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RESUMO

ROCHA, Fernanda Izabel Garcia da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
dezembro de 2009. Avaliacdo da cor e da atividade antioxidante da
polpa e extrato de mirtilo (vaccinium myrtillus) em p6. Orientador:
Paulo César Stringheta. Coorientadores: Afonso Mota Ramos e Helena
Maria Pinheiro Sant'Ana.

O mirtilo (Vaccinium myrtillus) tem chamado a atengédo de produtores e
consumidores nos ultimos anos, devido a sua qualidade nutricional e beneficios
a saude. E fonte rica de pigmentos naturais, principalmente antocianinas, e
apresenta alto valor agregado devido a associacdo como alimento funcional. O
presente trabalho teve por objetivo caracterizar e avaliar polpa e extrato de
mirtilo da variedade Bluegem produzido na regiao Sudeste do pais, bem como
a avaliagcao do efeito de métodos de secagem sobre as propriedades fisico-
quimicas e dos compostos bioativos nos produtos em pd obtidos,
imediatamente apos a secagem. Foi determinada a composigéo centesimal da
polpa e casca, e as seguintes analises fisico-quimicas foram conduzidas
independentemente para polpa e extrato: sélidos soluveis totais, acidez total
titulavel, pH, acucares redutores e total, coordenadas de cor (L*, a* b*, h* e
C*), antocianinas por espectrofotometria e CLAE, compostos fendlicos e
atividade antioxidante por DPPH. O teor médio de SST foi semelhante para
polpa e extrato, ao redor de 11,4 °Brix; a ATT da polpa expressa em acido
citrico foi de 0,42; o pH foi de 3,30 na polpa e 3,27 no extrato; o teor de
agucares totais na polpa foi de 6,44 g/100 mL e o de agucares redutores foi de
0,51 g/100 mL. A concentragéo de polifendis foi de 317,60 e 2007 mg AGE/100
g; antocianinas totais foi de 58,95 e 1182 mg/100 g; a atividade antioxidante foi
de 32,50 e 42,88%, para polpa e extrato, respectivamente. O mirtilo provou ser
rico em compostos fendlicos e antocianinas, bem como possuir boa atividade
antioxidante. Uma alternativa para a preservagao do mirtlo € a sua
desidratacao pelo processo de atomizagao ou por liofilizagdo, que permitem a
obtencdo de polpa e extrato de mirtilo desidratado com elevado teor de

compostos bioativos. Na segunda fase do trabalho, amostras da polpa e extrato

vii



de mirtlo em p6 foram preparadas em fungdo da adicdo de 20% de
maltodextrina 10 DE, e desidratadas por dois métodos de secagem
(atomizacdo e liofilizacdo). Foram avaliadas antocianinas totais por
espectrofotometria e CLAE, polifendis, atividade antioxidante por DPPH,
agucares totais e redutores, umidade, atividade da agua (Aa), além de
colorimetria de h* (tonalidade) e C* (saturagdo). A amostra em pd com maior
teor de antocianinas totais e polifenois totais foi obtida a partir do extrato
quando a secagem foi realizada em liofilizador, com 2938,94 mg/100g de
antocianinas e 7680 mg AGE/100g de polifendis. A percentagem da atividade
antioxidante por DPPH do extrato foi maior quando a secagem foi realizada em
atomizacdo, com 74,9% de capacidade sequestrante. A saturacdo foi
diferenciada entre os métodos de secagem, sendo de 7,74 quando o extrato foi
desidratado por liofilizacdo, e de 30,51 na secagem por atomizagdo. Esta
diferenca resulta em maior intensidade da cor vermelha para o extrato
atomizado; para os valores de h* ndo houve diferengca entre os métodos de

secagem.
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ABSTRACT

ROCHA, Fernanda lzabel Garcia da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
December, 2009. Evaluation of coloration and antioxidant activity
of powder pulp and extract from blueberry (Vaccinium myrtillus)
fruits. Adviser: Paulo César Stringheta. Co-Advisers: Afonso Mota
Ramos and Helena Maria Pinheiro Sant'Ana .

Blueberry (Vaccinium myrtlillus) has drawn the attention of producers
and consumers in recent years due to its nutritional quality and health benefits.
It is a rich source of natural pigments, especially anthocyanins, and shows high
added value due to the association as a functional food. This study aimed to
characterize and evaluate the pulp and extract of blueberry from the variety
Bluegem produced in the Southeastern region of the country, as well as to
evaluate drying methods on the physical and chemical properties and bioactive
compounds in the powders obtained. Right after the drying treatments were
applied, it was determined the centesimal composition of pulp and peel, and the
following physical and chemical analysis were conducted independently for pulp
and extract: SST, ATT, pH, reducing and total sugars, color parameters (L*, a*,
b*, h* and C¥), anthocyanins by spectrophotometry and HPLC, phenolic
compounds and antioxidant activity by DPPH. The SST content was similar for
pulp and extract, about 11.40 ° Brix; the ATT in the pulp expressed as citric acid
was 0.42; the pH was 3.30 in the pulp and 3.27 in the extract; the total sugar
content in the pulp was 6.44 g/100 mL and reducing sugar was 0.51 g/100 mL.
The concentration of polyphenols was 317.60 g and 2007 mgAGE/100; total
anthocyanins was 58.95 and 1182 mg/100 g; antioxidant activity was 32.50 and
42.88%, for pulp and extract respectively. Blueberry proved to be rich in
phenolic compounds and anthocyanins, and and to have a relative antioxidant
activity. An alternative to the preservation of the blueberry is its dehydration by
the atomization process (atomizacgao) or by freeze drying, which allow obtaining

dehydrated blueberry pulp and extract with high content of bioactive
IX



compounds. In the second phase, formulations of blueberry pulp and extract in
powder were prepared according to the addition of 20% maltodextrin DE 10,
and dried by two drying methods (atomizagédo and lyophilization). The following
evaluations were made: anthocyanins by spectrophotometry and HPLC,
polyphenols, antioxidant activity by DPPH, total and reducing sugars, moisture,
water activity (Aa), and colorimetry of h* (hue) and C* (saturation). The powder
formulation with higher content of anthocyanins and phenols was obtained from
the extract when the operations were performed on lyophilizer, with 2938.94
mg/100 g of anthocyanins and 7680 mgAGE/100g of polyphenols. The
percentage of antioxidant activity by DPPH of the extract was higher when the
drying was performed in a atomizagao, with 74.90% of sequestrant capacity.
Saturation differed between drying methods, being 7.74 when the extract was
dried by lyophilization, and 30.51 in the spray-drying. This difference results in
higher intensity of red for the atomized extract; for the values of h*, there was

no difference between the drying methods.



INTRODUCAO GERAL

A cor é associada a muitos aspectos de nossa vida, influenciando de
maneira inconsciente e consciente sentimentos e decisdes, incluindo as que
envolvem a escolha dos alimentos. A aparéncia, seguranga, aceitabilidade e
caracteristicas sensoriais dos alimentos sdo todas afetadas pela cor. Desta
forma, a industria utiliza as cores para selecionar os alimentos e bebidas,
sendo também a maneira como o consumidor percebe e julga a qualidade do
alimento (GRIFFITHS, 2005).

Apesar da alimentacdo ser imprescindivel para a sobrevivéncia,
também é fonte de prazer e satisfagcdo. Seguindo uma ordem inversa do que
aconteceu no passado quando os corantes organicos sintéticos artificiais
foram, progressivamente, substituindo os corantes naturais (PRADO e GODOY,
2004), nos ultimos 20 anos foi observado aumento nas pesquisas e no uso de
pigmentos naturais (CAl et al., 2005).

Ainda segundo estes autores, devido aos corantes naturais serem
geralmente menos estaveis e de custo mais elevado que os sintéticos, seu
estudo e utilizacido atrai cada vez mais a atengao tanto da industria como de
centros de pesquisa no mundo inteiro. Atualmente existe demanda por parte
dos consumidores por alimentos de composi¢cao mais natural. Aléem desta
tendéncia de substituicdo devido a associacdo dos corantes naturais com a
qualidade dos alimentos, existe ainda a limitacdo cada vez maior de corantes
sintéticos para uso na industria (ROY et al., 2004), devido em grande parte a
sua associacdo com reagdes adversas nos consumidores como efeitos
toxicologicos, mutagénicos ou carcinogénicos (STREIT et al., 2005).

O aumento do poder aquisitivo da populagao de baixa renda, verificado
no Brasil apds a estabilizacdo da moeda, aliado a mudanga no habito alimentar
da populagao brasileira observada nos ultimos anos, tém criado demanda para
a producgao de frutas frescas (ANTUNES, 2002). Este aumento no consumo de
frutas e hortalicas deve-se em parte ao seu valor nutritivo e efeitos terapéuticos

(BURNS et al., 2002). Estes alimentos contém diferentes fitoquimicos, muitos



dos quais possuem propriedade antioxidante que pode ser relacionada com o
retardo do envelhecimento e a prevengao de certas doencas (RIETJENS,
2002). Os corantes naturais sdo extraidos de frutas, vegetais, sementes, flores
e raizes. Dentre eles encontram-se as antocianinas, betalainas, carotendides,
carmim, curcuma e clorofilas (STREIT et al., 2005).

A qualidade das frutas depende, em grande parte, da tecnologia
utilizada na colheita e pds-colheita. Os métodos empregados nestas duas fases
nao melhoram a qualidade da fruta, mas retardam os processos de
senescéncia e decomposi¢cdo, garantindo melhor conservagédo e,
consequentemente, oferecendo tempo mais prolongado para a comercializagao
(SILVA, 2000).

A qualidade e a seguranga microbiolégica devem ser consideradas
como prioridade, devido a intensa manipulacdo durante as etapas de
processamento. O aumento na taxa de deterioragcao do fruto € decorrente da
transferéncia da microbiota da casca para a polpa, onde microrganismos
encontram condi¢des favoraveis ao seu desenvolvimento. Varias técnicas tém
sido empregadas para minimizar as perdas poés-colheita, dentre estas se
destaca a desidratacao de frutas (VELIC et al., 2003).

A desidratagdo, tanto por atomizagdo como por liofilizagdo, gera
produtos de maior valor nutritivo, estaveis e versateis, podendo ser utilizados
como aromatizantes, corantes, edulcorantes, vitaminas, minerais, acidulantes,
temperos e medicamentos (DOMINGUES et al., 2002).

O mirtilo € uma planta frutifera de clima temperado pertencente a
familia Ericaceae e ao género Vaccinium. Em média, os frutos possuem 1 cm
de didmetro pesando 1,5 g, podendo ser destinados tanto para o consumo in
natura quanto para o processamento (KLUGE et al., 1994). Seus frutos sdo de
coloracdo azul intenso e polpa de sabor doce-acido, apresentando grande
numero de sementes de pequeno tamanho.

O mirtilo apresenta grande importancia econdmica, especialmente nos
Estados Unidos e Europa, centros de origem das espécies deste género. O
interesse por esta cultura em outras regides tem sido crescente (SANTOS,

2004). Entre as pequenas frutas estudadas, o mirtilo € uma das mais ricas em



antioxidantes. Apresenta conteudo particularmente elevado de polifendis tanto
na casca quanto na polpa, conferindo fungdo de protecao sobre as paredes
celulares (KAUR e KAPOOR, 2001). As antocianinas sao encontradas em
maior quantidade na casca do mirtilo, sendo que lote de frutas menores tem
maior area total de superficie, resultando em maior teor de antioxidante por
peso, quando comparado a extragcao de bagas maiores (CARLSON, 2003).

O teor de antocianinas nos frutos de mirtlo é mais afetado pelo
gendtipo do que por fatores climaticos ou ambientais. Cultivares apresentam
diferencas nos teores de antocianinas, pH, acidez, teor de solidos, teor de
umidade, sabor dos frutos, tamanho das bagas, numero e tamanho de
sementes, entre outros (RASEIRA, 2004).

As antocianinas, como os demais corantes naturais, apresentam
problemas de estabilidade com relagéo a luz, pH, oxigénio. A degradacao pode
ocorrer desde a extragao, purificacdo dos pigmentos até o processamento e
estocagem, sendo que os principais fatores que afetam a estabilidade s&o a
estrutura quimica do pigmento, pH, temperatura e tipo de solvente (LIMA et al.,
2002).

Neste contexto, devido a importancia do mirtlo como fonte de
pigmentos naturais, e do seu alto valor agregado devido a associagdo como
alimento funcional, torna-se importante desenvolver métodos e aprimorar
processos de extracdo e estabilizacdo de antocianinas a partir de frutos de
mirtilo. Além disso, pigmentos naturais sdo caracterizados relativamente pela
baixa estabilidade apds a extragdo, sendo necessario o uso de técnicas que
mantenham estes pigmentos mais estaveis apos o processo de extragao.

Os objetivos deste trabalho foram caracterizar e avaliar a polpa e
extrato de mirtilo, variedade Bluegem, bem como avaliar métodos de secagem
quanto as propriedades fisico-quimicas e dos compostos bioativos nos

produtos em po obtidos.



REVISAO DE LITERATURA

1 - MERCADO DE FRUTAS E POLPAS

O agronegécio brasileiro conta com uma eficiente, moderna e
competitiva fruticultura. O Brasil € o terceiro pélo mundial do setor, perdendo
apenas para China e india, com producdo anual de cerca de 38 milhdes de
toneladas. Em 2006, as vendas externas de frutas frescas (exceto laranja)
alcangaram US$ 471,8 milhdes, com aumento de 95% em comparagdo aos
US$ 241 milhdes em 2002. De janeiro a abril de 2007 houve crescimento em
torno de 50% no valor das exportacdes, comparado com o mesmo periodo do
ano anterior, de US$ 102,3 milhées para US$ 150,1 milhdes (BRASIL, 2007).

A importancia da agregacdo de valor na fruticultura através do
processamento pode ser percebida através da comparagao do valor atual do
mercado internacional de frutas frescas em torno de US$ 23 bilhdes e US$ 90
bilhdes para os produtos processados (VILELA e ARAUJO, 2006). Devido ao
nosso clima privilegiado, as frutas sdo produzidas em regides temperadas ou
tropicais. Além da diversidade climatica, tem-se solo fértii e agua em
abundancia. Esses trés fatores tornam intrinseca a vocacado do Brasil para a
fruticultura (BRASIL, 2007).

O crescimento do consumo interno e externo de sucos naturais e
polpas, aliado a enorme variedade de frutas tropicais passiveis de exploragao e
de desenvolvimento do Brasil, abrem ao pais uma janela de oportunidades no
que diz respeito a producao e a exportagcdo. O Brasil exporta relativamente
pouco suco e polpas de frutas, mas “o aumento da producao de frutas tropicais,
a adocdo de variedades proprias para industrializacdo e a adocdo de
tecnologias modernas de producédo” poderdo aumentar a participagao do pais
no agronegocio mundial (IBRAF, 2001).

A perda de frutas no Brasil durante o manuseio é da ordem de 20 a
50% (DONADIO, 2000). Frutas tropicais usualmente sofrem maiores perdas

devido a maior suscetibilidade aos danos causados durante a colheita,



transporte e pods-colheita, se estes forem inadequados (DONADIO, 2000). A
implantagao de agroindustrias proporciona aproveitamento dos excedentes de
safra, cria empregos permanentes e interioriza o desenvolvimento, além de
agregar valor ao produto final (FACHINELLO, 2008).

O mirtilo, apesar de ser uma espécie de introdugao recente no Brasil, é
largamente cultivado em paises do Hemisfério Norte, principalmente Europa e
Estados Unidos. Nestas regides, a espécie tem grande importancia comercial,
sendo largamente explorados seus beneficios como alimento funcional.

Os Estados Unidos detém 50% da produgao mundial de mirtilo, sendo
o estado do Maine o maior produtor, com 25% da produgao norte-americana. O
Canada (provincias de Quebec e Nova Escdcia) produz 33% e o continente
europeu 16%, cabendo ao restante do mundo apenas 1% de participacdo no
volume produzido em 2002 (EMBRAPA, 2007).

E também nos Estados Unidos onde se encontram os maiores indices
de consumo. Os norte-americanos importam cerca de 82% da produgao do
restante do mundo. A demanda destes mercados tem impulsionado o cultivo
em regides nao-tradicionais como a América do Sul, destacando-se paises
como Chile, com 2.500 ha, Argentina, com 1.500 ha e Uruguai, com 200 ha,
para abastecimento na entressafra (FACHINELLO, 2008).

A primeira exportagdo Argentina ocorreu em 1994 para o Reino Unido,
mas somente em 1997 o pais comecou sua incursdo pelo mercado norte-
americano. Produzindo hoje cerca de 380 ton/ano, 74% dessa produgéo é
destinada ao abastecimento dos Estados Unidos entre os meses de outubro e
dezembro (EMBRAPA, 2007).

A area cultivada no Brasil é superior a 150 hectares, praticamente tudo
para exportacdo. O Rio Grande do Sul é o Estado que mais se destaca na
producdo de mirtilo. Em 2008, 45 produtores cultivando area de 65 ha,
produziram 150 toneladas (FACHINELLO, 2008). O maior mercado consumidor
do Pais é S&o Paulo, e o local onde se encontra o maior niumero de atacadistas
dessa fruta é o Entreposto Terminal de Sdo Paulo (ETSP), da Companhia de
Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo (CEAGESP). Praticamente toda

a producao € comercializada na forma in natura e, uma pequena parte se



destina a industria de sucos, sorvetes e doces (FACHINELLO, 2008).

2 - MIRTILO

2.1 — Caracteristicas da fruta e producao

O mirtilo € uma planta frutifera de clima temperado pertencente a
familia Ericaceae e ao género Vaccinium (RASEIRA e ANTUNES, 2004).
Possui porte arbustivo, com habito ereto ou rasteiro produzindo frutos tipo
baga, de coloragdo azul-escura e formato achatado, coroada pelos lobulos
persistentes do calice, com muitas sementes envolvidas por uma polpa de
coloracéo esbranquigada de sabor doce-acido (KLUGE et al., 1994).

