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STABILITY OF BIOACTIVE COMPOUNDS IN FROZEN PULP OF BLACKBERRY (Rubus fruticosus) cv. TUPY. Rubus
fruticosus (Rosaceae), popularly known as Blackberry, is a highly nutritious fruit, rich in bioactive compounds. Their stability during

processing has been the focus of several studies. This work describes the evaluation of the stability of the main phytochemicals of
pulp from blackberry cv. Tupy, stored under different temperature conditions for six months. The storage at -10 °C was not sufficient
to cause significant changes in total phenolics content, anthocyanins content and antioxidant capacity during two months of storage.
Likewise, at -18 °C, total phenolics content and antioxidant capacity were kept for four months, but total anthocyanins and f-carotene

content were kept for two and six months of storage, respectively.
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INTRODUCAO

Dentre as opgdes de espécies frutiferas com perspectivas de
comercializacdo, a amoreira-preta se apresenta como uma das mais
promissoras. Esta € uma das espécies que tem apresentado um
crescimento de drea cultivada nos tltimos anos no Rio Grande do
Sul (principal produtor brasileiro), mas apresenta alto potencial de
cultivo em regides de clima temperado e sub-tropical, como Santa
Catarina, Parand, Sao Paulo e sul de Minas Gerais. A amoreira-preta,
assim como a framboeseira, faz parte de um grande grupo de plantas
do género Rubus. Este género pertence a familia Rosaceae, na qual
existem outros géneros de importancia (Malus, Prunus, Pyrus entre
outros) para a fruticultura brasileira.

Além dos nutrientes essenciais e dos micronutrientes, as frutas
contribuem com diversos componentes oriundos do metabolismo se-
cunddrio, principalmente os de natureza fenélica. O consumo de frutas
e hortaligas € associado com baixo risco de incidéncia e mortalidade
por cancer e doengas cardiacas, devido a presenca destes compostos
oriundos do metabolismo secunddrio, especialmente flavonoides
e antocianinas, os quais revelam grande capacidade de reagir com
radicais livres e, portanto, contribuem na prevencido de doencas
cardiovasculares, circulatdrias, neuroldgicas e cancerigenas. Estes
compostos apresentam ainda atividade anti-inflamatoria, antialérgica,
antitrombdtica, antimicrobiana e antineopldsica.!

Além do fator nutricional, a conveniéncia € um fator limitante para
os consumidores, principalmente quando relacionada a facilidade de
estocagem e de preparo para o consumo doméstico.? A utilizagio da
polpa de frutas congeladas estd em expansdo em industrias proces-
sadoras de alimentos, como de produtos lacteos, sorvetes e de doces,
o que tem aumentado o interesse de produtores e de consumidores.?
A amora-preta possui alta taxa respiratdria e com isso sua vida de
prateleira para consumo in natura é muito reduzida; portanto, a
utilizagdo desta fruta na forma de polpa congelada € uma alternativa
para seu consumo.

Em face disto, este trabalho teve por objetivo elaborar uma polpa
de amora-preta da cultivar Tupy e armazend-la sob diferentes tem-
peraturas (-10, -18 e -80 °C) durante 6 meses, e avaliar a estabilidade
de seus principais fitoquimicos durante o periodo de armazenamento.
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PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Utilizaram-se frutas de amora-preta (Rubus fruticosus), da cultivar
Tupy, cultivadas por um pesquisador da Embrapa na cidade de Morro
Redondo - RS. Esta espécie foi identificada pela Embrapa Clima
Temperado localizada na cidade de Pelotas. As frutas foram colhidas
em janeiro de 2008. As amoras foram colhidas no periodo da manha,
em seu estddio apropriado de maturagio (determinado pelo aspecto
visual de coloragdo e em torno de 10 °Brix), colocadas em sacos
plasticos que foram acondicionados em caixas de isopor contendo
gelo e transportadas ao laboratério de cromatografia do DCTA/UFPel.

Os padrdes cromatograficos para a determinagdo de compostos
fendlicos (quercetina, epicatequina e os acidos cafeico, ferulico,
hidréxibenzoico e gilico) foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO)
e Fluka (Milwaukee, WI). Os padrdes utilizados para a determinagao
de tocoferdis foram: o-, 8- e y-tocoferol, obtidos da Sigma Aldrich
(Steinheim, Germany) com 90-99% de pureza. Para a determinacao de
carotenoides utilizaram-se padrdes de J-cryptoxantina, licopeno, lute-
ina e zeaxantina, obtidos da Chromadex (Irvine, USA), e B-caroteno
obtido da Fluka (Saint Louse, USA), todos com 97% de pureza. O
padrdo cromatogréfico para a determinag@o de dcido ascérbico foi:
dcido L-(+)-ascérbico da Synth (Diadema, Brasil), 99% de pureza.

