346, 2001.

MARTINEAU, L.C.; COUTURE, A.; SPOOR, D.; BENHADDOU-ANDALOQOUSSI, A,;
HARRIS, C.; MEDDAH, B.; LEDUC, C.; BURT, A.; VUONG, T.; LE, P.M.; PRENTKI,

110



M.; BENNETT, S.A.; ARNASON, M.J.T.; HADDAD, P.S. Anti-diabetic properties of the
canadian lowbush blueberry Vaccinium angustifolium Ait. Phytomedicine, v. 13, n. 9-10,
p. 612623, 2006.

MATSUI, T.; UEDA, T.; OKI, T.; SUGITA, K.; TERAHARA, N.; MATSUMOTO, K.
Alpha-glucosidase inhibitory action of natural acylated anthocyanins. 1. Survey of natural
pigments with potent inhibitory activity. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
v. 49, n. 4, p. 1948-1951, 2001.

MATSUMOTO, H.; NAKAMURA, Y.; TACHIBANAKI, S.; KAWAMURA, S,;
HIRAYAMA, M. Stimulatory effect of cyanidin 3-glycosides on the regeneration of
rhodopsin. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 51, n. 12, p. 3560-3563,
2003.

MAZZA, G. Anthocyanins and heart health. Annali dell’Istituto Superiore di Sanita, v.43,
n.4, p. 369-374, 2007.

MAZZA, G.; KAY, C.D.; COTTRELL, T.; HOLUB, B.J. Absorption of anthocyanins from
blueberries and serum antioxidant status in human subjects. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v. 50, n. 26, p. 7731-7737, 2002.

MEIERS, S.; KEMENY, M.; WEYAND, U.; GASTPAR, R.; VON ANGERER, E;;
MARKO, D. The anthocyanidins cyanidin and delphinidin are potent inhibitors of the
epidermal growth-factor receptor. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 49, n.
2, p. 958-962, 2001.

MENDONCA, L.M.V.L,; CONCEI(}AO, A. da; PIEDADE, J.; CARVALHO, V.D. de;
THEODORO, V.C.A. Caracterizagdo da composic¢ao quimica e do rendimento dos
residuos industriais do lim&o Tahiti (Citrus latifolia Tanaka). Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, v. 26, n. 4, p. 870-874, 2006.

MOLINA, J.M.; CALVO, D.; MEDINA, J.J.; BARRAU, C.; ROMERO, F. Fruit quality

parameters of some southern highbush blueberries (Vaccinium xcorymbosum L.) grown in

111



Andalusia (Spain). Spanish Journal of Agricultural Research, v. 6, n. 4, p. 671-676,
2008.

NICOUE, E.E.; SAVARD, S.; BELKACEMI, K. Anthocyanins in wild blueberries of
Quebec: extraction and identification. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.
55, n. 14, p. 5626-5635, 2007.

OLIVEIRA, C.; AMARO, F.; PINHO, O.; FERREIRA, 1.M.P.L.V.O. Cooked blueberries:
anthocyanin and anthocyanidin degradation and their radical-scavenging activity. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, v. 58, n. 16, p. 9006-9012, 2010.

PATRAS, A.; BRUNTON, N.P.; O’'DONNELL, C.; TIWARI, B.K. Effect of thermal
processing on anthocyanin stability in foods: mechanisms and kinetics of degradation.
Trends in Food Science and Technology, v. 21, n. 1, p. 3-11, 2010.

PILJAC-ZEGARAG, J.; SAMEC, D. Antioxidant stability of small fruits in postharvest
storage at room and refrigerator temperatures. Food Research International, v. 44, n. 1,
p. 345-350, 2011.

PILJAC-ZEGARAG, J.; VALEK, L.; MARTINEZ, S.; BELSCAK, A. Fluctuations in the
phenolic content and antioxidant capacity of dark fruit juices in refrigerated storage. Food
Chemistry, v. 113, n. 2, p. 394-400, 2009.

PINELO, M.; MANZOCCO, L.; NUNEZ, M.J.; NICOLI, M.C. Interaction among phenols in
food fortification: negative synergism on antioxidant capacity. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, v. 52, n. 5, p. 1177-1180, 2004.