E um arbusto hexapléide, de folhagem decidua no inverno, de 2 — 4 m
de altura, que exige numero variavel de horas de frio por ano com temperaturas
abaixo de 7,2 °C, dependendo do genotipo. Apresenta folhas cartaceas,
glabras, de 4 — 8 cm de comprimento. As flores sdo formadas durante a
primavera quando as plantas ainda estdo sem folhas (HARRI et al., 2006). De
maneira geral, os frutos possuem em torno de 1 cm de didmetro e 1,5 g de
peso (Figura 1), podendo ser destinados tanto para o consumo in natura
quanto ao processamento em forma de purés, sucos ou desidratados, geléias,
tortas, muffins, snacks e cereais (KLUGE et al., 1994; RASEIRA e ANTUNES,
2004).

Fiaura 1 — (Vaccinium mvrtillus).
Fonte: Rodrigues (2009).



As principais espécies com expressao comercial podem ser divididas
em trés grupos de acordo com o gendtipo, habito de crescimento, tipo de fruto
e outras caracteristicas: "highbush", tem a melhor classificagdo em tamanho e
sabor dos frutos; "rabbiteye" produz frutos de menor tamanho e de menor
qualidade, no entanto apresenta maior produgdo por planta e melhor
conservabilidade pos-colheita; e "lowbush" que produz frutos de tamanho
pequeno, destinados geralmente a industria de processamento (ECK et al.,
1988; RASEIRA e ANTUNES, 2004). Sua riqueza em pigmentos antocianicos,
substancias de alto poder antioxidante e preventivas de doencgas
degenerativas, seu sabor unico e sua cor inconfundivel sdo fatores que atraem
diretamente o consumidor (VILLATA, 2007).

No Brasil, as principais cultivares de mirtilo produzidas pertencem ao
grupo “rabbiteye”. Apresentam como caracteristicas o elevado vigor, plantas
longevas, produtividade alta, tolerancia ao calor e a seca, baixa exigéncia na
estacdo fria, floragdo precoce, longo periodo entre floragdo e maturagéo e
frutos firmes com longa vida pds-colheita, desde que conservados
adequadamente. Outra caracteristica € a menor exigéncia de horas de frio
(abaixo de 7,2 °C) que variedades do grupo “highbush”. Elas sao capazes de
brotar e florescer com apenas 360 horas de frio, enquanto aquelas do grupo
“highbush” necessitam entre 650 e 800 horas de frio (RASEIRA e ANTUNES,
2004).

Entre as limitagbes das cultivares do grupo “rabbiteye”, destaca-se a
completa coloracdo do fruto antes do ponto ideal da colheita — onde estaria
com melhor qualidade em termos de sabor, a tendéncia de rachar a pelicula em
periodos umidos e o longo periodo até alcangar o maximo de produtividade
(ANTUNES et al., 2008).

O Brasil é um produtor ainda recente de mirtilo. Os primeiros
experimentos tiveram inicio em 1983 sob responsabilidade da Embrapa Clima
Temperado de Pelotas (RS), com a introdugdo da colegdo de cultivares de
baixa exigéncia em frio do grupo “rabbiteye”, oriundas da Universidade da
Flérida. A regido de Vacaria (RS) foi pioneira na produgdo comercial desta fruta

e € a grande referéncia em termos de producdo. Atualmente, o cultivo no pais



esta em expansao, especialmente em regides de clima temperado, onde ha
uma grande demanda em relagdo a cultivares adaptadas as condigcbes

climaticas regionais (SILVA et al., 2008).

2.2 — Compostos fendlicos

Compostos fendlicos sao definidos como substancias que possuem um
anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos (BIANCHI e
ANTUNES, 1999; MALACRIDA e MOTTA, 2006). As propriedades benéficas
desses compostos podem ser atribuidas a capacidade de sequestrar os
radicais livres, devido as propriedades de oOxido-reducdo, desempenhando
importante papel na eliminagcdo e desativacao desses radicais (BIANCHI e
ANTUNES, 1999; DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004).

Muitos dos fendlicos alimenticios s&o soluveis em agua e outros
solventes organicos. Fendlicos encontrados em alimentos geralmente
pertencem a classe dos acidos fendlicos, flavondides, ligninas, estibenos,
coumarinas e taninos (SHAHIDI e NACZK, 1995). Para a quantificacdo de
polifendis totais, 0 método Folin-Denis é o mais indicado em materiais vegetais
e bebidas, pois ndo ha influéncia de interferentes como proteinas, agucares ou
outras substancias redutoras que nao sejam polifendis, e portanto os
resultados sdo mais exatos. Este método € baseado na redugé&o do reagente
acido fomolibidico-fosfotungstico (reagente Folin-Denis) para um complexo de
coloracdo azul em solucdo alcalina, pelos compostos fendlicos. E também um
método referencial usado para a determinagao de compostos fendlicos totais
pela AOAC (SHAHIDI e NACZK, 1995).

O interesse em compostos fendlicos em alimentos alcangou novo
patamar nos ultimos anos. Subtraindo o interesse académico usual na biologia
e quimica de descoberta e identificacdo de compostos fendlicos na natureza,
tem-se notado que a ciéncia, juntamente ao interesse comercial, esta buscando

acentuar estudos e trabalhos sobre estes compostos, de modo a agregar maior



valor ao alimento, além de proporcionar efeitos que tragam beneficios a saude
(SILVA, 2003).

O mirtilo (Vaccinium sp.) apresenta em sua composigcao alta
concentragdo de compostos fendlicos (WU et al.,, 2004), sendo superior a
maioria das frutas (WOLFE et al., 2008).

Sellappan et al. (2002) encontraram os acidos fendlicos galico, p-
hidroxibenzdico, p-cumarico, ferulico e caféico em mirtilo produzido na Georgia
(Estados Unidos). O acido elagico foi encontrado em algumas das cultivares
avaliadas. Do grupo dos flavondides n&o-antocianicos foram encontrados os
flavandis catequina e epicatequina, e como representantes dos flavonois a
quercetina, miricetina e kaempferol.

Taruscio et al. (2004) avaliaram a composigao fendlica (acidos fendlicos
e flavondides nao-antocianicos) de cultivares de mirtilo pertencentes a nove
espécies do género Vaccinium. A (-)-epicatequina foi o flavanol predominante,
seguido da catequina. Entretanto, em algumas espécies a catequina nao foi
detectada (< 5 pg.g"'). Do grupo dos flavondis foram identificados e
quantificados a quercetina e miricetina, ndo sendo detectada a presenca de
kaempferol. Neste trabalho, o acido clorogénico foi encontrado como
componente fenolico majoritario em todas as cultivares avaliadas.

Zadernowski et al. (2005) identificaram 17 acidos fendlicos presentes
em algumas cultivares de mirtilo por cromatografia gasosa (CG) acoplada a
espectrometria de massa (EM). Encontraram os acidos benzéicos: gentisico,
galico, o-pirocatecuico, protocatecuico, salicilico, siringico, vanilico, veratrico.
Como representantes dos acidos cinamicos, encontraram os acidos caféico, m-
cumarico, O-cumarico, p-cumarico, 3,4-dimetoxicinamico, ferulico,
hidroxicaféico e sinapico.

Zheng e Wang (2003) identificaram grande numero de compostos
fendlicos presentes no mirtilo. O diferencial deste trabalho foi a determinagéo
destes compostos na forma glicosilada, ou seja, sem aplicar a etapa de
hidrolise. Assim, foram encontrados os flavondis miricetina-3-arabinosideo,
quercetina-3- galactosideo, quercetina-3-glicosideo, quercetina-3-arabinosideo,

quercetina-3- ramnosideo e derivados do kaempferol. As antocianinas



encontradas  foram delfinidina-3-galactosideo, delfinidina-3-glicosideo,
delfinidina-3-arabinosideo, cianidina-3-arabinosideo, cianidina-3-galactosideo,
cianidina-3-glicosideo, cianidina-3-xilosideo, petunidina-3-galactosideo,
petunidina-3-glicosideo, petunidina-3-arabinosideo, malvidina-3-galactosideo,
malvidina-3-glicosideo, malvidina-3-arabinosideo, peonidina-3-galactosideo,

peonidina-3-glicosideo e peonidina-3-arabinosideo.

2.3 — Antocianinas

Antocianinas (do grego: anthos, flor e kyanos, azul) (MANHITA et al.,
2006) sdo um grupo de pigmentos vegetais hidrossoltveis (DEGASPARI e
WASZCZYNSKYJ, 2004) e, quimicamente, sado compostos fendlicos
flavondides, amplamente distribuidos na natureza, responsaveis pela coloragao
de frutas, flores e vegetais (COOPER-DRIVER, 2001).

O uso de antocianinas como corantes ocorre desde a antiguidade. Os
romanos usavam frutas altamente coloridas para aumentar a cor de vinhos.
(FRANCIS, 2000). As antocianinas sdo conhecidas como fontes alternativas
aos corantes sintéticos de coloracdo vermelha. Além dos atributos de cor, o
interesse nesses compostos tem intensificado em fungdo de seus efeitos
benéficos & saude (ESPIN et al., 2000; COOPER-DRIVER, 2001). Seu
espectro de cor vai do vermelho ao azul, apresentando-se também como uma
mistura de ambas as cores, resultando em tons de purpura. Muitas frutas,
hortaligas, folhas e flores devem sua atrativa coloragéo a estes pigmentos, que
se encontram dispersos nos vacUolos celulares (DEGASPARI e
WASZCZYNSKYJ, 2004).

A estrutura das antocianinas € baseada em um esqueleto Cis,
consistindo de um anel aromatico ligado a um segundo anel na posigao de C,.
Essa estrutura € completada por uma ou mais moléculas de agucar ligadas em
diferentes posi¢cdes hidroxiladas da estrutura basica (DELGADO-VARGAS e
PAREDES-LOPEZ, 2003). Quando estdo livres de moléculas de aclcar sdo

denominadas antocianidinas (agliconas) (Figura 2). Existem seis antocianidinas
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mais frequentemente encontradas nos pigmentos naturais e a maioria delas é

substituida nas posi¢des de hidroxila 3 e 5 (COOPER-DRIVER, 2001).

R
OH
HO o"
S R'
Z S 0H
OH

Figura 2 — Estrutura de uma antocianidina
Fonte: Giusti e Wrolstad (2003).

As antocianinas sédo derivados metoxilicos/polihidroxilicos glicosilados
de sais de fenil-2-benzopirilio (cation flavilium) (COOPER-DRIVER, 2001). As
antocianinas diferem entre si pelo numero de grupos hidroxila, numero e
natureza dos agucares unidos a molécula, posicdo desse acucar e pelo numero
e natureza dos acidos alifaticos ou aromaticos unidos aos acucares da
molécula (KONG et al., 2003). A Figura 3 ilustra a estrutura de uma

antocianina.
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Substituicdo alicosidea

Figura 3 — Estrutura quimica das antocianinas.
Fonte: adaptado de Malacrida e Motta (2006).

A antocianina mais frequentemente encontrada é a cianidina, que
confere coloragédo vermelha (BOBBIO e BOBBIO, 1995). O vasto repertério de
cores apresentado na faixa entre o vermelho e o azul, é resultado do complexo
formado entre esses polifendis, pectinas e ions metalicos (PADETEC, 2006).

Os principais tipos de antocianinas presentes na natureza estdo demonstrados
na Tabela 1.

12



Tabela 1: Antocianidinas mais comumente encontradas na natureza e sua
respectiva coloragio.

Substituicbes

Nome Abreviacéo 3 5 6 7 3 4" 5 Coloracéo
Apigeninidina Ap H OH H OH H OH H laranja
Aurantinidina Au OH OH OH OH H OH H laranja
azul-
Capensinidina Cp OH OMe H OH OMe OH OMe vermelho
laranja-
Cianidina Cy OH OH H OH OH OH H vermelho
azul-
Delfinidina Dp OH OH H OH OH OH OH vermelho
azul-
Europinidina Eu OH OMe H OH OMe OH OH vermelho
azul-
Hirsutidina Hs OH OH H OMe OMe OH OMe vermelho
6-hidroxicianidina 60HCy OH OH OH OH OH OH H vermelho
Luteolinidina Lt H OH H OH OH OH H laranja
azul-
Malvidina Mv OH OH H OH OMe OH OMe vermelho
laranja-
5-metilcianidina 5-MCy OH OMe H OH OH OH H vermelho
Pelargonidina Pg OH OH H OH H OH H laranja
laranja-
Peonidina Pn OH OH H OH OMe OH H vermelho
azul-
Petunidina Pt OH OH H OH OMe OH OH vermelho
azul-
Pulchelidina PI OH OMe H OH OH OH OH vermelho
Rosinidina Rs OH OH H OMe OMe OH H vermelho
Tricetinidina Tr H OH H OH OH OH OH vermelho

Fonte: adaptado de Kong et al. (2003).

A solubilidade destes compostos em agua facilita sua incorporagdo em
varios sistemas aquosos de alimentos, o que faz das antocianinas corantes
naturais atrativos (LONGO e VASAPOLLO, 2006). Entretanto, o uso de
antocianinas, especialmente como corantes naturais é dificultada pela baixa
estabilidade a luz em valores de pH comumente encontrados em alimentos (pH
de baixa acidez) (BAILONI, et al., 1998; FALCAO et al., 2003).

Outro problema com relagdo a alteragdao da coloracdo € o cation
flavilium, altamente reativo em decorréncia da deficiéncia de elétrons, sendo
suscetivel a ataques por reagentes nucleofilicos como agua, peroxidos e
didéxido de enxofre (VIGUERA e BRIDLE, 1999). As reagdes, em geral, resultam
na descoloragcdo do pigmento e quase sempre sao indesejaveis no

processamento de frutas e hortaligas. O branqueamento é um dos principais
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responsaveis pela perda das antocianinas nos alimentos, principalmente se
acompanhado da adigdo de sulfitos ou didxido de enxofre. A adicao destas
substancias resulta em descoloragao rapida das antocianinas que se tornam
amareladas, e portanto descaracterizadas (DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ,
2004). De acordo com Dyrby et al. (2001), a elevagao da temperatura provoca
aumento logaritmico na degradagao das antocianinas, com aparecimento da
forma molecular chalcona. Na Figura 4 sdo apresentadas algumas alteragdes

que ocorrem nas antocianinas.

R
,J: UH
T
Fp
OGL

A © Base Quinoidal AH+: Cation Flavilium

(azul) (wermelho)
FH O I
L
/EH OH H
OH O 0
“‘*“r‘”’ #0GL = S M oaL
OH OH
C: Chalcona B: Pseudo-Base Carbinol
(descolorido) (descolorido)

Figura 4 - Mudancas estruturais das antocianinas. Malvidina-3-glucosideo a
25°C.
Fonte: Francis (2000).
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Devido a larga distribuicdo das antocianinas no reino vegetal e a sua
cor expressiva, muitas plantas foram estudadas como fontes em potencial.
Porém, apenas duas, uvas e repolho roxo, tém tido sucesso comercial até o
momento. De acordo com Francis (1999), somente Sambucus nigra, Aronia
arbutifolia e Daucus carota L. tiveram algum éxito. Neste sentido, é
imprescindivel a descoberta de novas fontes que sejam Vviaveis
economicamente.

Em frutas, as antocianinas se localizam principalmente na casca e
ocasionalmente na polpa, podendo em alguns casos, conter somente um tipo
de pigmento, como observado em maca (Pyrus mallus) e groselha roxa (Ribes
rubrum), que contém unicamente cianidina. Por outro lado, frutas como uva
(Vitis vinifera) e mirtilos (Vaccinium myrtillus) apresentam a combinagdo de
cinco a seis antocianinas (SIMON et al., 2002).

Pertuzatti et al. (2007) avaliaram os teores de antocianinas totais na
fruta inteira, casca e polpa das variedades de mirtilo Powder Blue e Delite.
Powder Blue apresentou os maiores teores de antocianinas no fruto e na
casca, com valores médios de 256 e 716 mg de cianidina 3-glicosideo/100 g de
fruta fresca, respectivamente. A variedade Delite apresentou valores médios
inferiores, entre 144 e 382,3 mg/100 g para fruto e casca, respectivamente.
Com relacdo a polpa, a variedade Delite apresentou os maiores teores de
antocianinas, em torno de 80,9 mg de cianidina 3-glicosideo/100 g, enquanto
os teores foram de 2,7 mg/100 g em polpa de frutos da variedade Powder Blue.
Isto deve-se ao fato da polpa de frutos da variedade Delite possuirem
coloracao avermelhada, enquanto Powder Blue possui frutos amarelados.

Em trabalho recente, Lohachoompol et al. (2008) identificaram e
quantificaram antocianinas em varias cultivares de mirtilo produzidas na
Australia. Em todas as cultivares avaliadas, observou-se perfil qualitativo
similar para as antocianinas, porém a propor¢cao de cada antocianina variou em
funcdo da cultivar. As cultivares representantes da espécie Vaccinium ashei
apresentaram conteudo de antocianinas totais significativamente superior ao da
espécie Vaccinium corymbosum. As cultivares estudadas foram Crunchie, Star

e Sharpe (“highbush”, Vaccinium corymbosum); Climax, Powder Blue e
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Brightwell (‘rabbiteye”, Vaccinium ashei). Quinze antocianinas foram
identificadas. As antocianidinas majoritarias foram a delfinidina, petunidina e
malvidina.

Vendramini et al. (2004) identificaram agliconas de antocianinas em
acerola (Malpighia punicifolia, L.). O teor de antocianinas na casca da acerola
madura foi de 37,5 mg.100 g”'. Lima et al. (2000) determinaram o teor de
antocianinas totais nas selecdes de acerola Barbados, Coopama, Flor Branca,
Inada, Miré e Okinawa. As selecdes Inada e Barbados apresentaram os mais
altos teores desses pigmentos, comparadas as demais selegdes, tornando-as
agronomicamente interessantes como fontes de antocianinas.

Mota (2006) avaliou a composigdo de antocianinas em seis cultivares
de amora negra, encontrando predominancia de cianidina. Durante a
elaboragao do suco com estas frutas, houve decréscimo de 42% no conteudo
de antocianinas. O tempo de armazenamento também contribuiu para o
decréscimo, sendo este menor nas amostras mantidas sob refrigeracdo, em

relagao ao suco fresco.

