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RESUMO

Morangos sao frutos interessantes dos pontos de vista sensorial e nutricional. Os
frutos sao ricos em vitamina C e compostos fendlicos, sendo considerados boas fontes de
antioxidantes, de acordo com as recomendacgbes de ingestdo diaria para os dois
componentes. O gendtipo e os fatores ambientais afetam a qualidade dos morangos. A
alta perecibilidade e sazonalidade afetam o estagio de maturagdo em que sao colhidos e
levam a demanda por processamento. Produtos derivados de morangos podem ser a
principal forma de ingestdo dos nutrientes e antioxidantes desses frutos, em muitos
paises. O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade de morangos ‘Osogrande’ e
‘Camino Real’, cultivados na regiao do cerrado brasileiro, em diferentes estagios de
maturagdo, durante o armazenamento refrigerado e apds processamentos. Nos
experimentos 1 e 2, morangos foram colhidos e selecionados. Foram, entao, classificados
de acordo com o estagio de maturacéo (verde — %2 maduro, rosa — % maduro e maduro) e
embalados (experimento 1). Bandejas de morangos no estagio % maduro de ambas as
cultivares foram armazenados a 5 e a 15°C por oito dias (experimento 2). A cada dois dias
os frutos foram avaliados para indice de qualidade e caracteristicas fisicas e quimicas,
além da concentracao e atividade de antioxidantes. No experimento 3, morangos ‘Camino
Real’ foram colhidos em meses diferentes e processados nas formas de polpa congelada
e geleia. Ambos os produtos foram armazenados por 120 dias e as analises foram
realizadas mensalmente para cor e antioxidantes. Foram verificadas algumas diferencas
nos conteudos de antocianinas, acido elagico total e vitamina C em relagéo a literatura
para a cultivar ‘Osogrande’. Morangos no estagio ¥% maduro em geral apresentaram
teores de antioxidantes mais elevados do que no estagio maduro. As principais diferengas
entre as cultivares foram verificadas nos teores de fendlicos totais, acido elagico total,
antocianinas e vitamina C. Foi observado que o armazenamento a 5°C foi mais eficiente
para a manutencado de algumas caracteristicas quimicas, fisicas e sensoriais. Todavia, a
condicado nao foi suficiente para manter a qualidade por mais de quatro dias. As melhores
caracteristicas de qualidade inicial foram observadas para morangos ‘Camino Real’ para
todas as varidveis estudadas. A cultivar ‘Osogrande’ e o armazenamento a 15°C foram
mais associados as variaveis antioxidantes. Entretanto, maior grau de deterioracéo e de
alteracdes quimicas e fisicas foi verificado para ambas as cultivares a essa temperatura.
Diferencas entre as matérias-primas de polpa e geleia ocorreram principalmente para
vitamina C, acido elagico total, antocianinas e atividade antioxidante. O processamento de
geleia afetou mais variaveis do que o de polpa. As variaveis de cor, fendlicos totais, DPPH
e FRAP foram menos influenciadas pelo tempo de armazenamento do que as outras
caracteristicas. Apesar das alteragbes observadas, produtos processados de morango
podem ser considerados boas fontes de antioxidantes na dieta brasileira. Estudos in vivo
precisam ser conduzidos para a definicdo da biodisponibilidade dos antioxidantes e dos
efeitos dose-resposta sobre algumas doengas cronicas, bem como para determinagéo do
tamanho das porgbes de morangos in natura ou processados, relacionado as doses
presentes de antioxidantes de morango.

Palavras-chave: morango, armazenamento refrigerado, maturacgéo,
processamento, fenadis, vitamina C, antioxidantes.



15:¢

ABSTRACT

Strawberries are sensory and nutritional interesting fruits. They are rich in vitamin C and
phenolic compounds, being considered good sources of antioxidants, according to dietary
intake recommendations for both substances. Genotype and environmental factors affect
strawberry quality. High perishability and sazonality affect maturation stage in wich fruits
are harvested and also lead to fruit processing. Derivative products can be the major
source of fruits nutrients intake in many countries. This work aimed at evaluating the
quality of ‘Osogrande’ and ‘Camino Real’ strawberries grown in the cerrado region of
Brazil, at different maturation stages, during the refrigerated storage, and after
processings. In experiments 1 and 2, strawberries were harvested and selected. They
were then classified according to the maturation stage (green, pink and ripe) and packed
(experiment 1). Boxes of pink (commercial ripeness) strawberries of both cultivars were
stored at 5 or 15°C for 8 days (experiment 2). Every two days fruits were evaluated for
quality index, physical and chemical quality characterisitics, besides antioxidant
concentrations and activity. In the experiment 3, ‘Camino Real’ strawberries were
harvested in different months and processed as frozen pulp and jam. Both products were
stored for 120 days and evaluations were performed monthly for color and antioxidants. It
was observed some differences in anthocyanins, total ellagic acid and vitamin C, in
relation to literature, for ‘Osogrande’ cultivar. Strawberries in pink stage tended to present
higher levels of antioxidants than in ripe stage. Main differences between cultivars were
noticed in total phenolic, total ellagic acid , anthocyanins and vitamin C contents. It was
observed that the storage at 5°C was more efficient for the maintenance of some
chemical, physical and sensory characteristics. However, the condition was not sufficient
to keep the quality for up to four days of storage. The best initial characteristics were
observed for ‘Camino Real’ strawberries for all the variables studied. ‘Osogrande’ cultivar
and storage at 15°C were more associated to antioxidant variables. However, higher
decay and higher chemical and physical alteration ratings were verified for both cultivars at
this temperature. Differences between pulp and jam raw materials occurred, mainly for
vitamin C, total ellagic acid, anthocyanins and antioxidant activities. Jam processing
affected more variables than pulp’s. Color variables, TPC, DPPH and FRAP were less
influenced by storage time than other characteristics. In spite of observed alterations,
processed strawberry products can be considered good source of antioxidants in brazillian
diet. In vivo studies must be performed for definition of bioavailability and dose-reponse
effects in some chronic diseases, as well as for determination of the size of servings of in
natura and processed strawberries related to this doses of strawberry antioxidants.

Keywords: strawberry, refrigerated storage, maturation, processing, quality,
phenolics, vitamin C, antioxidant.
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INTRODUGAO

Ha algumas décadas, estudos epidemiologicos e experimentais revelam correlagéo
negativa entre o consumo de dietas ricas em frutas e hortalicas e os riscos de algumas
doengas crbnicas nao-transmissiveis (DCNT). Essa correlagdo se deve a abundancia de
compostos antioxidantes, como a vitamina C e os compostos fendlicos, presentes nesses
alimentos.

Em consequéncia dessas pesquisas e preocupado com a longevidade da
populagdo japonesa e com a necessidade de redugao dos gastos com saude publica, o
governo japonés estimulou o consumo de alimentos fontes desses componentes
quimicos. Surgiu, assim, o conceito de alimentos funcionais que, posteriormente também
foi adotado em outros paises. A legislagdo brasileira ainda ndo regulamentou essa
categoria de alimentos tal como é definida em outros paises; no entanto, estabeleceu os
critérios para se considerarem alimentos com “alegag¢do de propriedade funcional ou de
saude’.

Substancias ou Compostos “bioativos” sdo constituintes extranutricionais, que
ocorrem, tipicamente, em pequenas quantidades, especialmente em frutas e hortalicas.
Os compostos fendlicos sdo um dos maiores grupos desses componentes nao essenciais
a dieta, encontrados em alimentos de origem vegetal, e englobam mais de 8000
diferentes substancias. Tradicionalmente, tém sido considerados compostos
antinutricionais, por causa do efeito adverso dos taninos, principais compostos desta
classe, na digestibilidade de proteinas. Todavia, a capacidade dessas moléculas para
quelar metais, inibirem a agdo da lipoxigenase e combaterem radicais livres ampliou o
interesse de pesquisadores por conhecer seus efeitos no organismo humano.

Entre as hortalicas ricas em compostos fendlicos, as frutas vermelhas, ou berries,
estdo entre as fontes mais importantes para as dietas. Esses frutos sdo oriundos,
predominantemente, de regides subtropicais ou temperadas. Todavia, com 0s avangos no
melhoramento genético e nos conhecimentos agrondmicos, algumas espécies tém sido
adaptadas a outras regides e podem ser cultivadas durante todo o ano. No Brasil, a
principal fruta vermelha produzida e consumida € o morango.

A literatura cientifica mostra que o consumo de morango exerce efeito antioxidante,

anti-inflamatério, anticarcinogénico e antineurodegenerativo. Estudos demonstram que as
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substancias relacionadas a essas propriedades s&o o acido ascorbico, abundantemente
presente na polpa, e os compostos fendlicos. Atualmente, o morango é largamente
consumido em todo o mundo, em sua forma in natura ou como ingrediente de produtos
industrializados ou preparagdes alimentares. Em meados do século XX houve grande
incentivo a produgcdo de morangos no Brasil, principalmente nos estados do Rio Grande
do Sul e Sado Paulo, onde a cultura alcangou grande desenvolvimento comercial.
Trabalhos de pesquisa e melhoramento genético levaram a introduc&o de cultivares mais
adaptadas e a novas técnicas de cultivo, possibilitando ampliacdo das lavouras para
outras regides. Atualmente, o municipio de Brazlandia, no Distrito Federal, € o sétimo
maior produtor do pais e o primeiro da regido Centro-Oeste.

Os efeitos fisiologicos desses alimentos tém sido pesquisados no hemisfério norte,
em muitos estudos conduzidos para caracterizacdo de substancias bioativas em
alimentos cultivados. Entretanto, pouco se conhece ainda sobre as propriedades
funcionais de alimentos que hoje despontam como importantes para o agronegdécio
brasileiro.

Considerando a importancia dessa cultura como fonte potencial de compostos
bioativos, o presente trabalho tem como objetivo estudar e determinar a concentragao de
tais substancias em morangos de cultivares produzidas no Brasil, avaliando-se as
diferencas varietais e os efeitos do armazenamento pos-colheita e do processamento, na
atividade desses componentes, visto que no organismo o efeito pode dose-dependente ou

depender do sinergismo entre compostos fendlicos diferentes.
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CARACTERIZAGAO DO PROBLEMA E DOS METODOS DE PESQUISA CIENTIFICA
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PARTE 1 - CARACTERIZAGAO DO PROBLEMA DA PESQUISA E DOS METODOS DE
INVESTIGAGAO

Na parte 1 da tese sao apresentados dois capitulos, referentes a revisao de literatura e
aos métodos de pesquisa cientifica adotados neste trabalho.

No capitulo 1 sdo apresentadas informacdes de relevancia para a caracterizagdo do
problema da pesquisa: o conceito e os aspectos historicos dos alimentos funcionais, a
quimica dos compostos fendlicos bioativos, as relagbes entre o estresse oxidativo e as
doencas cronicas nao-transmissiveis, bem como as propriedades protetoras do consumo
de alimentos com antioxidantes. Ainda nesse contexto, sdo abordadas as caracteristicas
da cultura do morango, suas caracteristicas nutricionais e a presenca de antioxidantes
fendlicos, bem como fatores que interferem na variacdo da composicdo dos frutos.
Finalmente, sdo discutidos os problemas de qualidade pds-colheita do morango e a
necessidade de processamento. Os principais produtos processados comercializados no
Brasil, polpa congelada e geleia, s&o caracterizados e os efeitos das operagdes unitarias
adotadas e do armazenamento na cor e nas concentragdes de compostos fendlicos sao
levantados.

No capitulo 2, apresentam-se a hipdtese do problema de pesquisa e os objetivos do
trabalho. Também sao descritos os procedimentos de montagem dos experimentos, o
delineamento experimental, os métodos de anadlises fisicas, quimicas e sensorial e os

procedimentos de analise estatistica dos resultados.
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CAPITULO 1- REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

1.1.1 Natureza, historico e estudos de seus efeitos

A literatura cientifica mostra vidéncias de efeitos benéficos do consumo de dietas
ricas em frutas e hortaligas na diminuicdo dos riscos de algumas doengas crénicas nao-
transmissiveis-DCNT (CHEN et al., 2005; MIDDLETON et al., 2000; PRIOR, 2003;
SALEEM et al. 2002; ZHANG et al., 2005). Esses efeitos fisioldgicos, relacionados com o
consumo de vegetais, podem ser parcialmente atribuidos a abundancia de compostos
antioxidantes, como os compostos fendlicos e a vitamina C (VALKONEN & KUUSI, 2000;
PRICE et al., 2001; WINTERGERST et al., 2006; KNEKT et al., 2002; SUDHEER et al.,
2007a,b; 2005; BICKFORD et al., 2000).

O conceito de alimentos funcionais, primeiramente adotado pelo governo japonés,
resultou de esforcos para desenvolver alimentos, frescos ou industrializados, que
possibilitassem a redu¢do dos gastos com saude publica, em vista da longevidade da
populagéo japonesa (ARAI, 1996; HASLER, 1998; ARAYA & LUTZ, 2003; STRINGHETA
et al., 2007).

O conceito foi empregado, posteriormente, em varios outros paises. A Organizagao
Mundial de Saude (WHO, 2004) estabeleceu, no documento Estratégia Global em
Alimentagao, Atividade Fisica e Saude, quatro objetivos principais, quais sejam: a)
reducdo dos fatores de risco de doengas crdnicas; b) ampliacdo da consciéncia e da
compreensao sobre a influéncia da alimentagdo e da atividade fisica na saude e seus
impactos em intervengbes preventivas; c¢) desenvolvimento, fortalecimento e
implementacgao de politicas globais, regionais e nacionais, bem como planos de agao para
melhoria da alimentagdo e aumento de atividades fisicas e d) monitoramento da ciéncia e
promocgao da pesquisa sobre os efeitos das interacbes entre alimentacdo e atividade
fisica.

Antes mesmo do estabelecimento dessa estratégia global, o Brasil ja tracava suas
politicas de saude em consonancia com os principios de promoc¢ao de habitos alimentares

saudaveis, como pode ser verificado nas proposicoes da Politica Nacional de
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Alimentagcao e Nutricdo - PNAN (BRASIL, 2003). A legislacdo brasileira, entretanto,
ainda nao apresenta definicdo para alimentos funcionais, definindo, por sua vez, a
alegacédo de propriedade funcional ou de saude (STRINGHETA et al., 2007; ANVISA,
19993, b, c).

A Comissdao Técnico-Cientifica em Alimentos Funcionais e Novos
Alimentos/Ingredientes, Substancias Bioativas e Probidticos (CTCAF, ANVISA, 2005)
utiliza, como base, o conhecimento cientifico atualizado para que os alimentos com
alegacéo de propriedade funcional ou de saude possam ser continua e dinamicamente
reavaliados.

A classificagao da for¢ca da evidéncia, estabelecida pela WHO/FAO (WHO, 2003)
para as recomendacdes, na pratica clinica, para prevenc¢ao de doengas, de acordo com a
qualidade, quantidade e resultados dos estudos disponiveis, € estabelecida como
evidéncia convincente, provavel, possivel e insuficiente.

Desse modo, a lista de alimentos divulgada pela CTCAF esta sujeita,
periodicamente, a mudangas em fungao da publicagdo de novos estudos, podendo ser
inseridos na lista alimentos cuja evidéncia de propriedade de saude ou funcional seja
convincente, apds as analises de novos estudos, bem como podem ser retirados da lista,
caso novos estudos tornem a evidéncia insuficiente, provavel ou possivel.

Uma ampla gama de compostos tem sido estudada como sendo a responsavel
pelos efeitos benéficos das dietas ricas em frutas e hortalicas (HORST & LAJOLO, 2007),
dentre os quais se destacam as substancias fendlicas. Compostos fendlicos sdo um dos
maiores grupos de componentes, ndo essenciais a dieta, encontrados em alimentos de
origem vegetal, e englobam mais de 8000 moléculas diferentes. Tradicionalmente, tém
sido considerados compostos antinutricionais, por causa do efeito adverso dos taninos,
principais compostos desta classe, na digestibilidade de proteinas. A capacidade dessas
moléculas para quelar metais, inibir a agao da lipoxigenase e combater radicais livres tem,
todavia, ampliado o interesse de pesquisadores pelos compostos fendlicos (MARTINEZ-
VALVERDE et al., 2000).

A capacidade dos compostos fendlicos de reduzir o risco de doencgas induzidas
pelo estresse oxidativo ainda nao esta totalmente compreendida. A maioria dos
compostos fendlicos que apresentam efeitos positivos na saude atua no combate a

radicais livres gerados pelo metabolismo celular.
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Entre os vegetais ricos em compostos fendlicos, as frutas vermelhas, ou berries,
estdo entre as fontes mais importantes para as dietas (HAKKINEN & TORRONEN, 2000;
HAKKINEN, 2000). Esses frutos s&o oriundos, predominantemente, de regides
subtropicais ou temperadas, mas com os avangos no melhoramento genético e nos
conhecimentos agrondmicos, algumas espécies tém sido adaptadas a outras regides e
podem ser cultivadas durante todo o ano (PINTO et al., 2007). No Brasil, a principal fruta
vermelha produzida e consumida € o morango.

Os efeitos fisioldgicos dos alimentos tém sido pesquisados, no hemisfério norte, em
estudos conduzidos para caracterizagdo de substancias bioativas em alimentos
cultivados. Muitos estudos tém sido desenvolvidos para avaliagdo do potencial
antioxidante de morangos na Espanha (HERNANZ et al., 2008; 2007; ALLENDE et al.,
2007; LOPES da SILVA et al., 2007; SANLI et al., 2002; MORENO et al., 2000), nos
Estados Unidos (AABY et al., 2005; ZHENG et al., 2007; AYALA-ZAVALA et al., 2004;
ASAMI et al., 2003; WANG & LIN, 2003; WANG et al., 2003; 2002; WANG e ZHENG,
2001; KALT et al., 1999; NUNES et al., 1995), na Suécia (OLSSON et al., 2004), na ltalia
(CAPOCASA et al., 2008; SCALZO et al., 2005), na Turquia (TULIPANI et al., 2008;
KAFKAS et al., 2007; KOSAR et al., 2004); na Finlandia (ANTONNEN et al., 2006;
MAATA-RIIHINEN et al., 2004; HAKALA et al., 2003; HAKKINEN & TORRONEN, 2000;
HAKKINEN et al., 1998; TORRONEN et al., 1997), na Polonia (SKUPIEN & OSZMIANSK,
2004), na Noruega (ANDERSEN et al., 2004; FOSSEN et al., 2004; WICKLUND et al.,
2005) e na Eslovénia (STURM et al., 2003).

No Hemisfério Sul, estudos foram realizados no Chile (SIMIRGIOTIS et al., 2009) e
no Equador (VASCO et al., 2009) nos ultimos anos. No Brasil, morangos produzidos na
regidao de Sao Paulo (PINTO et al., 2008; CORDENUNSI et al., 2005; 2003; 2002,
NASCIMENTO et al., 2005; BERBARI et al., 1998) foram recentemente pesquisados.
Todavia, nao ha estudos publicados que efetuem a caracterizagao fisica e quimica, bem
como avaliem o potencial antioxidante, in vitro, de morangos cultivados na regido centro-
oeste do Brasil.

O consumo de antioxidantes naturais, oriundos de frutas e hortalicas, parece
aumentar a resposta das defesas antioxidantes mediadas por glutationa reduzida,
ascorbato, superoxido dismutase e catalase (BLOCK et al., 1992; SERDULA et al. 1996;
TAPIERO et al., 2002; DUTHIE et al., 2003).
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1.1.2 Classes de compostos bioativos presentes em alimentos funcionais

"Substancias” ou “Compostos bioativos” s&o constituintes extranutricionais, que
ocorrem, tipicamente, em pequenas quantidades, em alimentos (KRIS-ETHERTON et al.,

2002).
A Figura 1 representa as principais classes de compostos bioativos presentes em

alimentos de origem vegetal.

Figura 1 Subdivisao dos compostos bioativos presentes em alimentos de origem vegetal (HORST
& LAJOLO, 2007)

A categoria dos polifenois € a mais diversificada entre todas, compreendendo uma ampla

variedade de fontes alimentares de origem vegetal.

1.1.2.1 Compostos Fendlicos

Compostos fenodlicos contém anéis aromaticos com um grupo hidroxila. Foram
identificadas mais de 8000 estruturas fendlicas categorizadas em 10 classes. Elas variam
desde moléculas simples (como os acidos fendlicos com uma unica estrutura aromatica),
bifendis (como acido elagico) e flavonoides, que contém 2 a 3 anéis aromaticos
(HASLAM, 1998), e polifendis, contendo de 12 a 16 anéis.
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De acordo com Melo & Guerra (2002), compostos fendlicos de fontes vegetais
podem ser divididos em dois grupos: os flavonoides e os nao-flavonoides, ambos
metabdlitos secundarios presentes em frutas e vegetais, sintetizados a partir fenilalanina,
obtida pela via do acido chiquimico. A fenilalanina, pela acdo da fenilalanina amonialiase
(FAL), perde uma molécula de amoénia, originando o acido cinamico. A regulacéo dessa
enzima € um fator critico na produgcdo de metabdlitos do chiquimato. Nas plantas, a
atividade da FAL esta sob controle de varios fatores externos e internos, tais como
horménios, niveis de nutrientes, luz, infeccdo por fungos e lesbes. Por exemplo, a
infeccao por fungos estimula a sintese de FAL, resultando no aumento da sintese dos
compostos fendlicos (SANTOS, 2007). Flavonoides apresentam a estrutura quimica
descrita como C-C3-Cs. N&o-flavonoides sdo classificados como: a) derivados das
estruturas quimicas Ces-C4 especificas dos acidos hidroxi-benzoicos, galico e elagico; b)
derivados das estruturas quimicas dos derivados do acido hidroxicindmico, Cs-C3 como
os acidos cafeico e p-cumarico hidroxi-cinamatos e c) derivados das estruturas quimicas
dos estilbenos e antraquinonas, Cs-C2-Cg especificas, trans-resveratrol, cis-resveratrol e
trans-resveratrol-glucosidio (HARBORNE, 1980).

Todos os compostos fendlicos sdo derivados de uma via biossintética comum,
incorporando precursores das vias do acido chiquimico e do acetato-malonato (MANN
1978; STRACK 1997).

A Figura 2 representa as relagdes biossintéticas entre as diferentes classes de

polifendis nos vegetais.
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Figura 2 Biossintese de acidos hidroxicindmicos, hidroxibenzoicos e flavonoides (HADDOCK et
al., 1982; HARBORNE, 1988; HAHLBROCK & SCHEEL, 1989; MAAS et al., 1992; BENNET &
WALLSGROVE, 1994; DIXON & PAIVA, 1995; STRACK,1997; HAKKINEN, 2000). Enzimas:
CA4H, acido cinamico 4-hidroxilase; CHS, chalcona sintase; 4CL, 4-cumarato:coenzima A ligase;
PAL, fenilalanina aménia liase.
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Segundo Santos (2007), os flavonoides constituem um grupo de pigmentos
vegetais de ampla distribuicdo na natureza. Sua presenga nos vegetais parece estar
associada a funcdes de defesa e atracao de polinizadores.

Flavonoides sdo compostos que possuem o mesmo nucleo flavona Cy5 (Cg-C3-Ce)
(HARBORNE, 1988; MACHEIX et al., 1990), com dois anéis benzénicos (A e B) ligados
por meio de anel pirano contendo oxigénio (O), conforme mostrado na Figura 3. O
esqueleto basico dos flavonoides resulta de rotas biossintéticas separadas, a do acido
chiquimico e a do acetato, via acido malénico. A primeira origina a fenilalanina, precursora
do acido cindmico que, por sua vez, origina 0 acido cumarico, responsavel por um dos
anéis aromaticos (anel B) e a ponte de trés carbonos. A segunda resulta no outro anel
aromatico (anel A). Trata-se de uma estrutura comum aos 3-deoxiflavonoides (flavonois,

flanan-3,4 — didis e flavan-3-ais).

1.1.2.1.1 Flavonois

Os flavonois (kaempferol, quercetina e miricetina) sdo substancias amarelo-palidas,
fracamente soluveis em agua, presentes em flores e folhas de pelo menos 80% das
plantas superiores, como também em frutas vermelhas (KUHNAU, 1976). Ocorrem
usualmente como o-glicosideos, sendo a D-glicose o residuo de agucar mais comum.
Outros residuos encontrados sdo D-galactose, L-ramnose, L-arabinose, D-xilose e acido
D-glucurdnico. O principal sitio de ligagéo € o C3 e, menos frequentemente, a posigao C7
(HERRMANN, 1976; 1988).

Figura 3 Estrutura quimica dos flavonois: kaempferol, R1=H, R2=H; quercetina, R1=0OH, R2=H,;
miricetina, R1=OH, R2=0H (HAKKINEN, 2000)
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1.1.2.1.2 Antocianinas

As antocianinas, do grego anthos (flor) e kyanos (azul), termo que foi usado
originalmente para descrever os pigmentos azuis da flor da centaurea (Centaurea
cyanus), compdéem um importante grupo de pigmentos vegetais soluveis em agua. Foram
reportadas cerca de 500 estruturas diferentes de antocianinas, ocorrendo em 27 familias
de plantas. Antocianinas séo glicosideos de derivado de 2-difenilbenzopirilio ou de sais de
flavilio (Figura 4). As seis antocianinas mais comumente encontradas s&o classificadas de
acordo com o numero e posi¢cao dos grupos hidroxis no nucleo flavano e sdo nomeadas
cianidina, delfinidina, malvidina, peonidina, pelargonidina e petunidina.

As diferengas entre as antocianinas individuais vém do numero e posi¢cao dos
grupos hidroxis, do grau de metilacdo, da natureza, numero e localizagdo dos agucares
ligados a molécula (GHOSH & KONISHI, 2007; GALVANO et al., 2004). A glicosilagao
confere maior estabilidade estrutural a antocianidina aparente. A acilagao dos acucares
com acidos cinamicos ou alifaticos melhora ainda mais essa estabilidade (GHOSH &
KONISHI, 2007; MAZZA e MINIATTI, 1993; DANGLES et al., 1993).

Figura 4 Estruturas quimicas das antocianinas (MALACRIDA e MOTA, 2006)
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Basicamente, trés tipos de pigmentos derivados de antocianinas ja foram descritos:
a) compostos ligados a grupos etila, resultando na condensagao mediada por acetaldeido
entre antocianinas e flavanadis; b) derivados de antocianinas 4-substituidos; contendo
anéis piranosidicos adicionais no nucleo flavilio (piranoantocianinas) e c) produtos da
condensacao direta entre antocianinas e flavanais.

Fossen et al. (2004) elucidaram recentemente as estruturas de quatro complexos
antocianina-flavanol em extratos de morango, evidenciando que estes consistem de

pelargonidina-3-glicosideo ligada C-C a (epi) catequina e a (epi) afzelequina (Figura 5).

Figura 5 Pigmentos derivados de antocianinas isolados de morangos (Fossen et al., 2004)

1.1.2.1.3 Acidos fendlicos

Acidos hidroxibenzoicos:

Acidos hidroxibenzoicos apresentam uma estrutura geral Cs-C4, derivada
diretamente do acido benzoico (Figura 6). As variagbes nas estruturas individuais dos
acidos benzoicos consistem nas hidroxilagdes e metilagdes do anel aromatico (MACHEIX
et al., 1990). Sdo comumente encontrados quatro tipos diferentes de acidos fendlicos
nesta categoria: p-hidroxibenzoico, vanilico, siringico, protocateico, os quais podem estar
presentes na forma soluvel conjugada com agucares ou acidos organicos, bem como

ligados a fragcdes das paredes celulares, como na lignina (SCHUSTER & HERRMANN,
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1985; STRACK, 1997; HAKKINEN, 2000). Outro &cido benzoico frequentemente
encontrado é o acido salicilico (2-hidroxibenzoato). O acido galico (Figura 7a) € um
derivado trihidroxilado que participa da formagdo dos galatotaninos hidrolisaveis
(HASLAM, 1982, HADDOCK et al, 1982, STRACK, 1997). O produto de sua
condensagao dimérica (acido hexahidroxidifénico) e a dilactona correspondente, acido
elagico, sdo metabdlitos comuns das plantas (Figura 7b). O acido elagico € comumente
presente em elagitaninos, como analogos dos ésteres difénicos ligados a glicose
(HASLAM, 1982, HADDOCK et al., 1982, MAAS et al., 1992). Na natureza, o acido
elagico existe nas formas livre e complexada, como elagitaninos facilmente hidrolisaveis
(WHITLEY et al., 2003).

(a) OH (b)

Rl R2

COOH

Figura 6 Estrutura quimica de (a) acidos hidroxibenzoicos: acido p-hidroxibenzoicos (R1=H;R,=H)
e galico (R1=OH e R,=0H) e (b) acido elagico (HAKKINEN, 2000)

Acidos hidroxicinamicos

Os acidos hidroxicinamicos (figura 7) mais amplamente distribuidos em frutas séo o
p-cumarico, o cafeico, o ferulico e o sinapico (MACHEIX et al., 1990). Ocorrem em varias
formas conjugadas e as formas livres resultam de hidrélise quimica e enzimatica durante
a extracao do tecido vegetal. As formas conjugadas sao ésteres de hidroxiacidos, como o
quinico, o chiquimico e o tartarico, além de seus derivados de agucares (SCHUSTER e
HERRMANN, 1985; MACHEIX et al., 1990; SHAHIDI & NACZK, 1995).



31

HO \\

Rl

COOH

Figura 7 Estrutura quimica dos acidos hidroxicinamicos mais comuns: p-cumarico R1 = H, cafeico
R1= OH, ferulico, R1 = OCH3 (HAKKINEN, 2000)

1.1.2.1.4 Taninos hidrolisaveis e acido elagico

Flavonoides e acidos fendlicos podem ser polimerizados em taninos, os quais
podem ser classificados como taninos hidrolisaveis e taninos condensados.

Os primeiros sao constituidos por diversas moléculas de acidos fendlicos, como o
galico e o elagico, que estdo unidos a um residuo de glucose central. Sdo chamados de
hidrolisaveis, uma vez que suas ligagbes ésteres sao passiveis de sofrerem hidrolise por
acidos ou enzimas. Os taninos condensados s&o também conhecidos como
proantocianidinas, visto que podem dar origem as antocianidinas quando suas estruturas
sdo clivadas por cisdo oxidativa. Suas moléculas sdo mais resistentes a fragmentacao e
estdo relacionadas com os pigmentos flavonoides, tendo uma estrutura polimérica do
flavan-3-ol, como a catequina, ou do flavan-3,4-diol, como a leucocianidina (BATTESTIN
et al., 2004).

Os taninos hidrolisaveis podem ser galatotaninos ou elagitaninos. Sob hidrdlise, os
galatotaninos originam glicose e acido galico. Ja os elagitaninos contém um ou mais
residuos de hidroxidifenoil, que sao ligados a glicose como um diéster, em adigdo ao
acido galico. Polimeros de acido galico e hexahidroxidifenoil sdo ligados a moléculas
centrais de glicose para formar os elagitaninos (WHITLEY et al., 2003). Quando
hidrolisado, o residuo de hidroxidifenoil sofre lactonizagéo para produg¢ao de acido elagico
(Figura 8). Essa reagdao € a base dos procedimentos usados para sua deteccdo e
quantificacdo. Elagitaninos séo taninos e, por isso, dividem algumas propriedades comuns
com as proantocianidinas: sdo compostos hidrossoluveis de alta massa molar e capazes
de precipitar proteinas e alcaloides. Diferem das proantocianidinas em sua ocorréncia,

que é limitada as familias das dicotiledéneas.
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(a) (b)

(©) (d)

Figura 8 Oxidacao da pentagaloil glicose (a) para elagitanino, tellimagrandina Il (b), formacao de
acido elagico (d) pela hidrélise de acido hexahidrodifénico (c) como produtos caracteristicos da
degradacao dos elagitaninos (GRUNDHOFER et al., 2001)

O acido elagico (2, 3, 7, 8-tetrahidroxibenzopirano [5,4,3-cde]benzopiran-5-10-
diona) esta presente nas plantas na forma de taninos hidrolisaveis, como componentes
estruturais das paredes e membranas celulares. Sua ocorréncia em alimentos é restrita
(LARROSA et al, 2006). Esse bifenol € encontrado em altas concentragcbes em muitas
frutas vermelhas, como morangos, framboesas, amoras, mirtilos, uvas (MARWAN &
NAGEL, 1986; CHEN et al., 2001) e seus derivados (sucos, geleias e gelatinas), roméas
(fruta e suco). Outras fontes s&o nozes e pecas (DANIEL et al. 1989); bebidas destiladas
(GOLDBERG et al.,1999) e vinhos envelhecidos em carvalho (CLIFFORD & SCALBERT,
2000). De acordo com Pinto et al. (2007), o morango representa a principal fonte de acido

elagico da dieta brasileira.
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1.1.2.1.5 Fatores que influenciam os teores de compostos fendlicos nas plantas

Compostos fendlicos sdo produtos do metabolismo secundario vegetal. O
metabolismo secundario € aquele que responde as condi¢des ambientais (clima e solo) a
que esta submetida a planta. A funcdo destes metabdlitos é a protecdo da planta contra
estresses biologicos e ambientais e eles sdo, portanto, sintetizados em resposta a
ataques de fungos, infec¢des bacterianas, alta exposigcédo a energia radiante ou exposi¢cao
prolongada a raios ultravioletas (CROZIER et al., 2000; BRAVO, 1998).

A producdo de metabdlitos secundarios € o resultado de complexas interacoes
entre biossintese, transporte, estocagem e degradacédo dessas moléculas (WINK, 1990).
Cada um desses processos € governado por genes e, portanto, influenciado por trés
fatores principais: hereditariedade (cultivar), ontogenia (estagio de desenvolvimento da
planta e do fruto) e ambiente (ROBBERS et al., 1996). Santos (2007) relata que as rotas
dos metabdlitos secundarios sé sdo ativadas em alguns estagios particulares do
desenvolvimento ou em periodos de estresse causado por limitagdes nutricionais ou
ataque microbioldgico.

Portanto, fatores genéticos e ambientais nas fases pré e pds-colheita podem afetar
o metabolismo de sintese e consumo dos antioxidantes fendlicos. O tipo de cultivar, o
ataque por pragas e parasitas, os tratos culturais, a incidéncia de luz e a temperatura
ambiente sdo alguns dos importantes fatores na fase pré-colheita (Figura 9). Por outro
lado, o grau de estresse mecanico, a exposi¢cao a luz, a disponibilidade de oxigénio e a
temperatura de armazenamento podem afetar a composicdo dos frutos na fase pos-
colheita.