PRIOR, R.L. Antioxidant capacity and health benefits of fruits and vegetables: blueberries,
the leader of the pack. In: PROCEEDINGS OF THE 32" ANNUAL OPEN HOUSE
NORTH CAROLINA BLUEBERRY COUNCIL, 1998, Portland, USA. US Highbush
Blueberry Council. Disponivel em: <http://www.blueberry.org/antioxidants.htm>. Acesso
em: 15 jul. 2010.

112


http://www.blueberry.org/antioxidants.htm

PRIOR, R.L.; CAQ, G.; MARTIN, A.; SOFIC, E.; MCEWEN, J.; O’BRIEN, C.; LISCHNER,
N.; EHLENFELDT, M.; KALT, W.; KREWER, G.; MAINLAND, C.M. Antioxidant
capacity as influenced by total phenolic and anthocyanin content, maturity, and variety of
Vaccinium species. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 46, n. 7, p. 2686—
2693, 1998.

PRIOR, R.L.; WU, X.; GU, L. Flavonoid metabolism and challenges to understanding
mechanisms of health effects. Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 86, n.
15, p. 2487-2491, 2006.

QIN, Y.; XIA, M.; MA, J.; HAO, Y.T,; LIU, J.; MOU, H.Y.; CAO, L.; LING, W.H.
Anthocyanin supplementation improves serum LDL- and HDL-cholesterol concentrations
associated with the inhibition of cholesteryl ester transfer protein in dyslipidemic subjects.
The American Journal of Clinical Nutrition, v. 90, n. 3, p. 485-92, 2009.

RASEIRA, M.C.B. Descric¢do da planta, melhoramento genético e cultivares. In:
SCHIMULFENING, D.O.; BANDEIRA, D.L.; QUINCOZES, E.R.F. (Ed.). Sistema de
producdo do mirtilo. Pelotas: Embrapa Clima Temperado, 2007. (Embrapa Clima
Temperado. Sistemas de Producéo, 8). Disponivel em:
<http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Mirtilo/SistemaProducaoMirt

ilo/descricao.htm>. Acesso em: 10 jan. 2012.

RASEIRA, M.C.B.; ANTUNES, L.E.C. A cultura do mirtilo. Pelotas: Embrapa Clima
Temperado, 2004. 67p. (Embrapa Clima Temperado. Documentos, 121).

RE, R.; PELLEGRINI, N.; PROTEGGENTE, A.; PANNALA, A.; YANG, M.; RICE-
EVANS, C. Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation decolorization
assay. Free Radical Biology and Medicine, v. 26, n. 9-10, p.1231-1237, 1999.

RECHNER, A.R.; KRONER, C. Anthocyanins and colonic metabolites of dietary

polyphenols inhibit platelet function. Thrombosis Research, v. 116, n. 4, p. 327-334,
2005.

113



RIBEIRO, E.P.; SEVERALLI, E.A.G. Pigmentos. In: . Quimica de alimentos. Sao
Paulo: Edgard Blucher: Instituto Maua de Tecnologia, 2004. Cap. 5, p. 145-168.

ROBERFROID, M. Functional food science: concepts and strategies. In. MERCADANTE,
A.Z. et al. (Ed.). Ciéncia de alimentos: avancos e perspectivas. Campinas:
FEA/UNICAMP, 2001. Vol. 2, p. 193-195.

RODRIGUEZ, E.B.; FLAVIER, M.E.; RODRIGUEZ-AMAYA, D.B.; AMAYA-FARFAN,
J. Phytochemicals and functional foods: current situation and prospect for developing
countries. Seguranca Alimentar e Nutricional, v. 13, n. 1, p. 1-22, 2006.

RODRIGUEZ, M.A.R.; ODERIZ, M.L.V.; LOZANO, J.S.; HERNANDEZ, J.L. Estudio de la
composicion quimica de pequefios frutos: arandano, frambuesa, grosella blanca, grosella
negra, grosella roja y zarzamora producidos en Galicia. Industria Conserve, v. 67, n. 1, p.
29-33, 1992.

ROSSI, M.; GIUSSANI, E.; MORELLI, R.; LO SCALZO, R.; NANI, R.C,
TORREGGIANI, D. Effect of fruit blanching on phenolics and radical scavenging activity
of highbush blueberry juice. Food Research International, v. 36, n. 9, p. 999-1005, 2003.