2.4 — Atividade antioxidante

A atividade antioxidante pode ser definida como a capacidade de um
composto em inibir a degradagédo oxidativa. Pode ser avaliada pelo potencial
antioxidante, que ¢é determinado pela composicdo e propriedades dos
constituintes e, ainda, pela atividade bioldégica, que depende da
biodisponibilidade do antioxidante (SANTOS et al., 2007).

Existem diversas definicdes para antioxidantes. A definicdo mais ampla
de antioxidante, é que sao “substéncias que presentes em concentracdes
baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retardam significativamente ou
inibem a oxidagdo do substrato” (SIES, 1993). Existe também a definicdo de
antioxidante alimentar, que de acordo com a US National Academy of Sciences
(2000), “é toda substancia na dieta capaz de reduzir significativamente os
efeitos adversos produzidos por espécies reativas, como aquelas de oxigénio e

nitrogénio, e que possuem funcao normal no organismo”.
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O termo radical livre é frequentemente usado para designar qualquer
atomo ou molécula contendo um ou mais elétrons desemparelhados nos
orbitais mais externos, o que torna estas moléculas altamente reativas,
capazes de reagir com qualquer composto que esteja préximo, possuindo
papel oxidante (HALLIWEL e GUTTERIDGE, 1999). Assim, a formacao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e radicais livres ocorre no metabolismo
normal, existindo a necessidade permanente de inativar estas moléculas de
alta reatividade. O desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes
resulta no chamado estresse oxidativo (DAVALOS, et al., 2003), que afeta
muitas moléculas bioldgicas, incluindo lipidios, proteinas, carboidratos e DNA.
Consequentemente, as ERO estdo implicadas em varias doencas
degenerativas humanas, como doengas cardiovasculares, disfungdes
cognitivas e cancer (PIETTA, 2000).

Para combater os radicais livres ou as chamadas espécies reativas de
oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN), o corpo é constituido com um sistema de
defesa efetivo (antioxidantes endogenos), o qual inclui varias enzimas e
moléculas antioxidantes de alto e baixo peso molecular (KAUR e KAPOOR,
2001). Esta protecdo pode ser baseada em varios mecanismos de acao,
principalmente: inibicdo da geracédo e a capacidade de neutralizar ERO/ERN,
capacidade redutora, capacidade de quelar metais, atividade como enzima
antioxidante e inibicdo de enzimas oxidativas (MAGALHAES et al., 2008). Além
destes antioxidantes enddgenos, ha aqueles consumidos na dieta
(antioxidantes exdgenos), que incluem acido ascérbico (vitamina C), vitamina
E, vitamina A, carotendides e compostos fendlicos.

Entre os antioxidantes presentes nas frutas e vegetais, os mais ativos e
frequentemente encontrados sao os compostos fendlicos, tais como os acidos
fendlicos e flavonoides (SOARES, 2002).

Varios métodos sao utilizados para determinar a atividade antioxidante
em extratos e substancias isoladas, e um dos mais usados consiste em avaliar
a atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil - DPPHe, de
coloragao purpura, com faixa de absor¢ao ao redor de 515 nm. Por agdo de um

antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R¢), o DPPHe é reduzido,
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modificando a coloragcdo para amarelo, com consequente desaparecimento da
absorg¢ao, sendo possivel monitora-la em fungao da absorbancia. A partir dos
resultados obtidos, determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou
sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de DPPH+ remanescente
no meio reacional, num determinado tempo (BRAND-WILLIAMS et al., 1995;
SANCHEZ-MORENO et al., 1998).

2.5 — Fatores que afetam os compostos fendlicos e a
atividade antioxidante

A composicado fendlica do mirtilo (Vaccinium sp.) apresenta grande
variagao qualitativa e quantitativa. Varios trabalhos demonstraram que esta
variagdo € dependente de fatores intrinsecos - género, espécie e cultivar - e
extrinsecos - condicbes ambientais e de cultivo, manejo e condigdes de
armazenamento (WANG et al., 2008; GIOVANELLI e BURATTI, 2009). Além
disso, fatores como a complexidade dos compostos fendlicos, métodos de
extragdo e quantificagdo, também podem afetar a composigdo deste grupo de
compostos.

Prior et al. (1998) estudaram mirtilos oriundos de quatro espécies
(Vaccinium corymbosum, Vaccinium ashei Reade, Vaccinium angustifolium e
Vaccinium myrtillus), tendo observado que houve aumento na concentragao de
compostos fendlicos e atividade antioxidante ao longo da maturagdo para as
cultivares Brightwell e Tifblue. Em contrapartida, o local de cultivo (Oregon,
Michigan e New Jersey (EUA)) ndo apresentou influéncia sobre o conteudo
fendlico e a atividade antioxidante da cultivar Jersey. Connor, et al. (2002)
avaliaram a influéncia da cultivar, do local e época de cultivo sobre o conteudo
fendlico e atividade antioxidante do mirtilo, tendo concluindo que, ao contrario
do observado por PRIOR et al. (1998), ocorreu interagdo entre genotipo
(cultivar) e ambiente, na determinagao da atividade antioxidante do mirtilo.

Castrejon et al. (2008) observaram diminuicdo dos compostos
fendlicos (acidos hidroxinamicos e flavondis) e da atividade antioxidante de
cultivares de mirtilo (Vaccinium corymbosum) ao longo do amadurecimento. Os

valores para fendlicos totais variaram de 60,76 para 33,00 mg EAG.100 g’ em
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peso seco, do estagio inicial até o final do amadurecimento, respectivamente.

A influéncia do sistema de cultivo (organico e convencional) sobre a
composicao fendlica e atividade antioxidante do mirtilo foi analisada por WANG
et al. (2008). Os resultados deste trabalho mostraram que o mirtilo (Vaccinium
corymbosum, cv. Bluecrop) produzido em sistema organico, apresentou
concentracdo superior de compostos fendlicos, antocianinas e atividade
antioxidante do que aqueles produzidos em sistema convencional.

As condicdes e o tempo de armazenamento dos extratos produzidos
também sao fatores determinantes no conteudo fendlico total e na atividade
antioxidante medida. Srivastava et al. (2007) avaliaram o efeito da temperatura
(-20 £1; 5 £1; 23 +£1; e 35 £1 °C) e tempo de armazenamento (15, 30, 45 e 60
dias) sobre os compostos fendlicos totais e atividade antioxidante de extratos
de mirtilo, e verificaram que n&o houve perda significativa (p < 0,05) durante 30
dias de armazenamento para compostos fendlicos totais, antocianinas e
atividade antioxidante a - 20 °C. Porém, esta perda foi verificada quando

armazenados sob temperaturas entre 5 e 35 °C.

2.6 — Propriedades funcionais

Estudos epidemioldgicos e in vitro sugerem que o mirtilo (Vaccinium
sp.) ajuda a manter a saude e atua como obstaculo aos efeitos do
envelhecimento, particularmente com respeito a neurodegeneracéo e defeitos
cognitivos. Ha ainda evidéncias de sua atuagao na prevencdo de doencgas
cardiovasculares e alguns tipos de cancer (DUFFY et al.,, 2008). Muitos dos
efeitos benéficos parecem estar relacionados as propriedades antioxidantes
dos compostos fendlicos presentes na fruta (KALT e DUFOUR, 1997).

Duffy et al. (2008) realizaram estudo com ratos, verificando que a
suplementagao da dieta com 2% de extrato de mirtilo por 8 semanas protegeu-
os contra a neurodegeneracdo e defeitos cognitivos, mediados por
excitotoxicidade e estresse oxidativo. Este trabalho trouxe evidéncias de que a
suplementacdo com extrato de mirtilo pode ser utilizada para prevenir ou tratar

a doenca de Alzheimer, e possivelmente outras desordens neurodegenerativas,
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sendo sugerido que o extrato atenua processos degenerativos causados por
estressores oxidativos ou inflamatérios.

Wolfe et al. (2008) avaliaram a atividade antioxidante de 25 tipos de
frutas, comumente consumidas nos EUA, e encontraram o mirtilo como uma
das frutas com maior atividade antioxidante em sistema de cultura de células.
Também foi observada alta correlacdo entre o conteudo fendlico total e a
atividade antioxidante celular, demonstrando que o primeiro pode ser usado
como indicador de atividade antioxidante. Os resultados deste trabalho indicam
o possivel efeito do extrato do mirtilo sobre a atenuacido de eventos oxidativos
nas células, diminuindo assim o risco de cancer.

Seeram et al. (2006) verificaram a propriedade de extratos de mirtilo
em inibir a proliferacdo de células tumorais na cavidade oral, mama, cdélon e
prostata, sendo esta acdo dose-dependente e com diferentes niveis de
poténcia entre os tipos de células avaliadas. Além disso, os extratos
estimularam a apoptose em culturas de células cancerigenas de célon.

Boivin et al. (2007) avaliaram o efeito de suco de mirtilo sobre a morte
celular e sobre a interrupgao do ciclo celular de células humanas cancerigenas
do estbmago, mama, prostata e intestino. Estes autores verificaram grande
capacidade do suco em inibir o crescimento celular, principalmente para o suco
derivado das cultivares do grupo “lowbush”. O mecanismo de agédo parece
estar relacionado a interrupcdo do ciclo celular, mais do que a apoptose
caspase-dependente.

A acdo dos componentes fendlicos do mirtilo na redugdo de um dos
fatores de risco das doencas cardiovasculares foi demonstrada por Kalt et al.
(2008). Um experimento com suinos demonstrou que a suplementagdo com
extrato de mirtilo (Vaccinium corymbosum, cv. Jersey) reduziu os niveis de
colesterol total, LDL e HDL. A maior redugédo foi observada com mirtilo na
concentracido de 2%, sendo que o colesterol total, LDL e HDL reduziram, 11,7,

15,1 e 8,3%, respectivamente.
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3-COR

Segundo Billmeyer e Saltzmann (1981), a cor pode ser descrita por
varios sistemas de coordenadas. Alguns dos sistemas mais conhecidos s&o:
Hunter L a b, CIE (Comissao International de “L’Eclairage”) L* a* b*, CIE X Y Z,
CIE L* u* v*. Estes se diferem na simetria do espago das cores e no sistema de
coordenadas usado para definir pontos dentro deste espacgo. Destes, o CIE e 0
sistema Hunter sdo os de maior importancia para medida instrumental. O
método proposto pela CIE, definido em 1976, baseia-se num espaco
tridimensional de modo que cada cor é representada por um unico ponto nesse
espaco. E definido pelas coordenadas L* a* b*, em que:

Eixo L* representa a luminosidade numa escala de 0 (preto) a 100
(branco).

Eixo a* representa uma escala de tonalidades de vermelho (0 + a) a
verde (0 - a).

Eixo b* representa uma escala de tonalidades de amarelo (0 + b) a
azul (0 —b).

Numa representacéo polar do sistema de coordenadas retangulares
CIELAB, surge a escala CIE L* C* h*, que, numericamente, descreve a cor
tridimensionalmente em luminosidade (L*), saturagdo (C* = (a* + b*)"? ) e
tonalidade (h* = arctan (b/a*)) (Figura 5). No entanto, por ser obtida
matematicamente da escala CIELAB, essa escala apresenta uniformidade
visual similar a do sistema de coordenadas retangulares (RAMOS e
Gomide, 2007).
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Figura 5 — Sistema de coordenadas de cores CIELAB.
Fonte: Minolta (1998).

A cor € um aspecto da percepgéo visual, cuja definicdo e quantificagéo
sao dificeis. Fisicamente, cor € uma caracteristica da luz, mensuravel em
termos de intensidade (energia radiante) e comprimento de onda.
Fisiologicamente, é limitada a banda do espectro no intervalo de 380 a 770
nandmetros, uma vez que o olho humano é praticamente insensivel a outros
comprimentos de onda de energia radiante (KRAMER e TWIGG, 1962).

A percepcao da cor € limitada pela existéncia de uma fonte de luz. Tal
luz pode ser refletida, transmitida, absorvida ou refratada pelo objeto que esta
sendo iluminado. Quando praticamente toda energia radiante do espectro
visivel é refletida por uma superficie opaca, o objeto é visto branco. Se a luz é
parcialmente absorvida, de forma homogénea através de todo espectro visivel,
0 objeto é cinza. Se a absorgéo é praticamente completa, o resultado € um
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objeto negro. Se, no entanto, a energia radiante é absorvida em certo
comprimento de onda de forma mais pronunciada que em outros, o observador
humano vé o que popularmente é conhecido como cor, fisicamente como o
comprimento de onda dominante ou fisiologicamente como tonalidade
(KRAMER e TWIGG, 1962).

Cada objeto absorve e reflete luz em diferentes por¢cdes do espectro e
em quantidades diferentes. Essa diferenca na absorbancia e reflectancia é que
torna diferentes as cores de alimentos distintos. Na analise objetiva de cores
de objetos opacos, como na maioria dos alimentos, a reflexdo possui maior
importancia, uma vez que sua reflectividade é que sera medida. O alimento
absorve parte dos comprimentos de onda da fonte de luz e reflete o restante.
Essa luz refletida entra no olho humano e estimula a retina, sendo esse
estimulo interpretado pelo cérebro como cor do objeto (RAMOS e GOMIDE,
2007).

A cor dos alimentos € um importante atributo de qualidade, ndo sé
servindo de base para a identificagdo e a aceitacdo de grande variedade de
produtos, mas também influenciando negativa ou positivamente na percepgao
dos demais atributos sensoriais (PONTES, 2004).

Os principais tipos de instrumentos utilizados na medi¢do da cor, sao
os colorimetros e os espectrofotdbmetros. Os colorimetros sao utilizados para
avaliar a cor de um objeto exatamente da forma que o ser humano percebe.
Os espectrofotdmetros determinam o espectro de reflectancia da amostra,
sendo mais versateis, avaliando a cor de forma mais complexa e com elevada
precisdo (MINOLTA, 1998).
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4 — SECAGEM

A desidratagdo é considerada uma operacado unitaria que tem o
propésito de diminuir a agua presente nos produtos agricolas e alimenticios,
reduzir ou inibir as atividades quimicas, enzimaticas e microbiologicas, que séo
responsaveis pela deterioracdo dos alimentos (FELLOWS, 2006).

Varias sdo as vantagens em se utilizar um processo de secagem,
desde a facilidade na conservacdo do produto até a estabilidade dos
componentes aromaticos a temperatura ambiente, durante longo tempo. Outras
vantagens s&o a protegcdo contra degradagao enzimatica e oxidativa, redugao
do seu peso, dispensa de refrigeracdo durante o transporte e armazenagem,
disponibilidade do produto durante qualquer época do ano e agregacgao de
valor ao produto (DOYMAZ, 2004).

A secagem € um processo que deve ser previsto, dimensionado e
planejado. Para qualquer projetista ou pesquisador é importante a utilizagdo de
um programa que permita a simulagcéo deste processo de forma a predizer, de
acordo com as condi¢gdes de uma regidao, o melhor tipo de secador a ser usado
e as condigdes de secagem, bem como o tempo necessario para realiza-la
(CAVALCANTI-MATA et al., 1999).

A desidratacdo de alimentos sdélidos, como frutas e hortaligas,
normalmente significa remocgao da umidade por vaporizagao, tendo por objetivo
assegurar a conservagao da fruta por meio da reducao da atividade de agua.
Essa reducdo deve ser efetuada até o ponto onde as concentracbes de
agucares, acidos, sais e outros componentes sejam suficientemente elevados
para reduzir a atividade de agua e inibir o desenvolvimento de microrganismos.
Deve ainda conferir ao produto final caracteristicas sensoriais proprias € o
maximo de seu valor nutricional (CANO-CHAUCA et al., 2004).

A atividade de agua é uma das propriedades mais importantes para o
processamento, conservagao e armazenamento de alimentos. E definida como
a razao entre a pressao de vapor da agua no alimento e a pressao de vapor de
saturagdo da agua na mesma temperatura (FELLOWS, 2006). Ela quantifica o

grau de ligacado da agua contida no produto e a sua disponibilidade para agir
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como solvente e participar das transformagdes quimicas, bioquimicas e
microbiolégicas (LABUZA, 1977).

A escala de atividade de agua varia de 0 a 1, e no estado de equilibrio
existe igualdade entre a presséo parcial de vapor de agua no ar e da agua do
produto. Dessa forma, podem-se utilizar as isotermas de adsor¢ao e dessorcao
de umidade de cada produto para conduzir a secagem até estabelecer a
umidade final ou a atividade de agua do produto, tal que garanta nas condigdes
de estocagem (temperatura e umidade relativa do ar) sua integridade biolégica
(FELLOWS, 2006).

A agua esta ligada ao material sélido de maneira quimica, fisico-
quimica ou mecanica. A agua ligada quimicamente é aquela que se une com
mais solidez ao material, em propor¢gdes estequiométricas, podendo ser
eliminada somente com aquecimento do material a temperaturas altas ou como
resultado de uma reagdo quimica, esta agua nao pode ser eliminada do
material por secagem. Durante a secagem € eliminada, como regra, a agua
ligada ao material na forma fisico-quimica e mecanica (KASATKIN, 1985).

Compostos fendlicos como as antocianinas, além da relativa
instabilidade a luz, sdo instaveis ao calor (STRINGHETA, 1991). Estes
pigmentos sdo submetidos ao calor durante o tratamento térmico dos
alimentos, ocorrendo perdas durante o processamento. Desta forma, torna-se
importante promover métodos de desidratacdo dos alimentos que ocasionem a
menor perda possivel destes pigmentos, adicionados ou contidos naturalmente
no alimento. Dentre os processos de secagem, existem aqueles que envolvem
baixas e altas temperaturas (ERSUS e YURDAGEL, 2007).