Métodos

Preparo da polpa

Ap6s o recebimento, as frutas foram selecionadas de acordo
com o grau de sanidade visual (presenca de podriddo) e imersas por
15 min em solucdo com dgua clorada a 4 ppm, preparada a partir de
solugdo de hipoclorito a 10% (de acordo com a rotina das inddstrias
produtoras de polpas da regido).

A polpa foi obtida pela trituragio integral da fruta em liquidifi-
cador, ndo sendo separadas as sementes e nem adicionada de dgua,
sendo o teor de umidade da polpa em torno de 85%. Ap6és, a polpa
foi embalada em sacos de polietileno de alta densidade (0,45 micra),
em porc¢des com as quantidades necessdrias (em torno de 500 g) para
as amostragens e, entdo, armazenados nas temperaturas de -10 (T),
-18 (T,) e -80 °C (T,), pelo periodo de 6 meses. Amostras foram
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analisadas logo apds o processamento (tempo zero), aos 2 (t,), 4 (t,)
€ 6 meses (t,) de armazenamento.

Determinagdo de fendis totais

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi realizada com
metanol de acordo com método proposto.* Procedeu-se & elaboragio de
uma curva padrdo de 4cido gélico para a quantificaciio dos fendis. Os
resultados foram expressos em mg de dcido galico por 100 g! de amostra.

Identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos individuais

Os compostos fendlicos foram extraidos da polpa das frutas
utilizando metanol acidificado, conforme método. Teve-se ainda
o cuidado de realizar a prepara¢do sempre em auséncia de luz. As
amostras foram centrifugadas para posterior inje¢io no CLAE.

A identificagdo e quantifica¢do foi feita através de CLAE. O
cromatégrafo consistiu no sistema CLAE-Shimadzu, com injetor
automdtico, detector UV-visivel a 280 nm, coluna de fase reversa
RP-18 CLC-ODS (5 um x 4,6 mm x 150 mm) com fase estacionaria
octadecil e uma coluna de guarda CLC-GODS com fase estaciondria
de superficie octadecil, ambas acondicionadas em forno a 25 °C. A
fase mével consistiu no gradiente de elui¢o utilizando solugdo aquosa
de acido acético (99:1, v/v) e metanol, com vazao de 0,8 mL/ min,
com um tempo total de corrida de 45 min.’

Os compostos fendlicos foram identificados e quantificados com
base em curvas analiticas de padrdes externos. Os valores dos pontos
analiticos foram estipulados com base em estudos prévios de quan-
tificagdo de compostos fendlicos em pequenas frutas.’ Os resultados
foram expressos em mg do composto fenélico por 100 g! de amostra.

Determinagdo de antocianinas totais

A determinacio de antocianinas totais foi feita utilizando-se
etanol acidificado, seguindo método original.” O célculo do conteddo
total de antocianinas foi baseado na Lei de Beer e os resultados foram
expressos em mg de cianidina 3-glicosidio por 100 g*! de amostra.

Identificagdo e quantificagdo do dcido L-ascorbico

As amostras foram extraidas com solugdo de dcido metafosférico
4,5%, seguindo artigo original,® seguindo o mesmo cuidado para todas
as avaliagdes, realizando-as no escuro, sendo também centrifugadas
para posterior inje¢cdo no CLAE. A determinacdo de dcido L-ascérbico
foi feita através de CLAE. A andlise de cromatografia liquida de alta
eficiéncia consistiu no mesmo sistema descrito para a analise de com-
postos fendlicos individuais, utilizando o detector UV-visivel a 254
nm. A separacdo foi desenvolvida utilizando um sistema de gradiente
com as fases méveis contendo dgua ultrapura:acido acético (99,9:0,1,
v/v) e metanol, com vazdo de 0,8 mL min.? Para a identificacéo e
quantificacdo de vitamina C utilizou-se a curva de padrdo externo
preparada com o dcido L-ascérbico. Os resultados foram expressos
em mg de dcido ascérbico por 100 g de amostra.

