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RESUMO GERAL

A amora tem despertado grande aten¢do do mercado mundial atual, o
que tem sido atribuido, principalmente, a presenca de compostos bioativos, tais
como os compostos fendlicos, que atuam como potentes antioxidantes. No
entanto, observa-se que este fruto apresenta uma vida pos-colheita restrita,
devido, principalmente, a sua fragilidade e a acentuada perda de massa apds a
colheita. Diversas alternativas vém sendo estabelecidas, visando reduzir as
perdas destes frutos. Dentre estas, destacam-se o emprego de baixas
temperaturas ¢ o acondicionamento em atmosfera modificada. Alternativamente
a estas técnicas utiliza-se o processamento dos frutos. Neste contexto, o
presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar as caracteristicas fisico-
quimicas, quimicas e bioquimicas de amora-preta cultivar Tupy, acondicionada
em diferentes atmosferas de armazenamento e em diferentes temperaturas e,
ainda, comparar as caracteristicas cromaticas e funcionais do fermentado
alcoolico de amora com os tradicionais vinhos produzidos no sul de Minas
Gerais. Mediante analises, pode-se constatar que a embalagem de polietileno
com tampa do mesmo polimero foi a mais eficiente em manter as caracteristicas
de qualidade dos frutos, tendo a temperatura de armazenamento recomendada
sido de 0 °C, por 12 dias. O fermentado alcoodlico de amora ¢ uma alternativa
utilizada no processamento dos frutos in natura, tendo apresentado resultados
interessantes quanto ao teor de compostos fendlicos totais e percentual de
sequestro de radical livre.

Palavras—chave: Rubus spp. Refrigeragdo. Atmosfera modificada. Bebida
Fermentada. Volateis.



ABSTRACT

The blackberry has attracted great attention in the current world market.
This has been mainly attributed to the presence of bioactive compounds such
as phenolic compounds which act as potent antioxidants. However, it is
observed that this fruit has a limited life after harvest mainly due to their
fragility and severe weight loss after harvest. Several alternatives are being
established to reduce the losses of these fruits. Among these stands out the use
of low temperature and modified atmosphere packaging. Alternatively to these
techniques is used to process the fruit. In this context the present study aims
to evaluate the chemical and physical characteristics, chemical and biochemical
Tupy blackberries grow stored in different atmospheres and storage at different
temperatures and also compare the features and functional chromatic brew with
traditional cranberry wines produced in the South of Minas Gerais. Upon
analysis, it was found that the polyethylene packaging with cover of the same
polymer was the most efficient in maintaining the quality of the fruit, and the
recommended storage temperature was 0 © C for 12 days. The blackberry wine is
a alternative used in the processing of fruit "in natura", and this presented
interesting results regarding the content oftotal phenolic compounds and
sequestration percentage of free radical.

Keywords : Rubus spp. Refrigeration. Modified atmosphere. Fermented.
Volatile.
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CAPITULO 1

CONSIDERACC)E§ SOBRE A AMORA-PRETA, METODOS DE
CONSERVACAO E ELABORACAO DE FERMENTADO
ALCOOLICO
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1 INTRODUGAO GERAL

No cenario mundial atual tem-se observado a busca acentuada por
produtos que satisfagam as necessidades nutricionais basicas ou que exer¢am
efeitos fisiologicos benéficos a saude do consumidor. A amora-preta tem se
inserido nesta expectativa de mercado, visto que, além de seu sabor agradavel,
seus frutos sdo fonte de importantes vitaminas, minerais € outros compostos
bioativos na dieta humana.

As atividades bioldgicas da amora-preta sdo parcialmente atribuidas ao
seu elevado teor de fitoquimicos, tais como flavonoides, taninos, estilbenoides e
acidos fenodlicos (SEERAM, 2006). Estes compostos apresentam expressiva
capacidade sequestrante de radicais livres, devido, principalmente, as suas
propriedades de 6xido-redugdo, por meio da doagdo de elétrons, neutralizando os
radicais livres (SEVERO et al., 2009).

A amora-preta apresenta vida til curta, principalmente pela sua alta
atividade respiratdria e também pela acentuada perda de massa, o que limita o
consumo deste fruto no mercado das frutas frescas. No entanto, diversas
alternativas vém sendo langadas como ferramenta para se conseguir um aumento
desta vida de prateleira.

A utilizacdo de baixas temperaturas constitui um dos fatores mais
importantes na reducao da deteriora¢do e na maximizagao da vida util da amora-
preta. O armazenamento a frio retarda os processos fisiologicos, como a
respiracdo e a produgdo de calor vital, que levam a senescéncia das frutas. A
reducdo da intensidade respiratéria reduz as perdas de aroma, sabor, cor, textura
e outros atributos de qualidade do produto armazenado (FILGUEIRAS;
CHITARRA; CHITARRA, 1996).

Outra pratica eficiente para a redugdo de perdas pos-colheita, associada

a refrigeracdo consiste no armazenamento sob atmosfera modificada (AM). A
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utilizagdo de atmosfera modificada, pelo emprego de filmes flexiveis estabelece
uma composi¢do gasosa, no interior da embalagem, diferente da do ar, e, pela
respiracdo do vegetal, ocorre reducdo da concentracdo de O, e elevacdo do CO,,
fato que pode reduzir a atividade metabolica do produto (KADER, 1986),
aumentando sua vida 1til.

Além do consumo in natura, os frutos da amora-preta podem ser
destinados ao processamento para a producao de doces, geleas e sucos.

Outra alternativa que vem sendo recentemente explorada incide na
produgdo do fermentado alcodlico de amora. Esta bebida vem sendo produzida
por pequenos produtores do Sul de Minas, como forma de aproveitamento do
excesso dos frutos produzidos.

Neste contexto, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar as
tecnologias de conservacdo poés-colheita de amora-preta e comparar o
fermentado alcoolico de amora-preta com vinhos tradicionais produzido no sul

de Minas Gerais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A amora-preta (Rubus sp.) tem despertado a atengdo dos produtores e do
mercado consumidor mundial, devido ao baixo custo de implantacdo e de
manutencdo do pomar e, principalmente, reduzida utilizagdo de agrotoxicos.
Além disso, ¢ uma cultura de retorno rapido, o que dd ao pequeno produtor
opcdes de renda, destinando seu produto ao mercado in natura ou para o
processamento (ANTUNES, 2002).

A amoreira-preta pertence a familia Rosaceae, género Rubus, subgénero
Eubatus, constituindo um grupo variado e complexo de plantas. E uma espécie
arbustiva de porte ereto ou rasteiro. Sua origem ndo ¢ muito definida (Europa,
América do Norte e América do Sul), apresentando caracteristicas de adaptagdo
climatica muito variada. Os aspectos fenologicos da amoreira-preta podem
variar de ano para ano, em fun¢do da exigéncia em frio ter sido ou ndo satisfeita.
Além de aspectos climaticos, fatores inerentes a espécie e/ou a variedade podem
afetar o comportamento da planta (ANTUNES; GONCALVES; TREVISAN,
2006).

Os frutos da amoreira-preta pesam de 4 a 7 g, t€ém coloragdo negra e
sabor que vai do acido ao doce-acido. O fruto verdadeiro da amoreira ¢
denominado minidrupa ou drupete, no qual existe uma pequena semente, ¢ a sua
juncdo forma o que é chamado de fruto agregado (JEPSON; CRAIG, 2005).

A colheita da amora-preta deve ser realizada quando os frutos atingirem
o estddio de maturagdo “preto-brilhante”, porém, com minidrupas ndo
expandidas (ANTONIOLLI; DALLAGNOL, 2008). Quando a colheita ¢
realizada em estadios anteriores a este, resulta em frutos imaturos ¢ com pouca
aceitabilidade pelo mercado consumidor, ao passo que a colheita nos estadios de
maturagdo mais avancados implica na maior fragilidade dos frutos e menor

conservacao pos-colheita (COUTINHO; MACHADO; CANTILLANO, 2008).
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A amoreira-preta proporciona frutas com valor econdmico significativo
e alta qualidade nutricional, sendo fonte de importantes vitaminas, minerais e

outros compostos bioativos na dieta humana (ANTUNES, 2002).

2.1 Cultivar Tupy

A amoreira-preta passou a ser pesquisada a partir de 1972, pela Embrapa
Clima Temperado, tendo a primeira colegdo sido implantada em 1974, no
municipio de Cangugu, RS (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA - EMBRAPA, 1989).

O programa de melhoramento genético iniciou-se com o plantio de
sementes produzidas por mais de cinquenta cruzamentos efetuados na
Universidade de Arkansas, que deram origem as primeiras cultivares brasileiras,
que foram: ‘Ebano’, em 1981 (BASSOLS; MOORE, 1981); ‘Negrita’, em 1983
(RASEIRA; SANTOS; RASEIRA, 1992); ‘Tupy’ e ‘Guarani’, em 1988
(SANTOS; RASEIRA, 1988) e ‘Caingangue’, em 1992 (RASEIRA; SANTOS;
RASEIRA, 1992).

A cultivar Tupy foi obtida do cruzamento entre as cultivares Uruguai e
Comanche. E, atualmente, a cultivar de amoreira-preta mais plantada no Brasil,
além de ocupar posicdo de destaque no México, onde ¢ produzida,
principalmente, para exportacdo aos Estados Unidos (CHIM; 2008). A colheita
dessas frutas ocorre entre meados de novembro a inicio de janeiro.

Produz frutas grandes, com semente pequena, conteido médio de
solidos soluveis variando entre 8 e 9 °Brix, coloragdo preta e uniforme, sabor
equilibrado em acidez e agucar, coloragéo preta e uniforme, e consisténcia firme

com pelicula resistente (RASEIRA; SANTOS; BARBIERI, 2004).
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2.2 Compostos bioativos

A amora-preta apresenta diversos constituintes que lhe conferem o
atributo de fruta funcional, visto que, quando consumida como parte usual da
dieta, exerce, além das caracteristicas nutricionais basicas, a produgdo de efeito
fisiol6gico/metabolico ou efeito benéfico a saide humana (VIZZOTO, 2008).

Em diversos trabalhos ressalta-se que extratos de amora-preta tém
apresentado efeito anticarcinogénico (DING et al., 2006; LAZZE et al., 2004;
SEERAM et al., 2006) e antimutagénico (TATE et al., 2006).

Estas atividades biologicas da amora-preta sdo parcialmente atribuidas
ao seu elevado teor de fitoquimicos, como os acidos fendlicos (4cido
hidroxibenzoico e hidroxicindmicos), os flavonoides (antocianinas, flavonois, e
flavanoéis), estilbenoides (como o resveratrol), taninos (proantocianidinas,
elagitaninos e galotaninos) e lignanas (SEERAM, 2006).

Estes compostos atuam como antioxidantes, devido as suas propriedades
de oxido-reducdo, as quais podem desempenhar um papel importante na
absorcdo e na neutralizacdo de radicais livres (DEGASPARI;
WASZCZYNSKY]J, 2004). Sua capacidade antioxidante ¢ relacionada, também,
a presenga de grupos hidroxila (OH’) em sua estrutura quimica, os quais tém a
capacidade de se ligar a radicais livres presentes no organismo, impedindo sua
acdo, que pode causar danos e/ou oxidacdo de componentes celulares (SEVERO
et al., 2009).

A concentragdo dos compostos fenolicos totais presentes na amora-preta
varia seu conteudo em funcao de diversos fatores, tais como tipo de cultivar, do
ponto de maturagdo na colheita, dos procedimentos da colheita, das condigdes
ambientais e climaticas na colheita, da posi¢do geografica, da exposi¢do a luz
solar, das condigoes de estocagem pos-colheita e do tipo de processamento a que

¢ submetido o fruto. Além disso, outro fator que contribui grandemente como
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fonte de variago consiste na diferenca de metodologias empregadas na extragdo
da amostra para a determinacao dos fenois totais. O conteudo de fenolicos totais
em amora-preta varia entre 261,95 a 929,62 mg, equivalente de 4cido
galico.100g™'de fruta fresca (EMBRAPA, 2008) até 1.938,70 mg 4cido
galico.100g ' fruta (JACQUES, 2009).

Destacam-se entre os compostos fenodlicos presentes na amora-preta os
pigmentos naturais antocianinas. Sao pigmentos soliiveis em agua que conferem
as varias nuangas, entre laranja, vermelho e azul, exibidas pelas frutas,
hortaligas, folhas, flores e raizes.

O teor de antocianinas na amora-preta varia de acordo com o estadio de
maturagdo das frutas. De acordo com Siriwoharn e Wrolstad (2004), o conteudo
de antocianinas aumenta de 74,7 mg equivalente de cianidina-3-glicosideo/100 g
peso fresco, em frutos ainda verdes para 317 mg cianidina-3-glicosideo /100 g
peso fresco, em frutos sobremaduros.

Chim (2008) encontraram teores de antocianinas totais na amora-preta
cultivar Tupy na faixa de 137,59 mg cianidina-3-glicosidio.100g™ fruta, valores
muito similares aos relatados por Jacques (2009), de 140,73 mg cianidina-3-
glicosidio.100g ' fruta.

Outro fator que influencia o contetdo de antocianinas consiste nas
diferentes cultivares, variando de 12,70 a 197,34 mg.lOOg'lfruta (SELLAPPAN;
AKOH; KREWER, 2002).

Dentre as antocianinas identificadas em amora-preta, incluem-se
cianidina-dioxaloil-glicosideo, peonidina-3-glicosideo (SEERAM et al., 2006),
malvidina-acetilglicosideo (REYES-CARMONA et al., 2005), cianidina-3-
arabinosideo, cianidina-3-galactosideo, malvidina-3-glicosideo, pelargonidina-3-
glicosideo, cianidina-3-xilosideo, cianidina-3-rutinosideo, cianidina-malonoil—

glicosideo (FAN-CHIANG; WROLSTAD, 2005) e -cianidina-3-glicosideo,



25

contribuindo, quantitativamente, com 80% do total das antocianinas
(SERRAINO et al., 2003).