RUFINO, M.S.M.; ALVES, R.E.; DE BRITO, E.S.; PEREZ-JIMENEZ, J.; SAURA-
CALIXTO, F.; MANCINI-FILHO, J. Bioactive compounds and antioxidant capacities of
18 non-traditional tropical fruits from Brazil. Food Chemistry, v. 121, n. 4, p. 996-1002,
2010.

SADILOVA, E.; STINTZING, F.C.; CARLE, R. Thermal degradation of acylated and
nonacylated anthocyanins. Journal of Food Science, v. 71, n. 8, p. C504-C512, 2006.

SAFTNER, R.; POLASHOCK, J.; EHLENFELDT, M.; VINYARD, B. Instrumental and

sensory quality characteristics of blueberry fruit from twelve cultivars. Postharvest
Biology and Technology, v. 49, n. 1, p. 19-26, 2008.

114



SANTANA, M.F.S. de; SILVA, I.C. Elaboracédo de biscoitos com residuo da extragdo de
suco de caju. Belém: Embrapa Amazoénia Oriental, 2008. p. 1-4. (Embrapa Amazonia

Oriental. Comunicado Técnico, 214).

SANTOS, A.M. dos; RASEIRA, M.C.B. O cultivo do mirtilo. Pelotas: Embrapa Clima
Temperado, 2002. 17p. (Embrapa Clima Temperado. Documentos, 96).

SATUE-GRACIA, M.T.; HEINONEN, M.; FRANKEL, E. Anthocyanins as antioxidants on
human low-density lipoprotein and lecithin-liposome systems. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, v. 45, n. 9, p. 3362-3367, 1997.

SCHWARTZ, S.J.; VON ELBE, J.H.; GIUSTI, M. Colorants. In: DAMODARAN, S.;
PARKIN, K.L.; FENNEMA, O.R. (Ed.). Fennema’s food chemistry. 4" ed. Boca Raton:
CRC Press, 2008. p. 571-638.

SEERAM, N.P. Berry fruits: compositional elements, biochemical activities, and the impact
of their intake on human health, performance, and disease. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v. 56, n. 3, p. 627-629, 2008.

SEERAM, N.P.; ADAMS, L.S.; ZHANG, Y.; LEE, R.; SAND, D.; SCHEULLER, H.S;;
HEBER, D. 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, v. 54, n. 25, p. 9329-9339, 2006.

SEERAM, N.P.; AVIRAM, M.; ZHANG, Y.; HENNING, S. M.; FENG, L.; DREHER, M.;
HEBER, D. Comparison of antioxidant potency of commonly consumed polyphenol-rich
beverages in the United States. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 56, n. 4,
p. 1415-1422, 2008.

SELLAPPAN, S.; AKOH, C.C.; KREWER, G. Phenolic compounds and antioxidant capacity

of Georgia-grown blueberries and blackberries. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 50, n. 8, p. 2432-2438, 2002.

115



SGARBIERI, V.C.; PACHECO, M.T.B. Revisdo: alimentos funcionais fisioldgicos.
Brazilian Journal of Food Technology, v. 2, n. 1-2, p. 7-19, 1999.

SKREDE, G.; WROLSTAD, R.E.; DURST, R.W. Changes in anthocyanins and
polyphenolics during juice processing of Highbush blueberries (Vaccinium corymbosum
L.). Journal of Food Science, v. 65, n. 2, p. 357-364, 2000.

SMITH, M.A.L.; MARLEY, K.A.; SEIGLER, D.; SINGLETARY, K.W.; MELINE, B.
Bioactive properties of wild blueberry fruits. Journal of Food Science, v. 65, n.2, p. 352-
356, 2000.

SOMSONG, P.; SRZEDNICKI, G.; KONCZAK, I.; LOHACHOOMPOL, V. Effects of
preconditioning on quality of dried blueberries. Archive of Julius-Kuhn, n. 425, p. 264-
269, 2010.

SOUSA, M.B.; CURADO, T.; VASCONCELLOS, F.N.; TRIGO, M.J. Mirtilo: qualidade
pos-colheita. Folhas de Divulgacdo AGRO, v. 556, n. 8, p. 1-33, 2007,

SRIVASTAVA, A.; AKOH, C.C,; YI, W.; FISCHER, J.; KREWER, G. Effect of storage
conditions on the biological activity of phenolic compounds of blueberry extract packed in
glass bottles. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 55, n. 7, p. 2705-2713,
2007.