Identificagdo e quantificagdo de tocoferdis

Os tocoferdis foram extraidos utilizando mesma metodologia
para extracéo de carotenoides.® A andlise por cromatografia liquida
de alta eficiéncia consistiu no mesmo sistema descrito para a andlise
de compostos fendlicos, equipado com detector de fluorescéncia,
utilizando o comprimento de onda de 290 nm para excitagdo e de 330
nm para a emissdo. A separacio foi efetuada utilizando um sistema
de eluicdo por gradiente, utilizando como fases méveis metanol,
acetonitrila e isopropanol.'?

Para a identificagio e quantificacdo de o.-, 8- e y-tocoferol curvas
analiticas foram preparadas com os padrdes cromatograficos corres-
pondentes. A quantificagdo de B-tocoferol foi realizada baseada na
curva analitica do d-tocoferol, porque estes dois compostos néo sdo
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separados no processo cromatografico e, portanto, sdo quantificados
conjuntamente. O contetdo total de tocoferdis na amora, expresso
em mg tocoferol por 100 g de amostra, foi determinado pela soma
dos tocoferoéis identificados.

Quantificagdo de carotenoides totais
Os carotenoides foram extraidos e quantificados conforme método
proposto pelo autor e seguindo equagio a seguir:®

C=ABS x 50 mL x 10°/2.500 x 100 x g amostra

onde, C= concentracdo da amostra e ABS= absorbancia.
Os resultados foram expresos em mg de B-caroteno por 100 g'!
de amostra.

Identificagdo e quantificagcdo de carotenoides individuais

O processo de extrag@o dos carotenoides foi realizado utilizando
ametodologia empregada na extracio para a determinag@o de carote-
noides totais.® Apds a etapa de extracao foi realizada a saponifica¢do
a frio."”

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia consistiu no
sistema descrito para a andlise de compostos fendlicos individuais, equi-
pado com detector UV, utilizando o comprimento de onda de 450 nm. A
separacdo foi efetuada utilizando um sistema de elui¢do por gradiente
de metanol, acetonitrila e acetato de etila, com vazio de 1 mL/min. Para
a identificagdo e quantificacdo utilizou-se uma curva padrdo preparada
com os padrdes cromatogréficos correspondentes. O contetido total de
carotenoides foi expresso em mg carotendide por 100 g'!' de amostra,
sendo determinado pela soma dos carotenoides identificados.

Analise estatistica

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata e os re-
sultados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e pelo
teste de Tukey, ambos ao nivel de 5% de significancia, utilizando-se
do Programa Statistic 7.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Contetdo total de compostos fendlicos e antocianicos

A polpa recém-processada de amora-preta apresentou teor de fendis
totais de 1938,70 mg ac. gélico por 100 g de polpa (Tabela 1), valor
bem superior ao citado na literatura (569,89 mg ac. galico por 100 g!
de fruta) para fruta da mesma cultivar.’ Estas variacoes no conteido
de compostos fendlicos podem estar relacionadas as diferengas de
metodologias empregadas na extracdo da amostra. Comparando com
outras pequenas frutas, as chamadas berries, o conteido de compos-
tos fendlicos totais na polpa de amora-preta avaliada neste estudo foi
superior quando comparado com o mirtilo cv. Bluegem (952 mg 4c.
gdlico por 100 g de fruta),'" porém foi inferior quando comparado com
a acerola (2372 mg catequina por 100 g’ de fruta )."

Com relacdo ao contetido de antocianinas totais na polpa de
amora-preta recém-processada (tempo zero), foi observado um
teor de 140,73 mg cianidina-3-glicosidio por 100 g de polpa, que
praticamente coincide com os valores da literatura,” na qual € ci-
tado conteddo de 137,59 mg cianidina-3-glicosidio por 100 g' de
amora-preta da cultivar Tupy. As diferencas observadas quanto ao
contetido de antocianinas totais podem também estar relacionadas
com as variagdes genéticas, condigdes ambientais durante a colheita
e devido a agdo enzimadtica na pds-colheita, principalmente devido a
processos oxidativos das polifenoloxidases, cujo principal substrato
¢ a cianidina-3-glicosidio.'>!*
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Tabela 1. Contetido do total de compostos fendlicos e antocidnicos em polpa
de amora-preta cv. Tupy estocada sob diferentes temperaturas de congelamento