Wang e Lin (2000) afirmaram que a atividade antirradical livre presente
em amoras-pretas estd altamente associada ao elevado teor de antocianinas.

Ao avaliar a relagdo entre capacidade antioxidante com o teor de
antocianinas presentes em amora-preta cv. Apache, submetidas ao
processamento térmico, Hager, Howard e Prior (2008) observaram que o
branqueamento e a pasteurizagdo do suco ndo afetaram a capacidade
antioxidante, pois o aumento de antocianinas poliméricas compensou o
decréscimo de antocianinas monoméricas, apos 0 processamento.

Ding et al. (2006) relataram que as antocianinas extraidas de amora-
preta foram capazes de reduzir o nimero e o tamanho de tumores malignos e nao
malignos, os quais foram induzidos quimicamente na pele de camundongos.
Além disso, estes compostos inibiram a migracao e a invasao do cancer.

Dentre os compostos fendlicos da classe nao flavonoide encontrados na
amora-preta, destacam-se: acido galico, acido hidroxibenzoico, acido cafeico,
acido cumarico, acido ferulico, acido elagico (SELLAPPAN; AKOH;
KREWER, 2002), quercetina e kampferol (JACQUES, 2009).

O acido elagico ¢ derivado do acido galico, com fungdes antimutagénica
e anticancerigena, sendo um potente inibidor da indu¢do quimica do cancer
(MAAS; GALLETTA. STONER, 1991).

Jacques (2009) relatou que o 4cido galico ¢ o 4acido fendlico
predominante na amora-preta cultivar Tupy, compreendendo 64% do total dos
acidos fenolicos identificados. Este resultado corrobora os reportados por Chim
(2008), que também encontrou o acido galico como sendo o acido fendlico

predominante com cerca de 60% dos acidos fendlicos identificados.
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Outros compostos bioativos, como os carotenoides, estdo presentes em
frutos de amora-preta, porém, em quantidades menos expressivas
(MARINOVA; RIBAROVA, 2007).

O elevado contetido de antocianinas totais na amora-preta faz com que a
coloracdo amarelada caracteristica da presenga de carotenos ndo seja
representativa, como em outras frutas. De acordo com Araujo et al. (2007), o
teor de carotenoides totais em amora-preta (0,877 mg p-caroteno.100g™ de fruta)
foi superior ao encontrado na acerola (0,53 mg de B-caroteno.100g™ de fruta).

Diversos carotenoides foram relatados na amora-preta. Dentre eles
destacam-se B-caroteno (0,003 mg.100g" de fruta), licopeno (0,015 mg.100g™
de fruta), B-criptoxantina (0,227 mg.100g™" de fruta) e luteina+zeaxantina (0,519
mg.100g™ de fruta) JACQUES, 2009).

A vitamina C também tem grande destaque como antioxidante natural
presente nas frutas. Jacques (2009) encontrou, em amora-preta, teor 0,9 (mg
acido ascorbico.100g") e Chim (2008) relatou teores de 2,4 (mg 4cido
ascorbico.100g™ fruta), na amora-preta cv. Tupy.

Além da vitamina C, a vitamina E também contribui com a atividade
sequestrante de radical livre dos frutos. Jacques (2009), ao avaliar o conteudo de
tocoferdis na amora-preta cultivar Tupy (0,87 mg.100g"), encontrou
similaridade com o conteudo de outras frutas, como na nectarina (0,73 mg
tocoferol.100g™" fruta) e no mirtilo (1,05 mg tocoferol.100g” fruta) (CHUN et
al., 2000).

No entanto, no trabalho realizado por Chim (2008), com as cultivares de
amora-preta Guarani e Brazos, observaram-se quantidades de tocoferdis
inferiores (0,468 mg tocoferol.100g'fruta ¢ 0,537 mg tocoferol.100g™ fruta,
respectivamente) as do trabalho desenvolvido por Jacques (2009), com frutos da

cultivar Tupy.
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2.3 Qualidade pos-colheita

A amora-preta apresenta rapida perda de qualidade pos-colheita, o que
limita a sua comercializacdo no mercado de frutas frescas. Devido a sua
fragilidade e a alta taxa respiratéria, a amora-preta tem vida util curta, podendo
ser facilmente ferida durante o manuseio, facilitando o processo de infecgdo por
patogenos (PERKINS-VEAZIE et al., 1997).

A textura dos frutos sofre modifica¢des, sendo o amolecimento
dos tecidos a alteragdo mais marcante durante o amadurecimento ¢ a
conservacdo pos-colheita. O amolecimento de um fruto pode resultar de dois
processos, sendo o primeiro relatado como uma redugdo da pressdo de turgor das
células, decorrente de baixa umidade relativa do ar durante o armazenamento,
propiciando a perda excessiva de agua e o segundo, em decorréncia das
alteracdes na lamela média e na parede celular, principalmente devido a agéo de
enzimas sobre as substancias pécticas (KLUGE et al., 1997).

As paredes celulares sdo formadas por pectina, que corresponde a uma
cadeia de acido poligalacturénico com grau variavel de esterificacdo, celulose,
hemicelulose e pelo céalcio. A combinagdo da pectina com o calcio forma a
protopectina, que € insoliivel em agua. Esta mantém forte coesdo entre as células
durante o crescimento do fruto, resultando no elevado grau de firmeza antes da
maturagdo. No transcorrer da maturagdo, apds o fruto atingir o tamanho maximo,
o calcio ¢ desprendido da protopectina pela acdo de uma protopectinase,
iniciando a solubilizagdo da pectina (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Além das protopectinases, outras duas enzimas atuam na modificagcdo da
textura: a pectinametilesterase (PME) e a poligalacturonase (PG). A PME
promove a desesterificagdo ou a remogdo dos grupos metilicos da cadeia de
acido poligalacturdnico, enquanto a PG atua na despolimerizacdo e na

solubilizagdo dos polimeros pécticos (KLUGE et al., 1997).
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2.4 Conservacao pds-colheita

2.4.1 Refrigeragéo

A utilizacdo de baixas temperaturas constitui o fator mais importante na
reducdo da deterioracdo e na maximizacdo da vida util da amora-preta. O
armazenamento a frio retarda os processos fisioldgicos como a respiragdo ¢ a
producdo de calor vital, que levam a senescéncia das frutas. A reducdo da
intensidade respiratdria reduz as perdas de aroma, sabor, cor, textura e outros
atributos de qualidade do produto armazenado (FILGUEIRAS; CHITARRA;
CHITARRA, 1996).

A temperatura de armazenamento recomendada para os frutos da
amoreira ¢ de 0°C (HARDENBURG; WATADA; WANG, 1986). No entanto,
quando armazenados a 2°C, frutos das cultivares Navaho, Choctaw, Cheyenne ¢
Shawnee se mantiveram comercializaveis pelo periodo de sete dias (PERKINS-
VEAZIE; COLLINS; CLARK, 1996).

A vida 1til das amoras das cultivares Guarani e Caingangue foi restrita a
somente um dia, quando amazenadas a temperatura ambiente, devido a

excessiva perda de massa e a elevada incidéncia de podridoes (CIA et al., 2007).

2.4.2 Atmosfera modificada

Embora a refrigeragdo represente uma pratica eficiente para a redugdo de
perdas pds-colheita, o armazenamento sob atmosfera modificada (AM) pode
acarretar beneficios adicionais, quando utilizado adequadamente (ANTUNES;
DUARTE FILHO; SOUZA, 2003).

Nos ultimos cinquenta anos, tem-se observado uma ascen¢do na

utilizagdo da atmosfera modificada, contribuindo significativamente para
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estender a vida pos-colheita e manter a qualidade de varias frutas e hortaligas
(KADER, 2002).

As atmosferas modificadas podem ser criadas de forma ativa ou passiva
pelo produto. A atmosfera passiva € alcangada no interior da embalagem selada,
pela utilizagdo do O, e produgdo de CO,, oriundos da respira¢ao do produto e da
permeabilidade do filme, até que seja atingida a atmosfera de equilibrio. Na
atmosfera de equilibrio, a quantidade de CO, produzida pelo produto no interior
da embalagem é compensada pela sua permeagdo para o exterior € o consumo de
0, é compensado pela permeagdo desse gis para o interior da mesma. E
importante que essa atmosfera se estabilize ligeiramente, evitando criar
condi¢des de anaerobiose ou injurias pelo alto nivel de CO, (MORETTI, 2007).

Na obtengdo de atmosfera modificada, sdo utilizados filmes de
polietileno de baixa densidade com diferentes espessuras ou filmes de cloreto de
polivinila (PVC), mais delgados e mais permeaveis do que os de polietileno,
sendo, em alguns casos, mais eficientes para prolongar a vida 1util das frutas
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

A quantidade do produto, a taxa de respiracdo do produto e as
concentragoes de equilibrio de O, e CO, desejaveis sdo fatores que devem ser
ressaltados na sele¢do do fime plastico para se criar a atmosfera modificada
(CANTWELL; SUSLOW, 2002).

O armazenamento sob refrigeragdo, associado a utilizacdo de atmosfera
modificada (AM), implica em beneficios adicionais, tais como redugcdo no
crescimento de microrganismos e retardo nas mudancgas quimicas e fisiologicas
(SANTOS et al., 2005).

Amoras-pretas das cultivares Guarani e Caingangue, acondicionadas em
bandejas de poliestireno ¢ envoltas em filme de polietileno linear de baixa
densidade (PEBD), apresentaram redugdo na perda de massa sem alteragdo no

teor de solidos soluveis, acidez titulavel e pH, evidenciando a eficiéncia da
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utilizagdo da atmosfera modificada para a conservacdo pds-colheita dos frutos
(CIA et al., 2007). A utilizagdo de AM pode reduzir a taxa respiratéria € o
amolecimento dos frutos (MITCHAM; CRISOSTO; KADER, 2007).

No armazenamento de amoras das cultivares Brazos e Comanche
Antunes et al. (2003), observaram que eles puderam ser armazenados a 2 °C, por
até nove dias, sem perda de qualidade, quando acondicionados em bandejas de

polietileno teraftalato transparente, envoltos em filme PVC (20 pm).

2.5 Perfil volatil

A qualidade das frutas ¢ determinada por varios parametros, dentre os
quais se destacam a firmeza, a aparéncia, o flavor, o valor nutritivo e a
seguranga (CHITARRA; CHITARRA, 2005). O flavor ¢ determinado pelo
estimulo da sensibilidade quimica do consumidor ao aroma e ao sabor. A
sensacdo do aroma envolve centenas e milhares de substancias volateis (RIU-
AUMATEL et al., 2004).

Os compostos volateis podem ser derivados de aminoacidos, acidos
graxos, carboidratos e carotenoides. Constituem um grupo heterogéneo de
compostos com cadeia linear, ramificada, aromatica e heteroaromatica,
apresentando grupos quimicos diferentes, como hidroxila, carbonila, carboxila,
éster, lactona, amina e fungdes tiol (PINHO et al., 2009).

Os volateis apresentam um consideravel impacto econdmico, como
parametro de qualidade dos alimentos e de preferéncia do consumidor. A fungao
dos volateis nas frutas como um sinal de maturagdo e como um atrativo para os
organismos dispersores das sementes é apoiada pelo fato de algumas substancias
serem especificamente formadas em frutos maduros, estando ausentes nos

tecidos vegetativos e em frutos imaturos (GOFF; KLEE, 2006).
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Embora uma tnica fruta, ou vegetal, sintetize centenas de compostos
volateis, apenas um pequeno subconjunto gera a impressdo digital do flavor,
permitindo a escolha dos alimentos pelos individuos.

Dentre as caracteristicas que os volateis devem apresentar para produzir
esta impressdo sensorial destacam-se: certo grau de lipofilicidade e pressdo de
vapor suficientemente alta para que possa ser transportado no sistema olfativo;
solubilidade em 4gua para permear a fina camada de muco e ocorrer em
concentragdo alta para ser capaz de interagir com um ou mais dos receptores
olfativos (DUDAREVA; PICHERSK; GERSHENZON, 2004).

A concentracdo dos compostos volateis geralmente é baixa e pode ser
afetada por uma série de fatores, incluindo os agrondmicos (variedade,
condi¢des climaticas e amadurecimento) (VENDRAMINI; TRUGO, 2000) e
tecnoldgicos (colheita, tratamento pds-colheita, armazenamento ¢ condi¢des de
processamento) (BOTONDI et al., 2003).

A determinacdo qualitativa e quantitativa dos compostos volateis
permite monitorar a qualidade de frutos frescos ou processados, além de
possibilitar o desenvolvimento de novas formulagdes de aroma (ONG et al.,
2008).

Dentre as técnicas de determinacdo, a microextracdo em fase solida
(SPME) ¢ uma alternativa de extracdo que ndo induz modificagdes dos
compostos volateis, devido ao efeito da temperatura ou do solvente. Esse tipo de
extracdo envolve a adsor¢dao de analitos em uma fibra de silica revestida com
uma fase estaciondria e sua posterior dessorcao térmica, permitindo a inje¢do
direta do analito na coluna do cromatografo gasoso (PAWLISZYN, 2000). A
espectrometria de massa associada a cromatografia gasosa é uma técnica valiosa
para a analise dos compostos volateis, visto que propicia rapidez e praticidade na

analise da constituigdo quimica auténtica do aroma da fruta e tem sido
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amplamente utilizada em vegetais (FERNANDES et al., 2009; GUEDES DE
PINHO et al, 2009).

O conhecimento dos compostos responsaveis pelo sabor e aroma dos
frutos justifica-se pela importancia na sua qualidade e na de seus produtos. Além
disso, aportam peculiaridades de aroma de um alimento, caracteristica bem

intensa € marcante nos frutos.

2.6 Fermentado alcoodlico de frutas

Qualquer fruto ou vegetal comestivel que contenha umidade suficiente,
acucar e outros nutrientes para as leveduras pode servir como matéria-prima
para a produgdo de bebidas alcoodlicas (CORAZZA; RODRIGUES; NOKAZI,
2001).