A formacao dos flavonoides é acelerada pela luz. Consequentemente, em plantas
cultivadas em estufas, em que os raios ultravioletas sdo bloqueados, o conteudo de
flavonoides é reduzido. Vegetais que crescem na Espanha ou na Africa do Sul s&o
apontados como contendo de 4 a 5 vezes mais flavonoides que os que crescem no Reino
Unido (AHERNE & O’BRIEN, 2002; BURNS et al., 2001; SELLAPPAN et al., 2002).
Diferencas significativas nos teores de vitamina C, fendlicos totais e composi¢do de
flavonoides foram encontradas por Pinto et al. (2008) e Cordenunsi et al. (2005) entre

cultivares de morangos produzidos no estado de S&o Paulo.
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Figura 9 Metabolismo de fenilpropanoides induzido pelo stress (Adaptado de DIXON & PAIVA,
1995).

De acordo com Santos (2007), em fungdo da importéncia de varios metabdlitos
secundarios para as areas farmacéutica e de alimentos, o estudo de sua biogénese e
regulacdo tem crescido de maneira notavel nos ultimos anos. Somente por meio desse
conhecimento € possivel ao homem interferir racionalmente sobre o organismo vegetal
produtor, de forma a direcionar a sintese de compostos de interesse para a saude.

Finalmente, deve-se considerar que um dos aspectos mais importantes das
alegacdes de funcionalidade e propriedade de saude é a concentracdo da substancia

bioativa no alimento, visto que o efeito no organismo pode ser dose-dependente.
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1.1.2.1.6 Métodos de determinagao de compostos fendlicos

De acordo com Robards (2003), a estratégia comum para analise de polifendis
envolve purificagdo dos fendlicos presentes em uma matriz complexa, seguida de

identificagcao e quantificagao de seus constituintes.
Consideragoes sobre preparo de amostras

O preparo da amostra € uma etapa critica, especialmente quando os componentes
da matriz sdo biologicamente ativos e os analitos representam um espectro de numerosos
componentes, muitos dos quais sem identidade definida (ANTOLOVICH et al., 2000).

Métodos de extracdo sao elaborados com a finalidade de se obter um extrato
enriquecido com os compostos de interesse e livre de componentes interferentes
(ROBARDS, 2003). A diversidade estrutural dos compostos fendlicos interfere em seu
comportamento fisico-quimico (solubilidade, coeficiente de particdo, constante de
ionizagao), dificultando, assim, a otimizagdo na ressuspensao dos fendlicos (TURA &
ROBARDS, 2002). Fendlicos de plantas sdo soluveis em agua e em solventes organicos,
ionizaveis em pka entre 8 e 12, com coeficiente de particdo agua/dleo entre 6 x 10* e 1,5.
Uma vez que estes compostos sao facilmente oxidaveis por fatores fisicos, quimicos ou
enzimaticos, sao utilizados, para protecdao dos fendis contra processos deteriorativos,
procedimentos que incluem o uso de antioxidantes como BHT, TBHQ, EDTA e acido
ascorbico, de atmosferas inertes e de supressao da luz (PINTO et al., 2008; SHIN et al.,
2007; NACZK & SHAHIDI, 2004; ROBARDS, 2003; TURA & ROBARDS, 2002, SANLI et
al., 2002; HAKKINEN, 2000; ANTOLOVICH et al., 2000). Metanol, em concentragdes
superiores a 70%, reduz a atividade das polifenol oxidases e preserva os polifendis da
oxidacao durante o processo de extracao (ROBARDS, 2003).

Entre os procedimentos comumente adotados podem ser citadas as multiplas
etapas de extragdo em solventes e pré-concentracdo, a extracdo em fase sodlida, a
extragao liquido-liquido e a filtragado (ANTOLOVICH et al., 2000).

Solventes de diferentes polaridades sdo comumente utilizados na extracdo de

polifendis, como agua, acetato de etila, dimetilsulféxido e misturas aquosas de metanol,
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etanol e acetona (PINTO et al., 2008; SHIN et al., 2007; MALACRIDA & MOTA, 2006;
NACZK & SHAHIDI, 2004; ANTOLOVICH et al., 2000).

Em geral, metanol extrai agucares, acidos organicos e fendis de baixo peso
molecular; acetato de etila e éter dietilico extraem fendis de baixo peso molecular,
enquanto acetona é enriquecida com polifendis poliméricos.

A acidificacdo do solvente tem sido empregada em algumas situagdes para alterar
a composigao fendlica e aumentar a solubilidade de alguns compostos, auxiliando na sua
determinacdo (NACZK & SHAHIDI, 2004). Os métodos para analise de antocianinas
requerem extracao prévia das antocianinas da matriz alimenticia. As antocianinas, em pH
baixo, encontram-se predominantemente na forma de cation flavilio, o qual apresenta
coloragao vermelha em solugdo aquosa. Em pH alto, esse cation € convertido em outras
espécies incolores (MALACRIDA & MOTA, 2006; REVILLA et al., 1998). O fato de o
cation flavilio ser estavel em pH acido levou a utilizagcdo de solventes contendo acidos
organicos ou minerais na extragcao de antocianinas de frutas e vegetais (MACHEIX et al.,
1990).

A hidrolise acida é recomendada para medir agliconas e acidos fendlicos, de
glicosideos de flavonoides e de ésteres de acidos fendlicos, respectivamente (ROBARDS,
2003). Pinto et al. (2008) determinaram as melhores condigcbes de hidrélise para
quantificagdo de acido elagico total em morangos. Os solventes avaliados foram metanol
(70%, 80% e 100%) e acetona (80%). Para o processo de hidrélise, a adicdo de 2 mL de
acido trifluoracético (TFA) ou de HCI em concentragbes que variaram entre 1,2N a 2N
foram comparadas em diversas combinagdes de tempo e temperatura. O procedimento
mais eficaz foi aquele realizado com extracdo em acetona 80% e hidrélise com adicao de
TFA 2N, a 120°C, por 60 minutos.

A extragcdo em fase sélida (EFS) € uma das ferramentas mais poderosas e mais
empregadas para a extragdo e/ou pré-concentracdo de analitos presentes em matrizes
complexas. A EFS emprega sorventes recheados em cartuchos, nas formas de barril ou
seringa, e os mecanismos de retengao sao idénticos aqueles envolvidos em cromatografia
liquida em coluna. Um cartucho tipico é formado por um tubo de polipropileno, contendo
cerca de 50 a 500 mg de sorvente (silica, poliamida, octadecil, entre outros), com 40-60

um de tamanho de particula, fixado no tubo por dois filtros.



37

Em geral, os procedimentos de EFS contém as seguintes etapas (Figura 10): a)
ativacdo do sorvente para deixar os sitios ativos disponiveis; b) condicionamento do
sorvente com solvente adequado para ajustar as forgas do solvente de eluicdo com o
solvente da amostra; c) introdugdo da amostra, quando ocorre a retengao do analito e as
vezes de alguns interferentes; d) limpeza da coluna, para retirar os interferentes menos
retidos que o analito; e) eluicao e coleta do analito (MACHEREY-NAGEL, 2008).

R
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Figura 10 Esquema da extracdo em fase solida (MACHEREY-NAGEL, 2008) (a)
condicionamento; (b) aplicagdo da amostra, (c) limpeza da coluna e remoc¢ao dos interferentes; (d)
eluicdo do analito

Entre as vantagens da EFS, em comparacédo com a extragao liquido-liquido, podem
ser citados o menor consumo de solventes, maior rapidez e o potencial para automagao
do preparo de amostras.

O método de EFS é eficaz para eliminagao das impurezas, tais como substancias
polares e nao fendlicas. Marco et al. (2008) relatam que procedimento para purificagao
das antocianinas envolve a aplicagdo do extrato antocianico bruto no cartucho contendo
material sorvente, seguido da eluigdo dos componentes individuais com solventes
apropriados. As antocianinas ficam fortemente ligadas aos adsorventes por seus grupos
hidroxil ndo-substituidos. Desta forma, primeiramente sao eluidas as substancias mais
polares que as antocianinas, tais como acgucares, acidos e substancias soluveis;

posteriormente, sdo eluidos os pigmentos antocianicos.
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Determinagao de compostos fendlicos

Os principais métodos de determinacdo de compostos fendlicos em alimentos e
bebidas envolvem técnicas espectrofotométricas ou cromatograficas, com detectores por
absorbancia na regido ultravioleta, ou de arranjos de diodo, associadas ou nao a
espectrometria de massa (NACZK & SHAHIDI, 2004).

A analise pode consistir em um perfil detalhado dos polifendis ou apenas na soma
do total de fendlicos de uma amostra.

O método Folin-Denis (FOLIN & DENIS, 1912) é o mais adotado para analise de
fendlicos totais em material vegetal. O reagente de Folin-Denis é composto por tungstato
de sédio, acido fosfomolibdico e acido orto fosférico. A reducéo dos acidos fosfomolibdico
e fosfotungstico, resultando em um complexo azul em solugdo alcalina, ocorre na
presenca de compostos fendlicos.

Singleton & Rossi (1965) modificaram este método para analise de fendlicos totais,
visto que este era sujeito a precipitagdes que interferiam na leitura colorimétrica, sendo,
atualmente, um procedimento analitico amplamente utilizado. Todavia, o novo método
ainda esta sujeito a interferéncia de antioxidantes como acido ascérbico e sulfito,
especialmente se estiverem em quantidades elevadas em relacido aos teores de fendlicos.
Adicionalmente, altas concentracbes de acgucares levam a formacdo de reductonas
reativas na solugao alcalina final, principalmente se aquecido, e aminas aromaticas
podem reagir com fenois (SINGLETON, 1974).

O método Folin-Ciocalteau € muito sensivel a redugao pelos fendis. O numero de
hidroxilas ou de grupos potencialmente oxidaveis controla a intensidade da cor formada.
O grupo fendlico deve estar na forma de fenolato para que os anions molibdo e
tungstofosfato possam produzir a oxidagdo (OUGH & AMERINE, 1988).

Para o estabelecimento de métodos de separacgao, identificacdo e quantificagao de
compostos polifendlicos, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), € o método
escolhido por causa de sua versatilidade, precisdo, sensibilidade e relativa rapidez na

obtencao dos resultados.
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Segundo Sanli et al. (2002), os dois fatores mais criticos para otimizacdo da
separagao sao o pH e a percentagem de solvente organico na fase movel. Para se avaliar
o efeito da concentragdo do solvente organico na fase movel é estabelecida a relagao
entre os parametros de retencdo e a polaridade do solvente, definida na escala de
Reichardt normalizada (Et"). O pH da fase mével é o principal fator que influencia o
comportamento cromatografico dos polifendis, por causa de suas fungdes iongénicas, tais
como as fungdes carboxilicas e hidroxilicas. A retencdo depende da proporcdo das
especies ionizadas e ndo ionizadas de cada composto. Sanli et al. (2002) estudaram o
efeito de diferentes concentracbes de acetonitriila e do pH da fase modvel no
comportamento cromatografico de misturas de polifendis e de extratos de morango. Foi
verificado que o pka das substancias fendlicas aumentava com o aumento da proporgao
de acetonitrila em relagdo a agua. Além disso, a redug¢ado do pH até 4,0-4,5 e as menores
concentragcdes de solvente organico (10-13%) acarretaram maior tempo de retencéo e
melhor resolugao dos cromatogramas. O pH e a forga ibnica da fase mével influenciam a
retengao dos fendlicos na coluna, dependendo da protonagao, dissociagao ou dissociagao
parcial (MARKO-VARGA & BARCELO, 1992). A alteracdo no pH, que acarreta a
ionizacdo da amostra, reduz o tempo de retengdo numa coluna de fase reversa. Entao,
pequenas quantidades de &cido acético (2-5%), formico ou trifluoracético (0,1%) sao
incluidas no sistema para manter o pH abaixo do pka dos compostos e suprimir a
ionizagdo dos grupos fendlicos e carboxilicos, melhorando, desta forma, a resolugéo e a
reprodutibilidade das corridas cromatograficas.

Os sistemas de solventes mais usados na analise por CLAE incluem eluicdo em
gradientes binarios, com solugbes aquosas de acido acético, formico ou fosforico, com
metanol ou acetonitrila como modificador organico da fase movel (PINTO et al., 2008;
ALLENDE et al., 2007; KOSAR et al., 2004; HAKKINEN, 2000; PRICE et al., 1999;
LISTER et al., 1994; TOMAS-LORENTE et al., 1992).

Uma vez que polifendis absorvem luz na regido UV, um detector UV-visivel é
comumente utilizado para identificacdo e quantificacdo destes compostos, em varios
comprimentos de onda. De acordo com Hakkinen (2000), derivados do acido benzoico
apresentam, geralmente, maxima absorbancia entre 246-262nm. Acidos hidroxicinamicos
possuem dois picos de absorbancia: entre 225 e 235nm e entre 290 e 330nm. A maioria

dos trabalhos adota comprimento de onda entre 260 e 280nm para a analise de acidos
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fendlicos em geral, flavan-3-6is e flavonois glicosilados. Por outro lado, a faixa de 350 a
370nm é mais indicada para determinacdo de flavondis agliconas (ROBARDS, 2003;
HAKKINEN, 2000). Comprimentos de onda entre 500 e 530nm s&o mais adequados para
a analise de antocianinas.

A ampla utilizagdo do detector de arranjo de diodos (DAD) tem sido atribuida a sua
habilidade de leitura em varios comprimentos de onda simultaneamente, obtendo-se o
espectro de absor¢ao do composto. Desta forma, melhora-se o processo de identificagao

do pico e a avaliagao de sua pureza.

1.1.2.2 Vitamina C

1.1.2.2.1 Classificagao e estrutura

A vitamina C é considerada um nutriente essencial, por prevenir contra escorbuto,
doenga causada por sua deficiéncia. Sua importancia cresceu ao longo do tempo, em
grande parte por causa da descoberta de seu potencial antioxidante (SILVA &
COZZOLINO, 2007).

A vitamina C, também denominada acido ascorbico, L-ascoérbico, deidroascorbico,
ascorbato ou vitamina antiescorbutica, € sintetizada pela maioria dos vegetais e animais a
partir da D-glicose ou D-galactose, via acido glucurénico. Nos vegetais, o acido
deidroascoérbico corresponde a menos de 10% do teor encontrado de vitamina C
(CORDENUNSI et al., 2005).

Em uma via biossintética proposta (SMIRNOFF, 2000), como indicado na Figura
11, glicose-6-P pode dar origem a GDP-manose, pela acéo de diversas enzimas. GDP-
galactose € produzida por uma dupla epimerizagdo da GDP-D-manose, sendo
posteriormente quebrada a L-galactose livre, por enzimas ainda n&o caracterizadas. A
enzima L-galactose desidrogenase oxida L-galactose a L-galactono-1,4-lactona, precursor
imediato do ascorbato. Provavelmente, as reagdes descritas ocorrem na matéria vegetal
em nivel citosdlico, enquanto o ultimo passo, a oxidagdo da L-galactono-1,4-lactona
(LGL), é mitocondrial. A LGL - desidrogenase encontra-se ligada a membrana interna da
mitocondria. A LGL doa elétrons ao citocromo c entre os complexos Il e IV, sendo

convertida, assim, a ascorbato.
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Figura 11 Via biossintética proposta para sintese de Vitamina C em plantas (Adaptado de
SMIRNOFF, 2000).

As enzimas sado: (a) glicose fosfato isomerase, (b) fosfomanose isomerase, (c)
fosfomanose mutase, (d) GDP-manose pirofosforilase, (€) GDP-manose-3,5-epimerase,
(f) e (g) enzimas ndo-caracterizadas, (h) L-galactono-1,4-lactona desidrogenase.
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1.1.2.2.2 Fatores que influenciam a sintese e a degradagao de vitamina C

De acordo com Cordenunsi et al. (2003), o conteudo de vitamina C em frutas e
hortalicas depende de varios fatores, tais como as diferengas genotipicas, as condi¢oes
edafoclimaticas da fase pré-colheita e a manipulagao pos-colheita.

Grande variagdo genotipica no teor da vitamina foi observada primeiramente por
Stevens (1974) e Harris (1975). Outros fatores pré-colheita incluem as condigbes
climaticas e as praticas culturais (SOMERS & BEESON, 1948; LEE, 1974; HARRIS, 1975;
MOZAFAR, 1994; WESTON & BARTH, 1997). Lee & Kader (2000) relataram que maiores
intensidades luminosas durante a fase de crescimento das plantas acarretam maiores
concentragdes de vitamina C nos tecidos do vegetal. Fertilizantes nitrogenados em altas
doses tendem a fazer decrescer as concentragdes da vitamina. Em muitas espécies
vegetais a frequéncia menor de irrigagdo pode aumentar a sintese de ascorbato.
Temperatura e atmosfera de armazenamento na fase pds-colheita também podem afetar
a retencao da vitamina. Embora Kader (1988) tenha relatado maior perda de vitamina C
quando os vegetais sdo armazenados a temperaturas de refrigeracdo mais elevadas,
algumas espécies vegetais, como a batata, e suas variedades, podem apresentar
comportamento oposto (PINELI, 2005).

Alende et al. (2007) avaliaram o efeito da aplicagdo de atmosfera modificada,
ozébnio e luz ultravioleta — C no controle de processos de deterioracdo pds-colheita de
morangos. Os autores reportaram que amostras tratadas com ozbnio apresentaram
menores teores de vitamina C ao fim do armazenamento. As concentragdes de vitamina C
total observadas para todos os tratamentos ficaram em torno de 300mg.kg™'MF.

Cordenunsi et al. (2005) avaliaram, durante o armazenamento refrigerado, trés
cultivares de morango, cultivados no estado de Sdo Paulo, e observaram valores entre
470 e 800mg.kg™”" MF de vitamina C total, sendo as maiores concentragdes encontradas
no cultivar Campineiro. Flutuacdes nos perfis de vitamina C total e de acido ascérbico
indicaram a sintese de vitamina C durante o armazenamento e que temperaturas mais
baixas influenciaram a manutencdo da vitamina. Em outro trabalho, Cordenunsi et al.

(2003) observaram reducado de 50% de acido ascorbico em todas as variedades de
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morango armazenadas sob refrigeracao por 6 dias. Concluiram que os teores de vitamina
C no momento da colheita e suas alteracbes durante o armazenamento dependem da

cultivar, das praticas culturais, da intensidade de luz e das condigdes climaticas.

1.1.2.2.3 Métodos para determinagao de vitamina C

Muitos métodos analiticos para determinagao de vitamina C tém sido reportados.
Analises titulométricas, espectrofotométricas e cromatograficas sédo as mais adotadas
atualmente.

A analise titulométrica (SABINO et al., 2005; AOAC, 1990) baseia-se na utilizacao
do 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP) como titulante. Este método é usado para amostras
com baixo teor de vitamina C, por exemplo, sucos de frutas. Consiste na reducdo do
corante sal sodico de 2,6-diclorofenol indofenol por uma solucao acida de vitamina C. Ja o
método iodométrico (SABINO et al., 2005) é baseado na acdo redutora do acido
ascorbico, fazendo uso de solugdo padrao de iodo e tiossulfato de sddio e solucdo de
amido como indicador.

Apesar da rapidez dos resultados, esses métodos sdo pouco especificos e pouco
sensiveis. Os reagentes sao instaveis e requerem padronizagdo antes do uso. Além
disso, se a amostra é colorida o ponto final da titulagdo € dificultado (AYDOGMUS et al.,
2002). De acordo com Rahman et al. (2007) substancias naturalmente presentes nas
frutas, tais como taninos, betaninos, Cu*?, Fe*? e Co*? sdo também oxidados, causando
interferéncia na analise.

Para determinagao de vitamina C em frutas e hortalicas € amplamente utilizado um
método espectrofotométrico com dinitrofenilhidrazina (DNPH), simples e bem
estabelecido. Neste método, o acido ascoérbico (AA) é oxidado a osazona pelo DNPH
apos acidificacdo com acido sulfurico (ODRIOZOLA-SERRANO et al., 2007). A etapa de
extracdo € realizada com uma mistura de acido metafosforico e acido acético glacial. O
acido metafosférico (HPO3) é um quelante que estabiliza o AA, pela inativacdo da
ascorbato oxidase e pela complexacao de ions metalicos, impedindo a sua oxidacao além
de acido 2,3 dicetogulénico (EITENMILLER & LANDE, 1999). Adicionalmente, este acido
atua na eliminagao de interferentes ao precipitar proteinas. Apos centrifugagédo a frio e

filtracdo, uma aliquota € misturada com o oxidante diclofenolindofenol (DCPIP), com o
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intuito de converter todo o AA em acido dehidroascorbico (ADA) (Figura 12), o que

permite a quantificacdo da vitamina C total (AA + ADA).

Figura 12 Reacdo de oxidorreducdo entre o acido ascorbico e o 2,6 — diclorofenolindofenol
(RAHMAN et al., 2007)

Apos a reacao de oxidacgao, adiciona-se tioureia, agente redutor, o que impede que
oxidantes como Fe* e H,O, interfram na coloracdo final. O DNPH adicionado
imediatamente antes da incubagdo das amostras, a 60°C, por 3 horas, reage com 0s
grupos cetbnicos do ADA, em condi¢gdes acidas, para formar um derivado osazona
avermelhado. A interferéncia de acgucares nesta etapa pode ser evitada por meio a
incubagédo a 15°C ou da leitura apdés 75 minutos da adicdo do acido sulfurico 90%
(RAHMAN et al., 2007).

Ja os métodos de anadlise de vitamina C total em CLAE fundamentam-se na
extragao do AA e do ADA em solugao acida (acido metafosforico, acido metafosférico com
acido acético glacial, acido tricloroacético acido citrico, acido citrico com acido acético
glacial, acido sulfurico ou acido fosforico). Um agente redutor (ditiotreitol — DTT,

dimercaptopropanol, cisteina ou homocisteina) € usado para converter o ADA em AA para
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a posterior analise (ODRIOZOLA-SERRANO et al., 2007). Opcionalmente, agente
oxidante (DCPIP, Norit) ou tratamento enzimatico é aplicado para a conversao do AA em
ADA, forma na qual também se detecta a vitamina C por CLAE. Agentes quelantes
(EDTA, acido metafosforico, decilamina) sdo usados para eliminacdo de interferentes
durante o preparo da amostra. A coluna mais usada é a de fase reversa C18 ou de
poliestireno vinil benzeno.

Kall & Andersen (1999) alegam que o acido metafosférico pode causar interagdes
analiticas sérias com colunas de silica, afetando a linha de base e os tempos de retencéo.
Recomenda-se a utilizacdo da coluna de poliestireno divinil benzeno, caso o acido
metaforico seja o solvente de extragao.

Odriozola-Serrano et al. (2007) avaliaram a confiabilidade de diferentes condigdes
cromatograficas na analise de vitamina C total, AA e ADA. A extragao foi feita com acido
metafosférico 4,5% para quantificacdo de AA, e com DTT ou mercaptopropanol para
quantificacdo total da vitamina C. O ADA foi determinado por diferenca. Segundo os
autores, a utlilizacdo de uma coluna C18, do agente redutor DTT no procedimento de
extragdo, da fase movel de acido sulfurico ajustada para pH 2,6 e do detector UV com
absorbancia em 245nm pode ser considerada a condicao analitica mais satisfatéria.

Fontanaz et al. (2006) estudaram um método cromatografico que pudesse
quantificar os acidos ascérbico, deidroascorbico e isoascorbico ou eritorbico, tendo em
vista que este ultimo é muito aplicado como antioxidante pela industria de alimentos, mas
apresenta baixa atividade antiescorbutica (5%), cabendo diferencia-lo das duas outras
formas presentes no alimento. O método estabelecido é baseado na extracao acida do AA
na presenca do agente redutor Tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP). A separacéo foi
conduzida em coluna C-18, com eluente acetato de sédio (pH 5,4), contendo TCEP e
decilamina como agente complexante de metais. O detector UV foi ajustado em 265nm.

Dado que cada amostra apresenta caracteristicas e propriedades especificas em
termos de extragcdo, purificagdo e presengca de interferentes (pigmentos, agentes
oxidantes e redutores, entre outros), todos os métodos possuem alguma limitagdo para
diferentes aplicagcbes e matrizes. Quando a especificagcdo das diferentes formas da
vitamina C for relevante para o trabalho, o método por CLAE é indispensavel. Em
trabalhos que avaliaram vitamina C total em morango, observa-se a utilizagdo das

técnicas espectrofotométrica (SHIN et al., 2007; NUNES et al., 1995) e cromatografica
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(SHIN et al., 2008; PINTO et al., 2008; ALLENDE et al., 2007, HAKALA et al., 2003;
CORDENUNSI et al., 2003; 2002).

1.2 ESTRESSE OXIDATIVO E DOENGAS CRONICAS NAO-TRANSMISSIVEIS (DCNT)

De acordo com Sies (2000), o estresse oxidativo € definido como um desequilibrio
entre oxidantes e antioxidantes em favor dos primeiros, podendo levar a danos. Sob
circunstancias normais, existe um equilibrio entre a geracéo de radicais livres (ou sua
concentragao) e sua remogao pelos antioxidantes (incluindo a habilidade das células de
reparar danos oxidativos).

Radicais livres sdo moléculas muito reativas que apresentam um elétron
desemparelhado. S&do produzidos continuamente nas células, como subprodutos do
metabolismo ou por liberagdo na respiragdo mitocondrial. Espécie Reativa de Oxigénio
(ERO) é o nome genérico dado a uma variedade de moléculas e radicais livres derivados
do oxigénio. A reducdo do oxigénio produz intermediarios relativamente estaveis. Uma
eletrorreducdo produz o anion superdxido, precursor da maioria das ERO
(COVARRUBIAS et al., 2008). Entre as ERO podem ser citados o superdxido (Oz-), 0
hidroxil (OH-), o peroxil (RO2-), o alcoxil (RO-), o hidroperoxil (HO,-), além espécies nao
radicalares, como o peroxido de hidrogénio (H2032), o acido hipocloroso (HOCI), o 0zénio
(Os3), o oxigénio singlete ('0,) e o peroxinitrito (ONOO") (DALLE-DONE et al., 2003).

Podem ocorrer desequilibrios na geracdo de ERO e deficiéncias no sistema
biolégico para controla-los podem resultar na condigdo de estresse oxidativo. Uma
pequena flutuagdo na concentracdo de ERO pode ser suficiente para induzir uma
sinalizagao intracelular (DRODGE, 2001). Entretanto, aumentos descontrolados nas
concentracdes dos oxidantes levam a uma reagdo em cadeia, mediada pelos radicais
livres, que atacam, indiscriminadamente, proteinas (STADTMAN & LEVINE, 2003),
lipidios (RUBBO et al., 1994) e acido deoxirribonucléico (DNA) (RICHTER et al., 1988;
LEDOUX et al., 1999) o que compromete as fungdes bioldgicas normais (VATTEN &
SHETTY, 2005).

Muitas condi¢gdes patoldgicas e doengas estdo associadas a um aumento na
geracao de radicais livres ou na redugao da capacidade antioxidante, podendo atuar as

duas condi¢des. Mateos et al. (2005) relatam que a citotoxidade e a peroxidagao lipidica
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mediada estao associadas ao envelhecimento celular e a DCNT. O estresse oxidativo
pode causar dano em todos os tipos de biomoléculas, incluindo DNA, proteinas e lipidios.
O alvo principal do estresse oxidativo pode variar, dependendo da célula, do tipo de
exposicao e da severidade do estresse (FRIDOVICH, 1998). Portanto, o equilibrio entre
oxidantes e antioxidantes € o limiar entre a saude e DCNT e outras condicbes
patolégicas, como doengas neurolégicas, inflamacgdes, aterosclerose, carcinogénese e
diabetes (BUYUKBALCI & NEHIR EL, 2008; HALLIWELL, 2007; RAHMAN et al., 2006;
VATTEN & SHETTY, 2005).

A oxidacdo de proteinas pode acarretar danos aos receptores, enzimas,
transdugado de sinais, transporte de proteinas e de enzimas, além de danos em outras
biomoléculas. Adicionalmente, pode ativar o sistema imune, induzindo a formagao de
anticorpos e doengas auto-imunes (GALLOWAY & HANDY, 2003; VICTOR & DE LA
FUENTE, 2003). Grupos carbonila (aldeidos e cetonas) sdo formados nas cadeias laterais
de proteinas (especialmente prolina, arginina, lisina e treonina) quando sdo oxidados
(DALLE-DONE et al., 2003). Essa estrutura é estavel, o que torna sua detecg&o util como
biomarcador do estresse oxidativo.

O dano em enzimas reparadoras do DNA (endonucleases, ligases, etc) pode elevar
os niveis de dano oxidativo no DNA e aumentar a frequéncia de mutagdes. De acordo
com Halliwell & Gutteridge (1989), pode ainda ocorrer o dano nas proteinas envolvidas na
manutencédo essencial do gradiente idnico entre os fluidos extracelulares, tais como o
Ca*"ATPase e Ca*/Na”.

Zwart et al. (1999) relatam que o aumento de proteinas do grupo carbonil esta
associado a numerosos disturbios patoldgicos, incluindo artrite reumatoide, doenga de
Alzheimer, sindrome do disturbio respiratorio, doenga de Parkinson e aterosclerose.

Espécies reativas do oxigénio, formadas no metabolismo celular, produzem lesdes
no DNA e em outras estruturas celulares, fenbmeno causador de doengas e
provavelmente relacionado com o processo de envelhecimento celular. Um dos alvos
importantes para o evento da senescéncia € o DNA, que, ao acumular lesdes,
desempenha menos eficientemente sua funcao informativa, levando eventualmente a
degenerescéncia celular (FRIDOVICH, 1998). Ha evidéncias de que as ERO estejam
envolvidas no desenvolvimento do cancer, ndo somente por efeitos diretos no DNA, mas

também na alteragdo de sinais de transducdo, proliferacdo celular, morte celular e
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comunicacgao intercelular. O dano pode ser direto, por meio de ataque quimico ao DNA,
nas bases purina e pirimidina ou na desoxirribose (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).

As células possuem mecanismos de reparo ao dano no DNA, que podem nao ser
suficientes, na presenca de excesso de radicais livres. O estresse oxidativo pode
ocasionar uma quebra na estrutura de elementos do DNA, modificando as bases e
gerando efeitos mutagénicos (BECKMAN & AMES, 1997). Um dos biomarcadores do
dano em DNA mais avaliados é a 8-oxo-7,8-dihidro-2’-deoxiguanosina (8-oxodG), a qual é
formada pela hidroxilagdo do C-8 da guanina (SINGH et al., 2003).

As doencas cardiovasculares sdo atualmente a principal causa de morte em todo o
mundo (WHO, 2008). Estda bem estabelecido, atualmente, que o estresse oxidativo
vascular esta associado a diversas doengas cardiovasculares, tais como doenga arterial
coronariana, hipertensao, infarto do miocardio e diabetes mellitus ndo dependente de
insulina (KOJDA & HARRISON, 1999). De acordo com Muller et al., (2004) a
hipercolesterolemia promove a aterosclerose e € um relevante fator de risco para
sindromes coronarianas agudas e morte cardiovascular. Sua patogénese € multifatorial e
inclui inflamagao vascular e aumento da geragdo de superoxido vascular, além de outros
radicais livres, como peroxinitrito, radicais hidroxis e peréxido de hidrogénio (KOJDA &
HARRISON, 1999).

Uma das maiores consequéncias do aumento da disponibilidade de superoxido € o
comprometimento da fungdo endotelial vascular. Ohara et al. (1993) demonstraram o
envolvimento do superoxido na disfungdo endotelial induzida, em coelhos
hipercolesterolémicos. Sao muitos 0os mecanismos envolvidos com essa associagao,
dentre os quais podem ser citados 0 aumento da expressao e a atividade de enzimas
geradoras de radicais oxigenados, como a NADPH-oxidase, a redugdo da expresséo e
atividade de enzimas como superoxido dismutase, que detoxifica espécies reativas de
oxigénio, e reducdo da concentracdo de antioxidantes celulares, como cisteina e
glutationa (CAlI & HARRISON, 2000). Paralelamente, o estresse oxidativo reduz a
biodisponibilidade de éxido nitrico nos vasos, o que inicia uma disfuncido endotelial
(LANDMESSER et al., 2000).
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1.2.1 Potencial antioxidante dos compostos fendlicos e da vitamina C

Halliwell & Gutteridge (1989) definem antioxidante como qualquer substancia que,
quando presente em baixas concentragdes, em comparagdo com aquela do substrato
oxidavel, inibe ou retarda significativamente a oxidagdo daquele substrato. Essa definicao
inclui compostos enzimaticos e ndo enzimaticos. Antioxidantes neutralizam radicais livres
por meio da doacdo de um de seus proprios elétrons, finalizando as reacdes de captura
de elétrons dos radicais livres. Os antioxidantes ndo se tornam, desta forma, radicais

livres, porque sao estaveis em quaisquer das formas (KAUR & KAPOOR, 2001).
1.2.1.1 Potencial antioxidante de compostos fendlicos

Polifendis podem prover protecdo contra radicais livres e espécies eletrofilicas em
varios sistemas celulares. Também exibem efeitos citostaticos e citotoxicos em
tumorigénese, sendo alguns capazes de inibir a invasdo de células altamente
metastaticas (HERMES-LIMA, 2004; ANTOLOVICH et al., 2000). Também inibem a
atividade de diversas enzimas, incluindo as lipoxigenases, ciclooxigenases,
monooxigenases, colagenases, xantina oxidase e proteina quinases e aumentam a
atividade de enzimas antioxidantes, tais como a superdxido dismutase. Adicionalmente,
podem melhorar respostas anti-inflamatdrias e reduzir a agregacéo plaquetaria (MINK et
al., 2007). Flavonoides podem, ainda, inibir ou impedir a formagéao de radical hidroxil, pela
reacao de Fenton (FENTON, 1984), dependendo do potencial redox do antioxidante e dos
ions metalicos envolvidos na oxidacdo. A maioria dos polifendis quela metais. Acido
tanico pode quelar Fe* e impedir sua reagdo com H,O,. Segundo Antolovich et al. (2000)
compostos fendlicos também inibem a nitrosagao e possuem alta reatividade autoxidativa.

Foi reportado que o acido elagico apresenta diversos efeitos farmacoldgicos, como
anticarcinogénico, antibacteriano e anti-inflamatorio. Thulstrup et al. (1999) demonstraram
que esse composto fendlico aumenta a expressdo dos genes protetores p53 e p21,
promove a parada do ciclo celular na fase G1, desencadeando a apoptose das células
cancerosas in vitro. Também pode inibir diferentes tipos de enzimas que modificam o
DNA, como as topoisomerases | e Il, a girase e a polimerase, assim inibindo o

crescimento das células cancerosas. O acido elagico atua na quebra da cadeia de
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reacbes de peroxidagao, pela estabilizagdo dos radicais peroxis, terminando, dessa
forma, com as reagdes de propagacao (GIL et al., 2000).

Antocianinas sdo potentes antioxidantes, chegando a superar antioxidantes
alimenticios classicos, como hidroxi butil anisol (BHA), hidroxibutil tolueno (BHT) e
tocoferol (FUKUMOTO & MAZZA, 2000; WANG et al., 1997). A glicosilagdo de uma
antocianina reduz sua capacidade antioxidante, ja que diminui a habilidade da antocianina
de deslocar elétrons. Andriambeloson et al. (1998) reportaram que apenas as fragdes
antocianicas e de taninos condensados do vinho tinto apresentaram atividade
vasorrelaxante comparavel aos polifendis totais da bebida. Ja os derivados de acidos p-
hidroxibenzoicos e p-hidroxicinamicos e os flavonois ndo exibiram a mesma atividade.