Fendis totais Antocianinas totais

;{Zﬁizratura (mg 4c. gélico (mg cianidina-3-glicosidio
100 g' de fruta) 100 g de fruta)
T, 0 1938,70 + 44,324 140,73 = 10,484
t, 1938,70 = 201,114 93,57 + 11,62
t, 1920,89 = 122,674 61,24 + 10,305
t, 1490,05 + 32,998 61,28 + 2,885
T, t, 1930,35 + 22,90 97,61 + 1,104
t, 1936,54 + 63,89 70,55 + 4,505
t, 1505,02 + 49,6280 70,32 + 8,375
T, t, 1938,54 + 67,36 102,16 + 14,56
t 1921,62 + 15,80 95,25 + 4,43

1780,02 + 57,384 97,47 + 16,45
*Médias de trés repeticdes + estimativa de desvio padrao. **Letras maitscu-
las indicam a diferenca dentro da mesma temperatura ao longo do armaze-
namento (zero: logo apés o processamento; t,: 2 meses de armazenamento;
[ 4 meses de armazenamento; [ 6 meses de armazenamento), ao nivel de
5% de significancia. **Letras mintsculas indicam a diferenca das diferentes
temperaturas (T :-10; T,:-18° e T,: -80 °C) ao longo do armazenamento.

Durante o armazenamento sob congelamento observa-se apenas
uma pequena reducio no conteido de compostos fendlicos até o
quarto més de armazenamento (t,), sem haver diferenga significativa
ao nivel de 5% de significancia. Observa-se que em todas as tempe-
raturas de armazenamento somente ocorreram perdas significativas
de compostos fendlicos ao final do periodo de estocagem (t,).

Com relagdo as antocianinas, observou-se que as polpas arma-
zenandas durante 2 meses nas temperaturas de -10, -18 e -80 °C ndo
apresentaram diferengas significativas. Porém, no quarto (t,) més de
armazenamento as temperaturas de -10 e -18 °C ndo foram suficientes
para evitar as perdas de antocianinas. Com isso, observa-se que para
manter os compostos antocianicos inalterados num periodo de 4 meses
de armazenamento de amora-preta na forma de polpa € necessdria uma
temperatura abaixo de -18 °C. Durante o congelamento, as reagdes
metabdlicas sdo reduzidas, porém nio sio totalmente inibidas.'> As
variagdes nos teores de antocianinas e flavonoides totais observadas
durante o perfodo de armazenamento podem ser justificadas pela
interconversao das quatro formas estruturais de antocianinas (base
quinoidal, cétion flavilium, pseudobase ou carbinol e chalcona) que,
em solugdo aquosa dcida, se encontram em equilibrio.'¢ Por outro lado,
adegradagao desses pigmentos pode também ser favorecida por acéo
enzimatica, tendo em vista que a polpa nao foi submetida a tratamento
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térmico algum para provocar a inativacio das enzimas presentes.
Contetido de compostos fenolicos individuais

A quercetina, epicatequina e os dcidos cafeico, fertlico, hidré-
xibenzoico e galico foram os compostos fenélicos identificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, onde ambos apresentaram
alta reprodutibilidade na analise (Figura 1).
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Figura 1. Cromatograma de compostos fendlicos em amora-preta cv. Tupy.
CLAE com coluna em fase reversa e detector UV (280 nm). Fase movel: gra-
diente de dcido acético em dgua (1:99 v/v) e metanol com fluxo de 0,9 mL/min

O 4cido gélico foi o dcido fendlico predominante (Tabela 2) dentre
os compostos fendlicos analisados. Estes resultados confirmam dados
da literatura que reportam o dcido gélico como sendo o 4cido fendlico
de maior expressdo dentre os compostos fenélicos identificados em
amora-preta.”!’

De acordo com a literatura,'® alem de acido gélico, foram iden-
tificados na amora-preta 4cido eldgico, quercetina e kampferol. No
presente estudo ndo foram identificados o 4cido eldgico e o kampferol.
No entanto, estas discrepancias podem estar associadas as diferengas
de espécies e cultivares, ja que esses autores utilizaram amora Marion
(Rubus sp. hyb) e Evergreen (Rubus laciniatus), e a amora-preta
avaliada neste estudo foi da espécie Rubus fruticosus.

Os dados de quantificacdo de compostos fendlicos individuais
em cultivares nacionais de amora-preta sdo ainda pouco explorados.
Estudos analisando cultivares de amora-preta Choctaw e Kiowa
reportaram o dcido gélico e o dcido cafeico como os dcidos majori-
tarios, com 6,42 a 4,12 mg por 100 g e 1,38 a 3,64 mg por 100 g,
respectivamente, porém, as amostras ndo passaram por uma hidrélise

Tabela 2. Contetdo de compostos fendlicos presentes em polpa de amora-preta cv. Tupy estocada sob diferentes temperaturas de congelamento

Compostos fendlicos (mg 100 g!)