De acordo com o Decreto n® 2.314, de 4 de setembro de 1997, que
aprova os regulamentos técnicos para a fixacdo dos padrdes de identidade e
qualidade para fermentado de fruta. Bebida fermentada de fruta é aquela com
graduacdo alcoolica de 4% a 14%, em volume a 20 °C, obtida a partir da
fermentacdo alcodlica do mosto de fruta sa, fresca e madura. Esse fermentado
pode ser adicionado de aglcares, agua e outras substincias previstas em ato
administrativo complementar, para cada tipo de fruta (BRASIL, 2008).

A amora-preta ¢ um fruto altamente perecivel apresentando curta vida
pos-colheita (MORRIS et al., 1981). Com isso, ha uma grande limitacdo quanto
ao mercado de frutos in natura, sendo necessirio seu destino em outras
aplicacdes, tais como sorvetes, sucos e geleias (PERKINS-VEAZIE; COLLINS;
CLARK, 1999), sendo uma alternativa a fabricagdo de bebida fermentada.

A fermentagdo alcoodlica ¢ um processo anaerobico, catalisado por
enzimas, no qual ocorre a transformagdo de aglcares em etanol e dioxido de

carbono (CO,). Os agucares sdo consumidos pela levedura com o objetivo de
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produzir energia para ser usada na realizagdo das suas atividades fisioldgicas, no
seu crescimento e na sua reproducao (GLAZER; NIKAIDO, 2007).

A fermentagdo pode ser conduzida com varias leveduras. No entanto, o
papel principal é desempenhado pela Saccharomyces cerevisiae, pela alta
producdo e tolerancia a elevadas concentragdes de etanol (BARRE et al., 2000).

As fermentagdes espontaneas sdo aquelas produzidas de maneira natural,
ou seja, realizadas pelas leveduras provenientes das uvas ou outras frutas, sem
nenhum tipo de inoculacgdo. Isso faz com que as fermentagdes espontaneas ndo
sejam produtos de uma unica espécie de levedura, mas, sim, de uma sucessao ou
diversidade de espécies de leveduras diferentes ao longo do processo (TORIJA
et al., 2001).

A primeira etapa no processo de vinificacdo consiste no esmagamento
do fruto, com o objetivo de liberar o suco, de forma que as sementes e os
engacos nao sejam esmagados. Segundo Cataluna (1988), o processo de
esmagamento tem como vantagem permitir que a maceracdo durante a
fermentacdo seja mais eficiente, possibilitando a obten¢do de vinho mais tinto.

A segunda etapa consiste na sulfitagdo. O uso do anidrido sulfuroso
(SO,) como agente antimicrobiano possibilitou melhoria significativa do vinho,
devido ao seu efeito inibitério no crescimento de leveduras e bactérias
indesejaveis na fermentacdo (ROMANO; SUZZI, 1993).

A terceira etapa do processo fermentativo ¢ denominada de
chaptalizacdo e consiste na adicdo de agucar ao suco de uva (HASHIZUME;
2001).

A quarta etapa consiste na colagem, processo que promove a remogao de
particulas que provocam a turbidez do fermentado por meio da utilizacdo de
substancias, tais como bentonite, gelatina, caseina, caseinato de potassio,

albumina de ovo e proteina vegetais (COSME; SILVA; LAUREANO, 2008).
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A quinta etapa do processo fermentativo ¢ denominada de trasfega,
quando o vinho ¢ transferido de um recipiente para outro, de forma a eliminar a
borra depositada (MENEGUZZO; MANFROI; RIZZON, 2006).

A sexta etapa consiste na filtragdo, ao qual o material particulado fica
retido em um meio filtrante e a bebida, limpida, ¢ recuperada, sem que haja
perda da qualidade organoléptica (PELEG et al., 1979). Hashizume (2001) cita
varios tipos de filtros, como os de terra de diatomaceas e os de placa de celulose.

A sétima etapa ¢ denominada de atesto, quando os recipientes vinarios
sdo completamente preenchidos, visando evitar o contato do vinho com o ar
(ROSIER, 1995).

No decorrer da fermentagdo, as leveduras, quando fermentam os
agucares, produzem outros metabolitos além de etanol e CO,, embora em baixa
quantidade, como alcodis superiores, acetatos, aldeidos, glicerol e ésteres, que
sdo responsaveis pelo aroma, podendo influenciar as propriedades
organolépticas das bebidas alcodlicas produzidas (WARD, 1991).

O etanol ¢ o componente principal, sendo essencial para reforcar as
caracteristicas sensoriais dos outros componentes dos vinhos. No entanto, o seu
excesso pode interferir na percepcdo global do aroma e do sabor. O metanol ¢
produzido pela hidrdlise da pectina metilada, presente em algumas matérias-
primas, pela enzima pectinametilesterase (ZOECLEIN et al., 2001).

O glicerol, produto da fermentacao alcoodlica, confere sabor adocicado,
semelhante ao da glicose, contribuindo para a maciez do vinho. O teor de
glicerol no fermentado alcoolico pode variar de acordo com a espécie da
levedura, a temperatura da fermentacao e a sulfitagem (HASHIZUME, 2001).

O acetaldeido ¢é originario do metabolismo de leveduras durante a
fermentacdo alcodlica. Quando em excesso, confere cor verde e aroma de maca.
E responsavel pelo desenvolvimento da cor nos vinhos tintos (OSBORNE et al.,

2000).
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Os aldeidos sdo formados pela descarboxilagdo de oxo-acidos ou pela
oxidacdo dos respectivos alcoois; apresentam odor penetrante, que afeta o aroma
das bebidas alcoolicas (MAIA, 1994).

Os acidos organicos exercem grande influéncia nas propriedades
organolépticas, como sabor, aroma, cor e também estdo relacionados ao controle
da estabilidade microbiolégica das bebidas (MATO et al., 2005).

Durante a fermentacdo alcodlica também s3o produzidos os alcodis
superiores, os quais, quando produzidos em excesso resultam em aroma forte e
sabor picante. No entanto, quando em concentra¢cdes baixas, proporcionam
caracteristicas desejaveis as bebidas (SWIEGERS et al., 2005).

Os éteres etilicos sdo importantes compostos de aroma, sendo que, os
mais importantes sdo os de cadeia curta e apresentam aroma frutado (ARAUJO,
2004).

Os ésteres sao os compostos produzidos por leveduras que t€ém a maior
influéncia sobre o aroma das bebidas (ABBAS, 2006).

Alguns compostos, tais como os compostos sulfurados, podem ser
formados durante a fermentagdo, pelas leveduras. Geralmente, estdo associados
ao aroma desagradavel, prejudicando a qualidade do vinho. No entanto, alguns
podem contribuir de forma positiva, conferindo aroma de maracuja e morango

(SWIEGERS et al., 2005).

2.7 Avaliacao da qualidade enoldgica

Para avaliar a qualidade global de um vinho, a andlise sensorial no meio
enolégico ¢ o método mais completo e recomendado. As analises quimicas,
mesmo descritivas dos constituintes, sdo insuficientes para tal caracterizagdo
(PEREIRA et al., 2008).

Dos métodos sensoriais utilizados para medir a aceitagdo e a preferéncia
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dos consumidores, a escala hedonica estruturada de nove pontos ¢,
provavelmente, o método afetivo mais utilizado, devido a simplicidade de
execucdo pelos provadores, a confiabilidade e a validade de seus resultados
(STONE; SIDEL, 1993).

Além da avaliacdo sensorial, em diversos trabalhos tem-se langado mao
da quimiometria. Esta ¢ uma ciéncia de natureza multidisciplinar, envolvendo
modelagem matemadtica, estatistica multivariada e informética, sendo
especialmente aplicada a dados bioquimicos e quimicos. Suas principais divisdes
incluem a extragdo do maximo de informagdes a partir de dados analiticos e
otimizacdo das medi¢des quimicas (KRUZLICOVA et al., 2009).

Os métodos quimiométricos tém sido muito utilizados na ciéncia e na
tecnologia de vinhos, visando garantir a autenticidade do produto e solucionar
problemas relacionados a producdo e a caracterizagcdo quimica/sensorial. Entre
esses métodos destacam-se a analise por componentes principais (ACP) e a
analise hierarquica de agrupamentos (AHA), que sdo métodos exploratérios de
dados experimentais (BRERETON, 2007).

Os métodos quimiométricos caracterizam os vinhos em relagdo a sua
composicdo quimica (SON et al., 2009) e a avaliagdo dos principais compostos

aromaticos do vinho (LI et al., 2008).
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CAPITULO 2

CONSERVACAO DE AMORAS-PRETAS ARMAZENADAS SOB
ATMOSFERA MODIFICADA
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RESUMO

O estudo foi realizado com o objetivo de avaliar as transformagdes
fisicas, quimicas e bioquimicas de amoras-pretas cultivar Tupy armazenadas em
diferentes atmosferas, visando obter respostas na determinagdo da melhor
embalagem utilizada para manter as caracteristicas de qualidade e prolongar sua
vida util. Para tanto, frutos da cultivar Tupy, provenientes de plantio comercial
no municipio de Itamonte, MG, foram acondicionados em trés diferentes
embalagens: embalagem de polietileno tereftalato (PET) com tampa rigida
encaixdvel do mesmo polimero; embalagem de poliestireno revestida com filme
de policloreto de vinila (PVC) com espessura de 20 um e embalagem de
polipropileno (PP) com tampa rigida encaixdvel do mesmo polimero. As
embalagens contendo os frutos foram distribuidas, aleatoriamente, a temperatura
de refrigeragdo de 01 °C e 90+5% de umidade relativa, por 12 dias e as
avaliacdes foram realizadas nos periodos de 0, 3, 5, 7, 9 e 12 dias de
armazenamento, das seguintes varidveis: coloragdo, perda de massa fresca,
solidos soluveis, aglicares soluveis totais, acidez titulavel, pH, firmeza, pectina
total, pectina solivel, pectinametilesterase, poligalacturonase, vitamina C,
compostos fenodlicos totais e atividade antioxidante. O trabalho foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os tratamentos foram dispostos
em fatorial duplo 3x6, contendo trés repetigdes, tendo cada unidade
experimental sido constituida por, aproximadamente, 120 g. Os resultados
obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas,
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade e analise de regressdo. Apesar de
muitas varidveis apresentarem semelhangas no comportamento das amoras-
pretas armazenadas em diferentes embalagens, conclui-se que a embalagem de
polipropileno determinou as maiores oscilagdes ao longo do tempo,
principalmente das variaveis relacionadas ao perfil textural, dificultando, assim,
a conservagdo da amora-preta neste tipo de embalagem. Ja as embalagens de
poliestireno revestidas com filme de policloreto de vinila e polietileno
apresentaram comportamento muito semelhante, proporcionando a melhor
conservacdo da amora-preta.

Palavras-chave: Rubus spp cv. Tupy. Embalagem. Qualidade. Vida util.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the physical, chemical and biochemical
characteristics of blackberries "Tupy" stored in different atmospheres, to obtain
answers in determining the best packaging used to maintain the quality and
prolong its shelf life. For this fruit of the cultivar Tupy, from a commercial
plantation in the municipality of Itamonte-MG were placed in three different
packages: packaging of polyethylene (PET) with cover of the same polymer;
poliestiereno packaging film coated with polychloride (PVC) with a thickness of
20 pum and polypropylene (PP) packaging with cover of the same
polymer. Packages containing fruits were randomly assigned to the cooling
temperature of 0°C = 1°C and 90% =+ 5% UR for 12 days and assessments were
performed during periods of 0, 3, 5, 7, 9 and 12 days of storage, the following
variables: color, weight loss, soluble solids, total soluble sugars, titratable
acidity, pH, firmness, total pectin, soluble pectin, polygalacturonase, vitamin C,
total phenolics, antioxidant activity. The study was conducted in a completely
randomized design (DIC). The treatments were arranged in double factorial 3x6,
with three repetitions, each experimental unit was constituted by about
120g. The results were submitted to ANOVA and means were compared by
Tukey test at 5% probability and regression analysis. Although many variables
were similarities in the behavior of blackberries stored in different packages, it is
concluded that polypropylene packaging determined the highest fluctuations
over time, especially of the variables related to the textural profile, thus
hindering the conservation of this type blackberry packing. As for the packaging
polyestyrene and polyethylene showed very similar behavior by providing the
best conservation of blackberry.

Keywords: Rubus spp. Packaging. Quality. Shelf life.
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1 INTRODUCAO

A amora-preta ¢ um fruto de clima temperado, pertencente a familia das
Rosaceae, género Rubus spp, de crescimento ereto, vigorosa e com presenca
moderada de espinhos, muito produtiva, de frutos grandes (5 a 7ng), atrativos e
firmes, de sabor 4cido adstringente (ANTUNES, 2002).

Em Minas Gerais, suas qualidades agrondmicas vém sendo trabalhadas
como uma das op¢des para a pequena propriedade agricola, visto que apresenta
baixo custo de implantacdo, manutengdo do pomar e, principalmente, reduzida
utilizagdo de agrotoxicos (ANTUNES, 2002).

No entanto, a rapida perda de qualidade pds-colheita representa um sério
obstaculo a comercializagdo da amora-preta no mercado de frutas frescas.
Devido a sua fragilidade e alta taxa respiratdria, a amora-preta apresenta vida
pos-colheita curta, podendo ser facilmente suscetivel a danos mecénicos durante
a colheita, transporte e manuseio, facilitando o processo de infeccdo por
patdégenos (PERKINS-VEAZIE et al., 1997).

Por se tratar de frutos extremamente pereciveis, sdo necessarios
cuidados adicionais quando destinados ao consumo in natura, a fim de preservar
as caracteristicas sensoriais e nutricionais do fruto até o seu consumo final.
Nesse sentido, ¢ imprescindivel que a colheita seja realizada nas primeiras horas
da manhi e que os frutos sejam rapidamente retirados do campo. E aconselhado
também que seja realizada, neste momento, a sele¢do do estddio de maturagdo e
o descarte de frutos com defeitos ou podriddes (SCHAKER; ANTONIOLLI,
2009).