Schramm & German (1998) revisaram os mecanismos pelos quais compostos
flavonoides podem exercer efeito inibitério no desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares em seres humanos. Os flavonoides agem na inibigdo da autoxidagao de
monossacarideos, da glicagdo de grupos amina livres de proteinas e posterior
glicoxidacao de proteinas, e na inibigdo da replicagao viral e bacteriana, reduzindo, assim,
os processos inflamatdrios correlatos, na inibicdo da ativagao de leucécitos e liberagcao de
mediadores inflamatdrios, bem como da adesao de leucdcitos e diapedese, na inibicdo da
formagao de células espumosas e proliferacdo celular, na ligacdo a receptores de
estrogénio, desempenhando fungdes protetoras semelhantes, tais como inibicdo da
oxidagéo lipidica, da agregacgao plaquetaria e da expressdo de quemoquinas e moléculas
de adesao e promog¢ao da vasodilatacido, além da inibicio da ativacado de proteases local
e sistémica, as quais promovem a instabilidade das placas ateroscleréticas e os danos

aos midcitos (Figura 13).
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Figura 13 llustracdo dos eventos que os flavonoides poderiam bloquear ou inibir na formacgao de
doencas cardiovasculares em humanos (SCHRAMM & GERMAN, 1998).

(1) autoxidagdo de monossacarideos, (2) Glicagao, (3) glicoxidacao, (4) replicagao viral, (5)
replicacdo bacteriana, (6) ativacdo de leucdcito e liberacdo de mediadores inflamatérios, (7)
adesao de leucdcitos e diapedese, (8) formagao de células espumosas e proliferagao celular, (9)
ligacao do receptor de estrogénio, (10) ativagdo de protease local e sistémica.
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A inducdo da apoptose em pré-adipdcitos por flavonoides foi demonstrada e
associada a atividade antioxidante (HSU & YEN, 2006). Foi demonstrado que a
quercetina pode induzir a apoptose em preadipdcitos 3T3-L1 via reducédo do potencial de
membrana das mitocdndrias, regulando a reducéo da poli-(ADP-ribose) polimerase e da
expressao do gene Bcl-2 (bloqueador da apoptose) e ativando a caspase 3, as enzimas
Bax e Bak. Esses efeitos observados permitem associar alguns flavonoides a prevencéao e
ao auxilio ao tratamento da obesidade.

Obesidade, idade e sedentarismo s&o fatores comumente associados ao desenvolvimento
do diabetes tipo 2. Outro fator de risco importante sdo os baixos niveis de atividade
antioxidante no plasma (FACCHINI et al., 2000).

Os beneficios dos compostos fenodlicos tém sido investigados intensamente em
células e tecidos in vitro e em modelos de cobaias animais, documentando suas
propriedades antioxidantes e sua participagao na prevencgao de diversas doencas. No que
se referem as doencas cardiovasculares e a obesidade e algumas patologias
relacionadas, estudos com cha preto, vinho tinto, frutas vermelhas ou seus extratos de

compostos fendlicos foram realizados nos ultimos anos, com resultados diversos (Tabela

1),
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Crawford et al. (1998) determinaram os efeitos da suplementacdo da
dieta com extrato de cha preto (rico em fendlicos) e de uma mistura de
antioxidantes (0,1% de vitamina E, 0,5% de betacaroteno e 0,05% de vitamina
C), na oxidagdo de LDL e em lesbes aterosclerdticas de ratos
hipercolesterolémicos. A oxidacao das LDL, medida como fase lag da formagao
de dienos, foi significativamente inibida no grupo tratado com antioxidantes,
quando comparado com grupo tratado com cha preto ou controle. A area
superficial da sec¢ao transversal das lesbes ateroscleréticas reduziu-se em
60%, nos ratos que receberam antioxidantes, em relagdo aos demais ratos,
nao sendo observada diferenca entre os grupos controle e tratado com cha
preto.

Auger et al. (2004) avaliaram o efeito protetor dos acidos cafeico,
sinapico, clorogénico e do extrato fendlico de vinho tinto (EFVT) na modulagéo
da aterogénese em hamsters hipercolesterolémicos, tratados por 12 semanas.
Os autores relataram concentracdo 22% menor de lipoproteinas plasmaticas,
no grupo tratado com EFVT e nenhuma diferenga significativa para grupos
tratados com os acidos cinamicos, isolados em relagdo ao grupo controle. A
atividade de superéxido dismutase no figado foi 33% mais baixa e a de
glutationa peroxidase 67% mais elevada, em hamsters que receberam EFVT,
nao se observando diferenga significativa entre os demais grupos. Todos os
componentes fendlicos aumentaram a atividade antioxidante no plasma (em
média 28%) em comparagao aos controles. Finalmente, observou-se area de
lesédo aterosclerética 30% menor no grupo EFVT, em comparagao aos demais.

Yu et al. (2005) estudaram o efeito da adicdo de acido elagico ou de
probucol, uma droga antioxidante e hipocolesterolemiante, na dieta de coelhos
normo e hiperlipidémicos, por 8 semanas. Observou-se um aumento dos
lipidios plasmaticos, das ERO e de substancias reativas de acido tiobarbiturico
(TBARS), no grupo hipercolesterolémico. Todavia, decréscimo nos mesmos
biomarcadores foi verificado nos grupos tratados com probucol ou com acido
elagico. A extensao da aorta toracica coberta com lesdes ateroscleréticas foi de
45% no grupo hiperlipidémico e de 2-3% nos grupos tratados. Os niveis de 8-
hidroxiguanosina e a expressdo de caspase-8, caspase-9 e Faz ligand
(biomarcadores da apoptose celular em lesbes ateroscleréticas) na aorta foram

suprimidos no grupo tratado com acido elagico. Os resultados indicaram que o
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acido elagico pode prevenir a aterosclerose, via supressdo do estresse
oxidativo e da apoptose em coelhos hiperlipidémicos.

Yeomans et al. (2005) buscaram estabelecer as interagcdes dinédmicas
entre quercetina, acido cafeico e estruturas correlatas, acido ascoérbico e
tocoferol, na habilidade de interagdo com ions cobre e conseqliente prevengao
do estresse oxidativo, no plasma coletado de voluntarios ndo fumantes. Foi
verificada menor atividade antioxidante para tocoferol e acido ascérbico,
comparados aos compostos fendlicos em concentracbes equimolares.
Quercetina foi o fendlico mais efetivo nos sistemas avaliados, tendo exibido
maior fase lag na formacédo de dienos conjugados e menor concentracéo de
carbonil. Uma prolongagédo significativa da fase lag foi observada nas
combinacgdes de acido ascoérbico e quercetina, acido ascorbico e epicatequina,
epicatequina e acido cafeico e quercetina e epicatequina, quando comparados
aos efeitos individuais somados. O maior efeito inibitério da oxidagcao proteica
em LDL foi observado na combinacao quercetina e acido cafeico, também mais
elevada que a soma dos efeitos dos mesmos compostos quando isolados.

Duthie et al. (2006) investigaram se o consumo de 750 mL de suco de
cranberry (oxicoco) por dia durante duas semanas, poderia alterar a atividade
antioxidante no plasma e biomarcadores do estresse oxidativo, relacionados a
doencas cardiovasculares e cancer em pessoas sadias. Os autores concluiram
que a suplementagcdo com o suco por periodo curto de tempo nao influenciou
os biomarcadores avaliados.

Erlund et al. (2008) avaliaram o efeito do consumo de frutas vermelhas
(100g de mirtilos, néctar com 50g de mirtilos vermelhos, diariamente, e 100g de
puré de morango, ou cassis, ou 70mL suco com 80% de arbnia ou framboesa,
em dias alternados) por oito semanas, nas fungbes hemostaticas, nas
concentragdes de lipoproteinas no soro e na presséao arterial de individuos com
fatores de riscos associados a doencas cardiovasculares, e observaram
reducao significativa de agregacédo plaquetaria e da pressdao sanguinea
sistélica, aumento significativo das concentracbes de lipoproteinas de alta
densidade (HDL) e de polifendis plasmaticos, nos individuos que consumiram
as frutas vermelhas. N&o houve alteragéo significativa nas concentragdes de

lipoproteinas totais e de triglicerideos.
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Prior et al. (2008) avaliaram ratos alimentados por dietas com alta ou
baixa densidade caldrica por 92 (experimento 1) ou 70 dias (experimento 2),
com ou sem pos liofilizados de mirtilos ou morangos. A composigao corporea e
a linha de base da glicose plasmatica foram determinadas. A adigdo das frutas
vermelhas em uma dieta de baixa densidade caldrica ndo afetou o ganho de
peso, 0 peso final, o percentual de gordura e a ingestdo de proteinas ou
calorias. Em animais que receberam a dieta com 45% de gordura mais mirtilo,
os valores dessas variaveis foram mais elevados em comparagao a seu grupo
similar que nao recebeu mirtilo em po6. Essa alteragao nao foi ocasionada em
grupos com dieta de alta densidade cal6rica com adi¢gao de pé de morango. A
adicdo de mirtilo ou de morango a dieta ndo afetou o grau de tolerancia a
glicose nos animais. A linha de base da glicose plasmatica era mais baixa em
grupos com dieta hiperlipidémica que receberam morangos, em relagao a seu
grupo controle. Apés 8 semanas, ratos alimentados com uma dieta com 60%
de gordura mais antocianinas purificadas de mirtilo na agua do bebedouro
apresentaram ganho de peso corporal mais baixo do que os controles. A
ingestao de antocianinas puras de mirtilo e de morango resultou em redugao da
obesidade.
Em um estudo com individuos hiperlipidémicos, Jenkins et al. (2008) estudaram
o efeito da adicdo de morangos como forma de melhorar os efeitos
antioxidantes de uma dieta hipocolesterolemiante, que incluia soja, fibra
soluvel, fitoesterdis e nozes. Apds a dieta de 2 anos e meio, os individuos
receberam a suplementagcdo com morangos (454 g/dia, 112 kcal) ou pao de
farinha de aveia (65 g/dia, 112 kcal, =2 g B-glucanas, grupo controle) durante
um més, com acompanhamento posterior de 15 dias. A suplementacdo com
morango resultou em maior reducdo do dano oxidativo as LDL. Ao final do
periodo, as reducdes nas LDL e na relagdo colesterol total / HDL foram
mantidas por aproximadamente um ano e foram similares aos efeitos
observados no grupo que recebeu o pao e farinha de aveia.

Parece que o efeito do consumo de polifendis depende de outros
fatores. Faz-se necessario considerar os tipos e concentracdes de fendlicos
presentes nos alimentos, os tipos de interacdo entre os fendlicos e outros

antioxidantes presentes, a quantidade consumida e tempo de consumo ou
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duragdo do tratamento e a interagdo com outros alimentos e até
medicamentos.

Vale, ainda, destacar que os diferentes compostos fendlicos nao
apresentam o mesmo potencial antioxidante. A habilidade de os acidos
hidroxicinamicos inibirem a oxidacdo de LDL de humanos decresceu na
seguinte ordem: acido cafeico> acido sinapico> acido ferulico> acido p-
cumarico (STEINBERG et al., 1989; MEYER et al., 1998a, b; NATELLA et al.,
1999).

Varios autores estudaram a relagao estrutura-atividade de flavonoides e
reportaram algumas caracteristicas importantes que influenciam essa atividade:
(a) a presenca de estrutura o-dihidroxi ou catecol no anel B, resultando em alta
estabilidade do radical, auxiliando na deslocalizagcdo do elétron nao pareado;
(b) presenga de grupo 3-hidroxi ligado a dupla ligagcdo C2-C3 e adjacente a
funcdo 4-oxo no anel C, responsavel pela deslocalizagdo do anel B e (c)
presenca de grupos hidroxis nos carbonos 5 e 7 do anel A, junto com a fungao
4-oxo no anel C, resultando em maxima capacidade de combater e absorver
radicais (PIETTA, 2000; RICE-EVANS et al., 1996; COOK & SAMMAN, 1996;
BORS et al, 1990). A auséncia ou substituicio de algumas dessas
caracteristicas leva a redugao ou perda da atividade antioxidante. Por exemplo,
pelargonidina-3-glicosideo, a antocianina mais abundante em morango, n&o
possui nenhuma das caracteristicas citadas. Adicionalmente, é reportado que a
glicosilacdo dos compostos fendlicos reduz sua atividade quando comparados
as respectivas formas aglicona (SHAHIDI & WANASUNDARA, 1992). O
flavonol quercetina apresenta todas as caracteristicas citadas acima e estudos
relatam sua alta atividade antioxidante in vitro quando comparado com outros
compostos fendlicos (RICE-EVANS et al., 1996).

1.2.1.2 Potencial antioxidante da vitamina C

A vitamina C participa da conversao do colesterol em acidos biliares e no
metabolismo idnico de minerais, estimula a absor¢cédo de ferro nao-hémico pelo
intestino, por meio de sua redugao, e modula os transportes de ions, bem como
seu armazenamento (WINTERGERST et al., 2006; HALLBERG & HULTHEN,
2000).
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O papel do acido ascoérbico como agente redutor biolégico pode ser
ligado também a prevengao de DCNT. Supbe-se que a vitamina C faga parte
da primeira linha de defesa do organismo (SILVA & COZZOLINO, 2007),
protegendo as proteinas, os lipidios e o DNA da oxidacdo (WINTERGERST et
al., 2006).

O acido ascorbico € o mais importante antioxidante soluvel em agua e
inibe a modificagdo oxidativa de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), ndo
apenas diretamente, quando combate espécies reativas de oxigénio e de
nitrogénio (PRICE et al., 1999; RETSKY et al, 1993), mas também por
contribuir com o aumento dos antioxidantes tocoferol e glutationa nas
membranas celulares (WINTERGERST et al., 2006; PRICE et al., 1999; WEN
et al., 1997).

LDL oxidada é o constituinte primario das lesdes ateroscleréticas e, pela
inibicdo de sua formagao, antioxidantes em geral exercem papel fundamental
na prevencdo de doenga cardiovascular aterosclerotica. Entretanto, o efeito
protetor da vitamina C também esta relacionado a outras atividades que
desempenha nos organismos (PRICE et al., 1999). Na Tabela 2 sdo mostrados
os diversos mecanismos pelos quais a vitamina C pode exercer efeito protetor

nos processos aterogénicos.
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Tabela 2. Mecanismos pelos quais a Vitamina C pode inibir a aterosclerose

Funcgéo da vitamina C

Mecanismo

Efeito na aterogénese

Antioxidante

Anti-histaminica

Producéo de colageno

Regulagdo de mRNA

Reducgao de infecgdes

Anti-inflamatéria

Inibicdo da oxidacédo de
LDL colesterol
Reducéo da

permeabilidade vascular

Reducao da

permeabilidade vascular

Aumento da

concentracdo de HDL

colesterol
Reducao de fatores
hemostaticos

Reducdo da aderéncia
de mondodcitos ao
endotélio

Reducdo de proteinas

Reducdo da formacéao
de células espumosas
Reducdo do acumulo
subendotelial de LDL
colesterol

Reducdo do acumulo

subendotelial de LDL
colesterol
Perfil favoravel de

lipoproteinas

Reducéao de trombose

Reducdo do processo

(fator de

doencgas

inflamatadrio
risco  para

cardiovasculares)

de fase aguda

Fonte: Price et al., (2001).

A fungéo da vitamina C como doadora de elétrons envolve as atividades
monoxigenase ou dioxigenase em algumas enzimas importantes, como a
dopamina hidrolase (envolvida na biossintese de catecolaminas, epinefrina e
norepinefrina), a peptidil-glicina monoxigenase (amidacdo de peptideos
hormonais) e esta,
hidroxifenilpiruvato dioxigenase) (CARR & FREI, 1999).

Adicionalmente, a vitamina C atua como cofator de hidrolases e

ainda, envolvida no metabolismo de tirosina (4-

metaloenzimas que atuam em reagdes de oxido-redugdo. Prolina e lisina
hidroxilase catalisam a hidroxilagdo postranslacional das ligagdes peptidicas de
prolina e residuos de lisina, o que é essencial para a funcionalidade do
colageno na sua estrutura de tripla hélice e, consequentemente, para os
processos de cicatrizagcdo (WINTERGERST et al., 2006; WALMSLEY et al.,
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1999). Ademais, sua funcdo como agente redutor para oxidases de multiplas
fungbes tem grande importancia no metabolismo de medicamentos nos
microssomos. Uma deficiéncia de vitamina C pode, portanto, acarretar a
reducdo da atividade dessas oxidases, além da reducido do transporte de
elétrons no citocromo P-450 (CARR & FREI, 1999). Brennan et al. (2000)
relataram que a vitamina C apresenta efeito protetor dos neutréfilos contra as
ERO geradas durante a fagocitose, prevenindo danos oxidativos endogenos ao
DNA.

1.2.2 Métodos para avaliagao do potencial antioxidante dos alimentos

1.2.2.1 Métodos para avaliagao do potencial antioxidante in vitro

O potencial antioxidante de frutas e hortalicas pode ser medido in vitro
por diversos métodos. Nao ha um método que consiga avaliar satisfatoriamente
a atividade antioxidante total de uma amostra, ja que existem diversos
mecanismos antioxidantes (VEDANA, 2008; OU et al., 2002), como o sequestro
de radicais, a habilidade redutora, a complexacdo de ions metalicos, entre
outros. Ha dificuldades na comparagdo dos métodos, por causa da
complexidade e principios diferentes das reagdes. Alguns métodos
antioxidantes produzem resultados diferentes ou mesmo contraditorios,
tornando-se impossivel qualquer comparagdo entre eles (VEDANA, 2008;
ALONSO et al., 2002). Ao se analisar o potencial antioxidante in vitro de um
alimento, recomenda-se a aplicagdo de mais de um método (CAPOCASA et al.,
2008; ARUOMA, 2003).

Segundo Rufino et al. (2006), os métodos empregados para analise in
vitro podem ser baseados na captura do radical peroxila (“Oxygen Radical
Absorbancy Capacity” — Capacidade de absorbancia do radical oxigénio —
ORAC); “Total Radical - Trapping Antioxidant Parameter” - Parametro
antioxidante relacionado a captura total de radicais - TRAP); poder de redugéo
do metal (“Ferric-Reducing Antioxidant Power” — Habilidade antioxidante de
reduzir o sal férrico - FRAP; “Cupric-Reducing Antioxidant Power” — Habilidade
antioxidante de reduzir o sal cuprico CUPRAC); captura do radical hidroxila

(método de desoxirribose); captura do radical organico (2,2-Azinobis-(3-
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etilbbenzotiazolina-6-sulfonato, sal de diaménio- ABTS ou 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil - DPPH), ou quantificacdo de produtos formados durante a
peroxidacao de lipidios (“Thiobarbituric Reactive Substances” — Substancias
Reativas do Acido Tiobarbitdrico - TBARS, oxidagdo do LDL ou co-oxidacgéo do
betacaroteno/acido linoleico). Dentre estes métodos, FRAP, DPPH e sistema
betacaroteno/acido linoleico estdo entre os mais utilizados para avaliagcao de

frutas e hortalicas.

1.2.2.1.1 DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

De acordo com Borguini (2006), o método do DPPH utiliza o radical livre
DPPH-, soluvel em metanol, disponivel comercialmente. O grau de
descoloragao do radical DPPH:, apds receber um elétron de um composto
fendlico, é medido espectrofotometricamente a 517nm, em uma solugéo
metandlica, até a absorbancia permanecer constante e indicar a eficiéncia do
antioxidante adicionado em remover o radical.

O DPPH pode ser mantido indefinidamente com pouca decomposi¢cao
porque nao reage com o oxigénio. O método provou ser bastante util em uma
série de investigagbes, tais como a determinacdo das propriedades
antioxidantes de aminas, fendis, vitaminas, extratos vegetais, medicamentos e
para inibir reagdes hemoliticas (VEDANA, 2008).

1.2.2.1.2 Cooxidagao do Sistema betacaroteno/acido linoleico

De acordo com Kekrer (1993), a mensuragédo da atividade antioxidante
pelo método betacaroteno baseia-se na perda da cor amarela deste pigmento,
em funcdo da reagcdo com os radicais formados pela oxidacdo do acido
linoleico numa emulsdo. O descoloramento do betacaroteno, medido pelo
decréscimo da absorbancia inicial a 470nm, é mais lento na presenga de um
antioxidante. Entre as principais limitagdes do método, Kekrer (1993) cita o fato
de as reagdes ocorrerem em uma emulsado, o que confere diferenca de contato
entre antioxidantes soluveis em agua ou em 06leo e o acido linoleico. Além
disso, a presencga de sais nos extratos pode, em alguns casos, fazer com que

os flavonoides apresentem comportamento pré-oxidante.
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1.2.2.1.3 FRAP (Ferric-reducing Antioxidant Power)

Pulido et al. (2000) descrevem o método FRAP como uma alternativa
desenvolvida para determinar a redugcdo do ferro em fluidos bioldgicos,
solugcdes aquosas de compostos puros e extratos de alimentos. O método testa
a forca antioxidante do extrato, por meio da avaliagdo da reducdo do complexo
ferritripiridiltriazina (Fe3+—TPTZ) [2,4,6-tri(2-piridil)- 1,3,5-triazina, C1gH12Ng, M.M.
312,33 g/mol] a ferroso-tripiridiltriazina (Fe®*-TPTZ) por redutores, no caso, 0s
antioxidantes da fruta, em pH baixo. Baseia-se no fato de que a habilidade de
um composto em produzir Fe?* a partir de Fe** define sua forca antioxidante
(VASCONCELOS et al., 2007). O complexo Fe?*-TPTZ tem uma cor azul
intensa e pode ser monitorado a 593 nm, em espectrofotdmetro.

A limitacdo do método reside no fato de que nem todo redutor que é
habil para reduzir Fe* a Fe®" ¢ antioxidante; nem todo antioxidante tem a
habilidade especifica para reduzir Fe** a Fe?*, como por ex., a glutationa. O
resultado final pode ser convertido a mmol de equivalentes de trolox por kg de
fruta. A atividade relativa do trolox em FRAP é de 2,0 mmol/L, ou seja, a reagao
direta de Fe?* proporciona uma mudanga de absorbancia, que é a metade de 1
equivalente molar para o trolox (VASCONCELOS et al., 2007). Opcionalmente,
o resultado pode ser expresso em uM sulfato ferroso/g de fruta (RUFINO et al.,
2007).

Thaipong et al. (2006) estimaram a atividade antioxidante total de
extratos obtidos de frutos de goiaba, pelos métodos ABTS, DPPH, FRAP e
ORAC, e verificaram que FRAP foi a técnica mais reprodutivel e aquela que
apresentou uma elevada correlacdo com os teores de acido ascorbico e de

grupos fendlicos.
1.3 MORANGO
1.3.1 Histoérico e importancia
O consumo de morangos é citado desde épocas remotas, conhecendo-

se a fruta como "fragum" ou "fraga", por seu gosto doce. Ha relatos da cultura

do morangueiro das espécies Fragaria vesca e F. moschata, no século XV, na
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Franca e Inglaterra. O aparecimento do hibrido Fragaria x ananassa ocorreu na
Europa no século XVIII. Representantes octoploides F. chiloensis e F.
virginiana foram levados das Américas do Sul e do Norte, respectivamente, e
cultivadas proximas nas hortas e jardins europeus (SANHUEZA et al., 2005). A
polinizagcdo cruzada deu origem a hibridos que foram rapidamente
reconhecidos por suas caracteristicas morfolégicas e sensoriais unicas, sendo,
por isso, conduzidos ao cultivo em escala e ao melhoramento genético (DAVIS
e DEHAAM, 2008). Atualmente, o morango € largamente consumido em todo o
mundo, em sua forma in natura ou como ingrediente de produtos
industrializados ou preparacoes alimentares (SEERAM et al., 2006).

No Brasil houve, em meados do século XX, grande incentivo a produgao
de morangos, principalmente nos estados do Rio Grande do Sul e Sdo Paulo,
onde a cultura alcangou grande desenvolvimento comercial. A partir dos anos
1960, trabalhos de pesquisa e melhoramento genético, desenvolvidos pelo
Instituto Agronémico de Campinas e pela EMBRAPA Clima Temperado, em
coordenagcdo com as diferentes Secretarias de Agricultura dos Estados,
proporcionaram um grande incentivo para o desenvolvimento nacional da
cultura em escala comercial, o que levou a introdugdo de cultivares mais
adaptadas e a novas técnicas de cultivo, possibilitando ampliagdo das lavouras
(AMARO, 2002).

O inicio do cultivo do morangueiro no Brasil, segundo Camargo e
Passos (1993), ndo é bem conhecido. Entretanto, a cultura comecou a
expandir-se desde a década de 1960, com o langamento do cultivar Campinas
(PASSOS & TRANI, 1997). Desenvolveu-se em areas dos Estados do Rio
Grande do Sul, Sdo Paulo e Minas Gerais, Goias, Santa Catarina, Espirito
Santo e Distrito Federal, em regides de solos e climas diversos.

Atualmente estima-se uma producdo anual de 100.000 toneladas de
morangos, cultivados numa area de aproximadamente 3.500 ha, sendo Minas
Gerais, Sao Paulo e Rio Grande do Sul, os maiores estados produtores de
morango no Brasil (ANUARIO, 2006; AMARO, 2002; RESENDE, 1999).

A cultura de Fragaria sp. apresenta grande importadncia econOmica na
comercializacdo de frutas tanto para seu consumo in natura como para
industrializagao, destacando-se a produgao de geleias, sorvetes, balas, sucos e
iogurtes (SANTOS, 1993). De acordo com Moraes (2004), cerca de 70-80%
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das 500 mil toneladas/ano de iogurtes consumidos no Brasil tém o sabor

morango.

1.3.2 Classificag¢ao botanica e cultivo

O morangueiro, Fragaria spp, € uma planta da Ordem Rosales, Familia
Rosaceae, subfamilia Rosideae, tribo Potentillae, género Fragaria L., (VIDAL &
VIDAL, 2003; HUTCHINSON, 1978). Foi tipificado por Linneu, em 1753, e
reune um grupo de plantas muito variaveis, tanto do ponto de vista nutricional,
como estrutural (HAMMER & PISTRICK, 2003; QUEIROZ-VOLTAN et al.,
1996). Ha mais de 20 espécies do género Fragaria com o nome comum de
morangueiro, com ampla distribuicdo nas zonas temperadas e subtropicais, e
que se distinguem pelo grau de poliploidia que exibem (DARROW, 1966).
Algumas espécies sao diploides, isto é, tém dois conjuntos dos sete
cromossomas basicos (14 cromossomas no total); outras s&o tetraploides
(quatro conjuntos, 28 cromossomas); hexaploides (seis conjuntos, 42
cromossomas); octoploides (oito conjuntos, 56 cromossomas), ou decaploides
(dez conjuntos, 70 cromossomas). De modo geral, as espécies de morangueiro
com mais cromossomas tendem a ser mais robustas e maiores, produzindo,
também, em geral, frutos de maior tamanho.

A planta é herbacea, estolonifera, perene, com caule semi-subterraneo,
conhecido como coroa (caule modificado), que apresenta um tecido condutor
periférico em espiral nos dois sentidos, unido as folhas. A medula é
proeminente e muito suscetivel as geadas. A medida que envelhece, a coroa
pode originar de 8 a 10 novas coroas.

As folhas se originam da coroa em disposicao helicoidal, com forma e
cor variando conforme o cultivar. Em geral, sdo trifoliadas, com um par de
estipulas triangulares na base. As vezes, apresentam um par de pequenos
foliolos abaixo dos normais. Os foliolos sdo dentados, de cor verde-escura na
face superior e acinzentada e pilosa na inferior. As folhas tém entre 300 a 400
estdmatos/mm?, um numero bem maior que os de outras culturas, como por
exemplo, da macieira, que possui 246 estdbmatos/mm?. Esta caracteristica faz
que a cultura seja muito sensivel a falta de agua, baixa umidade relativa, alta
temperatura e intensidade e duracao da luz (SANHUEZA et al., 2005).
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O morangueiro possui estoldes ou caules que se desenvolvem a partir
das gemas basais das folhas, crescem sobre a superficie do solo e tém a
capacidade de emitir raizes e dar origem a novas plantas. O pedunculo floral é
ereto, curvando-se apds a polinizagdo. As flores sao hermafroditas e
hemiciclicas. O calice é formado por bracteas unidas na base. As pétalas sao
livres, lobuladas, brancas ou avermelhadas, dispostas ao redor do receptaculo
proeminente, o qual, apdés a fecundacdo dos pistilos, se transforma no
"morango”. O fruto, a parte comestivel do morangueiro, carnosa, suculenta, de
cor rosada ou vermelha, conhecida vulgarmente como “morango”, envolve, de
fato, os verdadeiros frutos, que sdo aqueles pequenos pontos amarelos ou
avermelhados, diminutos, superficiais, denominados botanicamente de
aquénios (LOPES, 2005).

As raizes originam-se das coroas na forma de um sistema fasciculado.
Crescem, principalmente, nas épocas de dias curtos, com duragdo menor do
que 12 horas de luz. No outono e no inicio do inverno, € necessario utilizar
cobertura plastica para elevar a temperatura do solo, condicdo que favorece o
crescimento radicular.

Segundo Sanhueza et al, (2005), as espécies comercialmente
importantes sdo as européias Fragaria vesca L.(diploide), Fragaria moschata
Duch (hexaploide) e Fragaria viridis Duch (diploide); as americanas Fragaria
virginiana Duch (octoploide) e Fragaria chiloensis L (octoploide); as hibridas F.
virginiana x F. chiloensis = F. ananassa (octoploide) e as remontantes F.
ananassa x F. vesca.

O morango € uma cultura praticada por pequenos produtores rurais, que
usam mao-de-obra familiar, durante todo o seu ciclo, sendo a maior parte da
producao destinada ao mercado in natura. Segundo Santos (2005), as
principais cultivares plantadas no Brasil dividem-se em dois grupos, um para
finalidades de industria, outro para consumo in natura. As principais cultivares
com destino a industria sdo Santa Clara, Burlkey, Dover. Para consumo in
natura sao produzidas as cultivares Tangi, Campinas, Osogrande, Tudla, Selva
e Seascape. Para dupla finalidade dispde-se da cultivar Vila Nova. Anualmente,
entretanto, diversos novos materiais sao plantados e testados pelos
produtores, que estdo constantemente buscando maior produtividade, maior

resisténcia as pragas e melhor desempenho sensorial de seus produtos.
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A cultura responde de forma diferente as combinagdes de temperatura e
de comprimento do dia. Assim, a formacao de estoldes e o desenvolvimento de
folhas séo favorecidos sob condigdes de dias longos e temperatura elevada, a
inducao floral ocorre com temperatura baixa e dias curtos e, a frutificacdo, em
dias longos e temperaturas amenas (SANHUEZA et al., 2005).

De acordo com a Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural
(EMATER-DF, 2008), o municipio de Brazlandia responde por um tergco do
plantio total de frutas do Distrito Federal, sendo a fruticultura o principal motor
econdmico local. A regiao é responsavel por 99% da produgcéo de morangos do
DF. Atualmente, o municipio € o sétimo maior produtor do pais e o primeiro da
regiao Centro-Oeste. A variedade ‘Osogrande’ € a predominante, por suas
qualidades mais apropriadas ao transporte e comercializacéo, pois € exportado
para o norte e nordeste do pais. A area plantada é de 100 hectares, nos quais
sdo gerados, no pico da safra, entre agosto e setembro, mais de 1000
empregos diretos, proporcionados por 120 produtores. No periodo da safra de
maio a outubro, a produg¢do chega a mais de 3.000 toneladas.

Uma das cultivares mais recentemente introduzidas no Brasil € a
‘Camino Real’, desenvolvida por pesquisadores da Universidade da Califérnia
(EUA). Seus frutos sdo grandes, firmes, com epiderme e polpa vermelho-
escura, de bom sabor, sendo recomendadas para mercado in natura e
industrializagdo (SHAW & LARSON, 2002). Em vista do ingresso recente na
cadeia produtiva brasileira, existem muito poucas informacdes sobre a
producdo e as caracteristicas poés-colheita de morangos ‘Camino Real’
produzidos no Brasil, bem como de sua aptiddo para o processamento
industrial.

A definicdo do ponto de colheita do morango é uma das operagdes mais
importantes do seu ciclo cultural, pois influencia diretamente na durabilidade de
pods-colheita do morango. Os frutos do morangueiro sdo muito delicados e
pouco resistentes, em virtude da epiderme delgada, grande percentagem de
agua e alto metabolismo, o que exige muitos cuidados durante a colheita.
Colhidos muito maduros, poderao chegar ao mercado em decomposi¢cdo e com
podriddes; colhidos ainda verdes, terdo alta acidez, adstringéncia e auséncia
de aroma. Em ambos os casos, o produto chega ao mercado com baixo valor
comercial (DIAS et al., 2007).
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A colheita comecga aproximadamente aos 60/80 dias apds o plantio das
mudas, quando as plantas ja possuem folhas e raizes suficientes para
enchimento dos frutos (Figura 14). Dependendo das condi¢des climaticas, do
tipo de solo, dos tratos culturais, do método de produgdo de mudas e da
cultivar, pode prolongar-se por 4 a 6 meses, em fungdo do fotoperiodo e
disponibilidade de agua. A época de colheita varia de agosto a dezembro em
regides mais frias, como o Sul do Brasil (BALBINO, 2006). No Distrito Federal a
safra corresponde aos meses de agosto a setembro, mas ha disponibilidade de

frutos durante todo o ano.

Figura 14 Lavoura de morango no inicio de colheita (FRUTICULA DOIS AMIGOS,
Brazlandia-DF, 2008)

A colheita realiza-se de forma manual, no ponto de colheita "maduro”
para fins industriais, e de %2 maduro a % maduro para comercializacdo in
natura. A cor é o parametro mais importante para definir o ponto de colheita
dos morangos. De modo geral, o fruto deve ter no minimo 50% a 75% da
superficie de cor vermelho-brilhante, quando destinado ao consumo fresco
(Figura 15). O ponto de colheita pode variar em fun¢do da disténcia do tempo
de transporte, da temperatura ambiente, da cultivar e da finalidade do produto
(CANTILLANO, 2006).
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Figura 15 Fases de maturacdo do morango (FRUTICULA DOIS AMIGOS, Brazlandia-
DF, 2008)

1 - fruto formado e imaturo, 2 - fruto com 50% de maturagao, 3 - fruto com 75% de
maturacao e 4 - fruto com 100% de maturagao.