STEINMETZ, K.A.; POTTER, J.D. Vegetables, fruits, and cancer prevention: a review.
Journal of the American Dietetic Association, v. 96, n. 10, p. 1027-1039, 1996.

STEPHEN, A.M. Aspectos normativos de los productos funcionales. In: MAZZA, G. (Ed.).
Alimentos funcionales: aspectos bioguimicos y de procesado. Zaragoza: Editorial

ACRIBIA, 2000. p. 401-439.

STOCKHAMMER, S.; STOLZE, K.; ROHR-UDILOVA, N.; CHIZZOLA, R.; ZITTERL-
EGLSEER, K.; FRANZ, C. Antioxidant activity of phytogenous industrial waste and

116



derived extracts for the production of feed and food additives. International Journal of
Food Science and Technology, v. 44, n. 4, p. 702-710, 2009.

STOJANOVIC, J.; SILVA, J.L. Influence of osmotic concentration, continuous high
frequency ultrasound and dehydration on antioxidants, colour and chemical properties of
rabbiteye blueberries. Food Chemistry, v. 101, n. 3, p. 898-906, 2007.

STRINGHETA, P.C.; BOBBIO, P.A. Copigmentacdo de antocianinas. Biotecnologia
Ciéncia e Desenvolvimento, v. 14, p. 34-37, 2000.

TSUDA, T. Regulation of adipocyte function by anthocyanins; possibility of preventing the
metabolic syndrome. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 56, n. 3, p. 642—
646, 2008.

TSUDA, T.; HORIO, F.; UCHIDA, K.; AOKI, H.; OSAWA, T. Dietary cyanidin 3-O-f-D-
glucoside-rich purple corn color prevents obesity and ameliorates hyperglycemia in mice.
Journal of Nutrition, v. 133, n. 7, p. 2125-2130, 2003.

USDA. U.S. Department of Agriculture, Agricultural Research Service. USDA National
Nutrient Database for Standard Reference. [S.I.: s.n.], 2011. (Release 24). Disponivel

em: <http://www.ars.usda.gov/nutrientdata>. Acesso em: 12 out. 2011,

VASCO, C.; RIIHINEN, K.; RUALES, J.; KAMAL-ELDIN, A. Chemical composition and
phenolic compound profile of mortifio (Vaccinium floribundum Kunth). Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 57, n. 18, p. 8274-8281, 2009.

VASCO, C.; RUALES, J.; KAMAL-ELDIN, A. Total phenolic compounds and antioxidant
capacities of major fruits from Ecuador. Food Chemistry, v. 111, n. 4, p. 816-823, 2008.

VAZQUEZ-ARAUJO, L.; CHAMBERS 1V, E.; ADHIKARI, K.; CARBONELL-
BARRACHINA, A.A. Sensory and physicochemical characterization of juices made with
pomegranate and blueberries, blackberries, or raspberries. Journal of Food Science, v. 75,
n. 7, p. S398-S404, 2010.

117


http://lattes.cnpq.br/5729404605758008
http://www.ars.usda.gov/nutrientdata

VEGA-GALVEZ, A.; LEMUS-MONDACA, R.; TELLO-IRELAND, C.; MIRANDA, M.;
YAGNAM, F. Kinetic study of convective drying of blueberry variety O’Neil (Vaccinium
corymbosum L.). Chilean Journal of Agricultural Research, v. 69, n. 2, p. 171-178,
2009.

VEGA-MERCADO, H.; GONGORA-NIETO, M.M.; BARBOSA-CANOVAS, G.V.
Advances in dehydration of foods. Journal of Food Engineering, v. 49, n. 4, p. 271-289,
2001.

VERAS, R. Envelhecimento populacional contemporaneo: demandas, desafios e inovagoes.
Revista de Saude Publica, v. 43, n. 3, p. 548-554, 2009.

WANG, H.; CAO, G.; PRIOR, R.L. Oxygen radical absorbing capacity of anthocyanins.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 45, n. 2, p. 304-309, 1997.

WANG, H.; NAIR, M.G.; STRASBURG, G.M.; CHANG, Y.C.; BOOREN, A.M.; GRAY,
J.I.; DEWITT, D.L. Antioxidant and antiinfammatory activities of anthocyanins and their
aglycone, cyanidin, from tart cherries. Journal of Natural Products, v. 62, n. 2, p. 294-
296, 1999.