A utilizagdo de baixas temperaturas constitui o fator mais importante na
reducdo da deterioracdo ¢ na maximiza¢do da vida util da amora-preta. O
armazenamento a frio retarda os processos fisiologicos, como a respiragdo e a

producdo de calor vital, que levam a senescéncia dos frutos. A reducdo da
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intensidade respiratdria reduz as perdas de aroma, sabor, cor, textura e outros
atributos de qualidade do produto armazenado (FILGUEIRAS; CHITARRA
CHITARRA, 1996).

Associado a refrigeracdo, o armazenamento sob condi¢des de atmosfera
modificada (AM) pode, quando utilizado adequadamente, resultar em beneficios
adicionais. Na obten¢do de atmosferas modificadas, sdo utilizados filmes de
polietileno de baixa densidade com diferentes espessuras ou filmes de cloreto de
polivinila (PVC), mais delgados e mais permeaveis do que os de polietileno,
sendo, em alguns casos, mais eficientes para prolongar a vida ttil das frutas
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

A diminuigdo da taxa respiratoria e a consequente redugdo das reagdes
metabdlicas, promovidas pela diminui¢do nos niveis de O, e aumento de CO,,
atrasam o amadurecimento e a senescéncia dos frutos, por reduzir a utiliza¢ao de
carboidratos, acidos organicos e outras reservas (MATHOOKO, 1996).

Nesse sentido, conduziu-se este estudo com o objetivo de avaliar as
transformagoes fisicas, quimicas ¢ bioquimicas de amoras-pretas cultivar Tupy
armazenadas em diferentes atmosferas, visando obter respostas na determinagdo
da melhor embalagem para manter as caracteristicas de qualidade e prolongar

sua vida util.
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2 MATERIAL E METODOS

Os frutos utilizados neste experimento eram provenientes de plantio
comercial no municipio de Itamonte, MG. Utilizou-se a cultivar Tupy, sendo sua
colheita realizada em novembro de 2010, no periodo da manha, para minimizar
perdas por transpiragdo, procedendo-se a colheita manual.

Os frutos foram colhidos, obedecendo a uniformidade de tamanho, cor e
auséncia de injirias e armazenados em bandejas de polietileno com tampa do
mesmo polimero. Os frutos foram transportados em caminhdo refrigerado da
cidade de procedéncia para o Laboratorio de Pos-Colheita de Frutas e Hortaligas
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde foram manipulados com o
devido cuidado, evitando qualquer injuria ao tecido. Estes frutos foram retirados
das embalagens de procedéncia e acondicionados em trés diferentes embalagens
para a modificagdo da atmosfera, sendo elas:

a) embalagem de polipropileno (PP), com tampa rigida encaixavel do
mesmo polimero;

b) embalagem de poliestireno (PS) revestida manualmente com filme de
policloreto de vinila (PVC), com espessura de 20 um,;

c) embalagem de polietileno tereftalato (PET), com tampa rigida

encaixavel do mesmo polimero.

Polietileno tereftalato (PET)  Poliestireno (PS) Polipropileno (PP)

Figura 1- Aspecto visual de amora-preta cv. Tupy acondicionada em diferentes
embalagens.
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2.1 Analises

As embalagens contendo os frutos foram distribuidas aleatoriamente a
temperatura de refrigeragcdo de 0=1 °C e 90+£5% de umidade relativa, por 12 dias
e as avaliagdes foram realizadas nos periodos de 0, 3, 5, 7, 9 e 12 dias de

armazenamento. Cada parcela experimental foi constituida por 120 g.

2.1.1 Coloracéo

A coloragdo foi determinada em trés pontos distintos do fruto,
utilizando-se o colorimetro Minolta CR-400, com a determinacdo no modo CIE
L* a* b*. A coordenada L* representa quao clara ou escura é a amostra, com
valores variando de 0 (totalmente preta) a 100 (totalmente branca). Ja a
coordenada a* pode assumir valores de -80 a +100, em que os extremos
correspondem ao verde e ao vermelho, respectivamente. Por fim, a coordenada
b*, com a intensidade de azul ao amarelo, pode variar de -50 (totalmente azul) a

+70 (totalmente amarelo).

2.1.2 Perda de massa fresca (%0)

Foi calculada por gravimetria, segundo a expressao:
% PM = (MI — MF) 100/M1,
em que MI é a massa inicial e MF a massa da amostra, no dia da

avaliagdo.
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2.1.3 Solidos soluveis

Os solidos soluveis foram determinados por refratometria, conforme as
normas da Association of Official Agricultural Chemists - AOAC (1998),
utilizando-se refratdmetro digital, homogeneizando-se as amostras e transferindo
de uma ou duas gotas do material para o prisma do refratdbmetro. Os resultados

foram expressos em °BRIX.

2.1.4 Acucares soluveis totais

Os agucares soluveis totais foram determinados por espectrofotometria a

620 nm, pelo método de antrona (YEMM; WILLIS, 1954).

2.1.5 Acidez titulavel e pH

A acidez titulavel foi determinada por titulagdo com solugdo de
hidréxido de sodio (NaOH) 0,01N, utilizando-se como indicador a fenolftaleina,
de acordo com o Instituto Adolfo Lutz (1985). Os resultados foram expressos
em porcentagem de acido citrico. J& o potencial hidrogenionico foi determinado
utilizando-se um pHmetro Schott Handylab, segundo técnica aconselhada pela
AOAC (1998).

2.1.6 Firmeza

A firmeza de frutos inteiros foi obtida determinando-se dois pontos na
regido equatorial do fruto, com o auxilio de um texturdmetro table Micro
System, modelo TAXT2i, probe 2/N e os resultados foram expressos em

Newtons (N).
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2.1.7 Pectina total, pectina soltvel e % de solubilizacéo

As pectinas total e soltivel foram extraidas de acordo com a técnica de
MCCready ¢ MCComb (1952) e determinadas espectrofotometricamente a 520
nm, segundo técnica de Blumenkrantz e Asboe-Hansen (1973). Os resultados
foram expressos em mg de 4cido galacturénico.100 g de polpa. O percentual de

solubilizagdo foi obtido pela razdo entre pectina soluvel/pectina total.

2.1.8 Pectinametilesterase (E.C. 3.1.1.11)

A atividade enzimatica foi determinada pela técnica descrita por Jen e
Robinson (1984). O substrato utilizado foi a pectina citrica a 1% em NaCl 0,1
Mol.L", pH 7,0, a temperatura ambiente. A taxa de desmetilacdo da pectina,
adicionada do extrato enzimatico, foi medida pela titulagdo da mistura da reagdo
com NaOH 0,01 Mol.L"', mantendo-se o pH 7,0 por 10 minutos. Uma unidade
de atividade foi considerada como sendo a quantidade de enzima capaz de
catalizar a desmetilagdo de pectina correspondente a um micromol de NaOH por
minuto, nas condi¢des do ensaio.Os resultados foram expressos em unidades por

grama de peso fresco (umol'g'min).

2.1.9 Poligalacturonase (EC 3.2.1.15)

A extracdo foi realizada de acordo coma metodologia de Buecher &
Furmanski (1978). Amostras de 5g foram trituradas em politron com 50 mL de
agua destilada gelada, a 4°C. O homogenato resultante foi filtrado em papel de
filtro. O residuo foi lavado mais uma vez com agua destilada e, em seguida,
ressuspendido em NaCl 1,0 Mol.L" e submetido & homogeneizagio por um

minuto. O pH foi ajustado para 6 com NaOH e o novo homogenato foi incubado
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a 4°C, por uma hora. Depois de incubado, o volume foi completado para 30mL
com NaCl 1,0 Mol.L™" e filtrado com papel de filtro. O sobrenadante constituiu a
fonte enzimatica. A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada segundo
Pressey & Avants (1973). O extrato foi incubado com &cido galacturonico
0,25% em tampao acetato de sédio 37,5mM pH 5,0, a 30 °C, por3 horas. A
reacao foi interrompida em banho-maria fervente e os grupos redutores liberados
determinados pela técnica Somoghy, modificada por Nelson (1944), utilizando-
se acido galacturonico como padrdo. Os resultados foram expressos em unidades

de atividade de poligalacturonase por minuto (umol”'g'min).

2.1.10 Vitamina C

O teor de acido ascorbico foi determinado pelo método colorimétrico,
utilizando-se 2,4 dinitrofenil-hidrazina, segundo Strohecker e Henning (1967). A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro Beckman 640 B, com sistema
computadorizado e os resultados foram expressos em mg de acido ascorbico por

100 g™ de polpa.

2.1.11 Antocianinas totais (AT)

O contetdo de antocianinas totais foi determinado pelo método da
diferenca de pH (GIUSTI; WROSLTAD, 2001), em que se dissolve em dois
sistemas-tampao: cloreto de potassio pH 1,0 (0,025M) e acetato de sédio pH 4,5
(0,4M). Foram adicionados 2,5 mL da correspondente dissolucdo tampao
pH=1,0 a 1,5 mL da amostra de vinho e 2,5 mL da dissolucao tampao pH=4,5 a
1,5 mL da amostra de vinho e as leituras das absorbancias foram realizadas a

510 ¢ 700 nm.
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A absorbancia foi calculada a partir da equagao:

A = (As10nm — Azoonm)PH1,0— (Asoonm = Azoonm)PHa s

A concentracao de pigmentos no extrato foi calculada e representada em

cianidina-3-glicosideo.

Antocianinas (mg.I") = (A x PM x FD x 1000)/(e x 1)
em que A = absorbancia; MM = massa molecular; FD = fator de diluicdo

e ¢ = absortividade molar.

2.1.12 Compostos fendlicos totais

Para a obtencdo do extrato, seguiu-se 0 mesmo procedimento utilizado
para a atividade antioxidante. A determinag@o do teor de fendlicos totais foi feita
pelo método proposto por Waterhouse (2002), empregando-se o reagente de
Folin-Ciocalteu. Em resumo, 0,5 mL de extrato de cada amostra foram
adicionados aos tubos contendo 2,5 mL de solugdo de Folin-Ciocalteu 10%. Em
seguida, foram adicionados 2 mL de solu¢do de carbonato de sédio 4%. Os
tubos foram agitados e deixados em repouso, por 2 horas, ao abrigo da luz. A cor
azul produzida pela reducdo do reagente Folin-Ciocalteu pelos fendlicos foi
medida espectrofotometricamente, na faixa de absor¢ao de 750 nm. O célculo do
teor de fendlicos foi realizado a partir da equagdo da reta obtida da curva padrao
do acido galico. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido

galico por 100 g da amostra (mg EAG.100g™).
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2.1.13 Atividade antioxidante total DPPH

Para a obteng@o do extrato, foram pesados 2 g das amostras, as quais
foram adicionadas 20 mL de dalcool metilico 50%. Essa mistura foi
homogeneizada e deixada em repouso por 1 hora, a temperatura ambiente. Apos
este periodo, a mistura foi centrifugada, a 14.000 rpm, por 15 minutos. O
sobrenadante foi coletado e foram adicionados 20 mL de acetona 70% ao
residuo, que foi homogeneizado e deixado em repouso por 1 hora, a temperatura
ambiente. Em seguida, centrifugou-se, a 14.000 rpm, por 15 minutos. O
sobrenadante foi coletado, adicionado ao primeiro sobrenadante e o volume foi
completado para 50 mL com agua destilada.

A metodologia empregada na determinagdo da atividade antioxidante foi
baseada na extin¢do da absor¢do do radical 2.2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH
60 uM), proposta por Rufino et al. (2007), com algumas adaptagdes em relagio
ao calculo, calculando-se o percentual de sequestro do radical DPPH a partir do
padrio.

Foi adicionado 0,1 mL de cada extrato das amostras a 3,9 mL de solucdo
de DPPH. Para o controle, foi adicionado 0,1 mL de metanol, juntamente ao
DPPH, no lugar do extrato. As leituras foram realizadas apdés 120 minutos, em
espectrofotometro, a 515 nm e os resultados foram expressos em percentual de
sequestro de radical livre (%SRL), conforme equacdo a seguir:

%SRL = (Ac — Am) x 100/Ac

em que Ac = absorbancia do controle € Am = absorbancia da amostra

2.1.14 Analises estatisticas

A anélise estatistica das variaveis avaliadas foi realizada utilizando-se

do software Sisvar. Realizou-se a analise de varidncia por meio do teste F, para



57

verificar a diferenca entre os tratamentos. As médias dos tratamentos, quando
significativas, foram comparadas, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Quando encontrada diferenca significativa na interacdo entre os fatores, foi feita

a analise de regressao.

2.2 Delineamento experimental

O trabalho foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
(DIC). Os tratamentos foram dispostos em fatorial 3x6, sendo constituido por
trés tratamentos (embalagem de polipropileno com tampa do mesmo polimero,
embalagem de poliestireno revestida com filme PVC 20 um, embalagem de
polietileno com tampa do mesmo polimero) e seis tempos de armazenamento (0,
3,5,7,9 e 12 dias), contendo trés repeticdes. Cada unidade experimental foi

constituida, em média, por 120 g de frutos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Anélise instrumental da cor

De acordo com os resultados, observa-se que a varidvel L* foi
influenciada pela interacdo entre embalagens e tempo de armazenamento
(Grafico 1). As trés embalagens apresentaram comportamento semelhante, com

reducdo dos valores de L* ao longo do armazenamento.
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Grafico 1 Equacdo de regressdao e coeficiente de determinag¢ao do valor L* de
amoras-pretas acondicionadas em diferentes embalagens: PP, PS

revestida com filme PVC 20 um e PET, armazenadas sob
refrigeracdo, a 0+1 °C e 90+5% de umidade relativa.

O parametro L* identifica a luminosidade da amostra, cujos valores
variam do preto ao branco. Esta reducdo nos valores de L* pode estar
relacionada a um aumento na sintese de antocianinas, visto que a coloragdo das
amoras ¢ dada pelo seu contetido antocidnico ou pela oxidagdo de compostos
fenolicos, originando produtos de coloragdo escura.

As coordenadas “a*” e “b*” estdo mais relacionadas a tonalidade. O

valor de “a*”, ao assumir valores negativos, indica a coloragdo esverdeada e,
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quando positivo, a coloragdo vermelho-purpura, enquanto o valor de “b*”,
quando negativo, indica cor azul e positivo, cor amarela.