Dependendo das condi¢cdes climaticas, a colheita pode ser realizada
diariamente ou, no maximo, a cada trés dias, para obter um ponto de
maturagao uniforme. Isso € importante, pois como o morango € um fruto de tipo
"nao-climatérico”, nao ocorre amadurecimento nem melhoram as
caracteristicas organolépticas apds a colheita. Colhido verde, permanecera
como tal, sem que aconteca a melhoria de sua qualidade comestivel
(CANTILLANO, 2006).

1.3.3 Valor nutricional e presen¢a de compostos bioativos

O consumo de morango exerce efeito antioxidante, antiinflamatorio,
anticarcinogénico e antineurodegenerativo (HANNUM, 2004). Estudos revelam
que as substancias relacionadas a essas propriedades sao o acido ascérbico,
abundantemente presente na polpa, e os compostos fendlicos. Esses
compostos sao produtos do metabolismo dos fenilpropanoides. Os processos
de injurias e o consequente aumento na evolugdo do etileno induzem a
atividade da fenilalanina aménia liase (FAL), que catalisa a biossintese de
fenilpropanoides nas plantas (DIXON & PAIVA, 1995).

O consumo do morango pode suprir a caréncia de minerais e vitaminas
C e do Complexo B. Sanhueza et al. (2005) reportam em seu trabalho o valor

nutricional médio de uma por¢ao de 100g de morango (Tabela 3).
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Tabela 3. Valor nutricional médio do morango Fragaria ananassa (em 100 g)

Informacgao Nutricional Quantidade em 100g
Valor energético (kcal) 39,00
Glicidios (g) 7,40
Proteinas (g) 1,00
Lipidios (g) 0,60
Calcio (mg) 22,00
Fésforo (mg) 0,90
Sddio (mg) 31,50
Potassio (mg) 155,20
Cobre (mg) 0,20
Enxofre (mg) 11,50
Zinco (mg) 0,23
lodo (mg) 0,16
Vitamina A (ug) 3,00
Vitamina B1 (ug) 30,00
Vitamina B2 (ug) 0,40
Niacina (ug) 0,40
Vitamina C (mg) 72,80

Adaptado de: Sanhueza et al. (2005)

Na Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos—TACO
(NEPA/UNICAMP, 2004) é apresentada a composi¢cdo de frutos da espécie
Fragaria vesca L., em que se declara, entre outros componentes, o conteudo
de 64mg de vitamina C, 184mg de potassio, 1,7g de fibras alimentares e valor
energético de 30kcal, por 100g de parte comestivel.

Morangos s&o também fontes importantes de compostos fendlicos. De
acordo com Hannum (2004), os principais fendlicos encontrados nos frutos séo
0 acido elagico e alguns flavonoides, como as antocianinas, a catequina, a
quercetina e o kaempferol. Nas plantas, os compostos fendlicos atuam como
componentes estruturais e pigmentantes, além de apresentarem atividade
antioxidante (HANNUM, 2004; NATELLA et al., 2002; RICE-EVANS et al.,
1996), antimicrobiana e antiviral (KHANDUJA et al, 1999; KAUL &
KANDHUJA, 1998, STRUBE et al., 1993).

1.3.4 Principais compostos fenélicos em morangos e fontes de variagao

A variacdo nos conteudos de fendlicos dentro de uma espécie &,
principalmente, funcdo das diferencas entre variedades ou das condigdes

edafoclimaticas. Além dessas, Hakkinen (2000) também aponta que diferengas
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entre os métodos analiticos e nos estagios de maturagcao dos frutos avaliados
também contribuem para as discrepancias observadas nas publicacbes
cientificas. A variacdo dos teores de fendlicos em cultivares de morango foi
reportada previamente por Stohr & Herrmann (1975). Uma variacéo de 90 a
402mg de acido elagico.kg'MF de morango é reportada por Hakkinen (2000),
para morangos em diferentes paises nordicos. Pinto et al. (2008) encontraram
valores entre 249mg.kg™” a 490mg.kg™" de acido elagico total, dependendo das
condicbes de extracdo, para a cultivar Dover, e encontraram uma variacao
entre cultivares de 170mg.kg”’ a 470mg.kg”, para a condicdo de extracdo
selecionada pelos autores. Outros trabalhos indicaram grandes diferengas
entre as concentragcdes de acido elagico de diferentes cultivares de morango,
com intervalo de 199 a 522 mg.kg’ MF (GIL et al., 1997; HAKKINEN &
TORRONEN, 2000).

Em morangos, as antocianinas sao os flavonoides mais abundantes. De
acordo com Lopes da Silva et al. (2007), antocianinas de morango s&o
derivadas da pelargonidina e da cianidina agliconas. A molécula mais comum é
a pelargonidina-3-glicosideo. Em menor proporg¢ao, a cianidina-3-glicosideo é
encontrada em todas as variedades. Outras formas usualmente determinadas
sdo pelargonidina-3-rutinosideo, cianidina-3-rutinosideo, pelargonidina-3-
arabinosideo, além de antocianinas aciladas, tais como pelargonindina 3-
acetilglicosideo, pelargonidina succinilglicosideo e pelargondina-3-(6-malonil
glicosideo). Segundo Tamura et al. (1995), esta ultima antocianina pode ser
indicada como uma das principais formas identificadas nas cultivares
japonesas, em propor¢des que variam entre 5 e 30%. Lopes da Silva et al.
(2007) identificaram pelargonidina 3-glicosideo, pelargonidina 3- rutinosideo, e
cianidina 3-glicosideo, em ordem decrescente, como as principais antocianinas
presentes em morangos ‘Osogrande’ cultivados em Servilha, Espanha.

Os conteudos de flavan-3-6is (catequina, epicatequina) superam os de
flavonois (quercetina, kaempferol, miricetina) em morangos (HAKKINEN, 2000;
ARTS et al., 2000; HEINONEN et al, 1998). Os acidos fendlicos,
hidroxicinamicos ou hidroxibenzoicos sao pouco estudados, quando
comparados aos demais fendlicos, embora se reconheca que essa classe se

apresenta em maiores concentracoes do que a dos flavonais e flavan-3-dis.
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Estudando compostos fenélicos em morangos (Figura 16), Seeram et al.
(2006) identificaram por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) o acido
elagico, o acido elagico glicosilado, as elagitaninas, as galatotaninas, as

antocianinas, os flavonoides e o cumaroil glicosilado.

Flavonois Antociamidinas
Querceting R= 0H Cianidina B= OH
Kaempferol R=H Pelargonidina R=H

Flavanéis Acido hidroxicinimico
(+) - Catequna (2F_35) R1=0H, R2=H Acido p-cumérico R=H

Figura 16 Exemplos de compostos fendlicos encontrados no morango (SEERAM et
al., 2006)
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As antocianidinas identificadas foram pelargonidina e cianidina. A maior
parte dos flavonoides aglicona encontrada era quercetina e kaemperol.

Hakkinen et al. (1999) identificaram e quantificaram por CLAE
flavonoides e acidos fendlicos em frutos e concluiram que o acido elagico é o
principal componente fendlico de morango, representando 51% do total de
fendlicos analisados.

Segundo Daniel et al. (1989), em morangos, 96% do acido elagico total
estdo presentes na polpa e quatro por cento nas sementes. Por outro lado,
Maas et al. (1991) reportaram que o teor de acido elagico foi mais elevado em
sementes (8500 a 9000 mg.kg™) do que na polpa (1500 a 1600 mg.kg™) de
morangos maduros.

Os teores de compostos fendlicos podem se alterar na fase poés-colheita
e sao influenciados pelos diferentes tipos de tratamentos adotados nesta fase.

Zheng et al. (2007) avaliaram as alteragdes nos teores de compostos
fendlicos, antocianinas e a capacidade antioxidante de morangos, estocados a
5°C e expostos ao ar e a grandes pressdes de oxigénio durante 14 dias, e
reportaram um aumento na atividade antioxidante e nos teores de fendlicos
totais e antocianinas totais aos 7 dias de armazenamento, em morangos
estocados com pressao de oxigénio superior a 60kPa. Investigando o efeito de
temperaturas de armazenamento na capacidade antioxidante de morangos,
Ayala-Zavala et al. (2004) concluiram que frutos estocados a 5 e 10°C
apresentaram maiores teores de fendlicos totais, antocianinas e capacidade
antioxidante, do que frutos armazenados a 0°C, apesar de as demais
caracteristicas de qualidade comercial terem sido mais bem preservadas a
temperatura mais baixa.

Cordenunsi et al. (2005), estudaram o efeito da temperatura de
armazenamento na composicdo quimica e na atividade antioxidante de
morangos dos cultivares Dover, Campineiro e Osogrande, produzidos no Brasil,
e verificaram um aumento nos teores de antocianinas e vitamina C com o
tempo, cujos valores foram diretamente proporcionais a temperatura de
estocagem. Os teores de acido elagico, flavonoides e fendlicos totais nédo se
alteraram ou sofreram apenas leves decréscimos sob todas as temperaturas

avaliadas (6, 16 e 25°C). Apesar da diferenca nos teores de antocianinas entre
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cultivares e do aumento nos seus teores, os autores nao observaram diferenca
na capacidade antioxidante entre os materiais, que decresceu com o tempo
independente da temperatura de estocagem, o que provavelmente esta

correlacionado ao decréscimo de acido elagico e outros acidos fendlicos.

1.3.5 Qualidade pés-colheita e processamentos

Apesar das provaveis vantagens do consumo de morango para a saude,
pelo seu conteudo de flavonoides, uma das dificuldades para aumento da
oferta deste fruto reside na sua alta perecibilidade.

O morango apresenta alta taxa respiratoria e curta vida pos-colheita. Os
danos mecanicos, as feridas e os choques durante a colheita, classificacao,
embalagem, transporte e comercializagdo deixam a fruta suscetivel ao ataque
de microorganismos, causando perdas nutricionais, qualitativas e econémicas
(KADER, 1992; LIMA, 1999).

Segundo Wills (1998), a vida de prateleira n&o ultrapassa uma semana,
mesmo em condi¢cdes ideais de armazenamento a 0°C. Zhang & Quantick
(1998) relatam que a vida de prateleira de morangos e framboesas em
armazenamento refrigerado (0-4°C) é usualmente menor que 5 dias.

A vida de prateleira é freqientemente limitada pela infecgéo por fungos
(GHAOUTH et al., 1991). Em experimentos preliminares, conduzidos no
Laboratério de Pds-colheita da Embrapa Hortalicas, foi verificado rapido
crescimento fungico em morangos cv. ‘Festival’, coletados em dezembro de
2007, em Brazlandia — DF (Figura 17). A época chuvosa contribuiu para a
aceleracao da deterioracao do produto, por aumentar a incidéncia de infecgao

do tipo podriddo mole.
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Figura 17 Morangos cv. ‘Festival' com contaminacao por “mofo cinzento” e “podridao
mole” apés 4 dias de armazenamento em camara fria a 5°C (Embrapa Hortalicas,
dezembro de 2007).

O desenvolvimento de podridao causado por Botrytis cinerea, também
conhecido como mofo cinzento, quando combinado com a perda de agua,
perda de firmeza e esmagamento durante a manipulagéo e o transporte, pode
levar a perda de mais de 40% do produto, antes de chegar ao consumidor
(WRIGHT & BILLETER, 1975).

Etileno pode ser sintetizado por Botrytis cinerea, desencadeando
processos deteriorativos em frutos sensiveis como morango, mirtilo e Kiwi
(QADIR et al., 1997). Outro tipo de podriddo causada por Rhizopus,
principalmente Rhizopus stolonifer, ocorre preferencialmente em pds-colheita,
durante o processo de comercializagdo (ZHANG et al., 2007). Caracteriza-se
pelo amolecimento do fruto, com extravasamento do conteudo celular, razao
pela qual a infeccdo é conhecida como podriddo mole. Rhyzopus sintetizam
poligalacturonases e quebram a estrutura das pectinas, acarretando a perda da
firmeza. Apresentam micélios grossos brancos e poucos esporangios pretos,
cobrindo a superficie do fruto (TOURNAS & KATSOUDAS, 2005). A diminuigéo
das perdas causadas por esta podridao é obtida com a prote¢ao das plantas
com o0 manejo equilibrado dos nutrientes e cobertura plastica, pois, como dito, a
incidéncia aumenta em frutos que sofreram o molhamento pela chuva ou
irrigagao.

O alto grau de perecibilidade do morango, bem como o grande volume
produzido na safra, pode acarretar grandes perdas pés-colheita. Desta forma, o

processamento € uma das alternativas mais indicadas de consumo do produto
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durante todo o ano. A industrializagao pode ser feita na forma de congelados,
enlatados, processados na forma de polpa para utilizagdo em produtos lacteos
(como matéria-prima ou aditivo de cor e sabor), ou na forma de sucos e geleias
(MOTA, 2006; FILGUEIRA, 2003). O processamento de morango, feito
imediatamente ap6s a colheita, torna menos necessaria a aplicagdo de

fungicidas, o que contribui para o aspecto seguranga sanitaria do produto.

1.3.5.1 Processamento na forma de polpa

Segundo a legislagao brasileira, polpa de fruta é o produto nao
fermentado, ndo concentrado, nao diluido, obtido de frutos polposos, por
processo tecnoldgico adequado, com um teor minimo de sélidos totais
provenientes da parte comestivel do fruto. A polpa devera ser obtida de frutas
frescas, sds e maduras, com as respectivas caracteristicas do fruto (BRASIL,
2000).

As polpas sao, entdo, encaminhadas para o congelamento, operagéo na
qual a temperatura é reduzida abaixo de seu ponto de congelamento e uma
proporcao da agua sofre a mudanca de estado, formando cristais de gelo. A
preservacido € alcancada pela combinagdo de baixas temperaturas com a
reducado da atividade de agua (Aa) do alimento (FELLOWS, 2006).

De acordo com Vendruscolo & Vendruscolo (2005), o congelamento de
morangos ainda é o método de conservagao mais utilizado, uma vez que, bem
conduzido, preserva a cor e o sabor, afetando unicamente a textura.

Fellows (2006) relata que o congelamento causa mudancas
negligenciaveis em pigmentos, aromas ou componentes nutricionais
importantes. De acordo com o autor, esses elementos podem ser perdidos nos
procedimentos de preparo ou deteriorados durante a estocagem sob
congelamento. As vitaminas hidrossoluveis sdo perdidas a temperaturas de
subcongelamento. Perdas de vitamina C sdao mais dependentes da
temperatura; um aumento de 10° C na temperatura causa um aumento na taxa
de degradagao da vitamina de 30 a 70 vezes em frutas.

Varios autores relatam perdas consideraveis de vitamina C. Analisando
a estabilidade da vitamina C em polpa de cagaita congelada, Silva et al. (2008),

encontraram uma reducéo consideravel durante quatro meses de analise. Em
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outro estudo, realizado com polpa de maracuja processada e pasteurizada,
Monteiro et al. (2005) encontraram perdas de vitamina C de até 80%, durante
180 dias sob refrigeracdo. Analisando frutos de caju in natura, armazenados
sob congelamento num periodo de 120 dias, Lavinas et al, (2006) encontraram
reducao de vitamina C de 0,05% ao dia. Salles et al. (2004) analisando o efeito
do congelamento na conservagédo poés-colheita da acerola, encontraram uma
reducdo no teor de vitamina C em torno de 20%. Outro estudo, envolvendo
frutos de acerola, realizado por Tavares et al. (1998) encontrou redugédo de
27% no teor de vitamina C, quando congelados e armazenados em camara fria
por 36 dias. Diferentemente dos resultados apresentados, Melo et al. (2000),
analisando frutos de pitanga, armazenados sob congelamento (-18°C) durante
90 dias, ndo encontraram alteragdes de vitamina C em relagéo ao teor inicial
apresentado.

A vitamina C é um dos nutrientes mais sensiveis as condigdes de
processamento e armazenamento, sendo, por isso, grande o interesse tanto
para os produtores de alimentos quanto para os consumidores. Os fatores que
interferem na sua estabilidade s&o: oxigénio, pH, luz, temperatura, conteudo de
umidade ou atividade de agua (FENNEMA, 1996).

No processamento do morango a desintegrac¢ao celular do fruto aumenta
a atividade oxidativa sobre a vitamina C, por elevar a taxa de degradacéo
enzimatica. Uma das enzimas de maior importadncia nesse processo € a
ascorbato oxidase, que catalisa a oxidagdo do acido L-ascorbico (forma
biologicamente ativa) na presenca de oxigénio molecular, produzindo o acido
deidroascoérbico (DHAA) e agua. O DHAA, por sua vez, sofre a reagdo de
decomposicdo, por meio da abertura do anel por hidrdlise, com a formacao do
acido 2,3-diceto-L-gulénico, reacao irreversivel, que pode formar uma grande
variedade de outros produtos nutricionalmente inativos (FENNEMA, 1996;
PENTEADO, 2003). A oxidagédo do ascorbato pela ascorbato oxidase aumenta
em condicdes de injuria e estresse metabdlico no tecido, exposicao a
patdgenos, temperaturas elevadas, agentes quimicos e ions metalicos (LEE &
KADER, 2000).

O préprio processo de despolpamento de frutas pode causar mudancgas
significativas nas caracteristicas e valor nutricional do alimento. O rompimento

das células e o aumento da area superficial resultante promovem a
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deterioragdo oxidativa e maiores taxas de atividade microbiana e enzimatica.
Alimentos umidos, como é o caso das frutas e hortalicas, em especial,
deterioram-se rapidamente, se outras medidas preservativas (refrigeragéao,
congelamento ou processo térmico) ndo forem tomadas (FELLOWS, 2006).

Compostos fendlicos podem ser degradados, assim como a vitamina C,
pela presenca de oxigénio, luz, pH e temperatura. As enzimas envolvidas
nessa degradagao sao a polifenol oxidase (PPO) e a peroxidase (POD), que
causam o escurecimento em frutas e vegetais. O produto inicial da oxidagéo é
a quinona, que rapidamente se condensa, formando pigmentos escuros
insoluveis, denominados melanoidinas, ou reage nao-enzimaticamente com
outros compostos fendlicos, aminoacidos e proteinas, formando também
melanoidinas. As reagdes de escurecimento enzimatico ocorrem no tecido
vegetal quando ha ruptura da célula e a reagédo nao é controlada, ou, também,
no tecido intacto, quando em situagcao de inibigdo da respiragdo durante o
armazenamento em atmosfera controlada, no uso de embalagens improprias,
na deficiéncia de acido ascérbico no tecido vegetal, entre outros. Outra agao
nao desejavel dessa enzima € a formagdo da o-quinona, que pode interagir
com grupos amina e tiol, reduzindo a disponibilidade da lisina, metionina,
tiamina e outros nutrientes essenciais. O pH do fruto é relevante para a
atividade enzimatica, tendo em vista que a enzima ¢é inibida em pH menor do
que 4,0 (ARAUJO, 1999). No caso de morangos, cujo pH esta entre 3,0 e 3,4, a
acao dessa enzima € pouco relevante.

Quanto aos fendlicos, estudos tém sido recentemente conduzidos para
avaliacdo da perda desses compostos durante o armazenamento ou apos o
processamento industrial de frutas e hortalicas. Com relacdo ao processamento
de morango, estudos sobre a avaliagdo de polpas, purés, sucos e néctares,
tratados termicamente, congelados, ou submetidos a tecnologias emergentes
de conservacgao, foram recentemente publicados.

Tiwari et al. (2009a) avaliaram o efeito do tratamento por ultrassom na
degradacao da cor, das antocianinas e da vitamina C em suco de morango. Foi
observado que um aumento na amplitude e no tempo de tratamento resultou
em decréscimo das concentracbes de pelargonidina—3 glicosideo, &acido
ascorbico, a* e b* além do acréscimo de L*. Todavia, um leve aumento no teor

de pelargonidina-3-glicosideo foi verificado sob menores niveis de amplitude e
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menor tempo de processamento. Em outro estudo Tiwari et al. (2009b)
investigaram o efeito do processo de conservacgéo por ozoénio (1,6 — 7,8%m/m,
0-10 minutos) em sucos de morango. Reduc¢des significativas nos teores de
antocianinas (98,2%) e acido ascoérbico (85,8%) foram verificadas quando o
suco sofreu o tratamento mais extremo, de 7,8% por 10 minutos.

Oszmianski & Wojdyio (2009) determinaram as concentragbes de
compostos fenodlicos e a atividade antioxidante em diferentes tipos de suco de
morango (puré, suco prensado e suco clarificado) de trés cultivares (Elkat, Kent
e Senga Sengana). Os compostos fendlicos foram avaliados nos produtos
frescos e apos 6 meses a 4 e 30°C. O processo de clarificagédo resultou na
maior perda de fendlicos. A maior concentragdo de fendlicos e a maior
atividade antioxidante foi observada em purés, seguidos de suco prensado e
suco clarificado, para todas as cultivares. Os processamentos tiveram menos
efeito sobre a catequina, antocianinas, acido p-cumarico, quercetina e
derivados de kaempferol. O processamento exerceu menos efeito nas
concentracdes de antocianinas do que o armazenamento. Todas as amostras
exibiram uma perda elevada de antocianinas durante o armazenamento a
30°C, e perdas moderadas quando armazenadas a 4°C. A presenca de pectina
em sucos nado clarificados parece proteger as antocianinas contra a
degradagdo. Os processos de co-pigmentagdo com proantocianidinas também
exercem efeito protetor.

Flutuagcbes nos conteudos de fendlicos e na atividade antioxidante de
sucos de seis frutas vermelhas durante 29 dias de armazenamento refrigerado
foram investigadas por Piljac-Zegarac et al. (2009). Um aumento de 7% nos
teores de fendlicos totais foi observado em suco de morango. O suco de
morango apresentou maior concentracdo de acido ascorbico. Porém uma
reducdo de 58% nos teores dessa vitamina foi observada apds 28 dias. Para
todos os sucos, apds 29 dias, uma queda de 20 a 52% na atividade
antioxidante por DPPH foi observada.

Patras et al. (2009) compararam os impactos de processamento por alta
pressdo (400, 500, 600 MPa/15 minutos/10-30 °C) e tratamento térmico
convencional (70°C/2 minutos) na atividade antioxidante total, compostos
fendlicos, acido ascérbico antocianinas e cor de polpas de morango e

blackberry. Diferentes tratamentos de alta pressdo nao afetaram o conteudo de
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vitamina e antocianinas, ao contrario do processo térmico. A atividade
antioxidante foi mais elevada e as alteracbes de cor mais reduzidas em purés
tratados por pressdo, indicando que este tratamento foi mais eficaz na
manutencdo das caracteristicas de qualidade avaliadas nos purés, em
comparacgao ao tratamento térmico.

No estudo de Gossinger et al. (2009) foram avaliadas as diversas operagdes
unitarias na estabilidade da cor e no conteudo de antocianina de néctares
preparados a partir de polpa de morango. Entre as etapas avaliadas estdo a
utilizagdo de morangos congelados, a temperatura do processo (10-20°C), o
peneiramento, a redugdo do pH e a temperatura de armazenamento (20°C x
4°C). O uso de morangos congelados melhorou significativamente a
estabilidade da cor dos néctares, mesmo que por periodos longos e permitiram
a producao de néctares com 12 meses de vida de prateleira sem aditivos.
Observou-se um efeito negativo de altas temperaturas do processo sobre os
conteudos de antocianinas, bem como da redugdo do pH sobre a cor e a
estabilidade de antocianinas monoméricas. O peneiramento ndo ocasionou
nenhum efeito sobre a estabilidade da cor e o teor de pigmentos antocianicos.
Quanto mais elevada a temperatura de armazenamento, maiores eram os
impactos sobre a estabilidade das variaveis analisadas, sendo que o néctar
armazenado a 4°C permaneceu aceitavel por mais de 12 meses. Comparando
o armazenamento de morangos a -80°C e a -18°C por 7 meses, nesta Ultima
temperatura as atividades de PPO e POD foram surpreendentemente menores.
Nao houve a inativacdo completa dessas enzimas em nenhuma das operacdes
unitarias. A atividade da POD foi mais afetada pelo pH do que a da PPO.
Hartmman et al. (2008) investigaram o efeito do tratamento enzimatico, do
despolpamento e da pasteurizagcdo em algumas caracteristicas de qualidade
antioxidante de sucos processados e polpas de morango. A capacidade
antioxidante decresceu em todas as etapas do processo com exceg¢ao do
tratamento térmico, em que a atividade antioxidante foi aumentada,
provavelmente pela formacao de produtos ativamente antioxidantes da Reagao
de Maillard. O conteudo de acido ascorbico foi reduzido em 77% durante o
processamento dos frutos em polpa. No suco prensado, a perda de acido
ascorbico foi de 37%. O declinio das concentragdes de polifendis e

antocianinas foi menor (entre 30-40%) ao longo do processo. A prensagem e a
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pasteurizacao foram as etapas mais criticas para a redugcado observada nestes
componentes. O tratamento enzimatico por 90 minutos do resisuo de
peneiragem promoveu a liberacdo de produtos do metabolismo secundario
vegetal e a redugdo em 20% da vitamina C.

O impacto do processamento de morango nas formas de suco clarificado
pasteurizado (8°Brix) e suco concentrado (65°Brix), fortificados com derivados
de pelargonidina, foi estudado por Garzon & Wrolstad (2002). Os produtos
foram armazenados a 25°C. As alteragdes degradativas de antocianinas e de
acido ascorbico seguiram a cinética de reacado de primeira ordem. Com a
fortificacdo o tempo de meia-vida dos pigmentos foi elevada de 3,5 para 5 dias
nos sucos concentrados e de 5 para 12 dias para sucos clarificados
pasteurizados. O tempo de meia-vida do acido ascorbico foi de 2 dias nas
amostras de suco e variaram de 3 para 10 dias no produto concentrado. Ambos
os produtos sofreram alteracdes na tonalidade e na saturacdo da cor, mas
mantiveram os valores de luminosidade.

Aaby et al. (2007) avaliaram composi¢do e atividade antioxidante de
polpa de morango processada e armazenada a 6 e 22°C, durante 8 e 16
semanas. Os autores observaram que apds o processamento havia uma
retencdo de 55% do acido ascorbico, 85% das antocianinas, 80% de
elagitaninos e fendlicos totais, 76% da atividade antioxidante por FRAP e 88%
da atividade antioxidante pelo método ORAC. Durante o armazenamento,
houve reducao nos teores de todos antioxidantes, mas o acido ascorbico foi o
mais afetado, sendo totalmente degradado apds 8 semanas. Os elagitaninos
foram os componentes fendlicos mais preservados em ambas as condi¢cdes de
armazenamento. Os teores de antocianinas totais e fendlicos totais foram mais
afetados a 22°C.

No estudo de Klopotek et al. (2005), morangos foram transformados em
suco, néctar, vinho e polpa e foi investigado o conteudo de acido ascérbico e
de fendlicos totais, para determinar os efeitos do processamento. Os autores
concluiram que o teor de acido ascorbico diminui nas etapas de processamento
mas n&o houve remogao de grandes quantidades de compostos fendlicos nos

diferentes produtos.
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1.3.5.2 Processamento na forma de geleia

As Normas Técnicas Relativas a Alimentos e Bebidas, constantes da
Resolugdo n° 12 de 24 de julho de 1978 (BRASIL, 1978), definem geleia de
fruta como o produto obtido pela coccdo de frutas, inteiras ou em pedacos,
polpa ou suco de fruta, com agucar e agua, concentrado até a consisténcia
gelatinosa, podendo sofrer a adigdo de glicose ou agucar invertido. Ela n&o
pode ser colorida nem aromatizada artificialmente, sendo tolerada a adi¢ao de
acidulantes e de pectina, caso necessario, para compensar qualquer
deficiéncia do conteudo natural de acidez da fruta ou do geleificante. A
consisténcia deve ser tal que, quando extraida de seu recipiente, seja capaz de
se manter no estado semi-solido. Uma combinacdo adequada desses
componentes, tanto na qualidade como na ordem de colocacdo durante o
processamento, deve ser respeitada para obter uma maior qualidade da geleia
(LAGO et al., 2006).

Os métodos de processamento térmico de geleia mais utilizados em
industrias sdo a cocgao em vapor, em agua em ebulicdo ou em tacho aberto.
Tais processos, aplicados isoladamente ou associados a processos mecanicos
e as condicbes de armazenamento, podem levar a alteracbes nas
caracteristicas fisicas e na composi¢cao quimica dos alimentos, bem como em
suas propriedades benéficas a saude. A perda desses efeitos benéficos pode
ocorrer por reducdo da atividade antioxidante durante o processamento e
estocagem (NICOLI et al. 1999; 1997).

O efeito do processamento na capacidade antioxidante de morangos,
medida em Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP), foi avaliado em geleias
por Wicklund et al., (2005). Como conclusdo, os autores observaram
decréscimo nos teores de antocianinas, durante 3 meses de armazenamento, e
maiores teores de antocianinas e maior capacidade total antioxidante, em
geleias estocadas a 4°C, do que em geleias estocadas a 20°C. Nao houve
diferenga entre os armazenamentos sob luz ou no escuro. Adicionalmente,
houve grande diferenga na capacidade antioxidante de geleias fabricadas com
diferentes cultivares de morango.

Mota (2006) avaliou o efeito do processamento e armazenamento por 90

dias nas caracteristicas de geleia de amora preta. Verificou-se que o
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aquecimento da polpa na elaboracdo da geleia resultou em uma reducéo de
8,8% no teor inicial de antocianinas totais. O armazenamento também resultou
em perda de antocianinas, em média 32% nos primeiros 40 dias € mais 11%
nos 50 dias subsequentes. Os teores de antocianinas totais obtidos na geleia
variaram de 98,58 mg/100g a 170,66 mg/100g, o que caracteriza este produto
como um alimento rico em compostos fendlicos, mesmo apos as perdas pds-
processamento.

A influéncia do tempo e da temperatura de processamento na cor de geleias de
morango, bem como do tempo e exposi¢ado a luz durante o armazenamento
foram avaliadas por Garcia-Viguera et al. (1999). O tempo de processamento
foi determinante para a qualidade da cor, sendo que a ebuligdo do produto por
mais do que 15 minutos apresentou efeito deletério. Os autores reportaram que
o efeito da luz do dia durante o armazenamento ocasionou perdas de cor e de
antocianinas insignificantes, em comparacdo ao armazenamento ao abrigo da
luz. Todavia, ndo houve nenhuma relacdo direta entre os teores de
antocianinas e a cor durante o processamento ou armazenamento, sob
nenhuma das condi¢des testadas no trabalho.

Kim & Padilla-Zakour (2004) estudaram o impacto do processamento
nos compostos fendlicos totais, antocianinas e atividade antioxidante de geleias
de framboesa, ameixa e cereja acida. Na base de 100g de frutas frescas, foi
verificado que o processamento e o aquecimento durante a fabricacdo das
geleias ocasionaram decréscimos nos conteudos de fendlicos totais, de
antocianinas totais e na atividade antioxidante, expressa em equivalentes de
vitamina C. As maiores perdas ocorreram nos teores de antocianinas totais. A
retencdo desses pigmentos variou entre 89% e 21%. Os resultados ainda
indicaram que mais do que 73% dos fendlicos totais e mais do que 65% da
capacidade antioxidante foram retidos apos o processamento dos frutos em
geleias.

Apesar das altas concentragbes de agucar presentes na geleia, acredita-
se que as porgdes diarias consumidas sdo pequenas e suficientes para um
aporte significativo de compostos fendlicos, visto que esse tipo de processo
promove a concentracdo dos compostos presentes na matéria-prima por meio

da perda de agua, podendo ser mais significativo do que o efeito degradativo
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do processamento térmico. Todavia, diferencas nas condi¢des de processos
podem acarretar resultados diferentes no produto final.

Tendo em vista a importancia dos métodos de conservagao industrial
para a reducao de perdas poés-colheita de alimentos ricos em compostos de
interesse para a saude, é de grande relevancia avaliar se as caracteristicas
quimicas das matérias primas vegetais sofrem alteracbes apos o
processamento e o armazenamento, bem como se essas alteragcdes sao
significativas e desmerecem a tecnologia empregada.

Os governos, o setor agroindustrial e a comunidade cientifica estao
entusiasmados com o potencial dos alimentos funcionais de melhorar a saude
dos cidadaos, de promover a diversificagao da dieta e a viabilizagdo comercial
de produtos de alto valor agregado, criando assim nichos de mercado para a
agricultura familiar e para o extrativismo sustentavel. A PNAN (BRASIL, 2003)
contempla, em sua primeira diretriz programatica, o estimulo as acgdes
intersetoriais com vistas ao acesso universal aos alimentos, consistindo, entre
outros pontos, em acesso ao trabalho, ao emprego e a renda; a producéo, ao
armazenamento e a distribuicdo dos produtos agricolas; ao crédito agricola e
ao estimulo ao produtor (PINELI, 2005). Por esta razao, e por ser 0 morango,
em grande parte, produzido por pequenos e médios produtores, tem o presente
trabalho uma possibilidade de contribuicdo a esta importante politica, que visa
a seguranga alimentar em todos os seus aspectos. Por outro lado, dar aos
consumidores acesso a informacgdes cientificamente respaldadas, sobre as
propriedades nutricionais e extranutricionais de frutas e hortalicas, seja na
forma fresca ou processada, é igualmente relevante por estimular o consumo

de alimentos que possam trazer beneficios a saude.
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CAPITULO 2 - HIPOTESE, OBJETIVOS, MATERIAL E METODO DE
PESQUISA

O presente capitulo tem por objetivo delimitar a hipétese da pesquisa e os
objetivos, bem como descrever o material e os métodos utilizados para que
estes sejam alcangados. Os protocolos detalhados das analises realizadas s&o
apresentados no final do trabalho, na forma de anexos.

2.1 HIPOTESE DA PESQUISA

Os fatores genéticos, pré e pos-colheita, o estagio de maturagéo e as
operagbes unitarias utilizadas no processamento do morango afetam as
caracteristicas fisicas, quimicas, os conteudos de compostos bioativos e,
consequentemente, o potencial antioxidante in vitro dos frutos e produtos

derivados.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral

E objetivo geral deste estudo caracterizar a qualidade, o perfil de
substancias bioativas e a atividade antioxidante, in vitro, de morangos
cultivados em Brazlandia — DF, e dos principais produtos derivados, visando a
agregacao de valor e a diversificacdo do setor agroindustrial, com foco na

salde do consumidor.

2.2.2. Objetivos especificos

» Caracterizar fisica, quimica e sensorialmente morangos ‘Osogrande’ e
‘Camino Real’, armazenados em diferentes temperaturas de
armazenamento.

= Avaliar as diferencas de composicdao e atividade, in Vvitro, de

antioxidantes de morangos em diferentes estagios de maturagéo.
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= Avaliar os efeitos do processamento de polpa congelada e de geleia de
morangos ‘Camino Real’ nas caracteristicas fisicas, quimicas, nas
concentracdes dos compostos bioativos e no potencial antioxidante in
vitro.

» Avaliar a relagdo entre o potencial antioxidante in vitro e as demais

variaveis analisadas.