WANG, J.; MAZZA, G. Inhibitory effects of anthocyanins and other phenolic compounds on
nitric oxide production in LPS/IFN-y-Activated RAW 264.7 macrophages. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 50, n. 4, p. 850-857, 2002a.

. Effects of anthocyanins and other phenolic compounds on the production of tumor

necrosis factor a in LPS/IFN-y-activated RAW 264.7 macrophages. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 50, n. 15, p. 4183-4189, 2002b.

118



WANG, S.Y.; CHEN, C.T.; SCIARAPPA, W.; WANG, C.Y.; CAMP, M.J. Fruit quality,
antioxidant capacity, and flavonoid content of organically and conventionally grown
blueberries. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 56, n. 14, p. 5788-5794,
2008.

WANG, S.Y.; JIAO, H. Scavenging capacity of berry crops on superoxide radicals, hydrogen
peroxide, hydroxyl radicals, and singlet oxygen. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 48, n. 11, p. 5677-5684, 2000.

WANG, W.D.; XU, S.Y. Degradation kinetics of anthocyanins in blackberry juice and
concentrate. Journal of Food Engineering, v. 82, n. 3, p. 271-275, 2007.

WESTSTRATE, J.A.; POPPEL, G.V.; VERSCHUREN, P.M. Functional foods, trends and
future. British Journal of Nutrition, v. 88, n. 2, p. S233-S235, 2002.

WHITE, B.L.; HOWARD, L.R.; PRIOR, R.L. Proximate and polyphenolic characterization
of cranberry pomace. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 58, n. 7, p. 4030-
4036, 2010.

. Impact of different stages of juice processing on the anthocyanin, flavonol, and
procyanidin contents of cranberries. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 59,
n. 9, p. 4692-4698, 2011.

WHO. Diet, nutrition and the prevention of chronic diseases: report of a joint FAO/WHO
expert consultation. Geneva: World Health Organization, 2003. 149p. (WHO Technical
Report Series, 916). Disponivel em: <http://whqglibdoc.who.int/trs/fWHO_TRS_916.pdf>.
Acesso em: 01 jun. 2010.

. Global strategy on diet, physical activity and health. In: Fifty-seventh World Health
Assembly. Geneva: World Health Organization, 2004. 18p. (Resolution WHA 57.17).

Disponivel em:

119


http://whqlibdoc.who.int/trs/WHO_TRS_916.pdf

<http://www.who.int/dietphysicalactivity/strategy/eb11344/strategy_english_web.pdf>.
Acesso em: 01 jun. 2010.

WROLSTAD, R.E. Anthocyanin pigments: bioactivity and coloring properties. Journal of
Food Science, v. 69, n. 5, p. C419-C421, 2004.

YI, W.; FISCHER, J.; KREWER, G.; AKOH, C.C. Phenolic compounds from blueberries can
inhibit colon cancer cell proliferation and induce apoptosis. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v. 53, n. 18, p. 7320-7329, 2005.

YILMAZ, Y.; TOLEDO, R. Antioxidant activity of water-soluble Maillard reaction products.
Food Chemistry, v. 93, n. 2, p. 273-278, 2005.

YUE, X.; XU, Z. Changes of anthocyanins, anthocyanidins, and antioxidant activity in
bilberry extract during dry heating. Journal of Food Science, v. 73, n. 6, p. C494-C499,
2008.

ZANATTA, C.F.; CUEVAS, E.; BOBBIO, F.O.; WINTERHALTER, P.; MERCADANTE,
A.Z. Determination of anthocyanins from camu-camu (Myrciaria dubia) by HPLC-PDA,
HPLC-MS and NMR. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 53, n. 24, p.
9531-9535, 2005.

ZHANG, Y.; VAREED, S.K.; NAIR, M.G. Human tumor cell growth inhibition by nontoxic
anthocyanidins, the pigments in fruits and vegetables. Life Sciences, v. 76, n. 13, p. 1465-
1472, 2005.

ZHENG, W.; WANG, S.Y. Oxygen radical absorbing capacity of phenolics in blueberries,

cranberries, chokeberries, and lingonberries. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 51, n. 2, p. 502-509, 2003.

120