Em relagdo ao valor a*, observa-se que esta varidvel foi influenciada
apenas pelo tempo de armazenamento (Grafico 2). Houve reducdo de seus
valores até o nono dia, o que indica ligeira perda da coloragdo avermelhada. Ja
em relacdo ao valor b*, ndo foi verificada influéncia significativa pelos fatores

avaliados, apresentando valor médio de -1,90.
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Grafico 2 Equacdo de regressdo e coeficiente de determinagdo do valor a* de
amoras-pretas armazenadas em diferentes embalagens: PP, PS
revestida com filme PVC 20 pum e PET, armazenadas sob
refrigeracdo, a 0+1 °C e 90+5% de umidade relativa.

3.2 Perda de massa

A perda de massa foi influenciada significativamente pela interacao
embalagem e tempo de armazenamento (Grafico 3). Houve aumento na perda de
massa, ao longo do armazenamento. A embalagem de poliestireno revestida com
filme PVC proporcionou a maior perda de massa, quando comparada as
embalagens de polietileno e polipropileno, possivelmente por este apresentar

maior permeabilidade que as demais.
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Grafico 3 Equagdo de regressao e coeficiente de determinagdo do valor de perda
de massa de amoras-pretas armazenadas em diferentes embalagens:
PP, PS revestida com filme PVC 20 pm e PET, armazenadas sob
refrigeracdo, a 0+1 °C e 90+5% de umidade relativa.

A perda de massa ¢ um dos principais fatores na vida de armazenamento
de muitos produtos horticolas. Segundo Chitarra e Chitarra (2005), as frutas e
hortali¢as, mesmo quando mantidas em condi¢des ideais, sofrem alguma perda
de massa durante o armazenamento, devido ao efeito combinado de respiragdo e
transpiragao.

Antunes, Duarte Filho e Souza (2003) constataram perdas significativas
de massa durante o armazenamento dos frutos de amoreira-preta, atingindo
14,86% para frutos acondicionados, a 20 °C, por 12 dias. De acordo com os
mesmos autores, a utilizagdo de embalagem de polietileno de baixa densidade,
aliada ao uso de refrigeragdo, reduziu significativamente a perda de massa dos
frutos para as cultivares Brazos e Comanche.

A reducgdo de perda de massa com o uso da embalagem esta diretamente
relacionada a taxa de permeabilidade ao vapor d’agua do filme. Quanto menor a

taxa de transmissdo, menor sera o déficit de pressdo de vapor e maior a umidade
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relativa no interior da embalagem, reduzindo, consequentemente, a transpiragao

dos frutos (ANTUNES; DUARTE FILHO; SOUZA, 2003).
3.3 pH, solidos soltveis, acidez titulavel e agucares totais
O pH foi influenciado apenas pelos dias de armazenamento (Grafico 4),

observando-se uma leve oscilacdo dos valores de pH ao longo do tempo. O valor

médio encontrado foi de 3,19.
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Grafico4  Equagdo de regressdo e coeficiente de determinacdo da variavel pH
de amoras-pretas acondicionadas em diferentes embalagens: PP, PS
revestida com filme PVC 20 pm e PET, armazenadas sob
refrigeragdo, a 0£1 °C e 90+5% de umidade relativa.

A tendéncia de variagdo de pH pode ser explicada pela resposta do
tecido ao neutralizar a acidez gerada pelo CO, (RINALDI; BENEDETTI;
CALORE, 2005) ou pode estar relacionada ao consumo dos acidos organicos
pelo processo respiratdrio.

Na utilizacdo de atmosfera modificada para conservagao pos-colheita da
amora-preta dos cultivares Guarani e Caingangue, Cia et al. (2007) também nao

observaram efeito da embalagem nos teores de pH.
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Os fatores tempo de armazenamento e embalagem ndo afetaram
significativamente os teores de solidos soliveis dos frutos. Observou-se
concentragdo média de 5,94 °Brix.

Antunes, Duarte Filho e Souza, (2003), ao avaliarem a qualidade pds-
colheita de amoras, verificaram que nao houve mudangas significativas no teor
de sdlidos soluveis totais das amoras armazenadas a 2 °C, durante o periodo de
armazenamento. J4 para aquelas armazenadas a 20 °C ocorreu reducdo nos
teores de solidos soluveis totais ao longo do tempo.

Walsh, Popenoe e Solomos (1983), ao determinarem o contetido de
solidos soluveis em frutos de amoreira-preta (‘Dirksen thornless’, ‘Smoothstem’
e ‘Hull thornless’) observaram um decréscimo significativo de sélidos solaveis
totais, depois de sete dias de armazenamento a 25 °C. No entanto, resultado
inverso foi apresentado por Perkins-Veazie e Clark (1996), que verificaram
aumento dos solidos soliveis nas cultivares de amoreira preta Choctaw,
Cheyenne, Navaho e Shawnee, apds sete dias de estocagem a 2 °C. Ambos os
resultados ndo foram verificados neste trabalho.

A acidez titulavel, expressa em porcentagem de acido citrico, foi afetada
significativamente pelas embalagens e pelo tempo de armazenamento (Grafico

5).
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Grafico 5 Equagdo de regressdo e coeficiente de determinagdo da variavel
acidez titulavel de amoras-pretas acondicionadas em diferentes
embalagens: PP, PS revestida com filme PVC 20 um e PET,
armazenadas sob refrigeracdo, a 0+1 °C e 90+5% de umidade
relativa.

De acordo com Antunes, Duarte Filho e Souza (2003), amoras da
cultivar Brazos apresentaram reducdo da acidez ao longo dos dias de
armazenamento.

Contudo, os frutos armazenados na embalagem de polipropileno
sofreram reducdo dos seus valores até o nono dia de armazenamento, seguido
por um leve aumento a partir deste dia. Este leve aumento na acidez pode estar
associado a uma geracdo de radicais acidos oriundos a partir da degradagdo dos
constituintes da parede celular, tais como as pectinas (RINALDI; BENEDETTI;
CALORE, 2005).

Os teores de acucares totais dos frutos foram influenciados

interativamente por tempo e embalagem (Grafico 6).
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Grafico 6 Equacgdo de regressdo e coeficiente de determinagdo da varidvel
acucares totais de amoras-pretas acondicionadas em diferentes
embalagens: PP, PS revestida com filme PVC 20 pum e PET,
armazenadas sob refrigeracdo, a 0+1 °C e 90+5% de umidade
relativa.

As amoras armazenadas se comportaram de forma semelhante, com
ligeira elevacdo até o terceiro dia de avaliagdo, estabilizacdo a partir dai e
decréscimo de seus valores no final do armazenamento para os frutos
armazenados nas embalagens de polietileno e poliestireno e uma discreta

elevagdo para os frutos armazenados na embalagem de polipropileno.
3.4 Avaliacao textural
A firmeza dos frutos foi influenciada significativamente apenas pelo

tempo de armazenamento, observando-se ligeira reducdo da firmeza com o

decorrer dos dias (Grafico 7).
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Grafico 7 Equacdo de regressdo e coeficiente de determinagdo da varidvel
firmeza de amoras-pretas acondicionadas em diferentes embalagens:
PP, PS revestida com filme PVC 20 um e PET, armazenadas, sob
refrigeracdo a 0£1 °C e 90+5% de umidade relativa.

O amolecimento ¢é a alteracdo mais marcante durante o armazenamento
pos-colheita de frutos e pode ser resultante de dois processos: perda excessiva de
agua e modificagdes na lamela média e parede celular, devido a atividade
enzimatica (KLUGE et al., 1997).

Os fatores dias de armazenamento e embalagens afetaram
significativamente o teor de pectina soluvel e a porcentagem de solubilidade dos

frutos (Graficos 8 A e 8 B).
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Grafico 8 Equacdo de regressdo e coeficiente de determinagdo da varidvel
pectina solavel (8A) e porcentagem de solubilizagdo (8B) de amoras-
pretas acondicionadas em diferentes embalagens: PP, PS revestida
com filme PVC 20 um e PET, armazenadas sob refrigeracdo, a 0+1
°C e 90£5% de umidade relativa.
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A pectina soluvel apresentou um acréscimo dos valores ao longo dos
dias de armazenamento, sendo este aumento mais pronunciado nos frutos
acondicionados na embalagem de polipropileno. Para a porcentagem de
solubilizagdo, observou-se comportamento semelhante entre as trés embalagens,
visto que houve um aumento gradual ao longo dos dias, atingindo o maior valor
nos frutos armazenados na embalagem de polipropileno.

As substincias pécticas constituem um grupo heterogéneo de
polissacarideos, contendo, caracteristicamente, acglicares acidos, como acido
galacturénico e agucares neutros, tais como ramnose, galactose e arabinose
(TAIZ; ZIGER, 2004). No transcorrer da maturagdo, apos o fruto atingir o
tamanho maximo, o calcio ¢ desprendido da protopectina pela acdo de uma
protopectinase, iniciando a solubiliza¢do da pectina (KLUGE et al., 1997).

Em frutos, o amaciamento dos tecidos esta relacionado com mudangas
na estrutura da parede celular. Usualmente, ocorre modificagdo no grau de
contato entre as células, devido a degradacdo e a solubilizagdo das pectinas e a
modificagdes na estrutura das paredes celulares, decorrentes da agdo de diversas
enzimas. Dessa forma, ha decomposicdo das macromoléculas, como
protopectinas, celulose, hemicelulose e amido, amaciando as paredes celulares
pela diminui¢do da forca coesiva que mantém as células unidas (CHITARRA;
CHITARRA, 2005), ocasionando, assim, diminui¢do da firmeza do fruto.

Corroborando os resultados do presente estudo, Antunes, Gongalves e
Trevisan (2006) também observaram um aumento no teor de pectina soluvel das
amoras ao longo do periodo de armazenamento. De acordo com Carvalho
(1994), o percentual de pectina solivel serve como indicador de textura, sendo
que elevada porcentagem de pectina soluvel indica frutos de textura fraca e
pouco resistentes.

Antunes, Gongalves e Trevisan (2006) observaram que o percentual de

solubilizag¢do da cultivar Brazos foi superior a da Comanche até o nono dia,
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reduzindo-se no décimo segundo dia. No presente trabalho, foram encontrados
menores valores de porcentagem de solubilizagdo quando comparado ao
trabalho dos mesmos autores (ANTUNES; GONCALVES; TREVISAN, 2006).
Avaliando-se a atividade enzimatica, percebe-se que as enzimas
pectinametilesterase (PME) e poligalacturonase (PG) foram influenciadas
significativamente pelos fatores tempo de armazenamento e tipo de embalagem
(Grafico 9 e 10). Em relagdo a PME, as trés embalagens se comportaram de
forma semelhante, mostrando uma ascensdo da atividade enzimatica até o nono
dia de armazenamento, seguida por um ligeiro declinio (Grafico 9), exceto para
os frutos armazendos na embalagem de poliestireno que apresentaram aumento
até o final do armazenamento. Com relacdo a PG, os resultados permitem inferir
que a atividade desta nos frutos armazenados em embalagens de polipropileno e
poliestireno foi ascendente ao longo do armazenamento e superior a atividade

enzimatica dos frutos armazenados em embalagens de polietileno (Grafico 10).
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Grafico 9 Equacdo de regressdo e coeficiente de determinagdo da varidvel
pectinametilesterase de amoras-pretas acondicionadas em diferentes
embalagens: PP, PS revestida com filme PVC 20 um e PET,
armazenadas sob refrigeragao, a 0+1°C e 90+5% de umidade relativa.
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Grafico 10 Equacdo de regressdo e coeficiente de determinacdo da variavel
poligalacturonase de amoras-pretas acondicionadas em
diferentes embalagens: PP, PS revestida com filme PVC 20 pm
e PET, armazenadas sob refrigeragdo, a 0£1°C e 90+5% de
umidade relativa.

As enzimas pectinametilesterase (PME) e a poligalacturonase (PG)
atuam na modificagdo da textura: a PME promove a desesterificacdo ou remocao
dos grupos metilicos ou acetil da cadeia, enquanto a PG atua na
despolimerizacdo ou encurtamento da cadeia do acido poligalacturénico
(KLUGE et al., 1997). Com as atividades destas enzimas, a pectina passa da
forma insoluvel para a forma solavel, observando-se marcante amolecimento da
polpa dos frutos.

Ali, Chin e Lazan (2004) afirmam que a importincia da PME no
amaciamento dos frutos ¢ ampliada quando se considera que essa enzima pode
contribuir, direta ou indiretamente, para a acdo de outras, ao criar um ambiente
i6nico adequado ou, possivelmente, ao modificar a porosidade da parede celular,
favorecendo, dessa forma, o acesso de outras enzimas aos seus substratos
potenciais.

Antunes, Gongalves e Trevisan (2006), estudando amoras-pretas,

observaram que a PME aumentou linearmente com o aumento do periodo de
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armazenamento, para as cultivares Comanche e Brazos, tendo a primeira
apresentado atividade enzimatica maior durante todo o periodo de
armazenamento. Ainda de acordo com os mesmos autores, nos frutos ocorreu
um aumento inicial da atividade da poligalacturonase até o sexto dia, para
amoras da cv. Brazos, decrescendo a partir dai, até¢ o 12° dia de armazenamento.

No presente estudo, observou-se que houve um aumento concomitante
da atividade de PME e PG ao logo do armazenamento. Frutos armazenados em

embalagens de polipropileno apresentaram maior atividade enzimatica.

3.5 Compostos bioativos nas amoras

O teor de vitamina C foi afetado significativamente pela interacdo dias

de armazenamento e embalagem (Grafico 11).
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Grafico 11 Equagdo de regressdo e coeficiente de determinagdo da variavel

vitamina C de amoras-pretas acondicionadas em diferentes
embalagens: PP, PS revestida com filme PVC 20 pm e PET,
armazenadas sob refrigeracdo a 0+l °C e 90+5% de umidade
relativa.
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Frutos armazenados na embalagem de polietileno apresentaram elevagéo
dos valores de vitamina C até o nono dia, seguida por um leve decréscimo no
décimo segundo dia. Os frutos armazenados nas embalagens de polipropileno
mantiveram uma leve ascensdo dos valores até o final do armazenamento.