2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Experimento 1: Caracterizagao fisica, quimica e sensorial de
morangos ‘Osogrande’ e ‘Camino Real’ em diferentes estagios de

maturagao

Morangos ‘Osogrande’ e ‘Camino Real’ foram colhidos pela manha
(Figura 1a) em Brazlandia, DF. Apds a selegéo realizada pelos funcionarios da
producado (Figura 1b), os frutos foram embalados (Figura 1c) e transportados

para o Laboratorio de Pés-colheita da Embrapa Hortalicas.

Figura 1. (a) Colheita e (b) seleg¢ao e (c) embalagem de morangos ‘Osogrande’ e
‘Camino Real’. Brazlandia — DF, abril de 2008.

O material foi reclassificado quanto ao estadgio de maturacédo e os
morangos nos estagios 2 maduro (verde), % maduro (“rosados” ou maturagcéo
comercial), e maduro (vermelhos) foram congelados em ultrafreezer até o
momento das analises de pH, acidez total titulavel, sélidos soluveis totais,

vitamina C total, fendlicos totais e antocianinas totais.
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2.3.2 Experimento 2: Caracterizagao fisica, quimica e sensorial de
morangos ‘Osogrande’ e ‘Camino Real’ % maduros armazenados a 5 e a
15°C

Morangos ‘Osogrande’ e ‘Camino Real’ foram colhidos pela manha no
municipio de Brazlandia, DF, e levados sob refrigeragcao para o Laboratério de
Po6s-Colheita da Embrapa Hortaligas. Apds selegao, morangos no estagio de
maturagdo % maduro foram acondicionados em bandejas de PET cristal e
armazenados em camaras frias a 5 e 15°C e 80% UR (Figura 2). As analises
dos frutos foram realizadas a cada dois dias, durante 8 dias. Foram analisados
a qualidade sensorial global, a perda de massa, a firmeza, a colorimetria
(tonalidade, saturagao e luminosidade), a acidez total titulavel, o teor de sdlidos
soluveis totais, o pH, o teor de vitamina C total, o de fendlicos totais, o de
antocianinas totais, o de acido elagico total e o potencial antioxidante por
DPPH e FRAP.

Figura 2 Unidades experimentais de morango durante o armazenamento refrigerado.
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2.3.3 Experimento 3: Caracterizagao fisica e quimica de polpa congelada e

geleia de morango cv. Camino Real, armazenadas por 120 dias
2.3.3.1 Processamento de polpa congelada de morango

Morangos cv. ‘Camino Real foram coletados no Municipio de
Brazlandia, DF, e transportado em caminhao refrigerado para o Laboratoério de
Processamento de Produtos de Origem Vegetal, das Faculdades Integradas da
Terra de Brasilia. Os frutos foram selecionados, higienizados e sanitizados em
solugdo de 150mg de cloro ativo.L™ por 5 minutos (Figura 3a). O suco foi
extraido em despolpadeira industrial (Figura 3b), embalado em polietileno

(Figura 3c) e congelado em freezer a -18°C (Figura 3d).

Figura 3 Processamento de polpa congelada: (a) sanitizagao; (b) despolpagem; (c) selamento
da embalagem e (d) congelamento

O produto foi armazenado por 120 dias. A cada trinta dias, foram
retiradas amostras para as analises de acidez total titulavel, umidade,

colorimetria (tonalidade, saturagao e luminosidade), teor de vitamina C total, de
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fendlicos totais, de antocianinas totais, de acido elagico total, e potencial
antioxidante por DPPH e FRAP.

2.3.3.2. Processamento de geleia de morango

Morangos cv. ‘Camino Real’ foram coletados no Municipio de
Brazlandia, DF, e transportados em caminhao refrigerado para o Laborat6rio de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Catdlica de Brasilia. Os
frutos foram selecionados, sanitizados em solugdo de 150mg de Cloro ativo.L™
por 5 minutos, cortados em 16 partes iguais (Figura 4a) e acondicionados em
sacos dentro de caixas de isopor com gelo. Os frutos foram transportados para
a unidade agroindustrial da empresa Laticinios Araguaia, localizada no Nucleo
Rural Monjolo, no Recanto das Emas-DF, onde foram processados em tacho
encamisado com circulagao de vapor (pressdo manométrica de 3 a 3,5 atm) e
capacidade de 300kg. Aos frutos foi adicionado agucar refinado, equivalente a
75% da massa picada (Figura 4b). Apés uma hora de desidratagdo osmotica, o
produto foi concentrado, sob agitagdo constante, até 66°Brix de solidos
soluveis totais (Figura 4c), e acondicionado a quente em potes de vidro de
250g, previamente sanitizados. Apods rosqueamento da tampa, a embalagem
foi invertida por 15 minutos para esterilizacdo completa do interior. O produto
foi armazenado em camara a 20°C e ao abrigo da luz, no laboratério de Pds-

colheita da Embrapa Hortaligas, por 120 dias (Figura 4d).
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Figura 4 Processamento de geleia: (a) corte; (b) desidratagdo osmética do morango
com agucar; (c) concentracdo e (d) produto embalado.

A cada trinta dias, foram retiradas amostras para as analises de acidez
total titulavel, umidade, colorimetria (tonalidade, saturagdo e luminosidade),
teor de vitamina C total, de fendlicos totais, de antocianinas totais, de acido

elagico total e potencial antioxidante por DPPH e FRAP.

2.3.4. Determinagoes analiticas

As analises de umidade, acidez total titulavel, solidos soluveis totais,
vitamina C total, fendlicos totais, antocianinas totais, acido elagico total, e
potencial antioxidante in vitro por DPPH e FRAP foram realizadas no
Laboratério de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Catodlica de
Brasilia. As analises de colorimetria e firmeza, além das analises de perda de
massa e analise sensorial, foram executadas no Laboratério de Pds-colheita da

Embrapa Hortalicas. Todas as analises foram realizadas em triplicata.



125

2.3.4.1 Andlise de perda de massa

A perda de massa foi determinada pela pesagem das bandejas no
tempo inicial e no correspondente ao tratamento (2, 4, 6 e 8 dias de

armazenamento) e calculada por aplicacao da formula:

PM = (Pi-Pf)*100/PI, em que:
PM = perda de massa
Pi = peso da bandeja no tempo inicial (0 dia)

Pf= peso da bandeja no tempo do tratamento (2, 4, 6, ou 8 dias)

2.3.4.2 Analise sensorial

A analise sensorial foi feita de acordo com método proposto por Shin et
al. (2007). Os morangos foram distribuidos em bandejas de isopor e analisados
por 5 provadores treinados, que avaliavam a superficie dos frutos e atribuiam

notas de acordo com a escala de qualidade global abaixo:

1 —inaceitavel (> 50% da superficie mostrando injuria ou descoloragao)
2 —ruim (20-50% da superficie afetada)

3 — aceitavel (5-20% da superficie afetada)

4 — bom (até 5% de superficie afetada)

5 — excelente (sem injurias ou descoloragodes)

As notas eram posteriormente submetidas a Analise de Variancia
(ANOVA) e ao teste de comparagao de médias de Fischer — dms (diferenca
minima significativa) com nivel de significancia (o) de 5%. Posteriormente eram
contados os frutos com crescimento fungico visivel e assim determinados os
percentuais de frutos com deterioragao visivel.

O modelo da ficha de avaliagdo sensorial encontra-se no ANEXO 1.
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2.3.4.3 Analise colorimétrica

A cor de trés morangos cada unidade experimental foi medida em
duplicata na regido equatorial, utilizando-se colorimetro MINOLTA CR® 400 b
(MINOLTA, 1994), configurado no esquema colorimétrico L*, a* b*, conforme

ilustrado na Figura 18.

Figura 5 Esquema colorimétrico CIE LAB (CIE,1976)

As medidas foram expressas em termos de croma ou saturagao
(intensidade da cor), angulo hue ou tonalidade (cor verdadeira ou vermelhidao)
e valor L* ou luminosidade.

A saturacdo e a tonalidade sao calculadas por meio das féormulas:
Saturacdo = (a*?+b*?)'"?

Tonalidade = arctan (b*/a*).

A classificacdo da tonalidade foi feita de acordo com a escala

apresentada por Mcguire, (1992) 0 = vermelho-purpura; 90 = amarelo; 180 =

verde-azulado; 270 = azul.
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2.3.4.4 Analise de firmeza

A firmeza foi determinada utilizando-se penetrdmetro SAMMAR Ltda®
ponta de prova de 8,0 mm de didmetro; os resultados foram expressos em
Newtons (N).

2.3.4.5 Analise de umidade

Os métodos oficiais para determinar o conteudo de umidade de frutos e
hortalicas séo baseados na evaporagao da agua, a partir de uma amostra de
peso conhecido, por aquecimento a temperaturas relativamente baixas,
usualmente nao superiores a 70°C, num forno a vacuo, por 6 horas ou até que
nao haja futura perda de peso. Os fornos a vacuo e a baixas temperaturas sao
usados a fim de evitar escurecimento e perda de componentes além da agua.
O peso do material residual indica o ST, enquanto que o material volatilizado é
assumido ser apenas umidade.

A analise de umidade dos frutos in natura foi realizada pelo método da
estufa a 105°C até peso constante. Ja a analise de polpa e geleia foi conduzida

em estufa a vacuo (70°C), seguindo os mesmos procedimentos gravimétricos.

O protocolo utilizado encontra-se no ANEXO 2.

2.3.4.6 Analise de acidez total titulavel

A acidez total titulavel foi determinada pelo método potenciométrico.
Esse método baseia-se na titulagdo dos acidos organicos presentes da
amostra com solugao de hidroxido de sodio até o pH 8,2, em que se estabelece
o equilibrio estequiométrico entre os acidos e a base.

Uma amostra de 6g de polpa de morango espremida em dessorador de
nylon foi adicionada a um baldo de 50mL, que foi completado com agua
destilada. O conteudo foi transferido para um béquer. A acidez titulavel do
produto foi mensurada, usando-se o método de titulagdo em pH 8,2 com 0,1N
NaOH, com auxilio de um pHmetro HI8014 (Hanna Instruments). Os resultados

foram expressos em miliequivalentes de acido citric:o.kg'1 de polpa de morango.
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O protocolo utilizado encontra-se no ANEXO 3.

2.3.4.7 Andlise de solidos soluveis totais

Para fins de controle de qualidade, o teor de sélidos soluveis totais €,
usualmente, o valor obtido pelo uso de um refratdmetro convertido para uma
escala de solidos soluveis, assumindo-se que esses consistem inteiramente de
sacarose.

A determinacao dos solidos soluveis, quando feita com o uso de um
refratbmetro tipo Abbé ou manual, é um excelente exemplo de como devem ser
as analises de controle de qualidade. O procedimento completo consiste em
misturar e homogeneizar completamente a amostra, colocar uma ou duas
gotas da mistura no refratdmetro e ler o resultado.

Para produtos que ndo contém grande quantidade de solidos suspensos,
os resultados sdo altamente precisos e muito significativos. Na maioria dos
casos, eles refletem a dogura do produto que, assim, indica maturidade ou
amadurecimento.

O teor de solidos soluveis totais foi determinado utilizando-se
refratdmetro de mesa modelo QUIMIS®; os resultados foram expressos em

°Brix.

2.3.4.8 Analise de vitamina C total

Foi determinada segundo metodologia descrita por Terada et al (1979),
modificada por Nunes et al. (1995), com analise realizada em ftriplicata.

O método de dinitrofenilhidrazina (DNPH) é padrao para a determinagao
de acido ascorbico (AA) em materiais biolégicos, funcionando bem na faixa de
5 a 40 pug (> 5 mg/100 g). Nesta metodologia, o AA é oxidado a osazone pelo
DNPH em uma solugdo diluida de acido sulfurico, durante 3 horas de

incubacao a 60°C:

DCPIP pH! DNPH

AA — dehidroascorbato — acido 2,3 dicetogulénico — osazone
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O acido metafosférico (HPO3) € um quelante que estabiliza o AA,
impedindo a sua oxidagdo além de acido 2,3 dicetogulénico. Tioureia € um
agente redutor que impede que oxidantes como Fe** e H,0, interfiram na
coloracéao final. H,SO4 90% primeiro dissolve os osazones dos interferentes
como glicose, frutose e arabinose e depois provoca o desaparecimento da cor,

reduzindo ou removendo a interferéncia:

DNPH/calor H,;SO4

Glicose — osazone — dissolucdo do osazone

Dois gramas de tecido fresco foram pesados e misturados com 18 mL de
mistura acida, centrifugados a 15.000 rpm por 20 minutos, a 4 °C, e o
sobrenadante foi filtrado. Foi pipetado 1 mL e adicionaram-se a esse volume 5
microlitros de 2,6 diclorofenolindofenol 0,2%, e em seguida agitou-se e
incubou-se a temperatura ambiente por uma hora. Adicionou-se entdo 1 mL de
tiouréia 2% e agitou-se bem. Foram adicionados 0,5 mL de dinitrofenilhidrazina
2% (exceto no branco), misturou-se e deixou-se em banho-maria por trés
horas, a 60 °C, exceto o branco. Colocou-se em banho de gelo e adicionaram-
se cuidadosamente 2,5 mL de H,SO4 gelado (inclusive no branco) e agitou-se.
Adicionou-se 0,5 mL de dinitrofenilhidrazina 2% ao branco e agitou-se. Foi
efetuada leitura na absorbancia a 540 nm a temperatura ambiente. Os
resultados foram expressos em mg de acido ascorbico . kg'1 de polpa de

morango.
O protocolo com detalhes encontra-se no ANEXO 4.
2.3.4.9 Analise de fendlicos totais

Este método é baseado na capacidade de os compostos fendlicos
reduzirem uma mistura dos acidos fosfotungistico e fosfomolibdico, presentes
no reagente de Folin-Ciocalteau, em 6xidos de tungsténio e de molibdénio, de
cor azul, com absorbancia maxima de 765nm.

Originalmente desenvolvido para analise de compostos fendlicos em

vinhos, apos as modificagbes realizadas por Singleton e Rossi (1965), a
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utiizacdo da técnica foi expandida para outras matrizes alimenticias,
demandando, para tanto, o prévio preparo de um extrato.

Foram pesados 10 g de morango congelado, que se homogeneizaram
com 100 mL de acetona 80%. Filtrou-se o preparado com papel filtro n°1 em
funil de vidro. Rotaevaporou-se por cerca de 20 a 30min, a 40°C. A amostra foi
transferida para tubo cénico e liofilizada. Completou-se o volume final para 10
mL com agua destilada em baldo volumétrico. Para analise foram pipetados em
tubo de ensaio 0,2 mL do extrato diluido (5 microlitros de extrato e 195
microlitros de agua) e 1mL de reagente de Folin e Ciocalteau 1:10 em agua
destilada. Agitou-se e em seguida os tubos permaneceram em repouso por 1
minuto. Adicionou-se 0,8mL de solugcdo de carbonato de sodio 7,5% e as
amostras foram incubadas por 1 hora, em temperatura ambiente e ao abrigo da
luz. A absorbancia da mistura foi lida em espectrofotdbmetro a 765nm. Os

resultados foram expressos em equivalentes de acido galico (mg.kg™ MF).

O protocolo detalhado para a determinacdo dos fendlicos totais
encontra-se no ANEXO 5.

2.3.4.10 Analise de antocianinas totais

Os métodos para analise de antocianinas requerem extragao prévia das
antocianinas da matriz alimenticia. As antocianinas, em pH baixo, encontram-
se predominantemente na forma de cation flavilio, o qual apresenta coloracao
vermelha em solugao aquosa. Em pH alto, esse cation é convertido em outras
espécies incolores (MALACRIDA e MOTA, 2006; REVILLA et al., 1998). O fato
de o cation flavilio ser estavel em pH acido levou a utilizagdo de solventes
contendo acidos organicos ou minerais na extragdo de antocianinas de frutas e
vegetais (MACHEIX, et al., 1990).

No caso de sucos de frutas e vegetais, a preparagdo das amostras é
realizada por diluigdo com alcoois acidificados, seguida ou nao de filtragcao
(FRANCIS, 1982). Em vegetais e frutas frescas poucos compostos s&o
capazes de absorver energia na regiao de absor¢do maxima das antocianinas
(465 a 550 nm). Assim sendo, a quantificacdo de antocianinas é realizada por

métodos espectrofotométricos baseados em medi¢des simples de absorbancia
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em comprimentos de onda adequados (WROLSTAD, 1976; JACKMAN et al.,
1987; JACKMAN e SMITH, 1996).

Uma porcéo de 1g de morango congelado foi pesada e diluida 20 vezes
com solugdo metandlica com 0,5% de HCI. A mistura foi triturada num
homogeneizador de amostras Ultraturrac T102E e centrifugada a 17600 g por
15 minutos e a 4°C. A absorbancia do sobrenadante foi lida em
espectrofotbmetro com comprimento de onda de 515 nm.

O resultado final foi expresso em mg de antocianinas totais em

equivalentes de pelargonidina-3-glicosideo . kg™' MF.

O protocolo utilizado encontra-se no ANEXO 6.

2.3.4.11 Anadlise de acido elagico total

De acordo com Clifford e Scalbert (2000) a detecgao e quantificagao de
elagitaninos s&o baseadas no conhecimento de que, quando esses compostos
sdo expostos a acidos ou bases, as ligagdes éster sdo hidrolisadas e o acido
hexahidroxi-difénico rearranja-se, espontaneamente, em acido elagico soluvel
em agua. O tempo, a temperatura e o tipo e concentragdo de acido usados na
hidrolise interferem nos resultados analiticos. Pinto et al. (2008), apds testarem
varias combinagdes de reagentes, tempo e temperatura, estabeleceram o
melhor procedimento de quantificacdo de acido elagico total em morangos.

Pesou-se 0,5g de morango liofilizado, sobre o qual se adicionaram 50mL
de solucdo de acetona 80%. A extragcdao foi feita com auxilio de
homogeneizador Ultraturrac 102 E por aproximadamente 1 minuto. A mistura
ficou em repouso a 4°C, fechada e ao abrigo da luz, por 1 hora, quando foi,
entdo, filtrada a vacuo. O residuo foi extraido mais duas vezes com porc¢des de
25 mL de acetona 80%. Os filtrados das 3 etapas de extracédo foram reunidos e
uma aliquota de 2mL foi pipetada para baldo de rotaevaporacdo. O solvente
desta aliquota foi evaporado com nitrogénio gasoso e 2mL de TFA 2N foram
adicionados ao baldo, o qual foi levado para banho-maria com glicerina a
120°C, para hidrolise dos taninos, por uma hora. Apds esse periodo, a amostra
foi rotaevaporada a 95°C e ressuspendida com 1mL de metanol. A amostra foi

guardada dentro de um tubo eppendorf no ultrafreezer até o dia da analise.
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Antes de ser analisada a amostra foi descongelada, filtrada em PTFE hidrofilico
Millipore 0,22 micrémetros. Para analise em CLAE foram utilizados solventes
agua:tetrahidrofurano:acido trifluoracético 98:2:0,1 (A) e acetonitrila (B),
obedecendo ao seguinte gradiente: 0 a2 min-17% B, 2a 7 min - 25% B, 7 a
15 min- 35%B, 15 a 20min- 50%B, 20 a 25min- 90% B, 25 a 45min- 17% B.
Para confirmagdo das substancias identificadas, algumas amostras foram
analisadas em cromatografo Shimadzu com detector de arranjo de diodos
(DAD - Shimadzu, SPD-M10A DAD, Germany) para obtengéo dos espectros de

absorcao UV- Visivel.
O protocolo, adaptado de Pinto et al. (2008), encontra-se no ANEXO 7.
2.3.4.12 Analise do potencial antioxidante in vitro por DPPH

O método DPPH (BRAND-WILLIAMS et al., 1995) é baseado na captura
do radical DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) por antioxidantes, produzindo um
decréscimo da absorbéancia a 515 nm.

O DPPH é um radical livre que pode ser obtido diretamente por

dissolugdo do reagente em meio orgénico (Fig. 20).

O,N O,N

i
Ne NO, + R — N—N NO,
G o

cor: violeta-escura cor: violeta-clara

llustracdo: Edy Sousa de Brito

I
v

Figura 6 Estabilizacao do radical livie DPPH- pelo antioxidante R (RUFINO et al.,
2007).

Segundo Brand-Willians et al. (1995), a atividade anti-radical € definida
como a quantidade de antioxidante necessaria para reduzir a concentracio
inicial de DPPH- em 50% (Efficient Concentration = ECsp, (mol/L antioxidante) /

(mol/L DPPH.).
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Para esta analise 0 mesmo extrato obtido para determinagéao do teor de
fendlicos totais foi utlizado.

Uma aliquota de 0,1 mL do extrato previamente diluido nas
concentragdes de 100, 50 e 25 mg/mL foi misturada com 3,9mL de solugéo de
DPPH (0,06mM) e colocada ao abrigo da luz, em banho Maria a 25°C, por 25
minutos. Apos a incubacdo, a absorbancia foi lida em espectrofotdbmetro a
517nm, usando metanol como branco e uma solucido metandlica de BHT em
cinco concentragbes diferentes (entre 200 e 25mg/mL) como controle. A
atividade antioxidante total foi expressa em umol de BHT equivalente/g polpa

de morango.

O protocolo utlizado, elaborado originalmente por Rufino et al. (2007),
encontra-se no ANEXO 8.

2.3.4.13 Analise do potencial antioxidante in vitro por FRAP

O procedimento analitico consiste na construcédo de duas curvas-padrio.
A primeira é resultante da acao antioxidante de sulfato ferroso em diferentes
concentragdes sobre o TPTZ, por uma determinada condicdo de tempo e
temperatura (Figura 22). Sob a mesma condi¢cdo, posteriormente, diferentes
concentracdes de extrato da fruta atuam sobre a mesma quantidade de TPTZ.
Para calcular a atividade antioxidante total, deve-se substituir na equacao da
segunda curva, a absorbancia equivalente a 1.000 uM do padrao sulfato

ferroso.
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Figura 7 Redugdo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe**
(RUFINO et al., 2006)

Para esta analise foi utlizado o mesmo extrato obtido para determinagao
do teor de fendlicos totais. Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de
90 uL de cada diluigdo do extrato (40, 20 e 10 mg/mL) para tubos de ensaio,
acrescentaram-se 270 pL de agua destilada, misturou-se com 2,7 mL do
reagente FRAP, homogeneizou-se em agitador de tubos e estes foram
mantidos em banho-maria a 37°C. Realizou-se a leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro (595 nm) apds 30 minutos de preparada a mistura e utilizou-
se o reagente FRAP como branco para calibrar o espectrofotdmetro.
Procedimento idéntico foi realizado com solucdo de sulfato ferroso nas
concentragdes de 500 a 2000 uM no lugar do extrato. O resultado foi expresso

em UM sulfato ferroso/g de fruta
O protocolo utilizado encontra-se no ANEXO 9.
2.3.5. Andlise estatistica
2.3.5.1 Experimento 1
O delineamento experimental do experimento 1 foi inteiramente
casualizado com 6 tratamentos provenientes do esquema fatorial 2 x 3 (2

cultivares — Osogrande e Camino Real, e 3 estagios de maturagdo — 72 maduro

ou verde, ¥ maduro ou rosado ou maturacdo comercial, € maduro ou
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vermelho). A unidade experimental era composta por uma embalagem de 300
110 gramas de morangos. Os dados foram submetidos a Analise de variancia e
as médias foram comparadas pelo Teste de Fischer — dms (diferenga minima

significativa, p<0,05).

2.3.5.2. Experimento 2

Para o experimento 2, o delineamento foi inteiramente casualizado, com
20 tratamentos provenientes de um esquema fatorial 2 x 2 x 5 (2 cultivares —
Osogrande e Camino Real, 2 temperaturas de armazenamento — 5 e 15°C, 5
tempos de armazenamento- 0, 2, 4, 6, e 8 dias), com 3 repeticdes. A unidade
experimental correspondeu a uma embalagem de 300 +10 gramas de
morangos. Os dados foram submetidos a Analise de Variancia e as médias
foram comparadas pelo Teste de Fischer da diferenga minima significativa
(p<0,05). Adicionalmente, para resumo e visualizagdo da estrutura dos dados
descritos com obtencdo da correlacdo entre as variaveis dependentes foi
realizada a Analise de Componentes Principais (ACP), utilizando-se o
Programa XLSTAT (ADDINSOFT, 2008). Essa analise permite transformar um
conjunto de variaveis originais, intercorrelacionadas, num novo conjunto de
variaveis nao correlacionadas, as componentes principais. O objetivo mais
imediato da ACP é verificar se existe um pequeno numero das primeiras
componentes principais que seja responsavel por explicar uma proporgao
elevada da variagao total associada ao conjunto original, encontrando-se uma
transformacdo mais representativa e mais compacta das observacdes
(HATCHER e STEPANSKI, 1994). No mesmo programa, a Analise de Cluster
Hierarquica foi realizada para agrupamento de tratamentos que apresentaram
comportamentos similares e diferenciacdo de tratamentos com

comportamentos dissimilares.
2.3.5.3. Experimento 3
O experimento 3 foi subdividido em 2 experimentos, de processamento

de polpa e de geleia. Ambos foram conduzidos em delineamento inteiramente

casualizado, constituidos cada um por 6 tratamentos (controle ou matéria—
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prima e produto processado, armazenado em 0, 30, 60, 90 e 120 dias) com 3
repeticoes. As unidades experimentais dos controles eram constituidas por
bandejas de 300+10 gramas de morangos maduros. As unidades de produtos
processados eram constituidas por uma embalagem de 100g de polpa
congelada ou por um pote de 250g de geleia de morango. Os dados de cada
experimento foram tratados em trés etapas: na primeira, avaliou-se a diferenca
entre as matérias-primas processadas, na segunda, o efeito do processamento
(controle x produto processado no tempo inicial) e na terceira, o efeito do
armazenamento (produto processado nos diferentes tempos de 0 a 120 dias).
Os dados foram submetidos a Analise de Varidncia e as médias foram
comparadas pelo teste da diferenga minima significativa (p<0,05). A Analise de
Componentes Principais e a Analise de Cluster Hierarquica foram realizadas

para os dois experimentos.
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PARTE 2 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Nessa parte do trabalho sdo apresentados dois capitulos compostos por
artigos independentes, elaborados a partir dos resultados da pesquisa,
estruturados de tal forma que atinjam, em seu conjunto, os objetivos expostos
no capitulo 2 da Parte 1.

O capitulo 1, com titulo “Ellagic acid, antioxidant activity and other
chemical and physical characteristics of two strawberry cultivars grown in the
Brazilian savannah” aborda os resultados dos experimentos 1 e 2 e foi
submetido para publicagdo na revista Food Science and Technology. O artigo
tem como objetivo investigar os efeitos dos estagios de maturacdo e da
temperatura de armazenamento em algumas caracteristicas fisicas, quimicas,
nutricionais, € na atividade antioxidante in vitro de morangos ‘Osogrande’ e
‘Camino Real’ produzidos na regido do cerrado brasileiro.

O segundo capitulo, intitulado “Color and antioxidant properties of ‘Camino
Real’ strawberry frozen pulp and jam during storage”, enviado para publicacéo
na revista Food Science and Technology International. O objetivo neste artigo é
avaliar os efeitos do processamento e do tempo de armazenamento na
qualidade da cor e nos teores de antioxidantes de polpas congeladas e geleias
feitas com morangos cv. ‘Camino Real’.

Optou-se pela reprodugao, em cada capitulo, dos textos a serem publicados de
acordo com as normas exigidas pela revista. Exemplos de cromatogramas e de
espectros das andlises em HPLC de ambos os artigos sdo apresentados no
APENDICE 1.

Ao final da parte 2, a conclusao geral da pesquisa é apresentada.
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Capitulo 1. Ellagic acid, antioxidant activity and other chemical and
physical characteristics of two strawberry cultivars grown in the Brazilian

savannah
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*corresponding author

Abstract

The present work evaluated quality and antioxidant characteristics of
‘Osogrande’ and ‘Camino Real’ strawberries grown in the Brazilian savannah.
Strawberries were harvested, selected, graded, and stored at 5 and 15°C.
Berries were evaluated for antioxidant variables, physical and chemical
characteristics at different harvest maturity. It was observed that vitamin C
increased from green to pink stage and reduced from pink to full ripe fruits for
both genotypes. Anthocyanins increased 9 to 13-fold from green to pink stage
for ‘Osogrande’ and ‘Camino Real’, respectively. Total ellagic acid changed with
ripening stages, but the behavior was not the same for both genotypes. In
Principal Components Analysis (PCA), variables related to antioxidants and

decay, and ‘Osogrande’ fruit stored at 15°C, were positively associated to PC1.

t Phone: + 55 61 3356 9334 Fax +55 613356 9510 E mail: pineli@ucb.br
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PC2 was positively associated to total soluble solids and color variables, and
negatively correlated to anthocyanins and ‘Camino Real’ fruits following two
days of storage.

Keywords: strawberries; refrigerated storage; ripening; quality; phenolics;

Principal Components Analysis — PCA; color.

1. Introduction

Oxidative stress is a major issue in human health. It is usually associated with
an increase in the generation of free radicals and the inability of biological
systems to tackle this disequilibrium. Uncontrolled increases in oxidant
concentrations can cause reactions in chain, mediated by free radicals,
attacking, indiscriminately, proteins, lipids and DNA, affecting normal biological
functions (Vatten & Shetty, 2005). Many pathological conditions and ilinesses
are associated with either high levels of free radicals or with the reduction in
free radical scavenging capacity. In some cases, both conditions can contribute
to a specific pathological condition (Mateos, Lecumberri, Ramos, Goya e Bravo,
2005). Therefore, one can assume that the balance among oxidant and
antioxidant substances can be considered the threshold between health and
chronicle diseases, besides other pathological conditions, such as neurological
illnesses, inflammations, atherosclerosis, carcinogenesis, and diabetes, among
others (N6thlings et al., 2008).

Antioxidants from fruits and vegetables are considered an important protection
factor against oxidative stress and its deleterious consequences to human
health. Strawberry (Fragaria x ananassa Duch.), a very popular berry with high

visual appeal and desirable flavor, is also considered a good source of
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antioxidants, mainly given to its high vitamin C and phenolic contents. Phenolic
classes commonly found in strawberries are hydroxybenzoic acids (gallic and
ellagic acids), hydroxycinnamic acids (p-cumaric), hydrolysable tannins
(ellagitannins), flavonols (quercetin, kaempferol and myricetin), flavan-3-ols
(catequins), and anthocyanins, being pelargonidin—3-glycoside, the most
important flavonoid pigment (Seeram, Lee, Scheuller & Heber, 2006). /In vivo
(Mateos et al., 2005) and in vitro (Pinto, Kwon, Apostolidis, Lajolo, Genovese &
Shetty, 2008a) studies have been recently carried out to stablish the effects of
strawberries on free radical scavenging and on the prevention of cardiovascular
diseases. However, it is important to consider that the protective effect of
antioxidants can be dose-dependent and that antioxidant contents in
strawberries can vary by many factors, such as genotype and growing
conditions, given that phenolic compounds are products of the secondary
metabolism (Dixon & Paiva, 1995).

Genotype and environmental conditions can influence physical and chemical
characteristics of strawberries (Pinto, Lajolo & Genovese, 2008b; Hernanz,
Recamales, Melendez-Martinez, Gonzales-Miret & Heredia, 2007; Ayala-
Zavalla, Wang, Wang & Gonzalez-Aguilar, 2004; Cordenunsi, Nascimento,
Genovese & Lajolo, 2002). A complex interaction between temperature and day
duration determines yields and quality of strawberry cultivars in a given region
(Scott & Laurence, 1975). Therefore, when a cultivar is selected for a certain
environmental condition, but it is grown in another one, changes in yield and
fruit quality are expected. In Brazil, strawberries are grown in tropical,
subtropical and temperate climates. Over the last years, the production

expanded to places varying from mild to hot tropical wet-dry climates, such as
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the one observed in the central region of the country, also known as the
Brazilian savannah. This region has an average temperature of 20.5°C and
most of the rain is concentrated from November through April, whereas other
months are characterized by a very dry season. In the rainy season,
strawberries are frequently harvested at % ripe (pink) or even % ripe (green)
stage, in order to prevent postharvest losses due to softening and fungal decay.
As fruits are non-climateric, full ripeness is not reached and they are consumed
without the best sensory characteristics. Every other year new genotypes,
mainly from California and Florida breeding programs, are introduced in the
Brazilian savannah. The evaluation of how soil and water management as well
as climatic conditions affect the quality and antioxidant properties of these new
genotypes is desirable.

The objective of this work was to investigate the effects of harvest maturity and
storage temperature on some physical, chemical and nutritional characteristics
and in vitro antioxidant capacity of ‘Osogrande’ and ‘Camino Real’ strawberries
grown in the Brazilian savannah. Moreover, this study considered differences in
fruit quality and antioxidant variables among strawberry cultivars and storage

conditions by means of multivariate analysis.

2. Materials and methods

2.1. Fruit harvest, treatment and storage conditions

Strawberry fruits, cultivars Osogrande and Camino Real, grown in the Federal
District (15°41’S, 48°10'W, 1200m altitude) were harvested on the same
commercial field, located in Brazlandia. Fruits were graded for size and external

color, sorted to eliminate damaged material and transported, under
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refrigeration, to the postharvest laboratory of Embrapa Vegetables (30km). The
same day, they were classified according to harvest maturity (1/2 ripe or green,
% ripe or pink and full ripe) and packed into vented crystal clamshell (PET)
boxes. Samples of all ripening stages were immediately frozen at -80°C until
analysis. Samples of % ripe (pink, commercial ripeness) strawberries of both
cultivars were stored at 5 or 15°C for 8 days (85-90% relative humidity).
Sensory, physical and chemical analyses were performed every 2 days for
weight loss, overall quality, decay assessments, color and firmness. Frozen
samples were then quickly transported to the Food Science and Technology
Laboratory, Catholic University of Brasilia, where they were stored at -80°C and
analysed for moisture content, soluble solids content, total titratable acidity, total
vitamin C content, total phenolic compounds, total antioxidant capacity assays,

total anthocyanins, flavonoids and total ellagic acid contents.

2.2. Weight loss, overall quality, and decay assessments

Weight loss, overall quality and decay assessments were performed according
to the method described by Shin, Nockc, Holliday & Watkins (2007). Overall
quality was determined by means of a 1-5 scale according to the percentage of
surface area damaged, where 1=unacceptable (>50% surface showing skin
damage or discoloration), 2=bad (20-50% surface affected), 3=acceptable (5—
20% surface affected), 4=good (up to 5% surface affected), and 5=excellent.
Results were expressed as an overall quality index. Fruit with visible mold
growth were expressed as percentage of fruit showing decay symptoms. Only

the fruits free of excessive damage were used for the other analyses.
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2.3. Color and firmness
Color was measured using a Minolta (CR-400b) Chromameter (Japan).
Measurements were expressed as L* value (dark to light), chroma (C, intensity
of color) and hue angle (h¢ actual color, or redness), calculated with the
equations:

C=(a’*+b?"? (Eq.1)

h=tan™ (b/a) (Eq. 2)
Two readings were taken around the equatorial region of each of three fruits for
each replicate and the average of the values for each treatment was calculated.
Firmness was measured by a 10mm depth puncture test on each fruit with
intact skin using a penetrometer (SAMMAR Ltda®, Brazil) fitted with a 8.0mm

diameter flathead probe. Results were expressed in Newtons.