O processo de secagem pode envolver trés meios de transferéncia de
calor: convecgao, condugao e radiacao. A transferéncia de calor por convecgao
€ a mais utilizada na secagem comercial, onde um fluxo de ar aquecido passa
através da camada do produto. Durante o processo de secagem, a umidade
migra do interior para a superficie do produto, de onde evapora para o
ambiente. Existem diversos métodos para desidratacdo de alimentos, e a
escolha do mais adequado depende do tipo de alimento, do nivel de qualidade
que se deseja obter e de seu custo (FELLOWS, 2006).
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4.1 — Secagem por atomizagao

A secagem por atomizagao teve seus primeiros passos na metade do
século 18, quando foi patenteada a primeira operagcao de secagem de ovos
(1865). Porém, o inicio de sua utilizagdo como processo em nivel industrial
data da década de 1920 com leite e sabdo em pé. Sua eficacia esta baseada
na area de contato entre o material a ser seco e o agente dessecante, ou seja,
o ar quente (ROSA et al., 2009).

A atomizagdo em pequenas gotas resulta na secagem da substancia
em poucos segundos, com temperatura de entrada do ar de aproximadamente
200 °C. Visto que o resfriamento evaporativo raramente permite que as
particulas adquiram temperaturas superiores a 80 °C e que os sistemas sdo
corretamente projetados para rapidamente removerem as particulas secas das
zonas aquecidas, a qualidade do produto ndo chega a ser comprometida. Este
método de desidratacdo pode originar produtos de alta qualidade, mesmo
aqueles altamente sensiveis ao calor como leite, ovos e café (FELLOWS,
2006).

O mais importante tipo de secador por convecgado forcada de ar &
conhecido como torre de atomizagao (“spray drying”). Existem varios tipos de
torres de atomizacéo projetados para produtos alimenticios especificos. Sao
limitados a alimentos que possam ser atomizados, como por exemplo, liquidos
e purés de baixa viscosidade (CRUZ, 1990).

O alimento na forma liquida é introduzido como um fino spray ou névoa
dentro de uma torre ou camara junto com ar aquecido. As pequenas gotas
perdem rapidamente a umidade devido ao contato intimo com o ar quente,
tornando-se pequenas particulas que precipitam para o fundo da torre. O ar
quente torna-se Umido, sendo retirado da torre através de um exaustor. E um
processo continuo, sendo o alimento na forma liquida continuamente
bombeado e atomizado dentro da camara junto com o ar quente e seco
(POPPLEWELL et al., 1995).

As principais vantagens da secagem por atomizagdo sdo a baixa

degradacao e alteragdo de nutrientes, aroma, sabor, cor, alta produtividade e
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capacidade, efetivo controle das variaveis, produz materiais diretamente na
forma de p6 com forma, tamanho e densidades controlados pelas condi¢des de
processo, capacidade de microencapsulacdo de aromas e corantes (ROSA et
al., 2009).

4.2 — Secagem por liofilizacdo

A liofilizagdo € um processo que se caracteriza pela retirada da agua
do alimento sem submeté-lo a altas temperaturas. No processo de liofilizacao,
o alimento passa pelas etapas de preparo (lavagem, descascamento, corte,
branqueamento), sendo congelado a temperatura de -40 °C e colocado em
camara de alto vacuo. Com o aumento progressivo da temperatura e a
manutencdo da condigdo de baixissima pressdo (vacuo), atinge-se a
temperatura necessaria para obter a saida da agua do alimento por
sublimacdo. Dessa forma, o alimento ndo é exposto a altas temperaturas e
consequentemente ndo ocorre a degradagao do valor nutricional (ROSA et al.,
2009).

O congelamento deve ser rapido, para que se formem microcristais de
gelo que nao danifiquem a membrana celular do alimento. Se o congelamento
for lento, os cristais formados sdo grandes e a membrana celular é rompida,
acarretando perda do liquido citoplasmatico e consequentemente encolhimento
do alimento, que fica com aspecto de “murcho” (FELLOWS, 2006).

O fundamento fisico para o processo de liofilizagdo € a coexisténcia
dos trés estados da agua - solido, liquido e gasoso - em determinadas
condicbdes de temperatura e pressao. Sob temperaturas de aproximadamente
t= 0 °C e pressdo de 4,7 mm Hg (milimetros de mercurio) obtém-se o chamado
ponto triplo da agua, possibilitando sua passagem diretamente do estado solido
para 0 gasoso, sem passar pela fase liquida.

Pelo fato da liofilizagdo ndo submeter os alimentos a altas
temperaturas como nos outros processos de desidratacdo, apresenta uma
série de vantagens (CRUZ, 1990):

* Manutengao da forma original do alimento, pois a retirada da agua por
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sublimagdo mantém intactas as estruturas dos alimentos de origem animal e
vegetal, favorecendo reidratagdo mais completa devido, a estrutura esponjosa
deixada pela saida da agua;

» Preservacao das caracteristicas sensoriais como sabor, odor e aroma
dos alimentos. Os componentes que conferem essas caracteristicas sao
modificados pela alta temperatura, e na liofilizacdo as temperaturas
empregadas s&o baixas;

* Preservacgao do valor nutritivo, pois como o calor ndo € empregado no
alimento, as estruturas proteicas e o conteudo de vitaminas € mantido no
processo.

Os trabalhos de desenvolvimento da técnica de liofilizagdo visaram a
otimizagcdo do processo e dos equipamentos para reduzir custos com a
desidratacdo. Mesmo assim, o custo para se remover 1 kg de agua por
liofilizagcdo € 2 a 5 vezes maior que o custo de outros métodos de secagem
(FELLOWS, 2006). Devido a isso, a liofilizagao é aplicada com mais frequéncia
em produtos alimenticios nobres que necessitem de reidratacdo rapida e

completa.
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CAPITULO 1

(;ARACTERIZAC;AO E AVALIACAO DAS PROPRIEDADES
FISICO-QUIMICAS E BIOATIVAS DA POLPA E EXTRATO DE
MIRTILO (Vaccinium myrtillus)

RESUMO

Objetivou-se com este trabalho caracterizar e avaliar polpa e extrato de
mirtilo (Vaccinium myrtillus) variedade Bluegem, produzido na regido Sudeste
do pais. Foi determinada a composi¢cao centesimal da polpa e casca, e as
seguintes analises fisico-quimicas foram conduzidas independentemente para
polpa e extrato: solidos soluveis totais (SST), acidez total titulavel (ATT), pH,
agucares redutores e totais, coordenadas de cor (L*, a*, b* h* e C¥),
antocianinas por espectrofotometria e CLAE, compostos fendlicos e atividade
antioxidante por DPPH. Foram feitas analises descritivas dos dados para a
caracterizacao da polpa e extrato de mirtilo. O teor de SST foi semelhante para
polpa e casca, ao redor de 11,4 °Brix; a ATT da polpa expressa em
percentagem de acido citrico foi de 0,42 %; o pH foi de 3,30 na polpa e 3,27 no
extrato; o teor de agucares totais na polpa foi de 6,44 g/100 mL e o de agucares
redutores foi de 0,51 g/100 mL. A concentragcdo de polifendis foi de 317,6 e
2007 mg AGE/100 g; antocianinas totais foi de 58,95 e 1182 mg/100 g; a
atividade antioxidante foi de 32,50 e 42,88 %, sempre para polpa e extrato,
respectivamente. Conclui-se que o mirtilo é rico em compostos fendlicos e

antocianinas, bem como possuir boa atividade antioxidante.

Palavras-chave: antocianinas, compostos fendlicos, atividade antioxidante.
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ABSTRACT

The objective of this work was to characterize and evaluate the pulp
and extract of blueberry (Vaccinium muyrtillus), from the Bluegem variety,
produced in the Southeastern region of the country. It was determined the
centesimal composition of pulp and peel, and the following physical and
chemical analysis were conducted independently for the pulp and extract: SST,
ATT, pH, reducing and total sugars, color parameters (L*, a*, b*, h* and C¥),
anthocyanins by spectrophotometry and HPLC, phenolic compounds and
antioxidant activity by DPPH. The TSS was similar for pulp and peel, about 11,4
° Brix; ATT in the pulp expressed as citric acid was 0,42; the pH was 3,3 in the
pulp and 3,27 in the extract; the total sugar content in the pulp was 6,44 g/100
mL and reducing sugar was 0,51 g/100 mL. Polyphenols concentration was
317,6 g and 2007 mgAGE/100; anthocyanins was 58,95 and 1182 mg/100 g.
The antioxidant activity was 32,5 and 42,88%, for pulp and extract, respectively.
Blueberry proved to be rich in phenolic compounds and anthocyanins and to

have relative antioxidant activity.

Keywords: anthocianins, phenolic compounds, antioxidant activity.
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1.1 — INTRODUCAO

Atualmente existe grande interesse no estudo dos antioxidantes
devido, principalmente, as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no
organismo. A oxidacdo € parte fundamental da vida aerdbica e do nosso
metabolismo e, assim, os radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por
alguma disfuncdo biolégica (BARREIROS et al., 2006). A acgédo dos
antioxidantes esta relacionada a reducao de eventos oxidativos e inibicdo ou
ativacado de sistemas enzimaticos que podem contribuir para o surgimento de
eventos maléficos ao organismo (PIETTA, 2000; SEERAM e NAIR, 2002).

Entre as principais fontes de antioxidantes, estdo pequenas frutas
como amora, cereja, uva, ameixa, framboesa, morango e mirtilo (MOYER et al.,
2002; WU et al., 2004). O mirtilo (Vaccinium sp.) destaca-se pela elevada
concentracdo de compostos fendlicos, os quais compreendem acidos fendlicos
e flavondides (ZHENG e WANG, 2003).

Dentre os flavondides, destaca-se a alta concentracdo de antocianinas
presentes, caracterizando esta fruta como matéria-prima para produgao de
corante natural (CAMIRE et al., 2002).

Varios trabalhos demonstraram que ha grande variabilidade qualitativa
e quantitativa dos fendlicos encontrados no mirtilo, em funcdo de fatores
intrinsecos (género, espécie e cultivar) e extrinsecos (condigcdes ambientais e
de cultivo, manejo e condicbes de armazenamento) (WANG et al., 2008;
GIOVANELLI e BURATTI, 2009). Além disso, fatores como a complexidade
desse grupo de compostos, métodos de extracdo e quantificacdo também
podem afetar a composi¢ao deste grupo de compostos.

A producéao de mirtilo (Vaccinium sp.) no Brasil é ainda recente e pouco
conhecida, localizada majoritariamente nas regides Sul e Sudeste do pais
(SANTOS, 2004). A maior parte da produgéao é destinada ao mercado externo e
a pequenos mercados finos do pais. A literatura destaca pesquisas sobre a
composicao fendlica e a atividade antioxidante do mirtilo produzido em diversos

paises, porém pesquisas sobre o mirtilo cultivado no Brasil sdo raras. O
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presente trabalho teve por objetivo a caracterizagdo e avaliagdo das
propriedades fisico-quimicas e bioativas da polpa e extrato de mirtilo

(Vaccinium myrtillus) da variedade Bluegem.

1.2 — MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido em laboratorios do Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, localizada em
Vigosa-MG, Brasil.

1.2.1 — Matéria - prima

Foi utilizada a espécie de mirtilo Vaccinium ashei grupo Rabbiteye,
variedade “Bluegem”, produzida no Municipio de Antdnio Carlos/MG, safra
2007/2008.

1.2.2 — Elaboracéo da polpa e extrato

As frutas foram obtidas diretamente do produtor na forma congelada,
em embalagens a vacuo de filme de multicamada, contendo 1 Kg e
armazenados em freezer convencional a temperatura de -18 °C até o momento
da conducéao das analises.

A matéria-prima (500 g) foi descongelada em temperatura ambiente e
colocada em agua a 90 °C por um minuto para inativagdo enzimatica
(branqueamento), sendo posteriormente encaminhada para a etapa de
separagao da polpa e casca por centrifugagdo. Para a extragado da polpa foi
utilizada processador doméstico Walita, modelo R1-1861.

Em seguida a polpa foi filtrada em tecido fino e posteriormente passou
por nova filtragem em papel Whatman n°® 1 a vacuo, em funil de Buchner. O
armazenamento da polpa foi feito em frascos ambar. As polpas foram
congeladas a temperatura de -18 °C em freezer convencional para utilizagao
nas analises posteriores.

Para a obtencéo do extrato, 500 g de mirtilo foram pesados, triturados
em liquidificador e deixados em repouso em auséncia de luz por 24 h sob

refrigeragcao, com 860 mL de etanol 70 % (v/v) acidificado com HCl a pH 2,0.
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Apods 24 h as amostras foram filtradas em tecido fino e novamente em
papel Whatman n° 1 a vacuo, em funil de Buchner. Para a evaporacdo do
etanol, a amostra foi concentrada em evaporador a vacuo a 40 °C. Para
extragdo do material lipidico foi utilizado funil de separagéo, e éter etilico: éter
de petréleo (1:1) v/v para lavagem do extrato (3 lavagens utilizando 10 mL para

cada lavagem).

1.2.3 — Composicdo centesimal da polpa e casca de
mirtilo

Foram realizadas analises de umidade, proteinas, lipidios e cinzas
segundo metodologia proposta pelo Instituto ADOLFO LUTZ (2005). O teor de

carboidratos foi determinado por diferenca.

1.2.4 — Determinacdo de sélidos soluveis totais, pH e
acidez total titulavel

Foram realizadas as avaliagbes de sélidos soluveis totais (SST), pH e
acidez total titulavel (titulagdo potenciométrica) expressa em acido citrico,
segundo método da AOAC (1997). A determinacao de SST foi realizada por
refratbmetro manual, RTS-101-ATC/Instrutemp, com compensacdo de
temperatura, sendo os resultados expressos em graus Brix. O pH foi

determinado por via direta, em equipamento digital, Digimed DM-20.

1.2.5 — Caracterizacao colorimétrica

A coloracdo da polpa e extrato foi determinada por colorimetria em
colorimetro Color Quest Il Spera (Hunter Lab, Reston, VA), com leitura direta
dos valores de L* (luminosidade), a* (contribuicdo do vermelho) e b*
(contribuicdo do amarelo). Os indices de tonalidade (h*) e saturagéo (C*) foram
calculados a partir dos valores de a* e b*, conforme as equacdes 1 e 2. Para
efetuar a leitura, empregou-se uma cubeta de quartzo com capacidade de 50

mL.
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h*= arctang(b*/a*) (Eq. 1)

C*=[(a*) + (b")]* (Eq. 2)

1.2.6 — Determinacéao de polifendis totais

As analises de polifendis totais na polpa e extrato foram realizadas
segundo metodologia citada por Shahidi e Naczk (1995), que utilizou o
reagente de Folin-Denis. Em tubo de ensaio foram adicionados os seguintes
componentes, em ordem: 1,0 mL da amostra, 7,5 mL de agua destilada e 0,5
mL do reativo de Folin Denis, sendo o tubo agitado vigorosamente. Os tubos
foram deixados em repouso por trés minutos, quando 1,0 mL de solugao de
bicarbonato de sodio saturada foi adicionada. Os tubos permaneceram em
repouso por mais uma hora ao abrigo da luz e temperatura ambiente, e a
leitura espectrofotométrica da solucédo final foi feita a 725 nm contra um
“branco”. A solugdo branco foi preparado nas mesmas condicdes que a
amostra, contanto que o volume da amostra foi substituido por 1,0 mL do
solvente na qual esta foi preparada (etanol 70%). A quantidade de polifendis
totais foi calculada com base na curva analitica de acido galico P.A. preparada
com concentragdes variando entre 0 e 180 mg/L. O conteudo fendlico total foi
expresso em AGE (acido galico equivalente) e obtido pela equagédo da curva
analitica.

Todas as leituras espectrofotométricas foram realizadas em
espectrofotometro UV-1601 PC Shimadzu.
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1.2.7 — Determinacéo de antocianinas totais

O teor de antocianinas totais da polpa e extrato foi determinado por
espectrofotometria de acordo com LEES e FRANCIS (1972).

Para a determinacdo da concentragdo de antocianinas da polpa foi
utilizado 0,5 mL da amostra diluida (0,5:10) v/v com etanol:HCI 1,5 N (85:15)
v/v e levada a leitura espectrofotométrica da absorbancia em comprimento de
onda de 535 nm.

Para a determinacédo da concentracdo de antocianinas no extrato uma
pequena aliquota foi diluida em etanol:HCI 1,5 N (85:15) v/v e levada a leitura

espectrofotométrica da absorbancia, no comprimento de onda de 535 nm.

1.2.8 — Analise qualitativa das antocianinas por CLAE

As analises foram realizadas no laboratério de vitaminas,
Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal de Vigosa. O
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi composto de bomba de
alta pressao, modelo LC-10AT VP; injetor automatico com “loop” de 20 pl,
modelo SIL-10AF e detector de arranjo de diodos UV-visivel, modelo SPD-
M10A. O sistema foi controlado pelo software Multi System, Class Vp 6.12. As
condicbes para analise foram: coluna cromatografica RP-18 MERCK (Li
Chrospher 100, particulas de 5 pym de diametro, 250 x 4 mm); detector
espectrofotométrico de arranjos de diodos, operando com comprimento de
onda 530 nm, fase mével composta de agua-metanol (6:4 v/v) com 2 mol.L™”
HCI até atingir pH 2,5, com fluxo de 0,5 mL/min, tempo de corrida de 30 min.
As amostras foram filtradas em membrana FH 1.300, Millipore, com diametro
do poro de 0,45 um e imediatamente injetada no sistema CLAE. Os espectros
foram adquiridos no comprimento de onda de 530 nm, de acordo com
Vendramini e Trugo (2004), e Stringheta (1991). Todos os reagentes

empregados na fase moével foram filtrados em sistema Millipore de filtragcdo a
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vacuo e a seguir degaseificado em sistema de ultrasom (Ultrassonic Cleaner T-
14 Odontobras).

O extrato de antocianinas foi preparado de acordo com Lees e Francis
(1972). Para a obtengéo do extrato, 500 g de mirtilo foram pesados, triturados
em liquidificador e deixados em repouso em auséncia de luz por 24 h, sob
refrigeracao com 860 mL de etanol 70 % (v/v) acidificado com HCl a pH 2,0.
Apos 24h as amostras foram filtradas em tecido fino e posteriormente em papel
Whatman n° 1 a vacuo, em funil de Buchner. Para a evaporacado do etanol, a
amostra foi concentrada em evaporador a vacuo a 40 °C. Para extracao do
material lipidico foi utilizado funil de separagao e éter etilico: éter de petréleo
(1:1) para lavagem do extrato (3 lavagens utilizando 10 mL para cada
lavagem). A extracdo foi realizada em triplicata e injetada duas vezes no

cromatégrafo.