O tratamento com atmosfera modificada promove redugdo da taxa
metabdlica dos frutos, reduzindo, consequentemente, o consumo de O,,
reduzindo as reagdes oxidativas e resultando em menores perdas de acido
ascorbico (KADER, 2002).

Ao avaliar a conservagdo pos-colheita de amora-preta, Antunes, Duarte
Filho e Souza (2003) encontraram valores de vitamina C variando entre 60 e 110
mg.100"'g, para as cultivares Brazos e Comanche. Além disso, observaram que
frutos armazenados a 2 °C ndo apresentaram perda de vitamina C durante o
armazenamento, corroborando os resultados do presente estudo. No entanto,
Pilecco, Chim e Zambiazi (2006), ao avaliarem o teor de vitamina C em amoras-
pretas cultivares Brazos, Guarani e Tupy, encontraram valor significativamente
inferior, 15,17 mg. 100g™, quando foi avaliado por titulometria.

Os fatores tempo de armazenamento e embalagens influenciaram
significativamente os teores de antocianinas (Grafico 12).

Verifica-se que os frutos armazenados nas embalagens de polietileno e
poliestireno apresentaram comportamento semelhante quanto a pequena
oscilacdo nos teores de antocianinas durante o armazenamento, tendo, no ultimo
dia de analise, a embalagem de poliestireno apresentado contetido maior. Os
frutos armazenados nas embalagens de polipropileno apresentaram menor
conteudo de antocianinas, exceto no nono dia, quando observaram maiores
valores para frutos esta embalagem.

Chim (2008) identificaram um conteido de antocianinas totais na polpa

de amora-preta recém-processada em torno de 140,73 mg cianidina-3-glicosidio
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por 100 g de polpa, sendo este valor semelhante ao encontrado no presente

estudo.
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Grafico 12 Equagdo de regressdo e coeficiente de determinagdo da variavel

antocianinas totais de amoras-pretas acondicionadas em
diferentes embalagens: PP, PS revestida com filme PVC 20 pm
e PET, armazenadas sob refrigeracdo, a 0+£1°C e 90+£5% de
umidade relativa.

As diferengas observadas quanto ao conteiido de antocianinas totais
podem também estar relacionadas com variagdes genéticas, condigdes
ambientais durante a colheita e agdo enzimatica na pds-colheita, principalmente
devido a processos oxidativos das polifenoloxidases, cujo principal substrato é a
cianidina-3-glicosidio.

Ferreira, Rosso ¢ Mercadante (2009), ao avaliarem os compostos
bioativos presentes em amora-preta (Rubus spp.), encontraram valores de
antocianinas totais proximo a 150,8 mg.100™'g de fruto. Além disso, afirmaram
que a cianidina 3-glucosideo foi a antocianina majoritaria, correspondendo a
+92.9% do total antocidnico dos frutos.

Os compostos fenolicos totais foram influenciados pela interagdo tempo

de armazenamento e embalagens (Grafico 13). Observa-se que houve leve
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oscilag@o dos valores de fendlicos totais ao longo do armazenamento, ocorrendo,
inicialmente, uma ascensdo dos valores, seguida por uma queda discreta. A
reducdo destes compostos pode ser devido aos processos de complexagdo e

polimerizagdo dos taninos (MENEZES, 1994).
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Grafico 13 Equagdo de regressdo e coeficiente de determinagdo da variavel
compostos fenolicos totais de amoras-pretas acondicionadas em
diferentes embalagens: PP, PS revestida com filme PVC 20 pm
e PET, armazenadas sob refrigeragdo, a 0£1°C e 90+5% de
umidade relativa.

Frutos armazenados na embalagem de poliestireno e polipropileno, no
ultimo dia de analise, apresentaram teor de compostos fenolicos inferior a outra
embalagem. Este fato pode ser atribuido a uma maior permeabilidade de gases
dentro da embalagem, favorecendo a oxidagdo desses compostos pelas enzimas
oxidativas, tais como polifenoloxidase e peroxidase.

Chim (2008) encontrou valores de fendis totais de 1938,70 mg acido
galico por 100 g de polpa, valor bem superior ao citado no presente estudo

para frutos da mesma cultivar. Estas variacdes no conteido de compostos
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fendlicos podem estar relacionadas as diferencas de metodologias empregadas
na extragdo da amostra.

Antunes, Gongalves e Trevisan (2006) afirmaram que a cv. Comanche
apresentou maiores teores de compostos fenolicos totais em relacdo a ‘Brazos’,
com valores entre 400 e 500 (mg.100™"). Ferreira, Rosso ¢ Mercadante (2009)
encontraram teores de compostos fenolicos proximos a 241,7 (mg equivalente de
acido galico.100"'g), corroborando os dados do presente estudo.

O método de medida da capacidade antioxidante DPPH vem sendo
aplicado para avaliar a atividade antirradical livre de intimeras substancias e
baseia-se na propriedade que os compostos antioxidantes presentes em uma
amostra tem de capturar o radical de DPPH' livre no meio e promover, com isso,
uma atenuagdo da cor do meio reagente.

A porcentagem de sequestro de radical livre sofreu influéncia apenas do
tempo de armazenamento (Grafico 14). Observa-se que houve um aumento
inicial na atividade antioxidante até o terceiro dia, seguido por um declinio no

decorrer do armazenamento.
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Grafico 14 Equacdo de regressdo e coeficiente de determinagdo da varidvel

porcentagem de sequestro radical livre de amoras-pretas
acondicionadas em diferentes embalagens: PEP, PS revestida
com filme PVC 20 um e PET, armazenadas sob refrigeragdo, a
0+1°C e 90£5% de umidade relativa.
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Os compostos fendlicos sdo os maiores responsaveis pela atividade
antioxidante em frutos (HEIM et al.,, 2002). Embora a vitamina C seja
considerada, por alguns autores, como o maior contribuinte na atividade
antioxidante, Sun et al. (2002) demonstraram que a contribui¢do da vitamina C
na determinacdo da atividade antioxidante de onze frutos é baixa ¢ afirmaram
que a maior contribuicdo para a atividade antioxidante total de frutos se deve a
composicao de compostos fenolicos.

Santos et al. (2008) aplicaram a correlagdo de Pearson entre as variaveis
acido ascorbico, carotenoides, antocianinas e compostos fenolicos encontrados
em polpas de acai e verificaram correlagdo para as varidveis antocianinas
(R=0,72) e compostos fendlicos (R=0,59), a 5% de probabilidade.

No entanto, o potencial antioxidante de frutas esta intimamente
relacionado com a composi¢do especifica dos diferentes tipos de compostos
fenolicos presentes, uma vez que a atividade antioxidante 6tima de um composto
depende de sua configuracdo espacial e do niimero e da posi¢do dos grupos
hidroxila presentes em sua estrutura (KUSKOSKI et al., 2004).

Ao avaliar os compostos bioativos presentes em amora-preta, Ferreira,
Rosso e Mercadante (2010) verificaram que as antocianinas tém  papel
fundamental como antioxidantes naturais nesta fruta, representando em torno de
65% da atividade antirradical livre dos compostos fenolicos totais. Hassimotto et
al. (2008) observaram correlagdo linear entre os teores de cianidina e capacidade
antioxidante em cinco cultivares de amora. Além disso, a cianidina 3-
glucosideo, antocianina majoritaria em amora-preta, também foi citada como
responsavel pela atividade antioxidante nestas frutas (WANG; LIN, 2000).

Chim (2008) encontrou um percentual de inibi¢do de radicais livres pelo
método de DPPH maior na cv. Brazos (88,14), seguida pela cv. Tupy (87,6) e
com menores valores a cv. Guarani (86,93), embora estas ndo tenham diferido

estatisticamente.
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A amora-preta apresentou maior percentual de sequestro de radical livre,
quando comparada a frutos como o agai ¢ 0 morango (DUARTE-ALMEIDA et
al., 2006).
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4 CONCLUSOES

A embalagem de polipropileno com tampa do mesmo polimero
apresentou as maiores oscilagdes ao longo do tempo, principalmente das
variaveis relacionadas ao perfil textural, dificultando, assim, a conservacao da
amora-preta nesse tipo de embalagem.

As embalagens de poliestireno revestidas com filme de policloreto de
vinila 20 um apresentaram maior perda de massa.

As embalagems de polietileno determinaram menores oscilagdes ao
longo do tempo, principalmente no que diz respeito a menor solubilizagdo de
substancias pécticas, proporcionando, assim, a melhor conservacao da amora-

preta.
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CAPITULO 3

EFEITO DE DIFERENTES TEMPERATURAS NA QUALIDADE
POS-COLHEITA DE AMORA-PRETA
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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a vida util de
amora-preta cultivar Tupy, armazenada em trés temperaturas de armazenamento.
Os frutos foram adquiridos na cidade de Itamonte, MG e acondicionados em
embalagens de polietileno com tampa encaixavel do mesmo polimero. As
embalagens contendo cerca de 120 g de amora-preta foram armazenadas a
0+1°C, 5+1°C e 8+1°C e 90+5% de umidade relativa, por 12 dias e as avalia¢des
foram realizadas nos periodos de 0, 3, 5, 7, 9 e 12 dias de armazenamento, das
seguintes variaveis: perda de massa fresca, sélidos soliveis, acidez titulavel, pH,
firmeza, porcentagem de solubilizacdo, pectinametilesterase, poligalacturonase,
polifenoloxidase, peroxidase, fenilalanina aménia liase, vitamina C, compostos
fendlicos totais, antocianinas e atividade antioxidante. O trabalho foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 3x6, em
que o primeiro se refere a trés temperaturas e o segundo, a seis tempos de
armazenamento, respectivamente, contendo trés repeticdes. Os resultados
obtidos foram submetidos a analise de varidncia e as médias foram comparadas,
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade e analise de regressdo. Frutos
armazenados a 0°C preservaram a sua qualidade por 12 dias, mantendo a textura,
menor atividade das enzimas pectinoliticas e do metabolismo fenilpropanoide,
sendo esta temperatura ideal para o armazenamento e a conservagdo do produto.

Palavras-chave: Rubus spp. Conservagdo. Refrigeragdo. Compostos bioativos.

Enzimas.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the shelf life of
blackberries Tupy stored in three storage temperatures. The fruits were
purchased in the city of Itamonte-MG and packaged in polyethylene
snap cap with the same polymer.The packages containing approximately 120g
of blackberries were stored at 0=+ 1°C, 5+ 1°C and 8 £ 1°C and 90% + 5%
UR for 12 days and assessments were performed during periods of 0, 3, 5,7, 9
and 12 days of storage, the following variables: weight loss, soluble solids,
titratable acidity, pH, firmness, percentage of solubilization pectin
polygalacturonase, polyphenoloxidase, peroxidase,phenylalanine ammonia
lyase, vitamin C, total phenolic compounds, anthocyanins and antioxidant
activity. The study was conducted in a completely randomized design (DIC) in a
factorial 3x6, and three temperatures and six times storage respectively, with
three repetitions. The results were submitted to ANOVA and means were
compared by Tukey test at 5% probability and regression analysis. Fruit stored
at 0°C preserved their quality for 12 days, maintaining the texture, the
lower activity of pectinolytic enzymes and phenylpropanoid metabolism, and
better temperature for storage and preservation of the product.

Keywords - Rubus spp. Conservation. Refrigeration. Bioactive compounds.
Enzymes.
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1 INTRODUCAO

A amoreira-preta (Rubus sp.) é uma planta de habito de crescimento
arbustivo de porte ereto ou rasteiro, que produz frutos agregados com cerca de
quatro a sete gramas, com sabor acido a doce-acido, de coloragdo negra.
Apresenta baixo custo de producdo, facilidade de manejo, requer pouca
utilizagcdo de defensivos agricolas, sendo, por isso, uma alternativa interessante
para cultivo na agricultura familiar (ANTUNES et al., 2002).

A amora-preta in natura ¢ altamente nutritiva, contendo cerca de 85% de
agua, 10% de carboidratos, com elevado contetido de minerais, vitaminas B, A e
calcio (ANTUNES; DUARTE FILHO; SOUZA, 2003). No entanto, ¢ altamente
perecivel e a sua vida de prateleira ¢ limitada, devido a perda de massa
excessiva, além de alteracdo de textura e deterioragdo microbiolégica,
principalmente por Botrytis cinerea, Rhizophus e Mucor spp (BARTH et al.,
1995).

A utilizagdo de baixas temperaturas constitui o fator mais importante na
reducdo da deterioracdo e na maximizag¢do da vida til da amora-preta. De
acordo com Filgueiras, Chitarra e Chitarra (1996), a refrigeracdo retarda os
processos fisioldgicos, como a respiracdo e a produgdo de calor vital, que levam
a senescéncia das frutas. A reducdo da intensidade respiratéria reduz as perdas
de aroma, sabor, cor, textura e outros atributos de qualidade do produto
armazenado.

Antunes, Duarte Filho e Souza, (2003) constataram que frutos das
cultivares Brazos e Comanche puderam ser armazenados, por até nove dias, a 2
°C, quando acondicionados em bandejas de polietileno teraftalato transparente,

envoltos por filme PVC (20 pm).
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Contudo, as diferencas quanto ao tempo de armazenamento de amoras-
pretas estdo intimamente relacionadas as cultivares, ao manejo pré-colheit e, ao
estadio de maturagdo, dentre outros fatores.

Diante do exposto, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar
a vida util de frutos de amora-preta cv. Tupy submetidos a diferentes

temperaturas de armazenamento.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obencéo dos frutos, montagem e condugdo do experimento

Os frutos utilizados neste experimento eram provenientes de plantio
comercial, no municipio de Itamonte, MG. Utilizou-se a cultivar Tupy, sendo
sua colheita realizada em novembro de 2010, no periodo da manha, para
minimizar perdas por transpiragdo, procedendo-se a colheita manual.