2.4. Total soluble solids (TSS) and total titratable acidity (TTA)

Strawberries (n=5) were homogenized (calyx removed) (Ultraturrax TE102E,
Tecnal, Brazil) and centrifuged at 15°C (Quimis Q222RM, Brazil). An aliquot
was used to determine TSS with a refractometer (Quimis Q767, Brazil). Result
was expressed as °Brix. TTA was determined by titration after diluting each
5mL aliquot of strawberry juice to 50mL with distilled water. Titration was carried
out to pH 8.2 using a 0.1mol.L™" NaOH solution. Results were expressed as

megq. citric acid.kg™ of fresh weight (FW).

2.5. Determination of total Vitamin C
Total vitamin C content was quantified in accordance with the

dinitrophenylhydrazine (DNPH) method, modified by Nunes, Brecht, Morais &
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Sargent (1995). One gram of frozen fruit tissue was homogenized with 19mL of
a mixture of 6% metaphosphoric acid in 2mol.L™" acetic acid. The mixture was
centrifuged at 17,600xg for 15min at 4'C. The supernatant was filtered through
Whatman #1 filter paper. An aliquot of 0.05mL of 0.2% 2,6-
dichlorophenolindolphenol (DCPIP) was added to 1mL of the supernatant and
incubated at room temperature for 1 h. Thiourea solution (2%) in 5%
metaphosphoric acid and 0.5mL of 2% DNPH in 4.5mol L™ sulfuric acid were
added and the solution was incubated at 60°C for 3h. Tubes were placed in an
ice bath and 2.5mL of ice cold 90% sulfuric acid were slowly added. Tubes were
vortexed and total vitamin C was measured by absorbance at 540nm using a
standard curve. Concentrations of vitamin C were expressed as mg ascorbic

acid.kg™'FW.

2.6. Extraction and measurement of phenolic compounds and total antioxidant
capacity assays

2.6.1 Sample extraction

Frozen strawberries pieces were crushed and 10g of fruit were homogenized
with 100mL of 80% acetone using a homogenizer (Turratec TE102E, Tecnal,
Brazil), as described by Shin et al. (2007). The homogenate was filtered through
Whatman #1 paper and acetone was evaporated using a rotary evaporator at
45°C for 30min. Deionized water was added to each sample in order to bring
them to the final volume of 10mL. The extracts were kept frozen at—-80°C until
analysis and were used for the measurement of phenolic compounds and total
antioxidant activity assays. All extractions were done in duplicate, and the

subsequent assays were run in triplicate.
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2.6.2. Phenolic compounds content

Total phenolic compounds were quantified using a modified Folin-Ciocalteau
colorimetric method (Singleton, Orthofer, & Lamuela-Raventos, 1999). A 0.2mL
aliquot of the 40-fold diluted strawberry extract was added to a 15mL tube and
0.2mL of 1:10 Folin-Ciocalteau reagent:water solution was added to the
mixture. The tube was allowed to stand at room temperature for 1min. Then,
2mL of 7.5% Na,CO3 was added to the mixture. Absorbance was measured at
765nm versus a blank after 2h at room temperature. The results were

expressed as mg gallic acid equivalent.kg™"FW.

2.6.3 Total antioxidant capacity

2.6.3.1 DPPH radical-scavenging activity

The antioxidant capacity was determined by the DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) radical-scavenging method according to Rufino et al. (2007)).
Aliquots of 0.1mL of the previously diluted (100, 50 and 25mg.mL™") strawberry
extracts were mixed to 3.9mL of 0,06mM DPPH. The solutions were incubated
at 25°C for 25min. Absorbance was then determined at 517nm using methanol
as a blank and methanolic solutions of BHT at five concentrations (25 to
200mg.mL™) in the place of strawberry extracts as control. Total antioxidant

activity was expressed as umol BHT equivalent.g™ fruit (FW).

2.6.3.2. Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP)
The antioxidant activity by FRAP assay was determined according to the
method described by Rufino et al. (2006). In the darkness, a 90uL aliquot of

each extract dilution (40, 20 and 10mg.mL™") was mixed with 270uL of distilled
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water and 2.7mL of FRAP reagent. Tubes were vortexed and incubated at 37°C
for 30min. Absorbance was determined at 595nm using FRAP reagent as blank
and 500 to 2000uM ferrous sulphate solutions substituting strawberry extracts

as a control. Results were expressed as uM ferrous sulphate.g'fruit (FW).

2.7. Determination of total anthocyanins

Anthocyanins were determined according to Shin et al. (2007) with some
modifications. One gram of frozen strawberry was added to 10mL of methanol
containing HCI (0.5%, v/v), homogenized for 3min and held at 4°C for 1h in the
darkness. The slurry was centrifuged at 17,600xg for 15min at 4°C. The
absorbance of the supernatant was measured at 515nm. Total anthocyanins
content was calculated using the extinction coefficient (¢) equal to 3.6 x 106
mol™" m™'. Total anthocyanin content was expressed as mg pelargonidin-3-

glucoside equivalent.kg™'FW.

2.8. Extraction of total ellagic acid

Extraction and hydrolisis of ellagitannins methods were modified from Pinto et
al. (2008b). Samples of lyophilized strawberry powder (0.5g) were extracted
three times in 80% methanol (50mL the first time, 25mL the next two times) at
moderate speed for 1min (Ultraturrax homogenizer Turratec TE 102E, Brazil),
while cooled down in ice and vacuum filtered through Whatman #1 filter paper.
An aliquot of 2mL of the combined extracts was dried with gaseous nitrogen
and 2mL of 2N TFA were added. Hydrolysis was performed in a glycerin bath at

120°C for 60min. Hydrolised extracts were rotaevaporated at 95°C for 2min,
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ressuspended at 1mL of HPLC grade methanol, filtered in 0.22um PTFE filters,

and analyzed by HPLC. Results were expressed as mg ellagic acid . kg”'FW.

2.9. HPLC quantification of total ellagic acid content

Identification and quantification of flavonoids and ellagic acid were achieved
using analytical reversed-phase HPLC in a Varian Pro Star system with
autosampler and ternary pump and UV-Vis detector. Some extracts were also
analyzed in a HPLC coupled with DAD detector (Shimadzu, SPD-M10A DAD,
Germany), in order to confirm the structures previously identified by time
retention with the UV - Vis detector. The column used was 250mm x 4.6mm,
i.d., 5 um, Prodigy ODS3 reversed-phase silica (Phenomenex Ltd., USA) and
elution solvents were A, water:tetrahydrofuran:trifluoroacetic acid (98:2:0.1) and
B, acetonitrile. Solvent gradient was: 17%B for 2min increasing to 25%B after
5min, to 35%B after a further 8min and to 50%B after 5min. Samples were
injected in duplicate. External standard was ellagic acid (Sigma Chemical Co.

USA). Results were expressed as mg.kg'FW.

2.10. Statistical Analysis

Experiment for ripening stages effects was carried out using a completely
randomized design, with 6 treatments arranged in a 2x3 factorial scheme (two
cultivars, three ripening stages) and three replicates. Experiment for storage
temperature evaluation was carried on a completely randomized design, with 20
treatments arranged in a 2x2x5 factorial scheme (two cultivars, two
temperatures and five sampling times) and three replicates. In both cases, the

experimental unit was a box with 300+10g of strawberries and all analysis were
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run in triplicate. Data were submitted to analysis of variance and the averages
were compared by the Least Significant Test (P<0,05). For the second
experiment, Principal Component Analysis and Cluster Analysis were

performed in XLSTAT software (Addinsoft, France).

3. Results and discussion

3.1. Effects of ripening stage on fruit quality and antioxidants properties
Strawberry flavor is partially conditioned by the balance between sugars and
acids expressed in ripe fruits. The acidity of a typical ripe strawberry is close to
160, ranging from 89.1 to 353.1meq.citric acid.kg™'FW (Cordenunsi et al., 2002).
Total titratable acidity found in the present study was in accordance with the
literature (Table 1). ‘Osogrande’ strawberries were less acid at pink stage.
However, titratable acidity in ‘Camino Real’ fruits was lower for fully ripened
berries. Values found for pH tended to be lower for ‘Camino Real’, except in full

ripe stage.
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Table 1 Chemical characterization of ‘Osogrande’ and ‘Camino Real’ strawberries at
diferent ripening stages

Treatment Total Titratable Total pH
Acidity Soluble Solids
(mg.kg ' FW)a° ( *Brix)
Green 130,47+5,33% 6,0+0,0° 3,17+0,08°
Osogrande
Pink 116,47+10,73%° 7,540,5° 3,29+0,07°
Osogrande
Ripe 130,17+13,39° 7,940,2° 3,27+0,05"
Osogrande
Green 140,61+11,18° 5,03+0,06° 3,06+0,04°
Camino Real
Pink 135,98+7,05° 7,07+0,06° 3,19+0,05"
Camino Real
Ripe 111,6442,72° 6,33+0,58" 3,37+0,08"
Camino Real

@ citric acid equivalent; values are expressed as means + SD (SD for n =9 of three
extraction replicates). Means in the same column with common letters are not significantly

different (p<0.05)

There were no significant differences for total soluble solids content at pink
stage for both cultivars. However, at full ripeness, TSS content for ‘Osogrande’
was significantly higher than ‘Camino Real’ (Table 1). Sugar/acid ratio was
calculated and ‘Osogrande’ showed values ranging from 7.7 and 10.1, from
green to ripe stage, whereas values for ‘Camino Real’ ranged from 5.6 to 8.7
(data not shown). Cordenunsi et al. (2002) observed 9.2 as the sugar/acid ratio

for ‘Osogrande’ fruits. Olsson et al. (2004) found a variation in sugar/acid ratio
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from 8.9 to 9.9 and from 6.7 to 8.0 for Honeoye and Senga Sengana cultivars,
respectively.

The highest value for total Vitamin C content was determined for ‘Camino Real’
strawberries at pink stage (Table 2). This vitamin increased 2 and 1.6-fold from
green to pink stage in ‘Osogrande’ and ‘Camino Real’ cultivars, respectively.
However, contents of this antioxidant decreased between 14 and 49% from pink

to ripe stage.
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Kafkas Kosar, Paydas, Kafkas & Baser (2006) evaluated quality variables in strawberries
at different ripening stages and found out that ascorbic acid content always increased
during ripening. The authors also found that such increasing was strongly genotype
dependent. The amount of total vitamin C found by Cordenunsi et al. (2002) in
strawberries ranged from 401 (cv. Dover) to 853mg.kg” FW (cv. Campineiro), showing a
wide variation among cultivars. The result reported by these workers for ‘Osogrande’ was
higher than the ones found in the present study. Pinto et al. (2008b) found a content of
vitamin C 2.1-fold higher in ‘Osogrande’ full-ripe strawberries harvested in the winter of
2005 in Sao Paulo State (Brazil). Differences in the results may be also due to different
harvest maturities between the studies. Values found by Skupién & Oszmianski (2004) for
strawberries grown in Poland were about 16% to 87% higher than values found in ripe
‘Camino Real’ in this work. Genotype and environmental conditions as well as differences
related to methods of extraction and analysis used in the different published papers must
be considered in order to understand and justify the wide range in vitamin C content of
strawberries reported above.

‘Camino Real’ strawberries presented significantly lower content of total phenolic
compounds when compared to ‘Osogrande’ for all ripening stages. Additionally, there were
no differences for this variable during ripening of ‘Camino Real’ fruits. On the other hand, a
peak in the concentration of phenolics was observed for ‘Osogrande’ at the pink stage,
and the concentration was higher than the one previously reported by Cordenunsi et al.
(2002). However, Cordenunsi, Genovese, Nascimento, Hassimoto, Santos & Lajolo (2005)
reported a higher content for ‘Osogrande’ in another set of experiments. Differences in
methodology (HPLC screening and spectrophotometry) as well as environmental

conditions could explain the observed variation. The results found in this work are
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comparable to those observed by Scalzo, Politi, Pellegrini, Mezzetti, & Battino (2005), for
six different cultivars of ripe strawberries, grown in Italy. Nevertheless, Skupién &
Oszmianjski (2004) evaluated other six cultivars in Poland and the results were higher
than the observed in the previous studies reported, being 1.82 to 2.55-fold higher than
total phenolics determined for ripe ‘Camino Real’ strawberries in the present study.
Anthocyanins contents increased approximately 9 to 13-fold from green to pink stage for
‘Osogrande’ and ‘Camino Real’, respectively. The latter cultivar showed the highest
contents at pink and fully ripe stages. The amount of anthocyanins found at ripe stage
(Table 2) for both cultivars can be considered low if compared to the results of total
anthocyanins in strawberries grown in Sdo Paulo state (Brazil), reported by Cordenunsi et
al. (2002) and Cordenunsi, Nascimento & Lajolo, (2003), respectively. Once again,
differences can be associated with environmental conditions as well as other growing
practices.

Ellagic acid is considered the most important phenolic compound in strawberries
(Hakkinen, Karenlampi, Heinonen, Mykkanen & Torrénen, 1999). There is a particular
interest in ellagic acid due to evidences of its potential chemoprotective, anti-inflamatory
and antibacterial effects (Vatten & Shetty, 2005). Total ellagic acid changed with ripening
stages, but the behavior was not the same for both genotypes. In ‘Osogrande’ strawberries
this phenolic increased from green to pink stage and decreased to the lowest value at full
ripeness. For ‘Camino Real’ strawberries no differences were found for this phenolic
content between green and pink stages. When cultivars were compared, the highest
content was observed for ‘Osogrande’ berries at the pink stage and the lowest, for ripe
‘Camino Real fruits (Table 2). Olsson et al. (2004) did not find differences in ellagic acid

concentrations during ripening of ‘Honeoye’ and ‘Senga Sengana’ strawberries. Pinto et al.
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(2008b) reported a significant variation among full ripe strawberry cultivars for total ellagic
acid content. The values found for ripe ‘Camino Real’ are slightly lower than the lowest
content reported by Pinto et al. (2008b), for ripe Toyonoka strawberries (Table 2).

The results for total antioxidant activity (TAA) by DPPH and FRAP assays showed no
correlation between the methods (results not shown). When TAA was measured using the
DPPH method, no significant differences within ‘Osogrande’ strawberries at different
ripening stages were found. On the other hand, ‘Camino Real strawberries had the
highest TAA at pink stage, as well as vitamin C content (Table 2). Our results of DPPH
agree with those found by Pinto et al. (2008b).

When TAA was assayed using the FRAP method, ‘Osogrande’ fruits showed significantly
higher amounts of antioxidants than ‘Camino Real’ berries, except for pink stage. Also
higher amounts of total phenolics were determined for ‘Osogrande’ cultivar (Table 2).
Although minor changes occurred in the TAA during ripening, it seems that pink stage
tends to present a higher antioxidant activity. Halvorsen et al. (2002) investigated TAA in
wild type and commercially grown strawberries using FRAP assay. Fragaria vesca showed
the highest values for TAA, varying from 66.7 to 70.1umol ferrous sulphate.g”'FW,
whereas in commercial varieties TAA ranged from 18.5 to 23.4umol ferrous sulphate. g’
'FW. The results observed in the present study were higher than those reported for

commercial varieties but lower when compared to the wild strawberries (Table 2).

3.2. Quality characteristics during refrigerated storage
Fruit stored at 5°C had a better overall quality index (Figure 1a) than fruits stored at 15°C,
confirming the well documented, positive effects of lower temperatures for strawberries

storage.
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Figure 1 Quality variables in ‘Osogrande’ and ‘Camino Real’ strawberries, stored at 5 and 15°C.
Variables: (a) quality index, (b) mass loss, (c) fungal decay, (d) firmness, (e) total soluble solids, (f)
TTA - total titratable acidity, (g) pH, (h) L* - lightness, (i) °Hue - tonality and (j) C* - saturation.
Treatments: ‘Osogrande’ stored at 5 (¥ ) and 15°C ( £*), ‘Camino Real’ stored at 5 (¥ ) and

15°C( W ).
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At both temperatures, ‘Camino Real fruits were more acceptable until the fourth day, but
decay index was higher than in ‘Osogrande’ strawberries, between the fourth and the sixth
days.

After eight days of storage, mass losses were around 5% and 8% for 5 and 15°C,
respectively (Figure 1b). A higher mass loss was observed for both cultivars at 15°C and
after the fourth day of storage. ‘Osogrande’ strawberries lost more mass at 5°C, compared
to ‘Camino Real’ fruits, but no differences were observed at 15°C. Factors as surface area
to volume ratio and extent of surface mechanical or microbiological damage may influence
the rates of mass loss between different cultivars.

Fungal decay, the major contributor to quality loss (Figure 1c), was higher in ‘Camino Real’
fruits after 6 days at 5°C than in ‘Osogrande’ fruit. However, when stored at 15°C,
‘Osogrande’ had higher decay at the fourth day. All ‘Camino Real’ strawberries showed
signs of decay after the sixth day at 15°C. For fruits stored at 5°C, decay was dramatically
noticeable between the second and the fourth storage days, when 32 and 40% of
‘Osogrande’ and ‘Camino Real’ fruit surface were affected, respectively. For fruits stored at
15°C, damage was even more pronounced. ‘Osogrande’ and ‘Camino Real’ fruit surface
were 88 and 48%, respectively, affected by decay symptoms.

Firmness (Figure 1d) of ‘Camino Real’ strawberries was approximately 2 times higher than
‘Osogrande’ fruits throughout the experimental period. Two specific events were observed
for all treatments: firmness increasing due to drying and firmness decreasing due to decay.
‘Camino Real’ strawberries were stable at 5°C, but softened at 15°C at the sixth storage
day. There was a 20% reduction in firmness for ‘Osogrande’ strawberries after two days,
followed by an increase of 63% until the eighth day at 5°C, whereas for strawberries stored

at 15°C, firmness decreased 6.0-fold for the same experimental period.
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At 5°C, total soluble solids (Figure 1e) in ‘Osogrande’ and ‘Camino Real’ strawberries
decreased 9.3% and 11.9%, respectively, during all the storage time. Significant
decreases at 15°C were observed only for ‘Osogrande’ (14.8%).

At the beginning of the storage period, total titratable acidity (Figure 1f) for ‘Camino Real’
strawberries was higher than ‘Osogrande’ fruits. However, this difference disappeared
after two and four days of storage, at 5 and 15°C, respectively. TAA in ‘Camino Real’
strawberries were 19.5% and 17,4% lower after eight days at 5 and 15°C, respectively. In
‘Osogrande’ fruit, TAA decrease was slighter (8.5% at 5°C and 2.9% at 15°C). As the rate
of decrease of TAA was higher at 5°C, higher fruit acidity was observed at higher
temperature.

There were no significant differences in pH (Figure 1g) for fruits stored at both
temperatures. Slight positive and negative variations along storage were verified, but total
variation of pH was about only 8%.

‘Camino Real’ strawberries were found darker at both temperatures and lightness (Figure
1h) decreased with time. L* value in ‘Osogrande’ strawberries increased after four and six
days, at 15°C and 5°C, respectively.

Low values for hue angle (H°) were verified for ‘Camino Real’ strawberries at both studied
temperatures (Figure 1i). For ‘Osogrande’ fruits hue angle increased after four days,
indicating a decrease in redness.

No significant differences in chroma (Figure 1j) were determined for both cultivars.
Strawberry color is influenced by all factors that affect pigment stability. Storage
temperature, pH, presence of enzymes, light, and oxygen are the main factors associated
with changes in color (Hernanz, Recamales, Meléndez-Martinez, Gonzalez-Miret &

Heredia, 2008; Wicklund Rosenfeld, Martinsen, Sundfor, Lea, Bruun, Blomhoff, and
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Haffner, 2005). Hernanz et al. (2008) studied the relationships between color and
pigments of five strawberries cultivars and found best correlations of pigment-color
coordinates between pelargonidin-3-rutinoside and the external a* readings followed by

pelargonidin-3-glucoside and the internal L*.

3.3. Antioxidant characteristics during refrigerated storage

‘Camino Real’ fruits at 15°C were 16% higher in phenolics than at 5°C, after two days.
Similarly, after six days of storage, the content of total phenolics in ‘Osogrande’
strawberries stored at 15°C was 23% higher than the fruits stored at 5°C (Figure 2a).
During storage at 5°C, a 60% decrease in total phenolics was verified for ‘Osogrande’
fruits until the fourth day whereas no significant changes were observed for fruits stored at
15°C. An increase in total phenolics content ranging from 64 to 79% was observed for both
cultivars at both temperatures between the fourth and the sixth days. Once increases in
phenolics compounds are normally associated with biotic and abiotic stresses, activating
secondary metabolism pathways against pathogens attack (Dixon & Paiva, 1995), it is

believed that mass loss and decay could explain the observed trends.
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Figure 2 Antioxidant variables in ‘Osogrande’ and ‘Camino Real’ strawberries stored at 5 and
15°C. Variables: (a) TPC-total phenolic compounds, gallic acid equivalent; (b) TA-total
anthocyanins, pelargonidin—3-glycoside equivalent; (c) TEA-total ellagic acid; (d) TVC-total vitamin
C; total antoxidant activity by (e) DPPH, BHT equivalent and (f) FRAP, ferrous sulphate equivalent.
Treatments: ‘Osogrande’ stored at 5(®) and 15°C(%*); ‘Camino Real stored at 5(¥ ) and
15°C( ™).

Higher concentrations of anthocyanins (Figure 2b) were found at 15°C in some storage
periods. ‘Camino Real’ strawberries showed higher contents at 15°C in the sixth day of the
experiment. No correlation was observed between total phenolics and anthocyanins
contents. According to Holkroft & Kader (1999) anthocyanin synthesis is activated after
strawberry harvest and the biosynthetic pathway is not inhibited by storage at low
temperatures. This result is in accordance with the findings of Cordenunsi et al (2002) and

Hakkinen et al., (1999).
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‘Osogrande’ strawberries had the highest concentrations of total ellagic acid (TEA) (Figure
2c). Berries stored at 15°C had the highest contents of TEA, with the exception of the first
day of experiment.

Significant differences were determined for ‘Camino Real’ after two days (61.6%) and for
‘Osogrande’ after six days (70.8%). The expressive increasing of TEA during storage was
temperature and genotype dependent. If the first and the last day are compared for each
treatment, contents increasing ranged from 12%, for ‘Osogrande’ fruits at 5°C until 145%,
for ‘Camino Real’ strawberries at 15°C. Ayala-Zavala et al. (2004) investigated the effects
of storage temperature in phenolic compounds and antioxidant activity and concluded that
fruits stored at 5 and 10°C presented higher contents of phenolics and anthocyanins,
besides a higher antioxidant activity, when compared to the fruits stored at 0°C.

Similar to phenolic antioxidants at the temperature of 15°C, vitamin content (Figure 2d)
increased in all treatments. The tendency for ‘Osogrande’ cultivar was of stabilization or
increasing until four days of storage. ‘Camino Real’ strawberries exhibited a more
oscilatory behavior in vitamin C contents, with a decrease followed by increase at both
temperatures. Cordenunsi et al. (2005) studied the effect of storage temperature on
chemical composition and antioxidant activity of ‘Dover’, ‘Campineiro’ and ‘Osogrande’
strawberries and verified an increase in vitamin C and anthocyanins with time and
temperature. Ellagic acid, flavonoids and total phenolic contents were either not altered or
showed slight decreases under all evaluated temperatures.

Total antioxidant activity assayed by DPPH (Figure 2e) was significantly correlated to total
vitamin C, total phenolic and total ellagic acid contents (p<0.05, data not shown).

Furthermore, higher storage temperatures and the cultivar ‘Osogrande’ were associated
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with higher TAA. No significant changes in TAA assayed by DPPH were observed for
‘Osogrande’ strawberries stored at 5°C and ‘Camino Real strawberries at 15°C.

Good correlation was established among FRAP (Figure 2f), total phenolic and total ellagic
acid content in both cultivars (p<0.05, data not shown). Strawberries at 5°C showed higher
antioxidant activity in the beginning of the experiment, but no differences were found for

‘Camino Real’ along the storage period.

3.4. Multivariate anaysis

Principal component analysis (PCA) is a multi linear modeling method providing an
interpretable overview of the main information in a multidimensional data table. Pearson
correlation matrix was used in PCA analysis.

Differences among the studied treatments in relation to storage conditions were
enphasized by PCA. Two main principal components (PC) explained approximately 61%
of total data variability, called PC1 (34%) and PC2 (27%) (Figure 3). Variables related to
antioxidants contents, antioxidant activity and decay were positivelly associated to PCH1,
with the exception of total anthocyanins and negativelly correlated to quality variables such
as quality index, firmness and acidity. Therefore, PC1 differentiates between two groups of
strawberry treatments: strawberries with high quality characteristics and strawberries with
a high antioxidant profile. Lack of correlation between anthocyanins and antioxidant
activity in strawberries has been also found by Meyers et al. (2003) and Cordenunsi et al.
(2003). Antioxidant potential of flavonoids is dependent on the number and arrangement of
hydroxil groups across the structure, as well as the presence of electron donating and

electron withdrawing substituents in the B-ring structure. A single hydroxy substituent, as
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observed in pelargonidin—3-glycoside, the main anthocyanin found in strawberry,

generates little antioxidant activity (Bors, Heller, Michel & Saran, 1990).

Figure 3 Principal Component Analysis and Clusters (1, 2 and 3) in ‘Osogrande’ and ‘Camino
Real’ stored at 5 and 15°C. OSO='Osogrande strawberries’; CAM=‘Camino Real’ strawberries; 5,
15=storage temperatures; t0, t2, t4,t16, t8=storage times. Variables are: ANT=anthocyanins;
CHR=chroma; DPPH=DPPH assay; ELAG=ellagic acid; FM=firmness; FNG=fungal decay;
FRAP=FRAP assay; HUE=H’; L=L*; ML=mass loss; PH=pH; Ql=quality index; TPC=total phenolic
compounds; TSS=total soluble solids; TTA=total titratable acidity; VTC=vitamin C.

PC2 was associated to total soluble solids and color variables (anthocyanins, L*, ®hue and
chroma). This component identified samples with low luminosity, high redness, low
chroma, high anthocyanins and low total soluble solids. It is interesting to note that
consumers usually associated redness and sweetness in strawberries. But ‘Camino Real’

strawberries had deeper red color and lower total soluble solids content.
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When cluster analysis was applied, three clusters were formed (Figure 4). The first cluster
was represented by initial samples of both cultivars and storage temperatures, and
treatments including ‘Osogrande’ strawberries after two days of storage at 5°C. This
cluster had, on average, the highest quality index, total soluble solids, total titratable
acidity, L*, H° and C*, and the lowest mass loss, fungal decay, pH, anthocyanins and
FRAP-TAA values. In the second group, comprised of ‘Osogrande’ strawberries following
two days at 15°C and ‘Camino Real’ stored at 15°C for six days, the highest values of all
the antioxidants variables, but the worst sensory quality characteristics values were
remarkable. The third and last group, comprised of the remaining ‘Camino Real’
treatments, predominantly following two days of storage at 5°C, showed as main
characteristics the highest anthocyanins concentrations, redness and firmness (probably
due to surface drying) and the lowest vitamin C and TPC concentrations, DPPH-TAA,

TSS, TTA, lightness, and chroma.

4. Conclusions

‘Osogrande' and ‘Camino Real' strawberries, grown in the Brazilian savannah, can be
considered good antioxidant sources if dietary intake recommendations of vitamin C and
guidelines for dietary intake of phenolic compounds are taken into account. Some
variations in relation to the values found in the literature were verified, mainly related to
anthocyanins, vitamin C and ellagic acid contents found in ‘Osogrande’ berries. No
published data about postharvest behavior, and physical, chemical and antioxidant
characterization of ‘Camino Real' strawberries was found to compare to our study.
‘Camino Real’ showed the highest content of vitamin C at the pink stage. Vitamin C tended

to increase from green to pink stage and reduce from pink to red stage.
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Anthocyanins contents increased approximately 9 to 13-fold from green to pink stage for
‘Osogrande’ and ‘Camino Real’, respectively, the latter cultivar showing the highest
contents at pink and ripe stages. Total ellagic acid changed according to ripening stages,
but the behavior was not the same for both genotypes. In ‘Osogrande’ strawberries this
phenolic increased from green to pink stage and decreased to the lowest value at full
ripeness. No differences were found for this phenolic content between green and pink
‘Camino Real’ strawberries. The results for total antioxidant activity (TAA) by DPPH and
FRAP assays showed no correlation between the methods. Minor changes occurred in
TAA during ripening. In spite of the fact that ripe berries are, in general, more edible,
higher antioxidant contents and activities were observed at pink stage. At this stage higher
amounts of total phenolics, total ellagic acid and total vitamin C were verified for both
cultivars.

It was verified that ‘Camino Real' strawberries had the best initial characteristics of all
quality variables. Higher antioxidant profile tended to be higher for ‘Osogrande’ cultivar
and storage at 15°C. However, it is possible that antioxidant increase was related to mass
loss and fungal decay, which is not desirable. In fact, according to PCA, quality and
antioxidant variables were antagonic in the present work. Although redness and
sweetness are frequently associated by strawberry consumers, it was possible to verify by
PCA that this is not a trend for ‘Camino Real’ strawberries, which showed a higher redness
and a lower total soluble solids content during storage and when compared to ‘Osogrande’
fruits.

Since strawberries grown in the Brazilian savannah are highly perishable, processing or

postharvest technology must be applied to reduce postharvest losses, especially in rainy
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seasons, and to associate nutritional quality, food safety and acceptabilty to the strawberry

cultivars grown in this region.
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Capitulo 2. Color and antioxidant properties of ‘Camino Real’ strawberry frozen pulp
and jam during storage
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Abstract

Strawberries are sensory and nutritional interesting fruits and, in some countries, are the
major source of important antioxidants for the local population. This work aimed at
evaluating color and antioxidant properties of ‘Camino Real’ strawberries after processing
as frozen pulp and jam and storage for 120 days. Fruits were harvested in different
harvesting seasons and processed as frozen pulp and jam. Both products were stored for
120 days. Evaluations were performed monthly. Color and antioxidants were evaluated.
Differences between raw materials were observed, mainly for vitamin C, total ellagic acid,
anthocyanins and antioxidant activities. Strawberries processed as jam were more
affected in terms of quality alteration than berries processed as pulp. Color variables, total

phenolic compounds and antioxidant activity were less influenced by storage time than
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other characteristics. Despite of all quality alterations observed, processed strawberry
products can still be considered a good source of antioxidants in the Brazillian diet.
Keywords : strawberries, jam, pulp, color, phenolic compounds, antioxidant activity,

Principal Component Analysis - PCA.

1 Introduction

Strawberries (Fragaria x ananassa Duch.) are used in many recipes and desserts, and
have high contents of vitamin C and health-promoting phenolic compounds. Seasonality
and high perishability are a major issue and the main reason for fruit processing.
Strawberry frozen pulp and jam are very popular shelf-stable products. Frozen pulp is the
product obtained from the edible part of the fruits, after crushing or mechanical extraction,
followed by freezing as a preservation method (Brunini, Durigan & Oliveira, 2002). Pulps
are used by the food industry as an ingredient, or directly destined to consumers, being
quite prevalent products. The manufacturing of fruit jams is performed by combining fruits
and sugar in similar ratios, followed by cooking, to obtain a tasty product of sufficiently high
sugar content with satisfactory keeping qualities (Downing, 1996).

Even though the positive effects of fruits on human health are well-known, flavor and color
are the most important factors for consumers for the selection of processed fruit
derivatives. An attractive and stable color of strawberry products is the indication of high
quality. Anthocyanins are the most important pigments in strawberries, being pelargonidin
(bright red color) the predominant pigment and cyanidin (dark red color) the one with minor
importance (Gossinger et al.,, 2009). Strawberry is about the only berry that has

pelargonidin as the main anthocyanidin.
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Anthocyanin pigments are unstable and susceptible to degradation during processing and
storage (Kirka, Ozcan & Lu, 2007), which can also have marked effects on the other
phenolic components of strawberries, affecting their health-promoting properties (Zafrilla,
Ferreres & Tomas-Barberan, 2001). Therefore, choosing an adequate strawberry cultivar
for processing may improve appearance, flavor and antioxidant properties of frozen pulps
and jams.

‘Camino Real’ is a cultivar developed in California (Shaw & Larson, 2002). It is
characterized by large, firm fruits, with dark-red peel and pulp, and good flavor. It has been
recently introduced in the Brazilian market with significant production in the savannah
areas. Limited information about ‘Camino Real’ strawberries and derivative products are
available. Moreover, the evaluation of bioactive compounds and antioxidant properties of
each strawberry product is interesting given that processed products of seasonal and
perishable fruits are many times the dominant way of consumption.

This work aimed at investigating the effects of processing and storage time on color and

antioxidants properties of ‘Camino Real’ strawberries frozen pulps and jams.

2 Materials and methods

2.1 Pulp processing

For pulp processing, ‘Camino Real’ strawberries were harvested on July 2008, in
Brazlandia, Federal District, Brazil (15°41’S, 48°10°'W, 1200m of altitude). Fruits were
sorted, washed, sanitized and leaves were removed. A pulper machine (Macanuda model
DM-Ji, Brazil) was used to extract the pulp, which was then packed in 200g capacity

polyethylene bags (Selovac, model 200B, Brazil). The product was then frozen at -18°C



176

and stored for 120 days, what is equivalent to the real shelf-life observed in the Brazilian

market. Every 30 days, samples were analysed for color and chemical characteristics.

2.2 Jam processing

For jam processing, ‘Camino Real strawberries were harvested from the same
commercial field on September 2008. Fruits (40kg) were sorted, washed and sanitized.
After leaves removal, strawberries were manually diced. The pH was analysed and alcohol
qualitative test for pectin content was performed to check the need for adding acids or
industrial pectin. Jam formulation was 57% fruit, 43% sugar. Fruits and sugar were brought
to a steam kettle with 300L capacity (Quartinox QX-3, Brazil). After one hour at 25+1°C
under slow agitation, juice was extracted in the presence of sugar and the steam was then
fed to the equipment to begin the heating and concentration processes. The mixture was
boiled to a final concentration of 66°Brix, measured with a refractometer (Instrutherm, RT-
280, Brazil). The final pH was 3.2. Jam was hot-packed at 85-90°C in 250mL glass jars,
immediately sealed with plastisol lined metal lids, and inverted for Smin to sterilize the lids.
Jars were then returned to normal position for air-cooling. Jams were stored for 120 days
at 20°C in the darkness. Analysis of color and chemical characteristics were perfomed

every 30 days.