Temperatura/tempo .o . . . Lo . . e . .o . . .
Acido hidréxi-benzoico  Acido Galico Quercetina Acido cafeico  Acido fertlico Epicatequina Total

0 0,01447¢ 350,490 20,2304 15,4004 35,7004 120,1794¢ 542,013

T, 0,01258 145,85080 20,2204 15,3404 22,0908 94,2908 297,8028°
t, 0,012350 113,270 14,4508 3,900 17,8508 52,450 201,932
t 0,0111¢ 110,490 15,0308 1,970 1,9700¢ 44,190 173,661

T, ¢ 0,01258° 148,960%° 19,9304 15,7304 23,7208 95,7605 304,112
t, 0,0136 127,790 14,9408 4,8408° 21,1808 53,980 222,743¢
t, 0,0125% 113,130 15,0305 1,970 2,9800< 44,930 178,052

T, 0,01454¢ 151,8708¢ 20,2404 15,304 27,4808¢ 120,174 335,0745¢
t, 0,01494¢ 143,77084 19,9204¢ 8,1708¢ 22,930 76,8208¢ 271,624<
t 0,015444 120,020 16,940" 2,070 3,200 65,5008 207,884

*Médias de trés repeticdes + estimativa de desvio padrdo. **Letras maitsculas indicam a diferenga dentro da mesma temperatura ao longo do armazenamento
(zero: logo apGs o processamento; t,: 2 meses de armazenamento; t,: 4 meses de armazenamento; t,: 6 meses de armazenamento), ao nivel de 5% de significancia.
*#*Letras mindsculas indicam a diferenca das diferentes temperaturas (T :-10; T,:-18° e T,: -80 °C) ao longo do armazenamento.
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durante o processo de extra¢do,'” sendo estes conteddos bem inferiores
aos encontrados no presente trabalho.

Durante o armazenamento das polpas nas diferentes temperaturas
e tempos, pode-se observar que houve uma degradacio ja nos dois
primeiros meses de armazenamento nas temperaturas de -10 e -18
°C dos 4cidos hidroxibenzoico, galico e fertlico e da epicatequina.
Observa-se que o dcido gilico apresentou uma das maiores degra-
dagdes dentre os compostos fenélicos individuais, o qual apresenta
uma estrutura altamente hidroxilada, o que pode ter causando maior
disponibilidade para reagdes de oxi-redugao.

Contetdo de tocoferois

O delta (8-) e o alfa (a-) tocoferol apresentaram separacdo bem
definida em coluna de fase reversa- C,, porém, utilizando-se destas
condigdes cromatogréficas, nao ocorreu separagdo do beta (3-) e do
gama (y-) tocoferol, portanto, estes compostos foram quantificados
conjuntamente (Figura 2). Os dados de quantificagdo de tocofedis
em amora-preta sdo escassos, sendo encontrados principalmente
em produtos que apresentam alto teor em gordura, como améndoas,
6leos vegetais e algumas frutas e vegetais.”” A amora-preta apresentou
uma quantidade muito pequena de tocoferdis (Tabela 3), o que estd
associado com o baixo contetdo de gordura presente nesta fruta (cerca
de 0,15% de extrato etéreo).’
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Figura 2. Cromatograma de tocoferois em amora-preta cv. Tupy. CLAE com
coluna em fase reversa e detector de fluorescéncia, 290 nm de excita¢do e 330
nm de emissdo. Gradiente com acetonitrila:metanol:isopropanol (50:40:10
v/v) com fluxo de 1,0 mL/min

O teor de tocoferdis totais na polpa de amora-preta reduziu sen-
sivelmente durante o periodo de armazenamento, mesmo quando a
polpa de amora-preta foi submetida a -80 °C.

Autores relatam contetidos de 3,74 mg por 100 g de tocoferdis
totais em amora-preta,’! resultados bem superiores ao encontrado
neste estudo. No entanto, ressalta-se que estes autores quantificaram
0 9, B, v e a-tocoferol, e no presente estudo quantificou-se conjun-
tamente o B+y tocoferdis, o que pode ser, pelo menos parcialmente,
um dos motivos desta diferenca.