1.2.9 — Determinacéo de acucares

Para determinacdo de agucares redutores e totais foi utilizada a

metodologia proposta por Somogyi-Nelson (1945).

1.2.9.1- Determinagéo de agUcares redutores

Em um tubo de ensaio adicionou-se 1 mL da polpa de mirtilo e 1 mL de
reativo de Somogy, sendo a mistura fervida durante 10 minutos e resfriada. Em
seguida foi adicionado 1 mL de reativo de Nelson completando-se o volume
para 12,5 mL. A solucao “branco” foi preparada nas mesmas condicdes que a
amostra, contanto que o volume da amostra foi substituido por 1,0 mL de agua
destilada. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotémetro UV-1601
PC Shimadzu a 520 nm.
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1.2.9.2— Determinacgdo de agucares totais

A inversao da sacarose foi realizada por hidrélise acida utilizando-se 25
mL da polpa de mirtilo, completando o volume final para 100 mL com agua
destilada. A solucéo diluida e aquecida a 67-70 °C foi adicionada de 5 mL de
HCl e permaneceu em banho-maria por 5 minutos. Apds o resfriamento a
temperatura ambiente, adicionou-se 10 mL de solugdo de hidroxido de sodio
30%, onde ocorreu a mudanca de pH. A solucido foi transferida para baldo
volumétrico de 200 mL, completando-se o volume com agua destilada. Uma
aliquota de 1 mL foi retirada e diluida para a determinagao, conforme descrito
anteriormente no item 1.2.9.1.

A quantidade de acgucares redutores soluveis e totais foi calculada com
base na curva analitica partir de uma solugdo de glicose (200 ug/mL), com

concentracgdes variando entre 0 e 160 ug/mL.

1.2.10 — Determinacao da atividade antioxidante

A determinagdo da atividade antioxidante foi realizada seguindo a
metodologia de avaliagdo da capacidade sequestrante de radicais 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH"), descrita por Espin et al. (2000) e Pukalskas et al. (2002)
com modificagdes, sendo analisada a porcentagem de moléculas do radical
DPPH sequestrado apds determinado tempo.

O método da determinagdo do potencial antioxidante foi baseado no
descoloramento de uma solu¢do composta por radicais estaveis DPPH de cor
violeta quando ha adicdo de substancias que podem ceder um atomo de
hidrogénio. Ou seja, o principio do método é a transferéncia de elétrons de um
composto antioxidante para o radical livre, o DPPH, que ao se reduzir perde
sua coloracao (DUARTE-ALMEIDA, 2006).

Foi previamente preparada uma solugao etandlica 95% de DPPH (0,1
mM) e misturada em cubeta de vidro com extratos fendlicos do extrato de

mirtilo nas proporgdes de 3,5 para 0,5 mL, respectivamente, em temperatura
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ambiente e polpa de mirtlo nas proporgbes de 3,9 para 0,1 mL,
respectivamente. Foram entdo realizadas leituras de absorbancia no
comprimento de onda de 517 nm em espectrofotometro UV-1601 PC
Shimadzu, no tempo zero e apds 4 minutos de reacédo no escuro a temperatura
ambiente.

Uma solugdo “branco” foi preparada contendo as mesmas
concentracdes de todos os componentes, substituindo 3,5 mL de radical DPPH
por 3,5 mL de etanol 95% no extrato. Para a polpa, a amostra em branco foi
preparada substituindo 3,9 mL de radical DPPH por 3,9 mL de etanol 95%. A
quantificacdo foi realizada de acordo com a Equagdo 3, onde (DPPH')' é a
absorbancia medida no tempo 4 minutos e (DPPH)° a absorbancia medida no

tempo zero.

% atividade sequestrante = [1 — (DPPH’)’/ ( DPPH')°] x 100 (Eq.3)

1.2.11 — Andlise estatistica

Foi feita uma analise descritiva dos dados para caracterizacdo e
avaliagao das propriedades fisico-quimicas e bioativas da polpa e extrato de

mirtilo

1.3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 — Composicao centesimal das fracbes da polpa e
casca de mirtilo

A Tabela 2 indica os valores meédios da composicdo centesimal,
realizada nas fragdes da polpa e casca de mirtilo, bem como estimativa do
conteudo no fruto integral, obtida a partir da média ponderada dos valores

observados para polpa e casca.
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Tabela 2: Média dos valores e desvio padrao da composicao centesimal das
fragcbes da polpa e casca de mirtilo (g/100 g) e estimativa da participagcado na
composicao do fruto inteiro.

Componentes
(%) Polpa Casca Fruto fresco

Umidade 87,75 + 0,63 70,58 + 1,18 84,43
Proteinas 0,44 +0,08 1,43 £0,27 0.63
Cinzas 0,17 + 0,01 0,26 + 0,01 0.19
Lipidios 0,02 +0,00 0,25 + 0,06 0,06
Carboidratos 12,07 + 0,64 28,9 + 1,16 15,32
Rendimento da

extragao 80,70% 19,30%

Boari Lima et al. (2008) analisaram as fragbes da polpa e casca de
jabuticaba (Myrciaria cauliflora Berg) variedade Paulista, com teores de 83,90 e
75,84% de umidade, respectivamente. Quanto ao teor de proteinas, a
jabuticaba variedade Paulista, apresentou valores semelhantes 0,44% na polpa
e 1,10% na casca. O teor de cinzas em jabuticaba apresentou valores
superiores 2,90 e 2,88% respectivamente.

Moraes et al. (2007) analisaram quatro variedades de mirtilo (Delite,
Bluebelle, Woodard e Flérida), e encontraram teores de lipidios entre 0,26 e
0,28% para todas as variedades, valores semelhantes ao encontrado no
presente estudo para a casca de mirtilo (0,25%).

Considerando as composi¢des das fracdes e o rendimento de extracéo
do mirtilo, a composig¢ao do fruto fresco pode ser estimada através da média
ponderada dos valores observados para polpa e casca: umidade 84,43%,
proteinas 0,63%, cinzas 0,19%, lipidios 0,06% e carboidratos 15,32% (Tabela
2). O teor de umidade estimado no mirtilo fresco foi semelhante aos 84% para
o grupo Highbush encontrados pela USDA (2009). O jamboldo é uma fruta
semelhante ao mirtilo. E um fruto pequeno e, devido ao alto teor de pigmentos
antocianicos, possui a mesma coloragido caracteristica, e também tem
despertado interesse pelos seus efeitos nutricionais, terapéuticos e acéao
antioxidante. O valor da umidade no jambolao foi de 87,75% (BRAVO, 1988).

Com relacao ao teor de proteinas, o valor estimado para o fruto inteiro
foi de 0,63%. Os estudos da USDA (2009) encontraram valor ao redor de
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0,74% para o grupo Highbush. O teor de proteinas no fruto de jambolao é de,
aproximadamente, 0,67% (GOMES et al., 2006). Santos et al. (2005)
mostraram que o conteudo de proteinas em frutos de acerola estdo ao redor de
0,68%.

O valor referido de cinzas no mirtilo foi de 0,19%, inferiores aos valores
encontrados pelo USDA (2009) que quantificou 0,24%. Segundo Wang e Zheng
(2003), o teor cinzas pode ser considerado como medida geral de qualidade
nos alimentos, uma vez que maiores teores de cinza retratam também maiores
teores de calcio, magnésio, ferro, fésforo, sédio e outros componentes minerais
nos frutos.

A quantidade de lipidios estimado no mirtilo foi de 0,06%, inferiores aos
valores encontrados pela pesquisa do USDA (2009), onde o valor constatado
foi de 0,33% de lipidios, enquanto que no estudo de Gomes et al. (2006) o
jambolao apresentou teores similares. Esta diferengca quanto ao conteudo de
lipidios entre o observado pelo USDA e neste trabalho pode estar relacionada a
variedade analisada e ao ambiente de cultivo.

O valor de carboidratos foi de 15,32%, enquanto que nas analises do
USDA (2009) o valor foi de 14,49%. Na pesquisa de Gomes et al. (2006)
constatou-se que o teor no jambol&o foi de 10,07%. Desta forma, pode-se aferir
que o mirtilo seja uma fruta de gosto mais doce que o jamboldo, e portanto
agradar mais ao paladar dos consumidores.

A amora preta (Rubus sp.), também classificada como pequena fruta,
apresenta caracteristicas semelhantes ao mirtilo (HARBONE e WILLIANS,
2000). Estes autores ressaltam que além dos nutrientes basicos, esta fruta
possui teores consideraveis de micronutrientes essenciais como minerais,
fibras, vitaminas e diversos compostos secundarios de natureza fendlica.
Provavelmente o mirtilo também apresente teores consideraveis destes
nutrientes, como normalmente observado para outras pequenas frutas.

Em estudo realizado por Facco et al. (2008) quanto a composigao
centesimal de diferentes variedades de amora preta, o conteudo de agua
variou entre 84,76 e 90,32%, semelhante ao valor estimado para a variedade

de mirtilo Bluegem no presente estudo (84,43%). O teor de proteinas foi baixo,
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variando de 0,09 a 0,14% e o teor de cinzas encontrado variou entre 0,27 a
0,49%, valores maiores do que encontrados neste trabalho que foi de 0,19%.

A uva (Vitis vinifera L.), também semelhante ao mirtilo quanto ao
tamanho e coloracdo, apresenta segundo a tabela da Taco (2006), valores
semelhantes ao estimado para o mirtilo, com relagdo aos conteudos de
proteinas (0,6%), lipidios (0,2%) e carboidratos (12,7%).

1.3.2 — Analises Fisico - Quimicas

A Tabela 3 indica os valores da caraterizagao fisico-quimica na polpa e
extrato de mirtilo.

Tabela 3: Média dos valores e desvio padrao das variaveis SST, ATT expressa
em % de acido citrico, pH, agucares totais e redutores.

Analises Polpa Extrato
SST (° Brix) 11,1 £ 0,77 11,7 £1,79
ATT % (m/v) de acido citrico 0,42 + 0,05 -

pH 3,3+0,03 3,27 £ 0,08
Acucares totais (g/100mL) 6,44 + 0,34 -
Acucares redutores (g/100mL) 0,51 £ 0,04 -

Os teores de sdlidos soluveis totais (SST), da acidez total titulavel
(ATT) e pH sado mostrados na Tabela 3. A acidez da polpa de mirtilo foi
expressa em termos de acido citrico, pois € o acido orgénico presente em
maior quantidade. A polpa e o extrato apresentaram valores semelhantes em
relagdo ao pH e sodlidos soluveis.

As determinagdes de pH, acidez e o teor de solidos soluveis,
contribuem para a apreciagao objetiva do sabor dos frutos. O pH, geralmente
inferior a 4,5 aumenta no decorrer do amadurecimento e influencia as
caracteristicas sensoriais e a capacidade de conservacdo dos frutos. E um
parametro importante na determinagdo do potencial de crescimento de
microrganismos capazes de provocar deterioragdo e também no crescimento
de microrganismos patogénicos. Embora baixo, o pH do mirtilo, ainda
possibilita o crescimento de algumas leveduras e bolores tolerantes aos acidos
(SOUSA et al., 2007).
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Os SST representam o conteudo de agucares soluveis, acidos
organicos e outros constituintes menores (HOBSON et al. 1993). A
concentracdo desses solidos constitui-se em uma das variaveis mais
importantes para medir a qualidade de frutos, como o grau de maturacgao.

Segundo Eck (1988), a acidez total das frutas de mirtilo no momento da
colheita deve estar entre 0,3 e 1,3% de acido citrico, o pH em torno de 3,75 +
0,5 e o teor de SST acima de 10%. Arsego et al. (2003) mostraram que o pH da
fruta in natura € importante na retengédo de antocianinas, uma vez que em pH <
3,0 estes componentes sdo mais estaveis frente a fatores que aceleram sua
decomposicéo.

Os dados obtidos estdo proximos aos relatados por Rodrigues et al.
(2007), que detectaram teores de solidos soluveis totais de 12,2 °Brix para a
mesma variedade estudada neste trabalho, e acidez titulavel de 0,45 (% &cido
citrico). Ristow et al. (2004) e Machado (2004) verificaram teor de solidos
soluveis totais de 14,46 °Brix, acidez titulavel 0,78 e pH 3,02 em mirtilos da
cultivar Woodard; na cultivar Bluegem os valores foram de 14,46 °Brix, 1,07%
de acido citrico e pH 2,97.

Os agucares sao os principais componentes soluveis e representam
cerca de 80% da matéria seca. A glucose e a frutose sdo os principais agucares
existentes no mirtilo e os seus teores influenciam o sabor (SOUSA et al., 2007).

O método de analise de agucares de Somogyi (1945), modificado por
Nelson (1950), fundamenta-se na quantificagdo dos glicidios redutores
aquecidos em meio alcalino, transformando-se em enodidis que reduzem o ion
cuprico presente a cuproso. O Oxido cuproso assim formado reduz a reacao
arsénio-molibidico a éxido de molibdénio, de coloragcdo azul, cuja intensidade
da cor é proporcional a quantidade de agucares redutores existentes na
amostra (SILVA et al.,, 2003). Os monossacarideos glicose e frutose s&o
agucares redutores por possuirem grupo carbonilico e cetdnico livres, capazes
de se oxidar na presenca de agentes oxidantes em solugbes alcalinas. Os
dissacarideos que nao possuem essa caracteristica, sem sofrerem hidrélise da
ligacdo glicosidica, sdo denominados de agucares nao redutores (SILVA et al.,
2003).
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Os valores de agucares totais e redutores encontrados na polpa de
mirtilo da variedade Bluegem, neste trabalho, foram de 6,44 e 0,51 g/100 mL,
respectivamente. De acordo com o USDA (2009), para o grupo Highbush, o
conteudo de agucares totais (glicose, frutose e sucrose) encontrado no fruto foi
de 9,96 g/100 g, sendo que o teor encontrado para a glicose foi de 4,88, frutose
4,97 e sucrose 0,11 g/100 g.

Demiate et al. (2002) avaliaram trés marcas de suco de maga, e o teor
de acgucares totais variou entre 11,50 e 12,68 g/100 mL. Corréa et al. (2000)
avaliaram a polpa de fruto-de-lobo (Solanum lycocarpum St. Hil.) por periodo
de 20 dias durante a maturacdo a temperatura ambiente. O teor médio de
acucares redutores foi de 1,23%, nédo havendo diferencga significativa durante o
armazenamento. Entretanto, Vila et al. (2007) estudaram frutos de goiaba
durante periodo de armazenamento de 20 dias sob refrigeracdo e atmosfera
modificada, e verificaram aumento na concentracdo de agucares redutores.
Wills et al. (1983) citam que o aumento nos teores de agucares em frutos
durante a maturagao, deve-se principalmente a perda de agua e a hidrdlise de
polissacarideos, hemicelulose e substancias pécticas da parede celular,

comuns no processo de amadurecimento.

1.3.3 — Analises dos teores dos compostos fendlicos,
antocianinas e atividade antioxidante

Os teores dos compostos fendlicos, antocianinas e percentual da
atividade antioxidante estao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Teores médios de compostos fendlicos, antocianinas e atividade
antioxidante da polpa e extrato de mirtilo.

Anélises Polpa Extrato

Polifendis totais (mgAGE/100g) 317,6 £ 15,53 2007 + 194,1
Antocianinas totais (mg/100g) 58,95 + 13,27 1182 £ 102,1
% Atividade antioxidante 32,5 + 4,56 42,88 + 6,97

50



O método mais empregado para a quantificacao de polifendis totais em
mirtilo € o Folin-Ciocalteau; no entanto, este € mais suscetivel a interferéncias
que o método de Folin-Denis, mas € mais facil de ser conduzido. Neste
trabalho o método de Folin-Denis foi adotado, pois segundo Shahidi e Naczk
(1995), nédo ha influéncia de interferentes como proteinas, agucares ou outras
substancias redutoras que nao sejam polifendis, e portanto, os resultados séo
mais exatos.

De acordo com a Tabela 4, os valores médios de polifendis totais
encontrados na polpa e extrato de mirtilo foram de 317,6 e 2007 mg AGE/100g,
respectivamente. Silva (2003) analisando os teores em polpa de uva das
variedades Riesling Italico e Cabernet Sauvignon, encontrou valores menores
de polifendis totais, 168,62 e 216,62 (mg/100 g) respectivamente.

Manhaes (2007) encontrou, em 100 g de polpa de buriti, 9,46 mg de
polifendis totais, valor maior do que o encontrado na literatura para cenoura
(Daucus carota — 0,17 mg/100 g) e couve (Brassica oleracea — 0,51 g/100 g)
(CUNHA, 2005).

Boari Lima (2008) ao estudar as variedades de polpa de jabuticaba
Paulista e Sabara, encontrou valores de 450 e 490 mg/100 g de polifendis
totais, valores semelhantes aos encontrados na polpa de mirtilo (Tabela 4).

Os teores de antocianinas encontrados no mirtilo foram de 58,95 e
1182 mg de cianidina-3-glicosideo/100 g para polpa e extrato, respectivamente.
Estudos indicam ampla variagao no teor total de antocianinas no fruto de mirtilo
em fungdo da variedade, do ambiente de cultivo, grau de maturagdo no
momento da colheita, condigbes de estocagem pods-colheita e pelo
processamento (EHLENFELDT, 2001).

O resultado encontrado para o extrato analisado neste trabalho foi
inferior ao encontrado por Severo et al. (2009), onde o teor de antocianinas da
variedade Bluegem foi de 1958 mg/100 g.

Oliveira et al. (2006) avaliaram seis cultivares de mirtilo (Woodard,
Powder Blue, Briteblue, Delite, Bluebelle e Bluegem), e observaram variagao
significativa no teor de antocianinas totais entre frutos de diferentes cultivares.

A cultivar Powder Blue apresentou os maiores teores de antocianinas, seguido
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pelas variedades Delite, Bluebelle, Bluegem, Woodard e Briteblue (157,4;
131,0; 130,5; 128,3; 125,0; 124,0 mg/100 g, respectivamente). Jacques et al.
(2009) encontraram valores menores de antocianinas nas cultivares Powder
Blue e Delite (128 e 72 mg/100 g, respectivamente).