Os frutos foram colhidos, obedecendo a uniformidade de tamanho, cor e
auséncia de injirias e armazenados em bandejas de polietileno com tampa do
mesmo polimero. Os frutos foram transportados em caminhdo refrigerado da
cidade de procedéncia para o Laboratorio de P6s-Colheita de Frutas e Hortaligas
da Universidade Federal de Lavras (UFLA). As embalagens contendo os frutos
foram distribuidas aleatoriamente em camaras frias com temperatura de
refrigeracdo de 0+1 °C e 90+5% de umidade relativa, 5t1 °C e 90+£5% de

umidade relativa e 8+1 °C e 90+5% de umidade relativa.

2.2 Anélises
As avaliagdes foram realizadas nos periodos de 0, 3, 5, 7, 9 e 12 dias de
armazenamento,de acordo com a manuten¢do da qualidade dos frutos dentro de

cada temperatura.

2.2.1 Perda de massa fresca (%0)

Foi calculada por gravimetria, segundo a expressao
% PM = (MI — MF) 100/MI,
em que MI é a massa inicial ¢ MF,a massa da amostra, no dia da

avaliacdo.
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2.2.2 Solidos soluveis

Os solidos soluveis foram determinados por refratometria, conforme as
normas da AOAC (1998), utilizando-se refratdmetro digital, homogeneizando-se
as amostras e transferindo de uma ou duas gotas do material para o prisma do

refratdmetro. Os resultados foram expressos em °BRIX.

2.2.3 Acidez titulavel e pH

A acidez titulavel foi determinada por titulagdo com solugdo de
hidréxido de sédio (NaOH) 0,0IN, utilizcomo indicador a fenolftaleina, de
acordo com o Instituto Adolfo Lutz (1985). Os resultados foram expressos em
porcentagem de acido citrico. J& o potencial hidrogenidnico foi determinado
utilizando-se um pHmetro Schott Handylab, segundo técnica aconselhada pela

AOAC (1998).

2.2.4 Firmeza

A firmeza de frutos inteiros foi obtida determinando-se dois pontos na
regido equatorial do fruto, com o auxilio de um texturémetro Stable Micro
System, modelo TAXT2i, probe 2/N e os resultados foram expressos em

Newtons (N).

2.2.5 Porcentagem de solubilizacio

As pectinas total e soliivel foram extraidas de acordo com a técnica de

MCCready e MCComb (1952) e determinadas espectrofotometricamente a 520

nm, segundo técnica de Blumenkrantz e Asboe-Hansen (1973). Os resultados
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foram expressos em mg de 4cido galacturénico.100 g de polpa. O percentual de

solubilizagdo foi obtido pela razdo pectina soltivel/pectina total.

2.2.6 Determinacéo de pectinametilesterase

A atividade enzimatica foi determinada pela técnica descrita por Jen e
Robinson (1984). O substrato utilizado foi a pectina citrica a 1% em NaCl 0,1
Mol.L", pH 7,0, a temperatura ambiente. A taxa de desmetilacdo da pectina,
adicionada do extrato enzimatico, foi medida pela titulagdo da mistura da reagdo
com NaOH 0,01 Mol.L"', mantendo-se o pH 7,0 por 10 minutos. Uma unidade
de atividade foi considerada como sendo a quantidade de enzima capaz de
catalizar a desmetilagdo de pectina correspondente a um micromol de NaOH por
minuto, nas condi¢des do ensaio.Os resultados foram expressos em unidades por

grama de peso fresco (pmol g 'min).

2.2.7 Determinacao de poligalacturonase

A extragdo foi realizada de acordo coma metodologia de Buecher &
Furmanski (1978). Amostras de 5g foram trituradas em politron com 50 mL de
agua destilada gelada, a 4°C. O homogenato resultante foi filtrado em papel de
filtro. O residuo foi lavado mais uma vez com agua destilada e, em seguida,
ressuspendido em NaCl 1,0 Mol.L" e submetido 2 homogeneizagio por um
minuto. O pH foi ajustado para 6 com NaOH e o novo homogenato foi incubado
a 4°C, por uma hora. Depois de incubado, o volume foi completado para 30mL
com NaCl 1,0 Mol.L™" ¢ filtrado com papel de filtro. O sobrenadante constituiu a
fonte enzimatica. A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada segundo
Pressey & Avants (1973). O extrato foi incubado com acido galacturdnico

0,25% em tampao acetato de sodio 37,5mM pH 5,0, a 30 °C, por3 horas. A
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reagdo foi interrompida em banho-maria fervente e os grupos redutores liberados
determinados pela técnica Somoghy, modificada por Nelson (1944), utilizando-
se acido galacturénico como padrao. Os resultados foram expressos em unidades

de atividade de poligalacturonase por minuto (umol”'g "' min).

2.2.8 Peroxidase (POD) (1.11.1.7)

A extragdo ¢ a determinagdo da atividade da peroxidase foi realizada de
acordo com o método proposto por Matsumo e Uritane (1972). A atividade foi
expressa em unidade por minuto por grama de tecido fresco (U min” g™),

segundo o método de Teisson (1979).

2.2.9 Polifenoloxidase (PPO) (1.14.18.1)

A extragdo e a determinacdo da atividade da polifenoloxidase foi
realizada de acordo com o método proposto por Matsumo e Uritane (1972). A
atividade foi expressa em unidade por minuto por grama de tecido fresco (U

min” g, segundo o método de Teisson (1979).

2.2.10 Fenilalanina am6nia-liase (PAL) (4.3.1.24)

Foi realizada com base na técnica preconizada por Rhodes ¢ Wooltorton
(1971). A atividade enzimatica foi expressa em U min" g, definida como
conteudo de enzima que produz um aumento na absorbancia a 290 nm de 0,01

por minuto (ZUCKER, 1965)
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2.2.11 Vitamina C

O teor de acido ascorbico foi determinado pelo método colorimétrico,
utilizando-se 2,4 dinitrofenil-hidrazina, segundo Strohecker e Henning (1967). A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro Beckman 640 B, com sistema
computadorizado, e os resultados foram expressos em mg de acido ascdorbico por

100g™ de polpa.

2.2.12 Antocianinas totais (AT)

O conteudo de antocianinas totais foi determinado pelo método da
diferenca de pH (GIUSTI; WROSLTAD, 2001), em que se dissolvem em dois
sistemas-tampao: cloreto de potassio pH 1,0 (0,025M) e acetato de sodio pH 4,5
(0,4M). Foram adicionados 2,5 mL da correspondente dissolucdo tampao
pH=1,0 a 1,5mL da amostra de vinho ¢ 2,5 mL da dissolugdo tampao pH=4,5 a
1,5 mL da amostra de vinho e as leituras das absorbancias foram realizadas a
510 e 700 nm.

A absorbancia foi calculada a partir da equagao

A = (As1onm = Azoonm)PH1,0— (Asoonm — Azoonm)PHa 5

A concentragdo de pigmentos no extrato foi calculada e representada em

cianidina-3-glicosideo.

Antocianinas (mg.I") = (A x PM x FD x 1000)/(e x 1)
em que A = absorbancia; MM = massa molecular; FD = fator de dilui¢cao

e ¢ = absortividade molar.
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2.2.13 Compostos fendlicos totais

Para a obteng@o do extrato, seguiu-se 0 mesmo procedimento utilizado
para a atividade antioxidante. A determinag¢@o do teor de fendlicos totais foi feita
pelo método proposto por Waterhouse (2002), empregando-se o reagente de
Folin-Ciocalteu. Em resumo, 0,5 mL de extrato de cada amostra foram
adicionados aos tubos contendo 2,5 mL de solu¢do de Folin-Ciocalteu 10%. Em
seguida, foram adicionados 2 mL de solu¢do de carbonato de sédio 4%. Os
tubos foram agitados e deixados em repouso por 2 horas, ao abrigo da luz. A cor
azul produzida pela redugdo do reagente Folin-Ciocalteu pelos fendlicos foi
medida espectrofotometricamente, na faixa de absor¢ao de 750 nm. O célculo do
teor de fendlicos foi realizado a partir da equagdo da reta obtida da curva padrao
do acido galico. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido

galico por 100 g da amostra (mg EAG.100g™).

2.2.14 Atividade antioxidante total DPPH'

Para a obtengdo do extrato, foram pesados 2 g das amostras, as quais
foram adicionadas 20 mL de dalcool metilico 50%. Essa mistura foi
homogeneizada e deixada em repouso por 1 hora, a temperatura ambiente. Apds
este periodo, a mistura foi centrifugada, a 14.000 rpm, por 15 minutos. O
sobrenadante foi coletado e foram adicionados 20 mL de acetona 70% ao
residuo, que foi homogeneizado e deixado em repouso por 1 hora, a temperatura
ambiente. Em seguida, centrifugou-se a 14.000 rpm, por 15 minutos. O
sobrenadante foi coletado, adicionado ao primeiro sobrenadante e o volume foi
completado para 50 mL com 4gua destilada.

A metodologia empregada na determinagdo da atividade antioxidante foi

baseada na extingdo da absor¢@o do radical 2.2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH
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60 uM), proposta por Rufino et al. (2009), com algumas adaptagdes em relacdo
ao calculo, calculando-se o percentual de sequestro do radical DPPH a partir do
padrio.

Adicionou-se 0,1 mL de cada extrato das amostras a 3,9 mL de solugdo
de DPPH. Para o controle, foram adicionados 0,1 mL de metanol, juntamente ao
DPPH, no lugar do extrato. As leituras foram realizadas apds 120 minutos, em
espectrofotdmetro, a 515 nm e os resultados foram expressos em percentual de
sequestro de radical livre (%SRL), conforme equagao a seguir:

%SRL = (Ac — Am) x 100/Ac

em que Ac = absorbancia do controle; Am = absorbancia da amostra

2.2.15 Analises estatisticas

A andlise estatistica das variaveis avaliadas foi realizada utilizando-se
do software R. Realizou-se a andlise de varidncia por meio do teste F, para
verificar a diferenca entre os tratamentos. As médias dos tratamentos, quando
significativas, foram comparadas, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Quando encontrada diferenca significativa na interacdo entre os fatores, foi feita

a analise de regressao.

2.3 Delineamento experimental

O trabalho foi conduzido em delincamento inteiramente casualizado
(DIC). Os tratamentos foram dispostos em fatorial 3x6, sendo constituido por 3
tratamentos (temperaturas de 0 °C, 5 °C e 8 °C) e seis tempos de armazenamento
(0, 3,5,7,9 e 12 dias), contendo trés repetigdes. Cada unidade experimental foi

constituida, em média, por 120 g de frutos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Cada temperatura proporcionou um periodo distinto de armazenamento,
baseado no fruto apto para o consumo. A temperatura de 0 °C, os frutos puderam
ser avaliados até o décimo segundo dia, no armazenamento a 5°C até o sétimo

dia e a temperatura de 8 °C até o quinto dia de armazenamento.

3.1 Perda de massa

A perda de massa foi influenciada significativamente pela interagdo
temperatura e tempo de armazenamento (p<0,05) (Grafico 1). Houve um
aumento da perda de massa no decorrer dos dias, sendo que, quanto maior a
temperatura de armazenamento empregada, maior perda de massa os frutos
apresentaram. Frutos armazenados a 8 °C apresentaram perda de massa mais

acentuada que os frutos armazenados a 5 e a 0 °C.

v (4)=0.001x? +0032x-0017 R =097
v (m)=0020x* - 0.004x - 0,020 R>=096
v (4)=0.187x-0.008 R>=099

3

Perda de Massa (%o)
(]

& g
0 F - : T .
3 6 9 12

Tempo de Armazenamento (Dias)

€ 0°C WM5°C ARC

Grafico 1 Equagao de regressdo e coeficiente de determinagao de perda de
massa de amoras-pretas armazenadas em diferentes temperaturas
de refrigeracao.
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A perda de massa fresca em frutos armazenados ocorre em decorréncia
da 4gua eliminada por transpira¢do causada pela diferenga de pressdo de vapor
entre o fruto e o ar no ambiente (FERREIRA; ROSSO; MERCADANTE, 2010),
sofrendo a influéncia de inumeros fatores, como cultivar, tratamentos pos-
colheita, condigdes ambiente ¢ duracdo do armazenamento.

Perkins-Veazie e Clarck (1996), ao avaliarem a perda de massa de
amora-preta das cultivares Choctaw, Cheyenne, Navaho e Shawnee,
encontraram valores variando de 0,8% a 3,3%, apds sete dias de armazenamento
a 2 °C, sendo influenciada pela cultivar e a coloragdo apresentada pelos frutos no

momento da colheita.

3.2 Acidez titulavel, pH e sélidos sollveis totais

Os valores de acidez titulavel foram influenciados apenas pelos dias de
armazenamento (p<0,05). Observou-se um leve declinio dos valores de acidez
até o sétimo dia de armazenamento e uma tendéncia a estabilizagdo a partir dai

(Grafico 2).
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Grafico 2 Equagdo de regressdo e coeficiente de determinacdo de acidez
tituldvel de amoras-pretas armazenadas em diferentes temperaturas
de refrigeracao.

Os valores de pH foram influenciados apenas pela temperatura de
armazenamento (p<0,05). Frutos armazenados a 0 °C apresentaram média de pH
de 3,11, sendo estatisticamente semelhante aos frutos armazenados a 8 °C (3,09).
No entanto, frutos armazenados a 5 °C apresentaram valores significativamente

distintos (3,15).

Tabela 1 Teor médio da varidvel pH de amora-preta armazenada em diferentes
temperaturas (0 °C, 5 °C e 8 °C)

Dias de Armazenamento

Temperatura (°C) 0 3 5 5 9 B
0 3,12b 3,1b 3,13b 3,11b 3,09b 3,1b
5 3,12b 3,13b  3,16a 3,18a - -
8 3,12b 3,06b 3,10b - - -

As médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5%
de significancia

De acordo com Brody (1996), o teor de acidos organicos tende a
diminuir durante o processo de oxidacdo dos 4cidos no ciclo dos acidos

tricarboxilicos, em decorréncia do processo de respiracao.
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Antunes, Gongalves e Trevisan (2003) também observaram redugdo na
acidez titulavel de amoras-pretas cultivares Brazos e Comanche, no entanto, ndo
observaram alteragdes significativas de pH em frutos armazenados a 20 °C, ao
longo dos dias de armazenamento.