Contetdo de acido ascorbico

A Figura 3 apresenta o cromatograma tipico para a determina-
¢do de 4dcido L- ascoérbico para a polpa de amora-preta cv. Tupy.
Observa-se que o contetido de dcido ascorbico presente na amora-
preta (Tabela 4) é baixo quando comparado com outras frutas
estudadas como o mamdo papaya (86,0 mg por 100 g!), manga
(89,0 mg por 100 g') e acerola (183 mg por 100 g!).?>? Estudos
anteriores relatam teores de 2,4 mg por 100 g™ de dcido L-ascérbico
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Tabela 3. Contetido de tocoferéis em polpa de amora-preta cv. Tupy estocada
sob diferentes temperaturas de congelamento

Tocoferdis (mg 100 g')

i:ﬁgzratura/ d-Tocoferol T(()E :22 r_ol o-Tocoferol (a;l;;)f; 5)
Zero 0,49744 0,248 0,124 0,870%
T, t, 0,1928° 0,1448° 0,2418° 0,5788°
t, 0,073 0,024 0,194 0,292¢
t, 0,098 0,024 0,024P° 0,147
T, t, 0,2698¢ 0,2208¢ 0,1478¢ 0,6378°
t, 0,174¢ 0,074¢ 0,049¢¢ 0,297¢
t, 0,074 0,049 0,024P° 0,149
T, t, 0,4458: 0,19884 0,19884 0,8428:
t, 0,209¢ 0,186 0,232¢ 0,627
t 0,203 0,181 0,113 0,498

*Médias de trés repeticdes + estimativa de desvio padrio. **Letras maidsculas
indicam a diferenca dentro da mesma temperatura ao longo do armazenamento
(zero: logo apGs o processamento; t,: 2 meses de armazenamento; t,: 4 meses de
armazenamento; t,: 6 meses de armazenamento), ao nivel de 5% de significan-
cia. ***Letras minusculas indicam a diferenca das diferentes temperaturas
(Tl:-IO; T22-18° eT,: -80 °C) ao longo do armazenamento.

na amora-preta cv. Tupy,’ resultado superior ao encontrado neste
estudo (0,9 mg por 100 g'). Mesmo com um elevado contetido de
acido ascorbico, alguns autores concluiram que ocorre apenas uma
pequena contribuicdo deste dcido com a atividade antioxidante e
sugerem que devem existir outros compostos, incluindo os fend-
licos, que contribuem mais efetivamente que o dcido ascérbico na
atividade antioxidante apresentada por frutas.**
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Figura 3. Cromatograma da vitamina C em amora-preta cv. Tupy. CLAE com
coluna em fase reversa e detector UV (254 nm). Gradiente de solu¢do dgua
ultrapura:dcido acético (99,9:0,1 v/v) e metanol, com fluxo de 0,8 mL/min

Durante o periodo de armazenamento observou-se que apos
6 meses ocorreu a degradagdo total dessa vitamina nas tempe-
raturas, confirmando que esta vitamina € altamente afetada pela
acdo da temperatura. O dcido ascérbico apenas ndo foi totalmente
degradado nas polpas apds 6 meses de armazenamento na tem-
peratura de -80 °C, na qual se observaram perdas de 57%. Estes
dados suportam afirmag¢des que citam que, embora a estabilidade
da vitamina C aumente com a redu¢do da temperatura e a maior
perda ocorra durante o aquecimento dos alimentos, também ocor-
rem perdas durante o congelamento ou armazenamento a baixas
temperaturas.?

Em polpas de acerola foram observadas perdas de 2,77 a 17,88%
quando armazenadas a temperatura de congelamento comercial (-12
e -18 °C) durante um periodo de 12 meses.?®
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Tabela 4. Contetido de dcido L-ascérbico em polpa de amora-preta cv. Tupy
estocada sob diferentes temperaturas de congelamento

Temperatura/Tempo Ac.L-ascérbico
Zero 0,91
T, t, 0,94
t, 0,18°
6 0
T, t, 0,94
t, 0,180
& 0°
T, t, 0,1°
t, 0,1%°
t 0,15

*Médias de trés repeti¢des + estimativa de desvio padrdo. **Letras maitisculas
indicam a diferenca dentro da mesma temperatura ao longo do armazenamento
(zero: logo apGs o processamento in natura; t: 2 meses de armazenamento;
8 4 meses de armazenamento; [ 6 meses de armazenamento), ao nivel de
5% de significancia. ***Letras mintsculas indicam a diferenga das diferentes
temperaturas (T :-10; T,:-18° e T,: -80 °C)

Conteudo de carotenoides totais

Na amora-preta, devido ao elevado contetido de antocianinas
totais, a coloraciio amarelada caracteristica dos caroteoides nédo é
representativa como em outras frutas. O conteudo inicial de carote-
noides totais na polpa de amora-preta (0,877 mg de B-caroteno por
100 g de polpa fresca, Tabela 5) foi superior ao citado para acerola
(0,53 mg de B-caroteno por 100 g! de fruta) que, assim como a
amora-preta, tem uma predominincia de antocianinas.?