Ballinger et al. (2004) informaram que o teor de antocianinas em
mirtilos do grupo Rabbiteye foram muito influenciados pelo estagio de
maturagdo, e analisando a cultivar Bluegem verificaram a presenga de 272
mg/100 g destes componentes. Teores de antocianinas variando entre 89 e 331
mg/100 g foram detectados em mirtilo de 87 cultivares por EHLENFELDT
(2001).

De acordo com trabalhos citados por Falcdo et al. (2007), as
antocianinas presentes em uvas estdo concentradas principalmente na casca,
com excegdo de poucas variedades, cuja polpa também é pigmentada
(Pastrana-Bonilla et al., 2003). Os pigmentos antocianicos maijoritarios foram
malvidina-3-glicosidio, petunidina-3-glicosidio, cianidina-3-glicosidio,
delfinidina-3-glicosidio e peonidina-3-glicosidio (Kelebek et al., 2006); podendo
alcancar até 750 mg/100 g de fruta madura (MALLACRIDA e MOTTA, 2006).

Teixeira et al. (2008) estudaram 10 fontes potenciais de antocianinas:
casca de berinjela (Solanum melongena), jabuticaba (Myrciaria jaboticaba),
polpa de repolho roxo (Brassica oleraceae), casca e polpa de sabugueiro
(Sambucus negra), morango (Fragaria ssp), maria-pretinha (Solanum
americanum), acai (Euterpe oleracea), roma (Punica granatum), pétalas de
hibisco (Hibiscus rosa-sinensis) e inflorescéncia de capim-gordura (Mellins
minutiflora). As maiores concentracbes de antocianinas foram verificadas na
casca de jabuticaba, pétalas de hibisco e casca e polpa de sabugueiro, com
teores superiores a 200 mg/100 g. Para a polpa de repolho roxo o valor
encontrado foi 24,36 mg/100 g, menor do que o encontrado no presente estudo
para a polpa de mirtilo (58,95 mg/100 g). Pertuzatti et al. (2007) encontraram
concentracdes maiores de antocianinas na polpa de mirtilo da variedade Delite
(80,9 mg/100 g) enquanto na variedade Powder Blue os teores foram de 2,7
mg/100 g. Isto deve-se em parte ao fato da polpa de Delite possuir coloragao

avermelhada, enquanto Powder Blue possui polpa de coloragdo amarelada.
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A atividade antioxidante de certa substancia corresponde a quantidade
de DPPH consumida por esta substancia, durante determinado tempo. A
quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentragao inicial de
DPPH em 50% ¢é denominada concentragao eficiente (ECsp), também chamada
de concentracgdo inibitéria (Clsp). Quanto maior o consumo de DPPH por uma
amostra, menor sera a sua ECsp e maior a atividade antioxidante (SOUSA et
al., 2007). O ECsp da polpa e extrato do mirtilo, foi determinado em 4 minutos.

Em estudos envolvendo outras frutas, polpas de acerola e uva se
destacaram na avaliagdo da atividade antioxidante, com mais de 90% de
sequestro de radical DPPH apds 30 minutos (VARGAS et al., 2008). Duarte-
Almeida et al. (2006) encontraram elevada atividade antioxidante no extrato de
acerola, seguido pelos extratos de amora, acai e morango. Os valores médios
encontrados para a atividade antioxidante de mirtilo foram de 32 e 43%,
respectivamente para polpa e extrato, indicando moderado poder antioxidante

no tempo de 4 minutos.

1.3.4 — Analise qualitativa das antocianinas por CLAE
Na Figura 6 é mostrado o perfil cromatografico das antocianinas

encontradas no extrato de mirtilo. Os espectros foram adquiridos no

comprimento de onda de 530 nm.
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Figura 6 — Perfil cromatografico do extrato de mirtilo a 530 nm, fase mével

composta de agua-metanol (6:4 v/v) com 2 mol.L”" HCI (pH 2,5), com fluxo de

0,5 mL/min, tempo de corrida de 30 min.

A partir do espectro de absor¢cao adquirido no equipamento, pode-se
observar o espectro caracteristico de uma antocianina (BURDULIS et al.,
2007), com absorbéncia maxima em 530 nm. Verifica-se no cromatogama bom
desempenho de separagdo dos pigmentos antocianicos por CLAE. Burdulis et
al. (2007) estudando mirtilos de diferentes regides, encontraram 14
antocianinas, sendo a delfinidina-3-galactosideo e a delfinidina 3-glucosideo as

predominantes.

1.3.5 — Anélise colorimétrica

Na Tabela 5 sdo apresentados os valores meédios e desvios padrao da
analise colorimétrica de polpa e extrato de mirtilo.
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Tabela 5: Coordenadas de cor (L*,a*, b*), tonalidade (hue) e chroma da polpa e
extrato de mirtilo.

Coordenadas de cor Tonalidade Saturacéo
L* a* b* Hue (rad) Chroma
Polpa 2455+0,82 223+0,12 -054+0,08 -0,24+0,04  2,29+0,04

Extrato 24,18 £ 0,05 0,36 £ 0,05 -1,04 £0,02 -1,24 £ 0,04 1,10 £ 0,05
(rad) radianos.

Amostra

A primeira caracteristica observada em um alimento € a cor, e essa pré-
determina expectativas de sabor e qualidade (Henry, 1996). A qualidade de
uma cor é obtida pela tonalidade (h*), saturacéo (C*) e luminosidade (L*). A
tonalidade é uma grandeza que caracteriza a qualidade da cor, como vermelho,
verde e azul, por exemplo, permitindo que elas sejam diferenciadas. A
saturacao, também chamada de pureza, descreve a intensidade ou quantidade
de uma tonalidade, indicando a propor¢ao em que ela esta misturada com o
preto, branco ou cinza; permitindo diferenciar cores fortes de fracas.
Luminosidade € a qualidade que caracteriza o grau de claridade da cor,
indicando se as cores sao claras ou escuras (L* = 0, preto a 100, branco)
(PONTES, 2004; RAMOS e GOMIDE, 2007).

O mirtilo apresenta-se na forma de bagas pequenas, com sementes e
apresenta, em geral, cor azul com tonalidades variando de mais claro a mais
escuro e intenso. A cor do mirtilo € influenciada pela presenca de cera
epicuticular que produz o efeito responsavel pela cor azul tipica dos frutos. A
cor da epiderme e da polpa é conferida pela presenga de antocianinas. As
antocianinas encontram-se normalmente no interior dos vacuolos das células
da epiderme do fruto, dissolvidas em meio aquoso acido, sendo o maior grupo
de pigmentos soluveis em agua (SOUSA, et al., 2007).

Em estudo analisando as coordenadas de cor (L* a* b*) da variedade
de mirtilo “Jubilee”, cultivado no sudoeste de Portugal, verificou-se que na
Luminosidade (L*), que traduz o brilho ou a intensidade luminosa, os valores
variaram de 31,0 no inicio a 28,5 no fim de 30 dias de conservagao. Os valores
da saturagao, que representam a pureza da cor, situaram-se entre 4,23 e 5,46

no inicio e no fim deste periodo, respectivamente. A tonalidade (h), que mede o
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tipo de cor, foi a coordenada em que se verificou modificagdes mais modestas
ao longo do tempo de conservagao, de -1,00 para -0,98, consideradas nao
relevantes.

Os autores concluiram através das informacdes obtidas das
coordenadas de cor L* a* b* que o lote de mirtilos da variedade Jubilee
apresentou frutos de cor azul escura homogénea, e que estas caracteristicas
se mantiveram relativamente inalteradas durante a conservagao. E interessante
citar que a literatura refere que no Mississipi a variedade Jubilee apresenta cor
azul clara (SPIERS, et al., 2004), enquanto em Portugal é de cor azul escura.
Como ja salientado, sabe-se que além das caracteristicas genéticas,
intrinsecas a cada cultivar, 0 meio ambiente em que os frutos se desenvolvem
também afeta sua coloracéo (SOUSA et al., 2007).

A coloragao da polpa e extrato de mirtilo observados neste estudo
apresentaram valores semelhantes em relagdo a coordenada L* (24,55 e
24,18), valores que indicam pouca luminosidade.

A polpa e o extrato, respectivamente, apresentaram maiores valores de
a* (2,23 e 0,36), tendendo para o vermelho, enquanto que para a coordenada
b* os valores ficaram entre -0,54 e -1,04, tendendo para o azul. Visualmente a
coloragdo da polpa e do extrato de mirtilo apresentaram tonalidade de cor
avermelhada e azulada, respectivamente.

Os valores de h*, que representam a tonalidade da cor, obtidos para a
polpa e extrato de mirtilo, foram de -0,24 e -1,24 respectivamente, indicando
que o menor angulo representa a maior intensidade, faixa de cor entre
vermelho e azul representando o roxo. Para saturagdo, que representa a
intensidade da tonalidade os valores situaram-se ao redor de 2,29 para a polpa
com intensidade de tonalidade para o vermelho e de 1,10 para o extrato com

intensidade de tonalidade para o azul.
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1.4 — CONCLUSOES

O mirtilo da variedade Bluegem produzido na regido Sudeste do Brasil
(Anténio Carlos-MG) possui caracteristicas de coloragdo e atributos fisico-
quimicos com potencial para producao de polpas e extratos para aplicacdo em
alimentos.

Frutos da variedade estudada sao ricos em compostos fendlicos e

antocianinas, além de possuir boa atividade antioxidante.
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CAPITULO 2

DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DA QUALIDADE DA POLPA
E EXTRATO DE MIRTILO (Vaccinium myrtillus) EM PO

RESUMO
Objetivou-se com este trabalho obter corante natural, na forma de po, a

partir do extrato e da polpa de mirtilo (Vaccinium myrtillus), bem como estudar
as propriedades fisico-quimicas dos compostos bioativos dos produtos finais.
As amostras da polpa e extrato de mirtlo em pd foram preparadas com
maltodextrina 10 DE (20%), e desidratadas por dois métodos de secagem
(atomizacdo e liofilizacdo). Foram avaliados antocianinas totais por
espectrofotometria e CLAE, polifendis, atividade antioxidante por 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), acucares totais e redutores, umidade, atividade da agua
(Aa), além de dados colorimétricos de h* (tonalidade) e C* (saturagédo). Nao
houve efeito dos métodos de secagem utilizado para as variaveis polifendis
totais, percentagem de atividade sequestrante por DPPH, saturacao, tonalidade
e umidade para a polpa de mirtilo em pé. O teor de antocianinas e polifendis foi
superior no extrato em p6 quando a secagem foi realizada em liofilizador, com
2938,94 mg/100g de antocianinas e 7680 mg AGE/100g de polifendis. A
percentagem da atividade antioxidante por DPPH do extrato foi superior
quando a secagem foi realizada em atomizagdo, com 74,9% de capacidade
sequestrante. A saturacdo foi diferenciada entre os métodos de secagem,
sendo de 7,74 quando o extrato foi desidratado por liofilizagcdo, e de 30,51 na
secagem por atomizacgao. Esta diferenga resulta em maior intensidade da cor
vermelha para o extrato atomizado; para os valores de h* ndo houve diferenca
entre os métodos de secagem. Os resultados de Aa encontrados neste trabalho
permitem inferir que, embora a Aa da amostra seca em liofilizador tenha sido
muito superior a observada na amostra obtida por atomizacdo, esta se
encontra abaixo do minimo a partir do qual se considera o risco de atividade
microbiana (Aa = 0,6) e portanto ambos os métodos de secagem resultam em
um produto seguro quanto a esta variavel.

Palavras-chave: secagem, corante natural, antocianinas.
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ABSTRACT

The objective of this work was to obtain a natural dye, in powder form,
from the extract and the pulp of blueberry (Vaccinium myrtillus), and study the
physical and chemical properties of bioactive compounds on finished products.
The formulations of blueberry pulp and extract in powder were prepared with
maltodextrin 10 DE (20%), and dried by two drying methods (atomizacéo and
lyophilization). The following evaluations were made: anthocyanins by
spectrophotometry and HPLC, polyphenols, antioxidant activity by DPPH, total
and reducing sugars, moisture, water activity (Aa), as well as colorimetric data
of h* (hue) and C* (saturation). There was no effect of used drying methods for
the variables total polyphenols, sequestrant activity percentage, saturation, hue
and moisture to the blueberry pulp powder. The content of anthocyanins and
polyphenols was higher in the extract powder when the operations were
performed on lyophilizer, with 2938,94 mg/100 g of anthocyanins and 7680
mgAGE/100g of polyphenols. The percentage of antioxidant activity by DPPH
on the extract was higher when the drying was performed in a atomizagao, with
74.9% of sequestrant capacity. Saturation differed between drying methods,
being 7,74 when the extract was dried by lyophilization, and 30,51 by spray-
drying. This difference results in higher intensity of red for the atomized extract;
for the values of h*, there was no difference between drying methods. The
results of Aa found in this study allow us to conclude that although the Aa from
the lyophilizer dried sample was much higher than that observed in the sample
obtained by a atomizacgao, it is below the threshold above which is considered
the risk of microbial activity (Aa = 0.6) and, therefore, both drying methods
result in a safe product on this aspect.

Keywords: drying, natural colorant, anthocianins.
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2.1 — INTRODUCAO

A preferéncia do consumidor por alimentos naturais e saudaveis é
crescente em todo o mundo. A literatura cientifica aponta cuidados com a
ingestdo dos corantes sintéticos, a respeito do grande uso deles pelas
industrias de alimentos e bebidas.

A toxicidade apresentada por varios corantes artificiais utilizados por
longo periodo, fez destes pigmentos uma espécie de aditivo indesejavel ao
consumidor. O uso dos corantes naturais, pode aumentar o custo final dos
alimentos processados, em contrapartida pode oferecer produtos mais
saudaveis (CARVALHO, 1992).

As pesquisas, aléem de definir limites de tolerdncia para corantes
artificiais permitidos, ja contribuiram para a proibicdo do uso de varios
compostos em muitos paises (CONSTANT, 2003). Foram proibidos, por
exemplo, amarelo solido, até entdo muito empregado em gelatinas; laranja
GGN, usado em poés para sorvetes; vermelho solido, para recheios e
revestimentos de biscoitos; azul de alizarina, corante em 6leos emulsionados e
gelatinas; e o escarlate GN, com uso em recheios de confeitarias (CORANTES
NATURAIS, 1997).

A substituicdo dos corantes artificiais por naturais ainda apresenta
dificuldades em virtude de questdes relacionadas a estabilidade. O sucesso
para o emprego de corantes naturais reside em saber como controlar e
processar a matéria-prima nas etapas de extracao, purificacdo e formulacédo do
corante, para obter alto rendimento e qualidade do produto final (FALCAO et
al., 2003).

Domingues et al. (2002) ja relatava a crescente utilizagdo de alimentos
desidratados. A desidratacao, tanto por atomizagdo como por liofilizagdo, gera
produtos de maior valor nutritivo, estaveis e versateis, podendo ser utilizados
como aromatizantes, corantes, edulcorantes, vitaminas, minerais, acidulantes,
temperos e medicamentos.

A secagem por atomizagdo e por liofilizacdo ocasionam pequenas
perdas do pigmento antocianico, ndo sendo detectada presenga do composto

degradado no produto em p6 (CONSTANT, 2003). Além disso, a armazenagem
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do produto na forma de p6 é mais conveniente que na forma liquida, pois é de
facil manuseio, possui vida util mais longa, ocasiona redugdao de custos no
transporte e proporciona disponibilidade durante o ano inteiro.

O Mirtilo (Vaccinium myrtillus), € uma pequena fruta rica em compostos
antocianicos, que vem sendo associado a ingestdo de uma dieta saudavel,
devido também em parte as propriedades funcionais dos compostos que
possui. Uma alternativa para a preservacédo do mirtilo € a sua desidratagao pelo
processo de atomizagdo (spray drying) ou por liofilizagdo, que permitem a
obtencdo de polpa e extrato de mirtilo desidratado com elevado teor de
compostos bioativos. A desidratagcdo, além de ser utilizada como método de
conservagao, objetiva também o refinamento do alimento resultando na oferta
de um novo produto no mercado.

Nesse contexto objetivou-se, com este trabalho, obter o corante natural
em po, a partir do mirtilo variedade Bluegem, utilizando-se como fonte o extrato
e a polpa deste fruto, e avaliar o efeito dos processos de secagem por

atomizacao por atomizacao e liofilizacdo, nas amostras obtidas.

2.2 — MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Pigmentos Naturais e
Secagem da Universidade Federal de Vigosa, localizada na cidade de Vigosa-
MG, Brasil.

2.2.1 — Matéria-prima

Foi utilizada polpa e extrato de mirtilo, grupo Rabbiteye, variedade

“Bluegem”, produzida no Municipio de Anténio Carlos/MG, safra 2007/2008.

Foi utilizada maltodextrina na forma de pé branco como estabilizante,
devido a facil dissolugao com dextrose equivalente 10 (DE) e sabor levemente
doce. Embalagens de polietilieno de alta densidade foram utilizadas para o

acondicionamento das amostras obtidas.
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2.2.2 — Obtencéo da polpa

Para a preparagao da polpa, 2 Kg de mirtilo foram pesados e colocados
diretamente em agua a 90 °C e mantidos por um minuto para inativagéo
enzimatica (branqueamento), sendo posteriormente encaminhada para a etapa
de separacao da polpa e casca por centrifugacédo. Para a preparacédo da polpa
foi uitlizado processador domeéstico Walita, modelo R1-1861. Em seguida a
polpa foi filtrada em tecido fino e posteriormente em papel Whatman n° 1 a
vacuo, em funil de Buchner. O armazenamento foi feito em frascos ambar. As
polpas foram congeladas a temperatura de -18 °C em freezer convencional

para utilizagdo durante os métodos de secagem.

2.2.3 — Obtencéo do extrato

Para a obtencgéo do extrato, 2,4 Kg de mirtilo foram pesados, triturados
em liquidificador e deixados em repouso em auséncia de luz por 24 h sob
refrigeracao, juntamente com 4.120 mL de etanol 70 % (v/v) acidificado com
HCI 1,5 N até pH 2,0.