2.3 Color

Pulp and jam colors were quantified with a Minolta (CR-400b) Chromameter (Japan). This
method gives numeric values of three chromatic scales (L,a,b), where L is the brightness
ranging from no reflection for black (L = 0) to perfect diffuse reflection for white (L = 100),

the value “a” ranges from negative values for green to positive values for red and “b”
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ranges from negative values for blue and positive values for yellow. Measurements were
expressed, as L* value (dark to light), chroma (C*, intensity of color) and hue angle (h°,
actual color, or redness), calculated with the equations:

C = (a*+b?)"? (Eq.1)

he=tan™ (b/a) (Eq. 2)

Two readings of each experimental unit were taken using a cuvette and the average

values for each treatment was calculated.

2.4 Determination of total Vitamin C

Total vitamin C content was quantified in accordance to the dinitrophenylhydrazine
(DNPH) method, modified by Nunes, Brecht, Morais & Sargent (1995). One gram of frozen
sample was homogenized with 19mL of a mixture of 6% metaphosphoric acid in 2mol.L"
acetic acid. The mixture was centrifuged at 17,600xg for 15min at 4°C. The supernatant
was filtered through Whatman #1 filter paper. An aliquot of 0.05mL of 0.2% 2,6-
dichlorophenolindolphenol (DCPIP) was added to 1mL of the supernatant and incubated at
room temperature for 1 h. Thiourea solution (2%) in 5% metaphosphoric acid and 0.5mL of
2% DNPH in 4.5mol.L™" sulfuric acid were added and the solution was incubated at 60°C
for 3h. Tubes were placed in an ice bath and 2.5mL of ice cold 90% sulfuric acid were
slowly added. Tubes were vortexed and total vitamin C was measured by absorbance at
540nm using a standard curve. Concentrations of vitamin C were expressed as mg

ascorbic acid.kg™'FW.
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2.5 Extraction and measurement of phenolic compounds and total antioxidant capacity
assays

2.5.1 Sample extraction

Frozen samples were weighed (10g) and homogenized with 100mL of 80% acetone using
a homogenizer (Turratec TE102E, Tecnal, Brazil), as described by Shin, Liu, Nockc,
Holliday & Watkins, (2007). The homogenate was filtered through Whatman #1 paper and
acetone was evaporated using a rotary evaporator at 45°C for 30min. Deionized water was
added to each sample in order to bring them to the final volume of 10mL. The extracts
were kept frozen at—-80°C until analysis and were used for the measurement of phenolic
compounds and total antioxidant activity assays. All extractions were done in duplicate,

and the subsequent assays were run in triplicate.

2.5.2 Total Phenolic Contents (TPC)

Total phenolic contents (TPC) were quantified using a modified Folin-Ciocalteau
colorimetric method (Singleton, Orthofer & Lamuela-Raventos, 1999). A 0.2mL aliquot of
the 40-fold diluted sample extract was added to a 15mL tube and 0.2mL of 1:10 Folin-
Ciocalteau reagent:water solution was added to the mixture. The tube was allowed to
stand at room temperature for 1min. Then, 2mL of 7.5% Na,COj3; was added to the
mixture. Absorbance was measured at 765nm versus a blank after 2h at room

temperature. The results were expressed as mg gallic acid equivalent.kg™ FW.
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2.5.3 Total antioxidant capacity

2.5.3.1 DPPH radical-scavenging activity

Total antioxidant capacity by the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl — DPPH-TAA)
radical-scavenging method was analysed according to Rufino et al. (2007). Aliquots of
0.1mL of the previously diluted (100, 50 and 25mg.mL™") sample extracts were mixed to
3.9mL of 0,06mM DPPH. The solutions were incubated at 25°C for 25min. Absorbance
was then determined at 517nm using methanol as blank and methanolic solutions of BHT
at five concentrations (25 to 200mg.mL™") in the place of strawberry extracts as control.

Total antioxidant activity was expressed as umol BHT equivalent.g™ fruit (FW).

2.5.3.2 Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP)

Total antioxidant activity by FRAP (FRAP-TAA) assay was determined according to the
method described by Rufino et al. (2006). In the darkness, a 90uL aliquot of each extract
dilution (40, 20 and 10mg.mL'1) was mixed with 270uL of distilled water and 2.7mL of
FRAP reagent. Tubes were vortexed and incubated at 37°C for 30min. Absorbance was
determined at 595nm using FRAP reagent as blank and 500 to 2000uM ferrous sulphate
solutions substituting strawberry extracts as a control. Results were expressed as uM

ferrous sulphate.g'fruit (FW).

2.6 Determination of total anthocyanins

Anthocyanins were determined according to Shin et al. (2007) with some modifications.
One gram of frozen sample was added to 10mL of methanol containing HCI (0.5%, v/v),
homogenized for 3min and held at 4°C for 1h in the darkness. The slurry was centrifuged

at 17,600xg for 15min at 4°C. The absorbance of the supernatant was measured at
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515nm. Total anthocyanins content was calculated using the extinction coefficient (€) equal
to 3.6 x 10° mol™" m™". Total anthocyanin content was expressed as mg pelargonidin-3-

glucoside equivalent.kg™'FW.

2.7 Extraction of total ellagic acid (TEA)

Extraction and hydrolisis of ellagitannins methods were modified from Pinto, Lajolo &
Genovese (2008). Lyophilized samples powder (0.5g) were extracted three times in 80%
acetone (50mL the first time, 25mL the next two times) at moderate speed for 1min
(Ultraturrax homogenizer Turratec TE 102E, Brazil), while cooled down in ice and vacuum
filtered through Whatman #1 filter paper. An aliquot of 2mL of the combined extracts was
dried with gaseous nitrogen and 2mL of 2N TFA were added. Hydrolysis was performed in
a glycerin bath at 120°C for 60min. Hydrolised extracts were rotaevaporated at 95°C for
2min, ressuspended at 1mL of HPLC grade methanol, filtered in 0.22um PTFE filters, and

analyzed by HPLC.

2.8 HPLC quantification of total ellagic acid content

Identification and quantification of flavonoids and ellagic acid were achieved using
analytical reversed-phase HPLC in a Varian Pro Star system with autosampler and ternary
pump and UV-Vis detector. Some extracts were also analyzed in a HPLC coupled with
DAD detector (Shimadzu, SPD-M10A DAD, Germany), in order to confirm the structures
previously identified by time retention with the UV - Vis detector. The column used was
250mm x 4.6mm, i.d., 5 um, Prodigy ODS3 reversed-phase silica (Phenomenex Ltd.,
USA) and elution solvents were A, water:tetrahydrofuran:trifluoroacetic acid (98:2:0.1) and

B, acetonitrile. Solvent gradient was: 17%B for 2min increasing to 25%B after 5min, to
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35%B after a further 8min and to 50%B after 5min. Samples were injected in duplicate.
External standard was ellagic acid (Sigma Chemical Co. USA). Results were expressed as

mg ellagic acid . kg”'FW.

2.9 Statistical Analysis

Experiments were carried out in a completely randomized design, with 12 treatments
arranged in a 2x6 factorial scheme (two treatments, jam and pulp, and six conditions, raw
material, processed — day 0, and stored after 30, 60, 90 and 120 days) and three
replicates. The experimental unit was a package of 200+10 grams of frozen pulp or a jar
with 25010 grams of jam. All analysis were run in triplicate.

Data were submitted to analysis of variance and the averages were compared by the
Least Significant Difference test (P<0,05). Principal Component Analysis (PCA) and
Cluster Analysis were performed in XLSTAT software (Addinsoft, France) for 36
observations (3 replicates of each treatment) and 10 variables, using Pearson correlation
matrix data, to examine the ability of the variables obtained to differenciate among
treatments, and elucidate the effects of processing and storage for both products. Results

presented are the average of two experiments.

3 Results and discussion

3.1 Color variables in raw materials

During the end of the dry season (September), when there is a peak in strawberry
production, it was observed that almost all fruits were harvested fully ripened, whereas
fruits harvested on July were at both pink and ripe stages. Consequently, raw material

composition are affected by ripening stage and environmental differences between 2008
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July and September. From a practical point of view, strawberries of different ripeness
degrees are used for processing (Gossinger et al., 2009) which depends on fruit
availability in each season and on fruit perishability during rainy months. Therefore, it was
observed some differences in color of raw materials from the first and second harvests,
being L* and hue angle higher in fruits used for pulp processing. However C* was similar

for both fresh strawberries (Table 1).

3.2 Antioxidants in raw materials

No differences were observed in total phenolic compounds (TPC) between the raw
materials destined to pulp and jam processing. However, total anthocyanins were higher in
fresh strawberries used in jam processing, as well as total ellagic acid (TEA) in fruits
processed as pulp (Table 1).

Total anthocyanins content found in strawberries destined to jam processing were 59.6%
higher than the one observed in berries used for frozen pulp. Garcia-Viguera, Zafrilla,
Romero, Abellan, Artes & Tomas-Barberan (1999) reported anthocyanins contents of
110.80, 195.46 and 130.03mg .kg'FW for ‘Osogrande’, ‘Chandler and ‘Tudla’
strawberries used for jam processing, respectively. The contents of TEA observed in the
present work were within the range found by Pinto et al. (2008), who evaluated TEA in
several cultivars of strawberries.

Vitamin C content was 53% higher in frozen pulp strawberries, when compared to jam raw
material, possibly reflecting the effect of environmental factors on fruit composition (Table
1). Vitamin C synthesis can be influenced by pre and post-harvest factors such as light
incidence during growing season, nitrogen fertilizers, irrigation, temperature management

after harvest and application of modified atmosphere (Lee & Kader, 2000). Furthermore,
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variations in ripening patterns can explain differences in vitamin C for strawberries frozen
pulp and jam.

Total antioxidant activity measured by DPPH (TAA — DPPH) was 36.9% higher in pulp
strawberries than in the jam fruits. Similarly, total antioxidant activity measured by FRAP
TAA — FRAP) assay indicated higher antioxidant activity (29.7%) in frozen pulp than in

jam, raw materials (Table 1).
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Values of TPC are in accordance with the literature (Cordenunsi, Genovese, Nascimento,
Hassimoto, Santos & Lajolo, 2005). However, TAA determined by both methods,
especially for strawberry frozen pulp, showed higher values if compared to those found by
Pinto et al. (2008) and Harvosen et al. (2002) for DPPH and FRAP assays, respectively.
This could be related to differences in phenolic compounds profiles found in the studied
fruits. Phenolics exhibit different abilities to donate hydrogen atom and to support the
unpaired electron and, as far as these antioxidants are concerned, TAA depends on the
proportion of tannins, anthocyanins, flavanols, flavonols, hydroxicinnamic and
hydroxybenzoic acids in each strawberry treatment evaluated and not only on their final

content.

3.3. Processing effects on color

Processing affected strawberries pulp and jam color. L* increased about 8% in pulps,
whereas color in jams was 31% darker (Table 1). No changes in redness were noticed in
pulps whereas jams presented a 22% increase in Hue angle, which means a decrease in
red tonality (Figure 1b). The reduction in C* (Table 1) occasioned by processing was more
pronounced in jams (4.4-fold) than in pulps (1.15-fold). Ngo, Wrolstad & Zhao (2007) found

C*, and H° color values of jam distinctly lower than those of fresh and other processed

products, indicating an increase in darkness, decrease in chroma and H° caused by jam
manufacturing. The physical state of the product is one of the main factors that authors
usually consider when comparing colors of jams and fruits in the raw state. Jam’s
properties of light reflectance are not similar to that of berries.

During thermal processing, strawberry flavonoids, as cathechin, procyanidins and

anthocyanins, form condensed products mediated by furfural, product of vitamin C
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degradation. These dimeric complexes contribute to the darkening of strawberry products.
Maillard reaction, involving reducing sugars, amino acids and vitamin C during thermal
processing, must also be taken into account (Ngo et al., 2007). Enzymatic browning can

take place during osmotic dehydration, prior to thermal concentration.

3.4 Processing effects on antioxidants

No significant differences were observed in total phenolic compounds in pulps after
processing and the raw material. On the other hand, a 15% reduction in these compounds
were observed for fruit jam when compared to the same raw material (Figure 1d).
Similarly, no differences were found in anthocyannins for pulps, whereas jam processing
resulted in 18% decrease when compared to fresh strawberries (Table 1).

Amakura, Umino, Tsuji, & Tonogai, (2000) found no changes in TPC during jam
processing of several berries. On the other hand, Koplotek, Otto & Bohm (2005) discussed
that processing can lead to copigmentation and self-association of molecules, reducing the
number of hydroxyl groups available to react in Folin—Ciocalteau colorimetric assay.
Garcia-Viguera et al. (1999) reported a loss of 75.23% of total anthocyanins during
‘Osogrande’ strawberries processing. These authors observed that cultivars responded
differently to processing, as other studied cultivars showed losses of £36%.

Wojdyio, Oszmianski & Bober (2008) found anthocyanins contents of 187.1 and
657.4mg.kg” FW in ‘Senga Sengana’ and ‘Elkat’ strawberry jams. Neverthelesss, the
initial monomeric anthocyanin contents of strawberry jams studied by Kirka et al. (2007)
were 6.30 and 11.82 mg.kg'FW for ‘Osmanli’ and ‘Kara’ cultivars, respectively. The

content of total anthocyanins found in the present work was 257.97+6.25mg.kg 'FW.
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The evaluation of unit operations such as pressing, mashing, sieving and freezing effects
on strawberry products are useful to analyse the results found in the present work for
frozen non-pasteurized strawberry pulps. Thermal unit operations can be partially related
to thermal concentration applied in strawberry jam processing. Ngo et al. (2007) studied
the impact of processing on quality of ‘Toten’ strawberries and found that freezing resulted
in an apparent increase in anthocyanins. There was approximately a 70% loss in
anthocyanins, around 20% increase in polymeric color, and 23.5% decrease in TPC during
strawberry canning processing, where syrup hot filling occurred at 95°C and appertization
was conducted at 100°C for 15 minutes. Authors reported a pronounced color change and
substantial losses in anthocyanins. They also mentioned that losses of TPC in strawberry
jams occurred during processing and after 9 weeks of storage.

TEA contents (Table 1) were found to be higher after pulp (12.9%) and jam manufacturing
(46.1%). Zafrilla et al. (2001) evaluated ellagic acid derivatives contents after red raspberry
jams processing and storage. Thermal processing did not affect ellagic acid glycosides
and flavonol glycosides. However, the content of free ellagic acid increased 2.5-fold after
processing. During 6 months of storage in the dark at 20°C, free ellagic acid continued to
increase after the first month and then decreased slightly over the rest of the storage
period. Ellagic acid glycosides did not show much variation in content with storage.
Processing methods led to no changes on vitamin C content and on antioxidant activity by
DPPH nor FRAP assays (Table 1).

The manufacture of fruit juices or purees demands ascorbic acid during the crushing,
straining, or pressing processes to prevent enzymatic browning of the raw fruits. Acting as
an antioxidant, ascorbic acid can inhibit browning reactions by reducing the quinones back

to the original phenol compounds. Light and high temperature are also factors of oxidation
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and degradation of vitamin C. When fruit derivatives are produced under refrigeration,
control of light and lower production time, vitamin preservation can be improved.

Koplotek et al. (2005) evaluated the effects of processing in antioxidant properties of
strawberries juice, nectar, wine and purée and observed a decrease in vitamin C content
with production time and processing steps. Press process led to a loss of about 22% in
vitamin C content. The main part of the total loss was caused by pomace removal (as
compared to mash). Thermal processes led to losses of 28-35% of the vitamin.

Total anthocyanins and antioxidant capacity decreased during the use of high
temperatures. Besides thermal unit operations effects on the decline of TPC, mashing and
pressing resulted in TPC losses of 15 and 29%, respectively. The operations that lead to
disintegration of cell structures make easier the contact among phenolic compounds,
oxygen and browning enzymes such as peroxidase and poliphenoloxydase, which
increases phenolics oxidation. Authors also observed a decrease in FRAP and TEA
antioxidant capacities during processing. Passing the mash through a sieve was the step
that caused the highest decrease in antioxidant capacity. As compared with the results
obtained with the TEA assay, there were noticeable differences. The loss of the trolox
equivalent antioxidant capacity was slighter and the process of making puree from mash
did not result in significant changes.

According to Bakkalbai, Mente & Artik (2009), the structures of ellagitanins, abundant in
strawberries, are characterized by the presence of several hydroxy functions in ortho
positions and exhibit a higher ability to donate a hydrogen atom to free radicals to stabilize
the unpaired electron, as compared to the low molecular weight polyphenols. Therefore,
degradation of hydrolisable tannins occasioned by fruit metabolism or other factors may

result in partial loss of antioxidant activity.
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Amakura et al. (2000) evaluated effects of strawberry jam processing on phenolic contents
and antioxidant capacity and reported an increase in DPPH-TAA during strawberry jam
processing, with values expressed as fresh fruit equivalent.The result was strongly
correlated to the contents of the selected phenolics caffeic acid, ellagic acid, myricetin,
quercetin and kaempferol.

In the present work, DPPH-TAA presented significant Pearson correlation (Table 2) with
TPC whereas FRAP-TAA was correlated to TPC, vitamin C and TEA contents. No
correlation was observed between anthocyanins and TAA if both Pearson correlation is
considered.

This result is in accordance with those found by Meyers, Watkins, Pritts & Liu (2003). It is
stated that some important characteristics to the antioxidant activity of polyphenols are: (a)
o-dihydroxy or catechol structure in B ring, resulting in high radical stability and helping
electron delocation; (b) presence of 3-hydroxy group linked to C2-C3 double bound and
adjacent to 4-oxo function in C-ring, responsable for delocation from the B-ring and (c) the
presence of both 5- and 7- hydroxyl groups in A-ring with 4-oxo function in C-ring for
maximal radical-scavenging capacity and strongest radical absorption (Rice-Evans, Miller
& Paganga, 1996). The absence or substitution of some of these structural characteristics
causes the lowering or loss of antioxidant activity. Pelargonidin-3-glycoside, the major
anthocyanin found in strawberries, lacks these structural features, and this could be the

reason by which strawberry anthocyanins seems to show a low contribution to TAA.
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3.5 Storage time effects in color

Lightness (Figure 1a), redness (figure 1b) and saturation (Figure 1c) decreased 15%,
16.3% and 20.7%, respectively, in frozen pulps after 30 days of storage, and remained the
same until 120 days. An increase in lightness of 13.4% between 30 and 60 days was
observed in jams, but no changes occurred in C*. An increase of 19.7% in redness was
noticed for jams between 90 and 120 days. Color characteristics in strawberries frozen
pulps have been scarcely reported. Torreggiani (1999) evaluated frozen strawberry juices
stored at -10°C and reported no changes in L* until the fourth month. Authors also
observed significant decrease in H° and increase in C* after 8 months. According to
Gossinger et al. (2009), an increase in C* is due to copigmentation (interactions of
anthocyanins with polyphenols). Copigmentation is associated with color stability and has
a hyperchromic effect, causing a bathochromic shift (higher absorption maximum), which
results in a violet appearing product. This effect, however, did not happen in the present
study for any of the products.

For jams, Garcia-Viguera et al. (1999) reported small changes in a* values in the products
stored at 20°C for 200 days in the darkness. Wojdyio et al. (2008) found average L* values
of 36.31 and 33.24, in Senga Sengana and Elkat strawberry jams, respectively. These
values are higher then those found in the present study (27.84+2.95). After six months of
storage at 4°C, Senga Sengana jams were significantly darker, but no changes were

verified for jams made with Elkat stawberries in the same period.



191

Figure 1 Color and antioxidant variables in ‘Camino Real’ strawberries jams and frozen pulps,
stored for 120 days. Variables are (a) Lightness, (b) Hue angle - redness, (¢) Chroma - saturation,
(d) Total phenolic compounds (TPC), (e) Total Anthocyanins (ANT), (f)Total Ellagic Acid (TEA), (9)
vitamin C, (h) DPPH-TAA and (i) FRAP-TAA. Treatments are: Frozen pulp () and jam (o).
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Ngo et al. (2007) evaluated color changes of jams made from Totem genotype
strawberries during storage at 10°C, 21°C, and 38°C for 9 weeks. The major increase in H°
value occurred within the first 3 weeks of storage at 38°C whereas it took 9 weeks for
changes in H°® to become obvious at 21°C. At the same temperature, L* was higher after 3
weeks but a slight decrease in this variable was noticed until the end of storage time.
Although trends of changes were similar, it is important to notice that the values of L*, C*
and H° found by Ngo et al. (2007) using the ColorQUEST instrument (L* = 3.47 + 0.31, C*

=12.46 + 0.59 and H° = 12.46 + 0.87) were different from those found in this work.

3.6 Storage time effects in antioxidants

No significant were observed in TPC (Figure 1d) during storage of frozen pulps and jams.
Although no changes in total anthocyanins were noticed in strawberry pulps during
storage, the content in jams after 120 days was 1.9-fold lower (Figure 1e).

No significant Pearson correlation was found between anthocyanins and L* or H°, but both
correlation coefficients were significantly different of 0 between anthocyanins and C*
(Table 2). Linear relationships between color data and pigments concentration are difficult
to obtain. Degradation of free anthocyanins does not have an immediate impact on

changes in visual color of products (Skrede, Wrolstad, Lea & Enersen, 1992).

Table 2 Pearson correlation matrix
L HUE C VITC TPC ANT DPPH FRAP TEA

L 1 0,696 0,927 0,836 0,364 0264 0444 0,788 0,467
HUE 0,696 1 0,626 0,656 0,204 -0,221 0,490 0,642 0,184
C 0,927 0,626 1 0,755 0,482 0,403 0,358 0,705 0,398
VITC 0,836 0,656 0,755 1 0,194 0,033 0,470 0,900 0,655
TPC 0,364 0,204 0,482 0,194 1 0,305 0,511 0,280 -0,039
ANT 0,264 -0,221 0,403 0,033 0,305 1 -0,139 -0,038 0,245
DPPH 0,444 0490 0,358 0,470 0,511 -0,139 1 0,621 0,053
FRAP 0,788 0,642 0,705 0,900 0,280 -0,038 0,621 1 0,498
TEA 0,467 0,184 0,398 0,655 -0,039 0,245 0,053 0,498 1

Black values are significantly different from 0 (p<0.05)
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A significant decrease of 21.7% in TEA (Figure 1f) occurred between 90 and 120 days of
storage for frozen pulps. TEA in jams were 26.8% lower after 30 days, but remained stable
after this period until the end of storage.

Mullen et al. (2002) investigated how freezing and storage affected ellagitannins of red
raspberries. Processing caused increases in ellagitanins and ellagic acid. However, a
decline of 14-21% in ellagic acid content was observed during storage at -30°C for 12
months. Hakkinen, Karenlampi, Mykkanen & Térronen (2000) reported a decrease of 40%
in ellagic acid of strawberries stored at -20°C for 9 months.

Vitamin C in frozen pulps decreased 12.5% after 30 days of storage. No further signficant
differences were verified after each 30 days, but overall loss of vitamin C in jams after 120
days of storage was 19.2%. Vitamin C in jams seemed to be stable during dark storage, if
compared month by month. The most significant loss was noticed along the first 60 days of
storage (Figure 19).

DPPH-TAA was 44.8% lower in frozen pulps after 30 days. For jams, it was observed a
reduction of 19.1% in the same period. However, it is worth to observe that no differences
existed among antioxidant activity of jams at 0, 90 and 120 days of storage (Figure 1h). A
loss of 14.9% FRAP-TAA was found between 0 and 30 days for frozen pulps and no
changes has occurred along storage of jams for this variable (Figure 1g).

Wicklund et al. (2005) evaluated TAA of several strawberry cultivars jams stored at
different conditions for 3 months. FRAP values found by these authors were much higher
than those found in this work, being those values close to 130umol ferrous sulphate.g
'FW. FRAP stability observed by those authors was cultivar and storage temperature

dependent. Light did not affect TAA or other studied variables of stored jams.
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Wojdyio et al. (2008) did not find changes in DPPH-TAA of ‘Senga Sengana’ strawberry
jams before and after 6 months of storage, whist for ‘Elkat’ jams DPPH-TAA was about
28.6% lower at the same time range. For FRAP-TAA, expressed in trolox equivalent, a
decrease of 16% and 11% was reported for ‘Senga Sengana’ and ‘Elkat’ jams,
respectively.

Although some changes in phenolics and vitamin C were noticed, the amounts of TPC and
vitamin C for frozen pulps and jams during 120 days of storage can still be taken into
account in both products to decide if they are in fact good sources of antioxidants.

Dietary Reference Intakes (DRI) for vitamin C (NAS, 2000) is nowadays 75mg for adult
females and 90mg for males. One serving of ‘Camino Real’ frozen pulp (100g) from this
study, frequently consumed as one glass of home made nectar, would provide from 81 to
97% of daily intake for females and from 67.4 to 81% for males, during 120 days of shelf
life. One serving of ‘Camino Real’ strawberry jam (20g) presented contents to provide 16.5
to 19.3% and 13.7 to 16.1% of daily intake of vitamin C for females and males,
respectively. It is important to consider the differences found for vitamin C for raw
materials, which seemed to be more important than processing for nutrional characteristics
and antioxidant contents in the case of frozen pulps and jams. It is also worth to note that
one serving of this jam supplies about 11.5g of sugar. This intake must be considered into
the limits of recommended daily intake for sugar, in a context of health eating. In WHO
Technical Report series 916, it is recommended that this daily intake could not supply
more than 10% of total calories intake (WHO, 2003).

According to Arabbi, Genovese & Lajolo (2004) the average daily ingestion of flavonoids
by Brazilian population is about 60 to 106 mg/day. One serving of ‘Camino Real’

strawberry jam provided content close to 45-47mg of TPC. One serving of frozen pulp
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presented TPC concentration of approximatelly 232-245mg. It is worth to consider that
TPC are composed by flavonoids and phenolic acids. The relation between the contents of
total flavonoids and TPC in seven cultivars of strawberries studied by Pinto et al. (2008)

ranged from 11% to 18%.

3.7 Multivariate analysis

The differences between strawberry raw materials, processed products and storage time
were emphasized during principal component analysis (PCA). Two main principal
components (PC) (Figure 2) accounted for 71.95% of the total variability, being PC1

(55.46%) and PC2 (16.49%).

Biplot ( PC1 e PC2: 69,76 %)

PC2 (16,44 %)

i * RW_P
& .
DPPH HUE PO

PCA (53,32 %)

Figure 2 Principal Component Analysis of ‘Camino Real’ strawberries frozen pulps (P) and jams
(J), stored for 120 days, and their raw materials (RM_P and RM_J). Variables: L*; H°; C*; TPC-
total phenolic compounds, gallic acid equivalent; TA-total anthocyanins, pelargonidin—3-glycoside
equivalent; TEA-total ellagic acid; VITC-total vitamin C; total antoxidant activity by DPPH, BHT
equivalent and FRAP, ferrous sulphate equivalent. Treatments are frozen pulp () and jam (o).

PC1 is primarily responsible for the differences in L*, C*, vitamin C and FRAP-TAA. PC2 is

related to differences in anthocyanins, TEA, H° and DPPH assay. When cluster analysis
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was performed, three groups were built. Considering the main characteristics of each
cluster (determined by the clusters centroids) it is possible to observe that cluster 1 (raw
material for pulps and pulps at time 0) are associated to the highest levels of L*, C*, H°,
TPC, vitamin C, DPPH-TAA and FRAP-TAA. Cluster 2 (jams raw material and all pulps
from 30 to 120 days of storage) are characterized primarly by the highest contents of
anthocyanins and TEA and by the lowest DPPH antioxidant activity. The main attributes of
cluster 3 (all the jams) are the lowest levels of antioxidant and color variables, with
exception of DPPH assay, although value is very close to that of cluster 2. PCA confirmed
best antioxidant characteristics of raw materials for frozen pulps, which could have
influenced the best antioxidant qualities of this product.

Wojdyio et al. (2008) also performed PCA in their study with jams and observed, using
biplot graphic, that samples could be distinguished in terms of proanthocyanins and
antioxidant activity by ABTS, DPPH and FRAP assays whereas other samples were

balanced for anthocyanins and ellagic acid.

4 Conclusions

‘Camino Real’ can be considered a good cultivar for frozen pulp and jam processing.
Processing affected L*, C* and TEA contents in pulps, but all color variables, TPC,
anthocyanins and TEA contents changed during jam processing. Color variables, TPC and
TAA variables were more stable along storage if compared to other studied variables.
Significant differences were found mainly after 30 days of storage. Raw material
characteristics seemed to play a more important role in product quality variables than the
sort of processing, for most variables. Although one serving of frozen pulp provided higher

contents of antioxidants, jam can also be an interesting source of vitamin C and TPC in the
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Brazilian diet, considering that processing and storage did not affected drastically their
contents and antioxidant activities. If richer raw materials are used in jam production, it is
possible that one serving of the product can contain considerably higher levels of

antioxidants, mainly concerned to vitamin C concentrations.

Acknowledgments
Thanks to the strawberry grower José Ricardo Aléscio, for supllying the strawberries used
in the study. To PPPG / UCB, National Council of Science and Technology (CNPq),

Embrapa Vegetables and Ministry of Science and Technology, for the financial support.

5 References

Amakura, Y.; Umino, Y.; Tsuji, S.; Tonogai, Y. (2000). Influence of Jam Processing on the
Radical Scavenging Activity and Phenolic Content in Berries. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 48, 6292-6297.

Arabbi, P.R., Genovese, M.I., Lajolo, F.M. (2004) Flavonoids in vegetable foods commonly
consumed in Brazil and estimated ingestion by the Brazilian population. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 52, 1124-1131.

Bakkalbai; E.; Mente O.; Artik N. (2009) Food Ellagitannins — Occurrence, Effects of
Processing and Storage. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 49, 283—298.
Brunini, M.A.; Durigan, J.F.; Oliveira, A.L. (2002). Avaliagao das alteragdes em da polpa
de manga ‘Tommy-Atkins’ congeladas. Revista Brasileira de Fruticultura, 24 (3), 651-653.
Cordenunsi, B.R.; Genovese, M.I. ; Nascimento, J.R.O.; Hassimoto, N.M.A.; Santos, R.J.;
Lajolo, F.M. (2005). Effects of temperature on the chemical composition and antioxidant

activity of three strawberry cultivars. Food Chemistry, 93 (1), 113-121.



198

Downing, D.L. (1996). Preserves (jams), jellies and related products. In: A complete
course in canning and related processes—book IlI processing procedures for canned food
products. 13th ed. Baltimore, Maryland: CTI Publications, Inc. p 385— 426.

Garcia-Viguera, C., Zafrilla, P., Romero, F., Abellan, P., Artes, F.; Tomas-Barberan, F.A.
(1999). Color stability of strawberry jam as affected by cultivar and storage temperature.
Journal of Food Science, 64(2), 243-247.

Gossinger, M.; Moritz, S.; Hermes, M.; Wendelin, S.; Scherbichler, H.; Halbwirth, H.; Stich,
K.; Berghofer, E. (2009). Effects of processing parameters on color stability of strawberry
nectar from puree. Journal of Food Engineering, 90, 171-178.

Hakkinen S.H., Karenlampi S.0O., Mykkanen H.M., Torréonen A.R. (2000). Influence of
domestic processing and storage on flavonol contents in berries. Journal of Agriculture
and Food Chemistry, 48, 2960—-2965.

Halvorsen, B.L.; Holte, K.; Myhrstad, M.C.W.; Barikmo, |.; Hvattum, E.; Remberg, S.F.;
Wold, A.; Haffner, K.; Baugerod, H.; Andersen, L.N.; Moskaug, J.O.; Jacobs, D.R;
Blomhoff, R.A (2002). Systematic Screening of Total Antioxidants in Dietary Plants.
Journal of Nutrition, 132, 461471,

Kirka, A.; Ozcan, M.; Lu, C. (2007). Storage stabillity of strawberry of jam color enhanced
with black carrot juice concentrate. Journal of Food Processing and Preservation, 31, 531—
545.

Klopotek, Y., Otto K.; Bohm, V. (2005). Processing strawberries of different products alters
content of vitamin C, total phenolics, total anthocyanins, and antioxidant capacity. Journal
of Agriculture and Food Chemistry, 53, 5640-5646.

Lee, K.S.; Kader, A.A. (2000). Preharvest and postharvest factors influencing vitamin C

content of horticultural crops. Postharvest Biology and Technology, 20, 207-220.



199

Meyers, K.J.; Watkins, C.B.; Pritts, M.P.; Liu, R.H.(2003). Antioxidant and Antiproliferative
Activities of Strawberries. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 51 (23), 6887-6892.

Mullen W., McGinn J., Lean M.E.J., MacLean M.R., Gardner P., Duthie G.G., Yokota T.,
Crozier A. (2002). Ellagitannins, flavonoids, and other phenolics in red raspberries and
their contribution to antioxidant capacity and vasorelaxation properties. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 50, 5191-5196.

National Academy of Sciences.Institute of Medicine. Food and Nutrition Board. (2000).
Dietary Reference Intakes for Vitamin C, Vitamin E, Selenium, and Carotenoids. Available:

http://www.nal.usda.gov/fnic/DRI//DRI Vitamin C/vitamin c full report.pdf. Acessed

march, 2009.

Ngo, T., Wrolstad, R.E., Zhao, Y. (2007). Color quality of Oregon strawberries—Impact of
genotype, composition, and processing. Journal of Food Science, 72, C25-C32.

Nunes, M.C.N.; Brecht, J.K.; Morais, AM.M.B.; Sargent, S.A. (1995). Physical and
chemical quality characteristics of strawberries after storage are reduced by a short delay
to cooking. Postharvest Biology and Technology, 6, 17-28.

Pinto, M.S.; Lajolo, F.M.; Genovese, M.l. (2008). Bioactive compounds and quantification
of total ellagic acid in strawberries (Fragaria x ananassa Duch.). Food Chemistry, 107,
1629-1635.

Rices-Evans, C.A.; Miller, N.J.; Paganga, G. (1996) Structure-antioxidant activity
relashionships of flavonoids and phenolic acids. Free Radical Biology & Medicine, 20 (7),

933-956.

Rufino, M.S.M.; Alves, R.E.; Brito, E.S.; Morais, S.M.; Sampaio, C.G.; Jimezes-Perez, J.;
Saura-Calixto, F.D. (2006). Metodologia Cientifica: Determinagdo da Atividade

Antioxidante Total em Frutas pelo Método de Redugdo do Ferro (FRAP). Fortaleza:



200

Embrapa Agroindustria Tropical, Available:

<www.cnpat.embrapa.br/home/down/index.php?pub/cot _125.pdf>

Rufino, M.S.M.; Alves, R.E.; Brito, E.S.; Morais, S.M.; Sampaio, C.G.; Jimezes-Perez, J.;
Saura-Calixto, F.D. (2007). Metodologia Cientifica: Determinagdo da Atividade
Antioxidante Total em Frutas pela Captura do Radical Livre DPPH. Fortaleza: Embrapa
Agroindustria Tropical. Available:

www.cnpat.embrapa.br/home/down/index.php?pub/Cot 127.pdf

Shaw, D.V.; Larson, K.D. (2002). Strawberry Plant named ‘Camino Real’. United States
Plant Patent. Patent no. US PP13,079P2. Oct. 15, 2002. Available at
www.freepatentsonline.com/PP13079.html

Shin, Y., Liu R.H., Nockc, J.F.; Holliday, D., Watkins, C.B. (2007). Temperature and
relative humidity effects on quality, total ascorbic acid, phenolics and flavonoid
concentrations, and antioxidant activity of strawberry. Postharvest Biology and
Technology, 45, 349-357.