Tabela 5. Contetido de carotenoides totais em polpa de amora-preta cv. Tupy
estocada sob diferentes temperaturas de congelamento

Temperatura/tempo Carotenoides totais
mg de B-caroteno 100 g' de fruta
0 0,877 + 0,664
T, t, 0,419 = 0,06
t, 0,301 + 0,06«
t, 0,186 = 0,07™
T t 0,538 + 0,16%

0,455 + 0,408
t 0,228 + 0,13
0,592 +0,158¢
0,503 + 0,025¢
t 0,198 + 1,88«

*Médias de trés repeti¢des + estimativa de desvio padrdo. **Letras maitisculas
indicam a diferenca dentro da mesma temperatura ao longo do armazenamento
(zero: logo apGs o processamento in natura; t: 2 meses de armazenamento;
[ 4 meses de armazenamento; t: 6 meses de armazenamento), ao nivel de
5% de significancia. ***Letras mintsculas indicam a diferenga das diferentes
temperaturas (T]:—IO; TZ:—18° eT,: -80 °C)

Foram relatadas perdas de 21,45 até 35,54% no contetdo de caro-
tenoides em polpa de acerola armazenada por 12 meses a -18 °C.2 A
maior preservacao destes compostos no estudo realizado por estes auto-
res pode ser devida a utilizagao do processo de congelamento rapido das
polpas de acerola em congelador de placas, o que permite a formagao
de cristais de gelo de menor tamanho e, portanto, causa menor dano
celular a fruta, reduzindo a exposi¢do do pigmento aos fatores externos.
Com estes estudos, pode-se observar que os carotenoides presentes na
acerola levaram 12 meses para se degradar, enquanto que na amora-
preta levaram apenas 2 meses, quando armazenadas a -18 °CAlguns

Quim. Nova

estudos apontam a necessidade da inativagio das enzimas responsaveis
pelo processo oxidativo antes de realizar o congelamento. No presente
estudo, as polpas de amora-preta ndo passaram por um tratamento
térmico para a inativacdo das enzimas antes do congelamento, e isto
pode ter sido outro fator para a grande degradagéo dos carotenoides.?

Contetido de carotenoides individuais

Na polpa de amora-preta recém-processada foram identificados
os carotenoides B-criptoxantina, lutefna, zeaxantina, B-caroteno e
licopeno. Verificou-se que, nas condicdes deste estudo, a zeaxantina
e a luteina ndo foram separadas e, portanto, foram quantificadas
conjuntamente (Figura 4).
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Figura 4. Cromatograma de carotenoides em amora-preta cv. Tupy. CLAE
com coluna em fase reversa e detector UV (450 nm). Luteina + zeanxantina,
B-criptoxantina, licopeno e B-caroteno dcido-L-ascérbico. Gradiente com
metanol:acetonitrila:isopropanol (30:70:0 v/v/v) com fluxo de 0,9 mL/min

Estes dados concordam com estudos recentes,?® que citam que
colunas de fase reversa C, e C,) vém sendo amplamente utilizadas
para separagdo de carotenoides, porém, em coluna C , monomérica
ndo ocorre a separagdo de isdmeros geométricos (cis-trans) de caro-
tenoides apolares e entre a luteina e a zeaxantina, o que € conseguido
em colunas C, .

Observaram-se perdas de até 80% no contetido de carotenoides
individuais, assim como no conteddo de carotenoides totais, durante
o periodo de armazenamento, na polpa armazenada por 6 meses nas
temperaturas de -10 e -18 °C, demonstrando a alta sensibilidade
destes pigmentos ao armazenamento congelado. A estabilidade dos
carotenoides difere bastante nos alimentos, mesmo quando submeti-
dos a processamento e condi¢des de estocagem idénticas. A principal
causa de destrui¢ao dos carotenoides € devida a sua oxidagdo, tanto
via enzimdtica quanto nio enzimadtica (Tabela 6).1

Estudos anteriores relatam maior instabilidade de B-criptoxantina
em relac@o ao B-caroteno em polpa de acerola armazenada a -20 °C,*
o que também foi observado no presente estudo com a amora-preta,
onde o contetido de B-caroteno, diferentemente dos demais, perma-
neceu praticamente estdvel durante todo o periodo de armazenamento
sob congelamento.