Apos 24 h as amostras foram filtradas em tecido fino e novamente em
papel Whatman n° 1 a vacuo, em funil de Buchner. Para a evaporacédo do
etanol a amostra foi concentrada em evaporador a vacuo a = 40°C. Para
extracdo do material lipidico, trés lavagens com 10 mL da mistura éter etilico:
éter de petroleo (1:1) foram realizadas em funil de separagcdo. O
armazenamento foi feito em frascos ambar, e os extratos congelados a

temperatura de -18 °C em freezer convencional.
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2.2.4 — Secagem da polpa e extrato de mirtilo

Liofilizacao

Foram utilizados 45 mL de polpa e do extrato para cada repeticao de
secagem no liofilizador, sendo adicionados 20% de maltodextrina (agente
estabilizante) 10 DE (dextrose equivalente). As condi¢des de secagem por
liofilizagdo foram: pressdo 4,2 mm Hg, temperatura de congelamento -75 °C,
temperatura do condensador de -40 + 5 °C e temperatura de trabalho -30 %
1 9C. O tempo de processo foi de aproximadamente sete horas. O material se
encontrava congelado em camadas finas de 5 mm, em placas de vidro com
didametro de 10 cm.

Os produtos foram recolhidos na forma de pé e acondicionados em
recipientes de polietileno para acondicionamento sob refrigeracdo, em
temperatura de 8 °C para posteriores analises.

Um resumo do processo utilizado para obtengao do material em p6 por

desidratacéo em liofilizador é apresentado no fluxograma a seguir:

Agente Estabilizante Polpa / Extrato

DA g

Homogeneizagao dos
Ingredientes

0

Congelamento a -75°C

0

Liofilizacao

0

Corante em Po6

Figura 7: Fluxograma de obteng¢do do corante em po.
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Atomizacao

A polpa e o extrato de mirtilo foram utilizados como nucleo a ser
encapsulado e a maltodextrina como agente encapsulante. Foram preparadas
emulsdes com as amostras com hidratagdo do agente encapsulante, adigao do
material a ser encapsulado e homogeneizagdo da emulsdo por cerca de 20
minutos em agitador magnético.

Foram utilizados 50 mL de polpa e extrato para cada repeticdo de
secagem no atomizador, adicionados 20% de maltodextrina 10 DE (dextrose
equivalente) como estabilizante e 50 mL de agua destilada a esta mistura.

As amostras foram submetidas a secagem em atomizac&o Buchi 190.
As condi¢des de secagem por atomizagéo foram: temperatura do ar de entrada
de 170 + 10 °C; temperatura do ar de exaustdo 90 *+ 5 °C. A quantidade de
amostra atomizada para cada repeticao foi em média de 100 mL, e o tempo de
secagem foi em torno de 15 a 20 minutos. Os produtos foram recolhidos na
forma de p6 e acondicionados em recipientes de polietilieno armazenados sob
refrigeragao a temperatura de 8 °C para posteriores analises.

Um resumo do processo de secagem das amostras atomizadas €
apresentado no fluxograma a seguir:

Agente Estabilizante Polpa / Extrato

D@

Hidratacao

a

Homogeneizagéo dos
Ingredientes

a

Atomizagéo e Secagem

a

Corante em P6

Figura 8: Fluxograma de obtencéo do corante em po.
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2.2.5 — Determinacgé&o de antocianinas totais

O teor de antocianinas totais, tanto na polpa como no extrato em po, foi
determinado por espectrofotometria de acordo com Lees e Francis (1972).
Inicialmente 0,5 g do extrato foi diluida em 10 mL de etanol:HCI 1,5 N (85:15
v/v) e a solugdo levada a leitura espectrofotométrica de absorbéncia no
comprimento de onda de 535 nm. Para a determinagcdo da concentracao de
antocianinas da polpa, 1 g da amostra foi diluida em 2,0 mL de etanol 70%
acidificado com HCI. Apos esta etapa, 1 mL da amostra foi diluida com 10 mL
de etanol:HCI (85:15 v/v) e levada a leitura espectrofotométrica da absorbancia

em comprimento de onda de 535 nm.

2.2.6 — Anélise qualitativa das antocianinas por CLAE

As andlises foram realizadas no laboratério de vitaminas, do
Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal de Vigosa. O
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi composto de bomba de
alta pressdo, modelo LC-10AT VP; injetor automatico com “loop” de 20ul,
modelo SIL-10AF e detector de arranjo de diodos UV-visivel, modelo SPD-
M10A. O sistema foi controlado pelo software Multi System, Class Vp 6.12. As
condicbes para analise foram: coluna cromatografica RP-18 MERCK (Li
Chrospher 100, particulas de 5 pym de diametro, 250 x 4 mm); detector
espectrofotométrico de arranjos de diodos, operando com comprimento de
onda 530 nm, fase mdvel composta de agua-metanol (6:4 v/v) com 2 mol.L™”
HCI até atingir pH 2,5, com fluxo de 0,5 mL/min e tempo de corrida de 30 min.

Para as amostras do extrato em p6 foi utilizado 0,1 g de amostra
ressuspendida em 5 mL da fase movél acidificada com HCI. Para as amostras
da polpa em pdé foram utilizadas 1 g do po6 ressuspendido em 2 mL de etanol
70% acidificado com HCI, para a extracdo do pigmento. Uma aliquota de 1 mL
da polpa foi diluida em 5 mL da fase movél acidificada e as amostras foram
fitradas em membrana FH 1.300, Millipore, com didmetro do poro de 0,45 p e

imediatamente injetada no sistema CLAE. Os espectros foram adquiridos no
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comprimento de onda de 530 nm, de acordo com Vendramini e Trugo (2004), e
Stringheta (1991). Todos os reagentes empregados na fase moével foram
filtrados em sistema Millipore de filtragdo a vacuo e a seguir degaseificado em

sistema de ultrasom (Ultrassonic Cleaner T-14 Odontobras).

2.2.7 — Determinacéo de polifendis totais

As analises de polifendis totais na polpa e extrato em pd foram
realizadas segundo metodologia citada por Shahidi e Naczk (1995), que utilizou
o reagente de Folin-Denis. Apds as diluicdes dos poés, em tubo de ensaio foram
adicionados os seguintes componentes, em ordem: 1,0 mL da amostra, 7,5 mL
de agua destilada e 0,5 mL do reativo de Folin-Denis, sendo o tubo agitado
vigorosamente. Os tubos foram deixados em repouso por trés minutos, quando
1,0 mL de solucdo de bicarbonato de sddio saturada foi adicionado. Os tubos
permaneceram em repouso por mais uma hora ao abrigo da luz sob
temperatura ambiente, e a leitura espectrofotométrica da solugao final foi feita a
725 nm contra um “branco”. O “branco” foi preparado nas mesmas condicdes
que a amostra, contanto que o volume da amostra foi substituido por 1,0 mL do
solvente na qual esta foi preparada (etanol 70%). A quantidade de polifendis
totais foi calculada com base na curva analitica de acido galico, preparada com
concentragbes variando entre 0 e 100 mg/L. O conteudo fendlico total foi
expresso em AGE (acido galico equivalente) e obtido pela equagao da curva
analitica.

Todas as leituras espectrofotométricas foram realizadas em
espectrofotometro UV-1601 PC Shimadzu.

2.2.8 — Determinacédo da atividade antioxidante

O método da determinacao do potencial antioxidante foi baseado no
descoloramento de uma solugdo composta por radicais estaveis DPPH’ de cor
violeta quando ha adicdo de substancias que podem ceder um atomo de

hidrogénio. O principio do método é a transferéncia de elétrons de um
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composto antioxidante para um radical livre, o DPPH’, que ao se reduzir perde
sua coloragao purpura (DUARTE-ALMEIDA, 2006).

A determinagdo da atividade antioxidante foi realizada seguindo a
metodologia de avaliagdo da capacidade sequestrante de radicais 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH’), descrita por Espin et al. (2000) e Pukalskas et al. (2002)
com modificagdes, sendo analisada a porcentagem de moléculas do radical
DPPH sequestrado ap6s determinado tempo. Foi utilizado 0,5 g do extrato em
po, ressuspendido em 10 mL de etanol 70%. Previamente foi preparada uma
solucao etandlica 95% de DPPH (0,1mM) e misturada em cubeta de vidro com
amostra do extrato nas proporgdes de 1,0 (extrato) para 3,0 mL (DPPH), em
temperatura ambiente. Para a polpa de mirtilo foi utilizado 1 g do poé
ressuspendido em 2 ml de etanol 70% acidificado com HCI para a extragao do
pigmento. Uma aliquota de 1 mL da polpa foi diluida em 5 mL de etanol 70% e
misturada em cubeta de vidro nas proporgdes de 1,0 (polpa) para 3,0 mL
(DPPH). Foram entdo realizadas leituras de absorbancia no comprimento de
onda de 517 nm em espectrofotdmetro UV-1601 PC Shimadzu, no tempo zero
e apos 4 minutos de reagao no escuro a temperatura ambiente.

Uma solucdo “branco” foi preparada contendo as mesmas
concentracdes de todos os componentes, substituindo 3,0 mL do radical DPPH
por 3,0 mL de etanol 95%. A quantificacdo foi realizada de acordo com a
Equacao 1, onde (DPPH')f € a absorbancia medida no tempo 4 minutos e

(DPPH’)° a absorbancia medida no tempo zero.

% atividade sequestrante = [1 — (DPPH’)"/ (DPPH')°] x 100  (Eq.1)

2.2.9 — Determinacédo de acUcares

Para determinacdo de acucares redutores e totais foi utilizada a

metodologia proposta por Somogyi-Nelson (1945).
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2.2.9.1 — Determinacgao de agucares redutores

Para a determinagao de agucares redutores foi utilizado 0,5 g de polpa
e extrato em po e todos os reagentes foram reduzidos em 50%. Em um tubo de
ensaio adicionou-se 0,5 g da polpa e extrato de mirtilo e 0,5 mL do reativo de
Somogyi, sendo a mistura fervida durante 10 minutos e resfriada. Foi
adicionado 0,5 mL do reativo de Nelson completando-se o volume para 6,25
mL. A solucdo “branco” foi preparada nas mesmas condi¢des que a amostra,
contanto que o volume da amostra foi substituido por 0,5 mL de agua destilada.
A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdbmetro UV-1601 PC
Shimadzu a 520 nm.

2.2.9.2 — Determinacao de acgucares totais

Para esta analise todos os reagentes foram reduzidos em 20 vezes. A
inversao da sacarose foi realizada por hidrélise acida utilizando-se 1,25 g da
polpa ou do extrato do mirtilo, completando o volume final para 5 mL com agua
destilada. A solucao diluida e aquecida a 67-70 °C foi adicionada de 0,25 mL de
HCI e permaneceu em banho-maria por 5 minutos. Apdés o resfriamento a
temperatura ambiente, adicionou-se 0,5 mL de solugdo de hidroxido de sodio
30%. A solucao foi transferida para baldo volumétrico de 10 mL, completando-
se o volume com agua destilada. Uma aliquota de 1 mL foi retirada e diluida
para a determinagédo conforme descrito anteriormente (item A).

A quantidade de acgucares redutores soluveis e totais foi calculada com
base na curva analitica a partir de uma solugéo de glicose (400 pyg/mL) com

concentracdes variando entre 0 e 360 pg/mL.

2.2.10 — Anéalise colorimétrica

A coloracao da polpa e extrato em p6 foi determinada em colorimetro
Color Quest Il Spera (Hunter Lab, Reston, VA), com leitura direta dos valores
de L* (luminosidade), a* (contribuicdo do vermelho) e b* (contribuicdo do
amarelo). Os parametros de tonalidade (h*) e saturagao (C*) foram calculados
a partir dos valores de a* e b*, conforme as equagdes 2 e 3. Para efetuar a

leitura, empregou-se uma cubeta de quartzo com capacidade de 50 mL.
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h*= arctang(b*/a*) (Eq. 2)
C*=[(a*) + (") " (Eq. 3)

2.2.11 —Umidade

A determinacdo de umidade foi realizada por método gravimétrico a
105 = 0,5 °C, até peso constante, proposto pelo Instituto ADOLFO LUTZ
(2005).

2.2.12— Determinacio de Atividade de Agua (Aa)

Foi realizada em determinador de atividade de agua, AG 650 - Testo,

com leitura direta da amostra a temperatura ambiente (T= 24,8 °C).

2.2.13 — Analise Estatistica

O delineamento experimental foi disposto no inteiramente casualizado
com 5 repeticdes, e analise feita em ftriplicata tendo como fonte de variagao os
meétodos de secagem para amostra de polpa e extrato de mirtilo.

Para avaliacdo da qualidade da polpa e extrato de mirtilo em pé, os
dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F ao nivel de 5% de
probabilidade, e as médias foram comparadas pelo teste t. O programa
utilizado foi o Statistical Analysis System (SAS®) versdo 9.1 licenciado para a
UFV.

74



2.3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

As polpas e extratos de mirtilo em pd obtidas de acordo com os

métodos de secagem estdo apresentados na Figura 9.

(A) PA20 (B) PL20

(C) EA20 (D) EL20

Figura 9 — Fotos das polpas e extratos de mirtilo em p6 em fungao dos tratamentos,
(A) polpa atomizada; (B) polpa liofilizada; (C) extrato atomizado e (D) extrato liofilizado.
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2.3.1 — Analise dos teores de antocianinas totais,
polifendis totais, percentagem da atividade antioxidante,
acUcares totais e redutores, chroma, hue, Aa e umidade das
amostras da polpa e extrato de mirtilo em pé

Na Tabela 6 encontra-se o efeito dos métodos de secagem nos teores
de antocianinas totais, polifendis totais, percentagem da atividade sequestrante
por DPPH, acucares totais e redutores, chroma, hue, Aa, umidade e desvio

padrao da polpa de mirtilo em pé.

Tabela 6 — Valores (médios + desvio padrao) dos teores de antocianinas totais,
polifendis totais, percentagem da atividade sequestrante por DPPH, agucares
totais e redutores, chroma, hue, Aa e umidade para obtencdo da polpa de
mirtilo em p6 submetido a dois métodos de secagem.

Métodos de Secagem

Analises Liofilizag&o atomizacao
Antocianinas totais* (mg/100g) 967,63 + 93,052 714,79 +184,9°
Polifenéis totais®* 3210+ 1,522 3300 +0,19°
(mg AGE/100g9)

% Atividade sequestrante (DPPH) 32,46 +6,76 2 29,66 + 6,46 @
AcUcares totais' (g/100g) 5,08 + 0,88 ° 11,68 + 1,782
Acucares redutores’ (g/100g) 3,44 +0,53° 1,75+ 0,42°
Chroma 12,88 + 5,59 10,59 + 9,86
Hue -0,03+0,06 2 0,13+1,10°
Aa (T= 24,8 °C) 0,43 + 0,04 ° 0,22+ 0,03°
Umidade 8,88+ 1,12° 8,33+0,81°

Médias seguidas de letras diferentes na linha diferem entre si pelo teste t ao nivel de 5% de
Probabilidade.
Base seca
Aa - atividade de agua
Hue - tonalidade
+ desvio padrao

Nao houve efeito dos métodos de secagem (p > 0,05) utilizado para as
variaveis polifendis totais, percentagem de atividade sequestrante por DPPH,

indice de saturagao, angulo de tonalidade e umidade para a polpa de mirtilo em
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po.

O teor de antocianinas na polpa foi influenciado pelo método de
secagem, sendo que polpa liofilizada apresentou 967,63 mg/100g de
antocianinas, enquanto a secagem por atomizagao resultou em 714,79 mg de
antocianinas por 100g de polpa desidratada (Tabela 6).

A liofilizagdo é uma técnica que resulta em produtos desidratados de
alta qualidade devido a auséncia de agua liquida e das baixas temperaturas
exigidas no processo. O estado sélido da agua durante a secagem por
liofilizagdo também protege a estrutura primaria e minimiza mudangas na forma
do produto (RATTI, 2001), contribuindo para preservar componentes como 0s
pigmentos naturais (GEORGE e DATTA, 2002). Como consequéncia, a
secagem em liofilizador mostrou uma concentragdo de antocianinas no produto
final desidratado ao redor de 35% superior ao obtido quando a secagem foi
realizada por atomizagao.

Embora eficiente, a secagem por liofilizagdo tem seu custo mais
elevado e varia dependendo do tipo de matéria-prima, produto, embalagem,
capacidade da planta e duragao do ciclo. Em comparagédo com secagem de ar
quente, dependendo do produto, os custos de liofilizagdo sédo entre 4 e 8 vezes
maiores (RATTI, 2001). Em virtude disso, sua utilizagdo normalmente &€ mais
adequada no processamento de produtos mais nobres ou de maior valor
agregado. Embora tecnicamente superior, a viabilidade de sua aplicagdo no
processamento de frutos de mirtilo para obtencdo de corantes naturais deve
ser avaliada quanto ao custo final do produto.

Na secagem em atomizacdo, com a adicdo de maltodextrina, os
produtos sofrem uma microencapsulacido. Esta técnica é relativamente recente
e tem a funcao de proteger o material encapsulado de fatores que possam vir a
causar sua deterioragdo, tais como oxigénio, luz ou umidade. A técnica de
microencapsulacédo mais utilizada na industria de alimentos € a secagem por
atomizacao, por ser considerado processo econdémico e flexivel, realizado em
equipamento de facil acesso, com menor custo que a liofilizagao, e que resulta
em particulas de boa qualidade (GHARSALLAOUOUI, 2007).

A microencapsulacao é utilizada para produtos que tenham em sua
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composicao compostos sensiveis (DIB TAXI et al.,, 2003) aumentando a
estabilidade do produto, como é o caso do suco de acai em p6 (TONON et al.
2009). Considerando-se que o agai, semelhantemente ao mirtilo, apresenta
grande quantidade de antocianinas e consequentemente elevada atividade
antioxidante, e também que antocianinas sao pigmentos instaveis frente a
agentes como luz, oxigénio, metais e variagdes de pH, a microencapsulagao é
promissora no sentido de aumentar a estabilidade destes pigmentos.