Singleton, V.L., Orthofer, R., Lamuela-Raventos, R.M. (1999) Analysis of total phenols and
other oxidation substrates and antioxidants by means of Folin-Ciocalteu reagent. Methods
in Enzymology, 299, 152-178.

Skrede, G., Wrolstad, R.E., Lea, P. Enersen, G. (1992) Color stability of strawberry and
blackcurrant syrups. Journal of Food Science. 57(1), 172— 177.

Torreggiani, D. (1999). Modification of glass transition temperature through carbohydrates
addition: effect upon color and anthocyanin pigment stability in frozen strawberry juices.

Food Research International, 32, 441-446, 1999.



201

Wicklund, T.; Rosenfeld, H.J.; Martinsen, B.K.; Sundfor, W.; Lea, P.; Bruun, T.; Blomhoff,
R.; Haffner, K. (2005). Antioxidant capacity and color of strawberry jam as influenced by
cultivar and storage conditions. Food Science and Technology, 38, 387-391.

WHO Technical Report Series 916. Diet, Nutrition and the Prevention of Chronic Diseases,
Geneva, 2003. Report of a Joint FAO/WHO expert consultation.

Wojdyio, A.;Oszmiajski, J.; Bober, I. (2008).The effect of addition of chokeberry, flowering
quince fruits and rhubarb juice to strawberry jams on their polyphenol content, antioxidant
activity and color. European Food Research and Technology, 227:1043—-1051.

Zafrilla, P., Ferreres, F., Tomas-Barberan F.A. (2001) Effect of processing and storage on
the antioxidant ellagic acid derivatives and flavonoids of red raspberry (Rubus idaeus)

jams. Journal of Agriculture and Food Chemistry, 49, 3651-3655.



202

CONCLUSAO

Morangos ‘Osogrande’ e ‘Camino Real’, produzidos do Distrito Federal, podem ser
considerados boas fontes de antioxidantes por fornecerem mais da metade do valor de
ingestdo diaria recomendada de vitamina C em 100 gramas do produto e por
apresentarem, na mesma por¢ao, quantidade de compostos fendlicos que superam a
ingestdo estimada de flavonoides pela populagao brasileira. Foram observadas algumas
variacées em relacdo aos valores encontrados na literatura, principalmente no que diz
respeito aos teores de antocianinas, vitamina C e acido elagico de morangos ‘Osogrande’,
nao tendo sido encontrados dados para morangos ‘Camino Real’. Com relacdo a
comparagao entre as cultivares avaliadas, maiores teores de antocianinas e de vitamina C
e menores teores de fendlicos totais foram verificados para morangos ‘Camino Real'.
Embora frutos maduros sejam em geral mais atraentes, a atividade antioxidante € mais
elevada no estagio ¥ maduro. Neste mesmo estagio, observaram-se maiores teores de
fendlicos totais, acido elagico total e de vitamina C, para ambas as cultivares.

Os frutos cultivados no Distrito Federal sdo, em geral, de boa qualidade inicial.
Todavia, a velocidade de deterioracdo observada foi muito elevada e pacotes
tecnolégicos de produgdo, para minimizacdo deste problema, precisam ser adotados
pelos produtores da regiao.

Ficou evidente a importancia da temperatura de armazenamento, quando sao
comparados resultados obtidos a 5 e a 15°C, sendo que a temperatura mais baixa
acarretou leve reducao nas taxas de deterioragcao. O aumento dos teores de antioxidantes
a 15° C ndo pode ser visto como uma vantagem, uma vez que a maior concentragao
desses compostos esta diretamente relacionada ao aumento do percentual de frutos com

fungos e a perda de massa por desidratagao. Mais estudos precisam ser conduzidos para
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avaliagao da associagao de novas tecnologias pés-colheita, associadas a refrigeracao,
para que se possa estender a vida de prateleira dos morangos in natura e garantir a
segurancga sanitaria. A queda da qualidade foi mais rapida para morangos ‘Camino Real’.
Por esse motivo, o processamento de frutos dessa cultivar foi avaliado como forma
alternativa de reducao das perdas pds-colheita e manutencao da qualidade nutricional.

Nenhuma das formas de processamento resultou em alteragcbes drasticas em
nenhum dos nutrientes. Os compostos mais afetados foram as antocianinas, sobretudo
durante o armazenamento de geleia. Houve uma grande diferengca nos teores de
antocianinas, vitamina C e acido elagico entre as matérias-primas. Vale destacar que os
materiais foram colhidos em épocas diferentes e os morangos colhidos no pico da safra,
usados para o processamento de geleia, estavam mais maduros. Logo, o estagio de
maturacgao e as diferengas nas condi¢des ambientais observadas entre julho e setembro
de 2008 sao as provaveis causas da variagdo observada. Essas diferencas foram
refletidas na composicdo dos produtos processados e parece que a diferenca, entre os
produtos, esta mais relacionada as diferengas entre os materiais processados do que
entre as operacodes de transformacao a que estes foram submetidos.

Apesar disso, concluiu-se que as polpas e as geleias processadas a partir de
morangos ‘Camino Real’ fornecem quantidades relevantes de vitamina C e de compostos
fendlicos, de acordo com as recomendagdes de ingestdo preconizadas atualmente.
Todavia, mais estudos in vivo precisam ser conduzidos, para definir a dose e a porcao
correspondente de cada produto, necessarias para exercer uma determinada propriedade
de saude, conferindo a estes produtos o direito de alegacdo desta propriedade. E
importante notar que uma por¢cao de 20 gramas de geleia fornece aproximadamente

11,59 de agucar. Essa ingestdo deve ser considerada dentro dos limites maximos
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tolerados de consumo de acucar, dentro de um contexto de habitos alimentares
saudaveis.

A agregacao de valor a produgao de morangos na forma de produtos processados
colabora para a redugao das perdas poés-colheita e do desperdicio de alimentos,
fortalecendo a cadeia produtiva. A reducao das perdas por meio do processamento pode
estimular a producdo e aumentar a disponibilidade, também, de produtos in natura a
precos mais acessiveis, gragas ao aumento da oferta. A geracdo de emprego e renda
para o pequeno produtor € de extrema importancia no cenario da Politica Nacional de
Alimentacdo e Nutrigdo, em que se busca a seguranga alimentar por meio do
fortalecimento da agricultura familiar, e o aumento da disponibilidade de frutas e

hortalicas, alimentos saudaveis, para toda a populacédo, em diversas formas de consumo.
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ANEXOS
ANEXO 1. MODELO DE FICHA DE AVALIAGAO SENSORIAL
Adaptado de Shin et al. (2007) Temperature and relative humidity effects on quality, total

ascorbic acid, phenolics and flavonoid concentrations, and antioxidant activity of
strawberry. Postharvest Biology and Technology, 45, 349-357.

Nome:
Data:

Por favor, avalie cada bandeja de morango e dé a nota que mais reflita a qualidade
global do produto de acordo com a escala abaixo:

1 — INACEITAVEL (> 50% da superficie mostrando injuria ou descoloragéo)
2 — RUIM (20-50% da superficie afetada)

3 — ACEITAVEL (5-20% da superficie afetada)

4 — BOM (até 5% de superficie afetada)

5 — EXCELENTE (sem injurias ou descoloragdes)

Codigo da amostra NOTA

467

283

821

165

347

509

136

790

354

492

656

078
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ANEXO 2 ANALISE DE UMIDADE PELO METODO DA ESTUFA

Fonte: A. O. A. C. Method 16192. Official Methods of Analysis. Washington: Sidney
Willians, 1980.

Material:
Capsula de aluminio com tampas
Dessecador
Estufa — 103 °C a 105 °C
Balanca analitica
Tenaz metalica
Espatula de pesagem

Procedimento

Retirar, com o auxilio da tenaz metalica, as capsulas de aluminio que
permaneceram na estufa, por 2 h, a 103 °C-105 °C.

Esfriar em dessecador por 15 minutos.

Pesar as capsulas em balanga analitica (4 casas) e anotar o peso.

Pesar cerca de 5 g de amostra em cada capsula e anotar o peso da amostra umida
+ peso da capsula.

Levar as capsulas a estufa, a 103 °C-105°C, por 2 h, ou a estufa a vacuo, até peso
constante.

Tirar as capsulas da estufa e esfria-las em dessecador por 15 minutos.

Pesar e anotar os dados.

Repetir a operacao até obter peso constante da amostra. A diferenga entre duas
pesagens pode ser de 0,0005.

Obs.: Nao tocar as capsulas com as méos, pois as particulas de gordura poderao
ficar impregnadas, dando erro de resultado. Utilizar sempre a tenaz metalica.

Calculos

% Umidade= [(Pi— Pf) x 100] / Pa

Pi = peso da capsula + peso da amostra umida (peso inicial em gramas)

Pf = peso da capsula + peso da amostra seca (peso final em gramas)

Pa = peso da amostra umida em gramas

Expressao dos resultados: gramas de umidade/100 gramas de amostra ou % de
umidade
Porcentagem de sodlidos totais (ST): % ST = 100 - % Umidade
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ANEXO 3 ANALISE DE ACIDEZ TOTAL TITULAVEL

Fonte: Shin et al. (2007) Temperature and relative humidity effects on quality, total
ascorbic acid, phenolics and flavonoid concentrations, and antioxidant activity of
strawberry. Postharvest Biology and Technology, 45, 349-357.

Material
Béqueres de 100mL
Dessorador
Espatula
Baldes de 100 mL
Béqueres de 250 mL

Procedimento

Preparar de solugdo NaOH a 0,1N (padronizar).

Espremer o fruto em dessorador de queijo, apertando com as méos.

Pipetar (pipeta automatica) 5mL de suco, colocar em baldo de 100mL.

Anotar o peso do suco (fazer 3 analises de cada bandeja, triplicata).

Completar o baldo com agua destilada.

Transferir para béquer e titular sob agitagdo magnética até o pH 8,2, usando NaOH
0,1 N.

Anotar o volume gasto de NaOH.

Calculo da acidez titulavel:
%TA=(mL NaOH * N (NaOH) * 0.064) / m de suco (g) *100,

em que:
mL NaOH - volume gasto de NaOH
N NaOH — normalidade de NaOH
M de suco — massa dos 5mL de suco, em gramas

0,064: equivalente a massa do acido citrico, acido organico predominante no morango
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ANEXO 4 ANALISE DE VITAMINA C TOTAL
Fonte: NUNES, M.C.N.;, BRECHT, J.K., MORAIS, AM.M.B.;, SARGENT, S.A.
Physical and chemical quality characteristics of strawberries after storage are reduced by

a short delay to cooking. Postharvest Biology and Technology, 6: 17-28, 1995.

Material:
Homogeneizador de amostra
Espectrofotdmetro
Centrifuga refrigerada
Vortex
Tubos falcon de 50mL
Espatula
Béquer de 100mL
Tubos de ensaio de 15mL
Bolas de gude para tampar tubos de ensaio
Pipetas automaticas (1mL, 10mL, 100uL)

Solugoes:

1. Mistura acida (MA):

HPO3 (acido metafosférioco) 6% contendo acido acético 2N

60 g de acido metafosforico (HPO3) —> Triturado com martelo. A pedra fica
envolvida em organza ou plastico.

120 g (= 115,3 mL) de acido acético glacial (MM = 60,05; 99,7% w/w)

Agua destilada (Vf = 1 L) (colocar 4gua, mesmo sem completar p/ dissolver o &c.
Metafosférico)

Armazenar na geladeira por 7-10 dias.

2. 2.6 diclorofenolindofenol (DCPIP) 0,2%

200 mg de DCPIP

Agua destilada (Vf =100 mL)

Filtrar se necessario e armazenar em frasco escuro na geladeira

3. Tioureia 2% em HPO3 5%

4 g de tioureia

10 g de acido metafosférico

Agua destilada (Vf = 200 mL)

Dissolver o HPO3 em agua destilada, acrescentar a tiouréia e misturar.
Armazenar em frasco escuro na geladeira por até 2 meses.

4. Dinitrofenilhidrazina (DNPH) 2% em H2SO4 9N

2,35 g de DNPH (MM = 198,14)

44,14 g de H2SO4 (MM = 98,08; 95 a 98% w/w)

Em um banho de gelo, dissolver o DNPH em H2SO4 devagar.

Completar o volume cuidadosamente (pela parede) com agua destilada até 100
mL. = (Se fizer uma nuvem branca é por causa do H2SO4, o ideal é centrifugar)
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Colocar bacia com gelo em cima de um agitador magnético na capela. Colocar o
béquer (100mL, 50mL) com H,SO4 e a bailarina. Adicionar DNPH aos poucos.

A solugéo pode ser clareada com filtragdo ou centrifugagcédo e armazenada por 2
semanas.

5. H.SO4 90%

450 mL de H2S0O4 + 50 mL de agua destilada)

6. Solucao padrao de acido ascérbico (AA)

100 mg de acido ascorbico em 100 mL de mistura acida. Preparar na hora do uso.
Curva de Calibragao

Diluigao da solucao padréo:

5 ug AA/mL = 50uL de AA + 9,95 mL de MA

10 ug AA/mL = 100uL de AA + 9,9 mL de MA

20 ug AA/mL = 200uL de AA + 9,8 mL de MA

30 ug AA/mL = 300uL de AA + 9,7 mL de MA

Procedimento

Pesar 1g do tecido fresco e misturar com 19mL de MA.
Centrifugar a 15,000 rpm por 20 minutos, a 4°C, e filtrar o sobrenadante.
Pipetar 1 mL, adicionar 50uL (1 gota) de DCPIP 0,2%, agitar e incubar a temperatura
ambiente por 1 hora.
Adicionar 1 mL de tiouréia 2% e agitar bem.
Adicionar 0,5 mL de DNPH 2% (exceto no branco), misturar, tampar com bola de gude e
deixar em banho-maria, a 60°C, por 3 horas (exceto o branco).
Colocar em banho de gelo e adicionar cuidadosamente 2,5 mL de H,SO4 gelado (inclusive
no branco) e agitar, para dissolver o osazone (calor destroi DHA-osazone junto com
osazones interferentes).
Adicionar 0,5 mL de DNPH 2% ao branco e agitar.
Ler a absorbancia a 540 nm a temperatura ambiente.
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ANEXO 5 ANALISE DE FENOLICOS TOTAIS

Fonte: Fonte: Shin et al. (2007) Temperature and relative humidity effects on quality, total
ascorbic acid, phenolics and flavonoid concentrations, and antioxidant activity of
strawberry. Postharvest Biology and Technology, 45, 349-357.

Material

Rotaevaporador

Homigeneizador de amostras

Espectrofotdbmeto com cubetas

Bomba de vacuo

Kitassato

Filtros whatman #1

Balao de rotaevaporacao

Tubos de ensaio

Pipetas automaticas com ponteiras (100uL, 1mL, 10mL)

Solugoes
1. Acetona 80%
Com auxilio de uma proveta, medir 800mL de acetona e transferir para um baldo de
1L. Completar o volume com agua destilada

2. Solugao de carbonato de sédio a 7,5%

Pesar em um béquer de 100mL 7,5g de carbonato de sodio. Transferir para um baléao
de 100mL com auxilio de 1 funil e de agua destilada. Lavar o béquer 3 vezes com
pequenas progdes da agua destilada. Completar o volume.

Preparo do Extrato

Pesar 10 g da amostra (morango)

Homogeneizar com 100 mL de acetona a 80% em béquer alto usando filme PVC

Filtrar com papel filtro n°1 em funil de vidro

Rotaevaporar por +/- 20 a 30min

Retirar do baldo e colocar a amostra em falcon

Levar para congelar no -80°C

Liofilizar as amostras ~2 a 3dias

Retirar do liofilizador, completar o volume do falcon para 10 mL com agua destilada
em baldo volumétrico

Congelar a -80°C

Analise de Fendlicos Totais
Diluir o reagente Folin-Ciocalteu 1:10
Diluir a amostra 0,2 mL (0,0050ul do extrato + 195ul de agua)
Pipetar 0,2 mL da amostra diluida
Pipetar 1 mL da solug¢ao Folin em cada repeticdo e no branco
Incubar por 1 minuto
Adicionar 0,8 mL de carbonato de sodio a 7,5%
Incubar por 2 horas a temperatura ambiente.
Ler a absorbancia a 765nm.
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ANEXO 6 ANALISE DE ANTOCIANINAS TOTAIS

Fonte: Shin et al. (2007) Temperature and relative humidity effects on quality, total
ascorbic acid, phenolics and flavonoid concentrations, and antioxidant activity of
strawberry. Postharvest Biology and Technology, 45, 349-357.

Material

Balanca analitica
Espectrofotdbmetro com cubetas
Homogeneizador de amostras
Centrifuga refrigerada

Béquer de 600mL

Proveta de 50mL

Solugao

1.Metanol 0,5% HCI
Com o auxilio de 1 pipeta de vidro de 1mL, medir 0,5 mL de HCI e transferir para baldo de
100mL. Completar o volume com metanol.

Antocianinas no morango e na polpa
Preparar solugdo de metanol contendo HCI (0,5%, v/v)
Pesar 5 gramas de morango congelado
Triturar sob nitrogénio gasoso.
Pesar um grama de amostra e adicionar a 19mL de metanol contendo HCI (0,5%,

v/v)
Deixar a 4°C por 60 minutos
Centrifugar a 17600 g por 15 min a 4°C
Ler a absorbancia do sobrenadante a 515nm
Calculo:
Antocianinas monomeéricas (mg/Kg) = A x PM x FD x 1000,
(ex1)
em que:

A = Absorbancia; PM = peso molecular

FD = Fator de diluigao; € = absortividade molar

A concentragao final de antocianinas (mg/kg) é calculada com base no volume de
extrato e peso da amostra. Expressa-se em cianidina —3-glicosidio (PM=433,2 e
€=36000).

Antocianinas da Geleia
Preparar solugao de metanol contendo HCI (0,5%, v/v)
Pesar um grama da geleia e adicionar a 19mL de metanol contendo HCI (0,5%, v/v)
Deixar a 4°C por 24 horas
Seguir o restante do procedimento para morango e polpa.
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ANEXO 7 ANALISE DE ACIDO ELAGICO TOTAL

Fonte: Pinto et al. (2008). Bioactive compounds and quantification of total ellagic acid in
strawberries (Fragaria x ananassa Duch.). Food Chemistry, 107: 1629-1635.

Materiais:

Béquer de 200mL

Kitassato envolto em papel aluminio

Papel de filtro quantitativo

Baldo de rotaevaporagao (colocar nome no alto pois a glicerina tira a tinta da
caneta)

Pipeta de 5mL com péra

Tubo falcon

Espatula

Uma tira média e uma pequena de parafilm

Eppendorf

Funil de plastico pequeno

Identificar tudo o que for necessario antes de comecar. Pegar, ainda:

1 funil para kitassato

1 proveta de 100mL para acetona

2 béqueres e 2 pipetas de 5mL e pera para o TFA e para o metanol (deixar tudo na
capela, com estes reagentes)

Tenaz metalica

Tesoura

Caneta de retroprojetor

Béquer de 500mL para banho de gelo

Solugodes: ]
1. Solucéo de Acido Trifluoracético - TFA 2N:
Medir 77,041mL de TFA e completar o volume para 500mL com agua ultrapura.

2. Solugao de acetona 80%
Medir 800 mL de acetona e completar o volume para 1L com agua ultrapura.

Procedimento:

Ligar banho a 60°C

Ligar banho com glicerina a 120°C com refluxo

Fazer gelo

Preparar 1 litro de acetona 80% para cada 10 amostras.

Pesar amostra liofilizada (0,5g, anotando peso exato) no béquer

Adicionar 50mL de acetona 80%

Bater no polytron em banho de gelo

Levar para a camara fria por 1 hora

Filtrar a vacuo

com espatula, raspar amostra do papel de filtro para o béquer

Adicionar 25mL de acetona, escorrendo sobre o papel de filtro para ajudar a voltar
a amostra para o béquer

Bater no polytron em banho de gelo por 1 minuto
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Filtrar usando o mesmo papel de filtro e repetir (25mL de acetona e bate de novo,
filtra, o papel de filtro deve estar branco apés a 32. Extracdo. Importante: o kitassato fica
sempre na camara fria se precisar aguardar

Pipetar 2mL de extrato no baldo de rotaevaporacdo. Guardar 10mL em flacon
identificado e guarda no ultrafreezer imediatamente. Se precisar descongelar, transferir
para camara fria.

Secar os 2mL que estdo no baldo com nitrogénio gasoso (valula do cilindro abre
em sentido anti-horario e do regulador em sentido horario. FECHAR ambas assim que
acabar de secar cada amostra!)

Adicionar 2mL de TFA 2N (colocar solugdo aos poucos num béquer e manter
tampado com placa de petri)

Levar para hidrolise a 1200C com refluxo. Usar tenaz metalica para colocar e tirar o
baldao do banho de glicerina

Lavar o baldo no banho a 60°C.

Levar para rotaevaporar a 90°C ou mais, colocar saco preto sobre o baldo para
proteger da luz.

Quando estiver sem seco mas sem queimar, retirar o baldo e adicionar 1mL de metanol,
com ajuda de um funil transferir para o eppendorf e guardar no ltrafreezer. Quando for
analisar, descongelar na CF, filtrar em milipore 0,22um, transferir o extrato para um vial.

Determinagao em CLAE
Solvente A: agua: tetrahidrofurano:acido trifluoracético (98:2:0,1)
Solvente B: acetonitrila, fluxo 1,0 mL/min e absorbéancia de 260nm.

Gradiente

Tempo 0 a2 min: 17% B
Tempo 2 a 7 min: 25% B
Tempo 7 a 15 min: 35%B
Tempo 15 a 20min: 50%B
Tempo 20 a 25min: 35% B
Tempo 25 a 30min: 17% B

A identificagdo do acido elagico é feita por comparagao com o tempo de retencao
do padrao de acido elagico cédigo EE250 (Sigma, USA).
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ANEXO 8 ANALISE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL POR DPPH

Fonte: Rufino et al. (2007). Metodologia Cientifica: Determinacdo da Atividade
Antioxidante Total em Frutas pela Captura do Radical Livre DPPH. Fortaleza: Embrapa
Agroindustria Tropical, 2007 (Comunicado Técnico).

1- Curva de calibragado de DPPH:

Materiais
Béquer de 10mL
Metanol
Baldo de 100mL
Espectrofotdmetro
Cubetas
Pipetas (P10mL)
Baldao de 10mL
DPPH
Extrato obtido na analise de fendlicos totais

Procedimento

Pesar 0,0024g de DPPH em béquer de 10 mL;

Transferir quantitativamente (lavar o bécker com metanol 3 vezes) para baldo de
100mL (concentragao 0,06mM);

Completar o volume;

Preparar solugdes da curva padrao de acordo com a Tabela 1

Tabela 1: curva padréo de DPPH:

Solugdo de DPPH (mL)  Alcool metilico (mL) Concentragao final do
DPPH (uM)

0 10 0

1,7 8,3 10

3,3 6,7 20

5 5 30

6,7 3,3 40

8,3 1,7 50

10 0 60

Fonte: Rufino et al., (2007).

2- Determinagao da Curva do DPPH

Em ambiente escuro, transferir uma aliquota de, aproximadamente, 4 mL de cada
solugédo de DPPH (10 uM, 20 pM, 30 uM, 40 pM, 50 uM e 60 uM) para cubetas de vidro e
realizar a leitura em espectrofotdmetro a 517nm. Utilizar alcool metilico, como branco,
para calibrar o espectrofotdmetro.

Plotar as concentragdes de DPPH (uM) no eixo X e as respectivas absorbancias no
eixo Y e calcular a equacéao da reta.
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3- Determinagao da atividade antioxidante total
Materiais

Metanol

Espectrofotdmetro

Cubetas

Pipetas (P10mL e P100)

Tubos de ensaio

Solugao de DPPH

Vortex

Tubo controle:
0,1mL de agua e 3,9mL de DPPH 0,06mM.
Ler a absorbancia do controle.

4- Determinagao do tempo Ec 50

A partir do extrato obtido na analise de fendlicos totais, preparar em tubos de
ensaio no minimo trés diluigdes diferentes em triplicata.

Em ambiente escuro, transferir uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo do extrato
para tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH (item solugdo de DPPH 0,06 mM) e
homogeneizar em agitador de tubos.

Utilizar 0,1 mL da solugdo controle (item solugdo controle de alcool metilico,
acetona e agua) com 3,9 mL do radical DPPH e homogeneizar.

Utilizar alcool metilico, como branco, para calibrar o espectrofotdmetro. As leituras
(517nm) devem ser monitoradas a cada minuto, onde é observada a reducédo da
absorbancia até sua estabilizacido. A leitura da absorbancia final para o calculo do EC50
sO deve ser feita apds a estabilizagdo da absorbéancia (tempo EC50).

Para experimentos posteriores, com uma mesma fruta, a leitura pode ser feita
apenas no tempo estabelecido anteriormente (tempo EC50), acompanhado, também, da
leitura inicial do controle.

Andlise definitiva de ATT em morangos pelo tempo EC = 25min, encontrada em nossos
ensaios, coincidiu com o valor usado por Pinto et al. (2008)

5- Curva de BHT

Materiais
Metanol
Espectrofotdmetro
Cubetas
Pipetas (P10mL e P100)
BHT
Béquer de 10mL
Balao de 50mL
Solugao de DPPH

Procedimento
Pesar 0,010g de BHT em béquer de 10mL,;
Tranferir quantitativamente (lavar 3 vezes com metanol)
Completar o volume (baldo de 50mL). Esta € a solugdo mae.



Curva

Diluir a solugdo mée, obtendo-se as seguintes concentragdes:
0,2mg/mL.: pipetar 10mL de BHT e OmL de metanol;
0,15mg/mL: pipetar 7,5mL de BHT e 2,5mL de metanol;
0,10mg/mL pipetar 5mL de BHT e 5mL de metanol;

Cada diluicao devera ser pipetada e lida em ftriplicata.

Usar 4 cubetas, sendo 1 para o branco

Branco = 0,1mL de BHT + 3,9mL de metanol (cada concentragao tem seu

branco).

Nas outras cubetas:
0,1mL da solucédo de BHT + 3,9mL de DPPH 0,06mM
Incubar por 25min a 25°C. Ler a absorbancia apos 25min.

Repetir o procedimento para as demais concentragdes.

6- Curva dos extratos

Dos extratos aquosos de fendis totais, fazer as seguintes dilui¢cdes:
100 - 2160pL de H20: 240uL da amostra;

50 - 1000uL de H20: 1000uL da amostra 100;

25 - 1000uL de H20: 1000uL da amostra 50.

Usar 4 cubetas, sendo 1 para o branco
Branco = 0,1mL da amostra 50 + 3,9mL de metanol
Pipetar 3,9mL de DPPH + 0,1mL de cada diluicdo do extrato.

Incubar por 25min a temperatura ambiente.
Ler a absorbancia a 517nm.

216
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ANEXO 9 ANALISE DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL POR FRAP

Fonte: Rufino et al. 2006. Metodologia Cientifica: Determina¢c&o da Atividade Antioxidante
Total em Frutas pelo Método de Reducdo do Ferro (FRAP). Fortaleza: Embrapa
Agroindustria Tropical, 2006 (Comunicado Técnico).

Material:

Espectrofotdmetro

Tubos de ensaio

Pipetas automaticas (100uL, 1mL, 10mL)

Béqueres de 50 e 100mL

Extrato previamente preparado para analise de fendlicos totais.

Solugoes

1. Solucao de Metanol a 50%

Adicionar 500 mL de alcool metilico, em baldo volumétrico de 1 L

Completar o volume para 1.000 mL com agua destilada,
Homogeneizar e transferir para um frasco de vidro devidamente etiquetado. Armazenar
em temperatura ambiente por tempo indeterminado.

2. Solugédo de HCI 40 mM

Adicionar 3,34 mL de HCI concentrado, em baldo volumétrico de 1 L

Completar o volume para 1.000 mL com agua destilada
Homogeneizar e transferir para um frasco de vidro devidamente etiquetado Armazenar em
temperatura ambiente por tempo indeterminado.

3. Solugao de TPTZ 10 mM

Dissolver 3,12 g de TPTZ em, aproximadamente, 5 mL de HCI 40 mM
Completar o volume para 1 L em um baldo volumétrico com HCI 40 mM, Homogeneizar e
transferir para um frasco de vidro ambar devidamente etiquetado. Armazenar sob
refrigeracao por até um més.

4. Solugao de Cloreto Férrico 20 mM

Dissolver 5,4 g de cloreto férrico em agua destilada
Completar o volume para 1 L em um baldo volumétrico com agua destilada,
Homogeneizar e transferir para um frasco de vidro ambar devidamente etiquetado.
Armazenar sob refrigeragédo por até um més.

5. Tampao Acetato 0,3 M, pH 3,6

Dissolver 3,1g de acetato de sédio em 16 mL de acido acético glacial
Completar o volume para 1 L em um baldo volumétrico com agua destilada,
Homogeneizar e transferir para um frasco de vidro ambar devidamente etiquetado.
Armazenar em temperatura ambiente por tempo indeterminado.

6. Solugao do Reagente FRAP

O reagente FRAP ¢ obtido a partir da combinagao

25 mL de tampéao acetato 0,3 M,

2,5 mL de uma solucdo de TPTZ 10 mM e

2,5 mL de uma solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mM
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Usar imediatamente apds sua preparacgao.

7. Solugao Padrao de Sulfato Ferroso 2 mM

Dissolver 27,8 mg de sulfato ferroso em agua destilada
Completar o volume para 50 mL em um baldo volumétrico com agua destilada,
Homogeneizar e transferir para um frasco de vidro ambar devidamente etiquetado.
Preparar e usar apenas no dia da analise.

Curva-Padrao do Sulfato Ferroso

Preparo das solugodes

A partir da solugdo padrdao de sulfato ferroso (2.000 uM), preparar em baldes
volumétricos de 10 mL, solu¢gdes variando a concentracdo de 500 uM a 1500 uM,
conforme a Tabela 1.

Tabela 1: Preparo das solugbes para curva-padrao

Solucdo padrdao Agua destilada Concentragao
de sulfato ferroso (mL) final

(mL) (uL)

2,5 7,5 500

50 50 1000

7,5 2,5 1500

10 0 2000

Fonte: Rufino et al., 2006

Determinagao da Curva-Padrao

Transferir, em ambiente escuro, uma aliquota de 90 uL de cada solugao de sulfato
ferroso (500 yM, 1.000 uM, 1.500 pM e 2.000 pM) para tubos de ensaio,

Acrescentar 270 yL de agua destilada

Misturar com 2,7 mL do reagente FRAP

Homogeneizar em agitador de tubos e manter em banho-maria a 37°C.

Realizar a leitura (595 nm) apés 30 minutos da mistura

Utilizar o reagente FRAP como branco para calibrar o espectrofotdmetro.

Plotar em planilha as concentragdes de sulfato ferroso (mM) no eixo X e as
respectivas absorbancias no eixo Y e calcular a equacgao da reta.

A partir da equacao da reta, calcular a absorbancia referente a 1000 mM de sulfato
ferroso (Pulido et al., 2000), de acordo com a equacgao de regressao

y=ax+hb

em que:
x =1.000 uM de sulfato ferroso
y = Absorbancia correspondente a 1.000 uM de sulfato ferroso
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Determinacao do FRAP

A partir do extrato obtido para analise de fendlicos totais, preparar em tubos de ensaio, no
minimo trés diluigdes diferentes, em triplicata.

Transferir, em ambiente escuro, uma aliquota de 90 pyL de cada diluicdo do extrato
para tubos de ensaio,

Acrescentar 270 yL de agua destilada,

Misturar com 2,7 mL do reagente FRAP,

Homogeneizar em agitador de tubos e manter em banho-maria a 37°C.

Realizar a leitura (595 nm) ap6s 30 minutos da mistura preparada

Utilizar o reagente FRAP como branco para calibrar o espectrofotdmetro.

A partir das absorbancias obtidas das diferentes diluigdes dos extratos,

Plotar a absorbancia no eixo Y e a diluicdo (mg/L) no eixo X.

Determinar a equacgao da reta.
Para calcular a AAT, deve-se substituir na equacao da reta a absorbancia equivalente a
1.000 uM do padréo sulfato ferroso. O valor obtido para o termo x (Eqg. 2) corresponde a
diluicdo da amostra (mg/L) equivalente a 1.000 uM de sulfato ferroso.

y=ax+b
em que:
y = Absorbancia correspondente a 1.000 uM de sulfato ferroso
x = Diluicao da amostra (mg/L) equivalente a 1.000 uM de sulfato ferroso

A partir do resultado encontrado (x) na equagao de regresséao, dividir por 1.000
para ter o valor em g. O resultado final € calculado pela divisao de 1.000 (uM) pelo valor
de X(g) e multiplicado por 1(g) para encontrar o valor final (Z) que é expresso em uM
sulfato ferroso/g de fruta (porgdo comestivel).

X(g) =x/1.000
Z=1.000/X(g).1
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APENDICE

Cromatogramas e espectros resultantes da analise de acido elagico total

Figura 1. Cromatogramas de (A) solu¢cdes padrdo de acido galico e acido elagico
50mg.kg™, (B) morangos ‘Camino Real’ armazenados a 5°C no tempo inicial, (C)
morangos ‘Osogrande’ armazenados a 5°C no tempo inicial. Os picos identificados sdo (1)
acido galico (Amax=272nm) e (2) acido elagico. Picos no mesmo tempo de retengéo de (1)
nos cromatogramas (B) e (C) séo, provavelmente, galoil glucose (Anax=278nm), de acordo
com espectro indicado pela seta, comparado com espectros desta substancia

apresentados na literatura.
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Figura 2 Cromatogramas de (A) solugbes padrao de acido galico e acido elagico 150
mg.kg™, (B) polpa congelada, no tempo inicial, (C) geleia, no tempo inicial. Os picos
identificados sé&o (1) acido galico (Amax=272nm) e (2) acido elagico. Picos no mesmo
tempo de retencéo de (1) nos cromatogramas (B) e (C) s&o, provavelmente, galoil glucose
(Amax=278nm), de acordo com espectro indicado pela seta, comparado com espectros

desta substancia, apresentados na literatura.
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Figura 4. Espectro do acido elagico em extrato hidrolisado de morangos ‘Camino
Real’ armazenados a 5°C, no tempo inicial.