O teor de B-caroteno apresentou decréscimo em torno de 33%
durante o periodo de armazenamento, nas trés temperaturas avaliadas
(-10, -18 e -80 °C). Estas perdas sdo bem inferiores as descritas em
outros estudos, nos quais se avaliou a estabilidade dos carotenoides
na polpa de pitanga laranja apds o congelamento lento a -10 °C com
posterior estocagem por 90 dias, os quais relatam perdas de 63% de
B-caroteno ap6s estocagem por 30 dias.* Essa diferenca pode ser
porque esse pigmento se encontra em pequena quantidade na amora-
preta, mas em grande quantidade na pitanga ou, ainda, pela protecio
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Tabela 6. Contetido de carotenoides em polpa de amora-preta cv. Tupy esto-
cada sob diferentes temperaturas de congelamento

Carotenoides (mg 100 g™)

Temperatura ~ B-cripto-  Lutefna +

/tempo xantina ~ Zeaxantina P-caroteno Licopeno  Total
0 0,2274 0,5194 0,003% 0,015% 0,764

T, t, 0,19450 0,209 0,0024 0,0018>  0,406%
t2 seskeoksk seskeoksk seckkosk sk sk
t, 0,025 0,124 0,0024 0,005 0,156

T, t, 0,19580 0,3958¢ 0,003% 0,008 0,6015¢
t 0,022 0,121 0,003 0,008% 0,154

T, t, 0,2474 0,5194 0,003 0,0078 0,776
t, KKKk skkk sk KKk KKKk
t 0,029 0,2475¢ 0,003 0,008 0,287

3

*Médias de trés repeti¢des + estimativa de desvio padrdo. **Letras maitsculas
indicam a diferenga dentro da mesma temperatura ao longo do armazenamento
(zero: logo ap6s o processamento in natura; t: 2 meses de armazenamento;
[ 4 meses de armazenamento; [ 6 meses de armazenamento), ao nivel de
5% de significancia. ***Letras mintsculas indicam a diferenca das diferentes
temperaturas (T :-10; T:-18° e T,: -80 °C). ****nido quantificados

de outros compostos presentes na amora-preta, que atuariam como
antioxidantes protegendo os carotenoides da oxidagdo.

O teor de lutefna mais zeaxantina encontrado na amora-preta
(0,519 mg por 100 g') logo ap6s ser processada na forma de polpa é
superior ao encontrado por outros estudos para acerola (0,100 mg por
100 g),*! porém estes autores quantificaram a luteina isoladamente.

Com relagdo ao licopeno, pode-se observar que nenhuma tem-
peratura de armazenamento foi suficiente para evitar as perdas deste
composto. A estrutura do licopeno contém onze ligagdes conjugadas e
duas ligacdes duplas néio conjugadas e, por isso, € considerado como
o carotenoide que possui uma das maiores capacidades sequestrantes
do oxigénio singlete,* podendo assim explicar sua grande degra-
dag@o logo nos 2 primeiros meses de armazenamento em todas as
temperaturas.

CONCLUSAO

O contetido dos compostos fendlicos totais permaneceu inalterado
na polpa de amora-preta cv. Tupy durante 4 meses de armazenamento
a-10,-18 e -80 °C.

O contetdo de compostos antocianicos totais permaneceu inalte-
rado até 6 meses de armazenamento a -80 °C; no entanto, a-10e-18
°C apresentou decréscimo apds 4 meses de estocagem.

Os compostos fendlicos individuais demonstraram-se instaveis
em todas as temperaturas de armazenamento, sendo o acido ferilico
0 mais instavel.

Os tocoferdéis foram degradados em 2 meses de armazenamento
nas temperaturas de -10 e -18 °C. Apenas na temperatura de -80 °C
o contetido de tocoferdis ficou inalterado nos 2 primeiros meses de
congelamento.

O 4cido ascérbico apresentou degradagdo em todas as tempera-
turas, atingindo perdas totais nas temperaturas de -10 e -18 °C aos
6 meses de estocagem.

Os carotenoides apresentaram alteragdes em todas temperaturas
e tempos de armazenamento das polpas de amora-preta.

Temperaturas de -80 °C foram mais eficientes para manter a

Estabilidade de compostos bioativos em polpa congelada de amora-preta 1725

estabilidade dos principais fitoquimicos em amora-preta por um
periodo mais longo, mas mesmo assim ndo evitaram a degradagdo
parcial destes compostos.
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