Tonon et al. (2009) avaliaram a retengdo de antocianinas na polpa de
acai em po e verificaram que esta variavel foi influenciada apenas pela
temperatura do ar de secagem. O aumento da temperatura levou a maiores
perdas de antocianinas. Embora o processo de secagem em atomizagao
exponha o produto por pouco tempo a alta temperatura (170 °C), os autores
ressaltam a influéncia da temperatura de saida do produto na retencao destes
compostos. As temperaturas mais elevadas utilizadas na secagem em
atomizagdo em comparagao com a liofilizagdo provavelmente contribuiram para
a menor concentracdo de antocianinas em comparagdo ao observado nas
amostras liofilizadas.

Embora neste experimento a liofilizagdo tenha produzido uma polpa
desidratada com concentracdo mais elevada de antocianinas (Tabela 6),
resultados comparaveis entre métodos de secagem sao constatados em varias
situacdes. Resultados positivos estdo normalmente associados a adicao de
algum agente que atue como estabilizador no processo, sendo que o agente
mais adequado varia em fungao das caracteristicas da matéria prima e também
das particularidades do processo de secagem empregado. Duangmal et al.
(2008), por exemplo, conseguiram retardar a degradagcdo de antocianinas ao
adicionar maltodextrina e trealose ao liofilizar extrato de Hibiscus sabdriffa L.
Wagner e Wathesen (1995) encapsularam por secagem em atomizagéo,
carotendides de suco de cenoura com amidos hidrolisados e constataram que
amidos de maior DE (dextrose) proporcionaram maior retencdo de a e -
caroteno. Barbosa et al. (2005) encapsularam bixina com goma arabica ou
maltodextrina na secagem em atomizag¢do, concluindo que a goma arabica

proporcionou maior retengao deste pigmento.
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Nao houve efeito dos métodos de secagem (p > 0,05) utilizado para as
variaveis polifendis totais' e % da atividade sequestrante por DPPH. Bora et al.
(2005) determinaram a concentragao de polifendis do extrato em p6 de folhas
de Dicksonia sellowiana, popularmente conhecida como xaxim, e
demonstraram que a concentragdo de polifendis nas amostras aumenta
proporcionalmente ao aumento da concentragcado da fonte do pigmento nessas
amostras, e que o método de secagem por atomizagdo utilizado néo
proporcionou perdas significativas nos teores de polifendis.

Inversamente ao teor de antocianinas, os agucares totais foram mais
concentrados quando a secagem foi realizada em atomizador. Quando
comparado ao método de secagem em liofilizador, os agucares redutores, no
entanto, foram superiores, onde o teor foi de 3,449 de agucares redutores por
100g de polpa desidratada. Isto representa ao redor de 96% a mais deste
componente quando comparado ao obtido com secagem em atomizacgao.

N&o houve efeito do método de secagem (p > 0,05) utilizado no indice
de saturacido e na tonalidade para a polpa de mirtilo em pd6. Para saturacéo,
que representa a intensidade da tonalidade, os valores situaram-se ao redor de
12,88 + 5,59 para a polpa liofilizada e 10,59 + 9,86 para polpa atomizada
ambas com tonalidade direcionadas para o vermelho. Valores semelhantes
foram encontrados por Tonon et al. (2009) para polpa de acai em pé atomizada.
A saturacao foi de 10,22 + 0,06 e o angulo de tonalidade foi 0,24, utilizando
temperatura de 170 °C e 20% de maltodextrina. Os valores de h*, que
representam a tonalidade da cor, obtidos para a polpa liofilizada e atomizada de
mirtilo em po, foram de -0,03 e 0,13, respectivamente, indicando uma maior
intensidade de cor para o menor angulo, com tonalidade de cor na faixa do
vermelho.

A atividade da agua foi maior na polpa desidratada por liofilizagdo, com
valor de 0,43 contra 0,22 observado quando a polpa foi desidratada em
atomizagao. Este maior conteudo de atividade de agua por liofilizagado deve-se
a particularidades deste método de secagem, onde a amostra é desidratada
em baixas temperaturas.

Segundo Labuza (1977) a atividade de agua é uma das propriedades
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mais importantes para o processamento, conservagao e armazenamento de
alimentos. A disponibilidade de agua € um dos principais fatores determinantes
da vida de prateleira de um alimento, sendo aferida pela atividade de agua
deste alimento. Quase toda a atividade microbiana ¢é inibida abaixo de Aa 0,6 e
a maioria dos fungos, leveduras e bactérias € inibida, respectivamente, abaixo
de 0,7, 0,8 e 0,9 (FELLOWS, 2006).

Assim, os resultados de atividade de agua encontrados neste trabalho
permitem inferir que, embora a amostra seca em liofilizador tenha sido muito
superior a observada na amostra obtida por atomizacdo, esta se encontra
abaixo do minimo a partir do qual se considera o risco de atividade microbiana
(Aa = 0,6) e portanto ambos os métodos de secagem resultam em um produto
seguro quanto a esta variavel.

Na Tabela 7 encontra-se o efeito dos métodos de secagem nos teores
de antocianinas totais, polifendis totais, percentagem da atividade sequestrante
por DPPH, acucares totais e redutores, chroma, hue, Aa, umidade e desvio
padréo no extrato de mirtilo em pé.

Nao houve efeito dos métodos de secagem (p > 0,05) utilizado para as
variaveis agucares redutores e angulo de tonalidade para o extrato de mirtilo
em po.

O teor de antocianinas no extrato em po6 foi superior quando a secagem
foi realizada em liofilizador em relagdo a desidratagcdo em atomizagao (Tabela
7).

Constant (2003) avaliou a estabilidade das antocianinas do extrato de
acai em po, e concluiu que as desidratagcdes por atomizagao ou por liofilizagcéo
das amostras ndo contribuiram para a formacdo de complexos entre a
antocianina e o carboidrato em uso, nao sendo observada presenca
significativa de corante degradado no produto em po6. Os valores encontrados
para as amostras de agai em p6 foram 29,4 e 32,9 mg/100mL, para o extrato
com maltodextrina atomizado e liofilizado respectivamente, 22,4 e 23,4
mg/100mL para o extrato com maltodextrina e beta-ciclodextrina atomizado e

liofilizado respectivamente.
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Tabela 7 — Valores (médios + desvio padrao) dos teores de antocianinas totais,
polifendis totais, percentagem da atividade sequestrante por DPPH, agucares
totais e redutores, chroma, hue, Aa e umidade para obtencdo de extrato de
mirtilo em p6 submetido a dois métodos de secagem.

Analises Métodos de Secagem
Liofilizacéo atomizacao

Antocianinas totais! 2938,94 + 165,43 @ 216251 £ 160,76 b

(mg/100g)

Polifendéis totais* 7680+ 1,192 6040+ 0,82 °

(mgAGE/100gq)

% Atividade sequestrante 57,95 + 8,47° 7490+ 2,54°

(DPPH)

AcUcares totais® (g/100g) 497+ 1,17° 8,24 + 2,93°

Aclcares redutores® 3,55+1,37° 3,76 £ 0,28 °

(g/1009)

Chroma 7,74+ 2,90° 30,51+ 0,662

Hue -0,01+0,13 @ -0,02+ 0,03°

Aa 0,49 + 0,022 0,26 + 0,04 °

Umidade 8,29+ 0,26° 3,66+ 0,97 °

Médias seguidas de letras diferentes na linha diferem entre si pelo teste t ao nivel de 5% de
probabilidade.

'Base seca

Aa - atividade de agua

Hue - tonalidade

* desvio padrao

Ersus e Yurdagel (2007) estudaram a microencapsulagdo por
atomizagdo de antocianinas extraidas de black carrot (Daucus carota L.),
utilizando diferentes temperaturas de secagem (160 - 200 °C) e maltodextrinas
com diferentes DEs (10 - 30%), e observaram que para as maltodextrinas de
maior DE, os ensaios realizados a 160 °C apresentaram maior retencdo de
antocianinas do que os demais. O conteudo de antocianinas (mg/100g) para as
amostras microencapsuladas com maltodextrina (10, 20 e 30) DEs e
temperatura de 160 °C foi de 499,39, 630,92 e 482,96 mg/100g.

Valduga et al. (2008) avaliaram antocianinas extraidas do bagaco de
uva da cultivar Isabel(Vitis labrusca). A melhor condi¢do para o encapsulamento
e a secagem foi quando proporg¢des iguais de maltodextrina e goma arabica

foram utilizadas, obtendo 95 mg de antocianinas /100g, valor inferior quando
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comparado ao do presente estudo em extrato de frutos de mirtilo, com teor de
2162,51 (mg/100g).

O teor de polifendis também diferiu entre meétodos de secagem,
resultando em 7680 mg de AGE por 100g de extrato desidratado em liofilizador,
e 6040 mg/100g com secagem em atomizagao (Tabela 7). Chan et al. (2009)
estudaram diferentes métodos de secagem de folhas de Alpinia zerumbet,
Etlingera elatior, e Kaempferia galanga. Todos os métodos que envolveram
calor (microondas, forno e secagem ao sol) resultaram em queda drastica no
teor de polifendis totais. O processo de secagem por liofilizagdo ndo provocou
queda significativa na concentragdo de polifendis totais para as folhas de A.
Zerumbet, apresentando concentragdo de 2550 mg AGE/100g e E. Elatior com
3050 mg AGE/100g.

A percentagem da atividade antioxidante por DPPH do extrato liofilizado
foi de 57,95% e de 74,9% com secagem em atomizacdo (Tabela 7). Ersus e
Yurdagel (2007) avaliaram a capacidade antioxidante dos extratos em po de
black carrot (Daucus carota L.) e verificaram que os extratos atomizados com
maltodextrinas de 10 e 30 DEs nao apresentaram diferenga significativa na
capacidade antioxidante apresentando 22,68 e 23,64 g/100 g respectivamente.
Pesquisas anteriores (Camire et al., 2002, Moyer et al., 2002 e Wang et al.,
1997) relataram que a atividade antioxidante tem alta correlacdo com a
composi¢cao de antocianinas e polifendis totais presentes em alimentos. As
amostras do extrato de mirtilo em pd apresentaram uma concentragao elevada
de polifendis e uma boa capacidade antioxidante.

O teor de acgucares totais foi superior quando a atomizacéo foi utilizada
como método de desidratacdo (Tabela 9), com 8,24g de acgucares totais por
100g de extrato desidratado e 4,97g/100g com desidratacdo em liofilizador.
Devido o efeito do calor usado no método de secagem por atomizagao, o que
pode ocasionar caramelizacdo dos agucares, seria esperado maiores teores de
agucares redutores e totais, na secagem por liofilizagdo. No entanto, em todas
as cinco repeticdes de cada tratamento, cada uma conduzida em ftriplicada, a
atomizacao resultou em maiores teores de acgucares totais no produto final.

Provavelmente, pela alta temperatura, pode ter ocorrido liberagdo de agucares
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das moléculas de maltodextrina.

O indice de saturagao foi altamente diferenciado entre os métodos de
secagem, sendo de 7,74 quando o extrato foi desidratado por liofilizagao, e de
30,51 na secagem por atomizacédo. Esta diferenca resulta em maior intensidade
da cor para o extrato atomizado, mas ambas as amostras tenderam para o
vermelho.

A atividade de agua foi de 0,49 no produto final desidratado em
liofilizador, e de 0,26 por atomizagédo (Tabela 9). Segundo Singh e Heldman
(1993), valores de atividade de agua entre 0,20 e 0,40 asseguram estabilidade
do produto contra reagbes de escurecimento, atividade enzimatica e inibem o
crescimento microbiano durante o armazenamento. De acordo com Marques et
al. (2007), frutos de acerola congelados com nitrogénio e liofilizados
apresentaram reducao na atividade de agua para valores ao redor de 0,20
ap6s 6 horas de liofilizagdo, situando-se na faixa recomendada para
armazenamento. Para alcangar atividade de agua ao redor de 0,20 para as
amostras congeladas em freezer, cerca de 8 horas foram necessarias. Essa
diferengca na taxa de diminuicdo da Aa ocorre porque o congelamento dos
diferentes processos resulta em produtos com distintas estruturas porosas
devido ao tempo diferencial para ocorrer o congelamento.

A desidratagcdo foi eficiente na preservagdo do mirtilo (variedade
Bluegem), permitindo a obtencdo de polpa e extrato com elevado teor de
compostos bioativos. Além de ser utilizada como método de conservacgao, a
desidratac&o objetiva também o refinamento do alimento, resultando na oferta
de um novo produto no mercado e a disponibilidade em época de entresafra,
onde nao ha a fruta no mercado. Além disso, a amostra em pd pode ser
adicionada a produtos como iogurtes, sorvetes, gelatinas, bebidas isotdnicas e
sucos, com as finalidades tanto de atuar como corante natural, como de

proporcionar propriedades funcionais a estes produtos.
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2.3.2 — Analise qualitativa das antocianinas por CLAE
das amostras da polpa e extrato de mirtilo em pé

Nas Figuras 10 e 11 sdo mostrados os perfis cromatograficos das
antocianinas nas amostras da polpa atomizada e liofilizada de mirtilo em poé
com 20% de maltodextrina. Nas figuras 12 e 13 sao mostrados os perfis
cormatograficos do extrato atomizado e liofilizado de mirtilo em p6 com 20% de
maltodextrina. Os espectros foram adquiridos no comprimento de onda de 530
nm.

Verifica-se nos cromatogramas bom desempenho de separacdo dos

pigmentos antociénicos por CLAE.
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Minutes

Figura 10 — Perfil cromatografico da polpa atomizada de mirtilo em p6 a 530
nm, fase moével composta de agua-metanol (6:4 v/v) com 2 mol.L™ HCI (pH

2,5), com fluxo de 0,5 mL/min e tempo de corrida de 30 min.
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Figura 11 — Perfil cromatografico da polpa liofilizada de mirtilo em p6 a 530
nm, fase moével composta de agua-metanol (6:4 v/v) com 2 mol.L™" HCI (pH

2,5), com fluxo de 0,5 mL/min e tempo de corrida de 30 min.
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Figura 12 — Perfil cromatografico do extrato atomizado de mirtilo em p6 a 530
nm, fase moével composta de agua-metanol (6:4 v/v) com 2 mol.L™" HCI (pH

2,5), com fluxo de 0,5 mL/min e tempo de corrida de 30 min.
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Figura 13 — Perfil cromatografico do extrato liofilizado de mirtilo em p6 a 530
nm, fase mével composta de agua-metanol (6:4 v/v) com 2 mol.L" HCI (pH
2,5), com fluxo de 0,5 mL/min e tempo de corrida de 30 min.



2.4 — CONCLUSOES

O corante natural extraido do mirtilo apresentou propriedades fisico-
quimicas diferenciadas em fungao da parte do fruto do qual foi extraido (polpa
ou extrato). Estas diferencas também foram observadas em fungcdo do método
de secagem empregado.

Ambos os métodos de secagem utilizados foram eficientes para manter
a qualidade das amostras em pod, quanto a retencdo de antocianinas e
polifendis. O processo de atomizagao apresentou produtos em p6é de melhor

qualidade, com relagao a aparéncia geral e solubilidade.
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CONCLUSOES GERAIS

O mirtilo da variedade Bluegem produzido na regido Sudeste do Brasil
(Anténio Carlos-MG) possui caracteristicas de coloragao e atributos fisico-
quimicos com potencial para produgcao de polpas e extratos para aplicacdo em
alimentos.

Frutos da variedade estudada sao ricos em compostos fendlicos e
antocianinas, além de possuir boa atividade antioxidante.

O corante natural extraido do mirtilo apresentou propriedades fisico-
quimicas diferenciadas em fungao da parte do fruto do qual foi extraido (polpa
ou extrato). Estas diferencas também foram observadas em fungdo do método
de secagem empregado.

Ambos os métodos de secagem utilizados foram eficientes para manter
a qualidade das amostras em pd, quanto a retencdo de antocianinas e
polifendis. O processo de atomizacdo apresentou produtos em pé de melhor
qualidade, com relagdo a aparéncia geral e solubilidade.

A desidratacdo provou ser eficiente na preservagdo do mirtilo,
permitindo a obtencdo de polpa e extrato com elevado teor de compostos
bioativos. Além de ser utilizada como método de conservagao, a desidratacao
objetiva também o refinamento do alimento, resultando na oferta de um novo
produto no mercado e a disponibilidade em época de entresafra, onde ndo ha a

fruta no mercado.
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Quadro 1. Resumo da analise de variancia para as variaveis Antocianinas Totais (Ant.), Polifendis Totais (Pol.), Agucares totais
(A.T.), Agucares redutores (A.R.), Atividade sequestrante (DPPH), Croma, Hue, Atividade de agua (Aa) e Umidade (Umid.) para
métodos de secagem (SEC) na polpa de mirtilo em pé .

Quadrados Médios

FV GL Ant. Pol. AT. A.R. DPPH Chroma Hue Aa Umid.
METODO DE 1 159825,2* 0,02025ns  108,8340*  7,1910* 19,6280 ns 13,1332ns  0,0593 ns 0,1109* 0,7673 ns
SECAGEM
RESIDUO 8 21423,91 1,173295 1,9764 0,2243 43,7517 64,1791 0,6093 0,0010 0,9575

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
ns nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Quadro 2. Resumo da analise de variancia para as variaveis Antocianinas Totais (Ant.), Polifendis Totais (Pol.), Agucares totais
(A.T.), Agucares redutores (A.R.), Atividade sequestrante (DPPH), Croma, Hue, Atividade de agua (Aa) e Umidade (Umid.) para
métodos de secagem (SEC) no extrato de mirtilo em p6 .

Quadrados Médios

FV GL Ant. Pol. AT. AR. DPPH Chroma Hue Aa Umid.
METODO DE 1 1507132* 6,67489* 26,6669 * 0,1082ns 718,0868* 1295,9546*  0,0006 ns 0,1288 * 53,6386 *
SECAGEM
RESIDUO 8 26603,83 1,04525 49810  0,9705 39,0903 4,4338 0,0083 0,0009 0,5027

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
ns nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
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