Perkins-Veazie e Collins (2002) constataram reducdo de acidez total e
aumento de pH em amoras-pretas ‘Navaho’ e ‘Arapaho’, apds 14 dias de
armazenamento a 2 °C.

Os valores de solidos soluveis totais foram influenciados pela interagdo
temperatura e dias de armazenamento (p<0,05). Constata-se que ocorreu redugdo
dos valores de solidos soluveis ao longo de sua conservagado (Grafico 3), redugdo
esta maior em frutos armazenados a 8 °C e a 5 °C, quando comparada a dos
frutos armazenados a 0 °C (Grafico 3). Frutos armazenados a 0 °C apresentaram

oscilacdo discreta no teor de solidos soluveis.
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Grafico 3 Equagdo de regressdo e coeficiente de determinagdo de sodlidos
soluveis de amoras-pretas armazenadas em diferentes temperaturas
de refrigeracao.
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De acordo com Filgueiras, Chitarra ¢ Chitarra (1996), uma redugo nos
teores de solidos soluveis pode estar relacionada com o consumo de aguicares no
processo respiratorio.

Antunes, Gongalves e Trevisan (2003) constataram redugdo dos teores
de soélidos soluveis para frutos das cultivares Brazos e Comanche, durante
armazenamento a 20 °C.

Walsh et al. (1983) também verificaram, em frutos de amoreira-preta
(‘Dirksen thornless’, ‘Smoothstem’ e ‘Hull thornless’), decréscimo significativo

de solidos soluveis totais, depois de sete dias de armazenamento a 25°C.

3.3 Qualidade textural

Houve interacdo significativa entre os fatores temperatura e tempo de
armazenamento, para as variaveis firmeza e porcentagem de solubilizagdo
(p<0,05) (Graficos 4 A e B). A firmeza da polpa caracterizou-se pelo decréscimo
gradual e significativo ao longo dos dias de armazenamento, em todas as
temperaturas avaliadas. Frutos armazenados a 5 °C apresentaram reducdo mais
acentuada na firmeza de sua polpa. Houve um aumento na porcentagem de
solubilizagdo dos frutos no decorrer do armazenamento.

A textura do fruto, apesar de ser um parametro fisico, esta estreitamente
relacionada com a solubilizagdo de substancias pécticas. Frutos com elevada
porcentagem de pectina solivel sdo, geralmente, de textura fraca e pouco

resistentes ao transporte ¢ ao armazenamento (CARVALHO, 1994).
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Grafico 4 Equagdo de regressdo e coeficiente de determinagao de firmeza (A) e
porcentagem de solubilizagdo (B) de amoras-pretas armazenadas em
diferentes temperaturas de refrigeragao.
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A tendéncia geral dos frutos durante a pods-colheita ¢ um declinio na
firmeza condicionada por diversos fatores, sendo atribuido, principalmente, a
hidrolise de polissacarideos da parede celular e a degradagdo enzimatica de
compostos pécticos da lamela média (SALUNKE; DESAI, 1984).

No entanto, a redug¢do da temperatura diminui a atividade respiratoria
dos frutos (BEHRSING et al., 1996), reduzindo a perda de firmeza (MERINO;
URIARTE, 1989), durante o armazenamento.

Ao avaliar o contetido pectinico de amoras armazenadas sob temperatura
ambiente e temperatura de refrigeracdo, Antunes et al. (2006) observaram que,
apesar da elevacdo no teor de pectina soliivel nos frutos mantidos sob
refrigeracdo, ndo houve degradacdo aparente da parede e extravasamento do
suco celular enquanto, sob condi¢do de temperatura ambiente, observaram perda
drastica da textura e extravasamento do suco, restringindo a vida ttil dos frutos a
metade daquela observada quando mantidos sob refrigeracao.

Gross ¢ Wallner (1979) relataram que, na maioria dos frutos, a fragdo
soluvel das substdncias pécticas aumenta durante o amadurecimento, num
processo atribuido a acdo de enzimas pectinoliticas.

Duas principais enzimas estdo envolvidas no processo de amaciamento
dos frutos, a poligalacturonase (PG) e a pectinametilesterase (PME) (ANTHON
et al., 2002).

A pectinametilesterase e a poligalacturonase foram influenciadas
significativamente pela interagdo temperatura e tempo de armazenamento
(Grafico 5). Frutos armazenados a 8 °C apresentaram maior atividade da enzima
PME. Os frutos armazenados a 5 °C e a 0°C apresentaram ligeira oscilagdao dos

valores de PME, no decorrer do armazenamento.
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Grafico5 Equacdo de regressio e coeficiente de determinacdo de
pectinametilesterase (5A) e poligalacturonase (5B) de amoras-pretas
armazenadas em diferentes temperaturas de refrigeracao.
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Antunes, Gongalves ¢ Trevisan (2003), ao avaliarem a atividade
enzimatica de amoras das cultivares Comanche e Brazos, observaram maior
atividade da PME no final do periodo de armazenamento a temperatura
ambiente.

Para a poligalacuronase, os frutos armazenados a 0 °C apresentaram um
aumento até o nono dia, seguido por um suave decréscimo, no final do
armazenamento. Os frutos armazenados a 5 °C e a 8 °C apresentaram elevagdo
crescente da atividade de PG durante todo o armazenamento (Grafico 5B).

Avaliando a influéncia da temperatura de armazenamento na atividade
enzimatica da poligalacturonase, Antunes, Gongalves e Trevisan (2003)
observaram que, nos frutos armazenados a 2 °C, houve um acréscimo da sua
atividade até o sexto dia, decrescendo a partir dai até o décimo segundo dia. Ja
nos frutos armazenados a temperatura ambiente, essa reducdo ocorreu a partir do
terceiro dia de avaliagdo (ANTUNES; GONCALVES; TREVISAN, 2003).

A menor atividade enzimdtica da PME promove a manutengdo do grau
de esterificacdo, dificultando a desmetilagdo do polimero péctico.
Consequentemente, reduz a agdo subsequente da poligalacturonase, refletindo no
controle da degradacdo das substdncias pécticas, por conseguinte, da

solubilizagdo de pectinas ¢ da conten¢ao do amaciamento da polpa das amoras.

3.4 Perfil enzimético do metabolismo fenilpropanoide

As enzimas peroxidase (EC 1.11.1.7), polifenoloxidase (EC 1.14.18.1) e
fenilalanina amonia-liase (EC 4.3.1.24) foram influenciadas significativamente
pelos fatores temperatura e tempo de armazenamento.

Frutos armazenados a 8 °C apresentaram maior e crescente atividade de
peroxidase, quando comparada osaos frutos armazenados a 0 °C e a 5°C (Grafico

6).
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Grafico 6 Equagdo de regressdo e coeficiente de determinagdo de

peroxidase de amoras-pretas armazenadas a diferentes
temperaturas de refrigeracao.

Um aumento mais acentuado da atividade da peroxidase dos frutos
armazenados a temperatura de 8 °C pode ser um indicativo de maior dano ao
tecido deste fruto, visto que a peroxidase ¢ considerada uma enzima de estresse.
Em condi¢des em que hd um aumento na formacdo de espécies reativas de
oxigénio, a enzima aumenta a atividade para reduzir os danos causados por essas
espécies reativas de oxigénio, removendo atomos de hidrogénio dos grupos
alcodis, combinando-os com peroxido de hidrogénio para formar moléculas de
agua, protegendo os tecidos (SALISBURY; ROSSI, 1991).

A polifenoloxidase apresentou comportamento bem semelhante ao
descrito para a peroxidase, visto que os frutos armazenados a 8 °C apresentaram
maior atividade enzimatica, seguido pelos frutos armazenados a 5 °C e, por fim,
pelos frutos armazenados a 0 °C. Observou-se aumento da atividade da
polifenoloxidase ao longo dos dias de armazenamento, nas trés temperaturas

avaliadas (Grafico 7).
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Gréfico 7 Equacdo de regressio e coeficiente de determinacdo de
polifenoloxidase de amoras-pretas armazenadas a diferentes
temperaturas de refrigeragao.

De acordo com Arruda (2002), a baixa temperatura de armazenamento
reduz a atividade das enzimas responsaveis pelo escurecimento enzimatico
(peroxidase e polifenoloxidase). Cenci (1994) afirma que o aumento na
atividade da PPO e POD durante o armazenamento pode estar associado a
senescéncia dos tecidos.

Huang et al. (1990) constataram que a atividade da peroxidase de lichia
aumentou durante os primeiros 15 dias de armazenamento, enquanto a atividade
da polifenoloxidase foi baixa na colheita e manteve-se baixa para os primeiros
29 dias de armazenamento.

A atividade enzimatica da fenilalanina amonia-liase foi maior nos frutos
armazenados a 8 °C e a 5 °C, observando-se um aumento nos teores ao longo do
armazenamento. J4 nos frutos armazenados a 0 °C, observa-se que houve um
aumento até o sétimo dia, seguido por um decréscimo dos valores até o fim do

armazenamento (Grafico 8).
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Grafico8 Equagdo de regressio e coeficiente de determinagdo de

fenilalanina amonia-liase de amoras-pretas armazenadas a diferentes
temperaturas de refrigeragao.

A fenilalanina amonia-liase exerce papel chave na biossintese de
fenilpropanoides, sendo sua atividade afetada por fatores como luz, temperatura,
reguladores de crescimento, inibidores da sintese de RNA, proteina, infecgao,
ferimentos e nutri¢do mineral (JONES, 1984).

No entanto, observou-se redugdo nos valores da enzima fenilalanina
amonia-liase aos sete dias de armazenamento dos frutos armazenados a 0°C, fato
que pode estar associado a menor disponibilidade de oxigénio e maior
concentragdo de dioxido de carbono criada pela atmosfera modificada as quais
os frutos foram armazenados, visto que estes fatores reduzem a atividade dessa
enzima (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Tem sido observado que, em muitos tecidos vegetais, os teores da FAL e
de compostos fenolicos aumentam concomitantemente. No entanto, Peng,
Scalbert ¢ Monties (1991) relatam que aumentos na atividade da fenilalanina
amonia-liase ndo se relacionam, necessariamente, com aumentos nos niveis de
compostos fenodlicos se outros fatores, como a disponibilidade de fenilalanina,

forem limitantes para o processo.
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3.5 Compostos bioativos

Os teores de fendlicos totais foram influenciados pela interacdo
temperatura e tempo de armazenamento. Frutos armazenados a 8 °C
apresentaram producdo mais acentuada de compostos fendlicos, quando
comparados aos frutos armazenados a 0 °C. Frutos armazenados a 5 °C
apresentaram elevacdo na producdo de compostos fenolicos até o quinto dia de
armazenamento, com posterior redug@o. Os frutos armazenados a 0 °C elevaram
seus teores até o nono dia de armazenamento, reduzindo-se a partir dai, até o

final do armazenamento (Grafico 9).
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Grafico9 Equagdo de regressdo e coeficiente de determinagdo de fenolicos
totais de amoras-pretas armazenadas a diferentes temperaturas de
refrigeracao.

A composi¢ao fenolica dos frutos ¢ determinada por fatores genéticos e
ambientais, mas pode ser modificada por reagdes oxidativas que ocorrem
durante a pés-colheita, resultado do armazenamento (TOMAZ-BARBERAN;
ESPIN, 2001).

O aumento da concentragdo de compostos fenolicos durante o

armazenamento pode ser devido ao fato de baixas temperaturas estimularem a
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atividade da enzima FAL, que elimina uma molécula de amodnia da fenilalanina
para formar o 4cido cindmico, acarretando a formag@o de compostos fenolicos.

Ao avaliar o conteudo de compostos fendlicos com relagdo ao ambiente
de armazenamento, Antunes, Gongalves e Trevisan (2003) observaram que, em
temperatura ambiente, houve um incremento nos teores de compostos fenolicos
totais das amoras até o sexto dia, decrescendo a partir dai, até o décimo segundo
dia, atingindo 370,63 mg 100g™. J4 em ambiente refrigerado, houve um ligeiro
incremento at¢é o nono dia, atingindo 467,86 mg.lOOg'l, havendo,
posteriormente, um pequeno decréscimo de 12 mg.100g™ até o décimo segundo
dia, corroborando os dados do presente estudo.

Estes autores atribuiram o aumento inicial da concentracdo de
compostos fendlicos totais a perda de massa das frutas, concentrando estas
substancias (ANTUNES; GONCALVES ; TREVISAN., 2003), enquanto a
reducdo destes compostos pode ser devido aos processos de complexagdo e
polimerizagdo dos taninos (MENEZES, 1994).

Os fatores tempo de armazenamento e temperatura influenciaram
significativamente os teores de antocianinas totais. Observou-se um aumento da
concentragdo das antocianinas totais dos frutos armazenados a 8§ °C e a 5 °C até o
quinto dia de armazenamento, seguido por um ligeiro declinio para estes tltimos
até o fim do armazenamento. J& para os frutos armazenados a 0 °C, observou-se

uma elevacao discreta dos valores ao longo do armazenamento (Gréafico 10).
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Grafico 10 Equacdo de regressao e coeficiente de determinagdo de antocianinas
totais de amoras-pretas armazenadas em diferentes temperaturas de
refrigeracao.

Alguns autores consideram que a via biossintética das antocianinas se
mantém operativa mesmo a baixas temperaturas (HOLKROFT; KADER, 1999),
fomentando um aumento continuo de antocianinas durante o periodo de
armazenamento (GIL et al., 1997).

Nunes et al. (1995) obtiveram diminui¢do de 43% no contetido de
antocianinas de morangos ndo embalados armazenados a 1 °C, durante 8 dias.
Sistrunk e Morris (1978) relataram também diminui¢do do contetdo de
antocianinas em morangos, dependente da temperatura e do tempo de
armazenamento.

Diversos fatores estdo relacionados a diferenca quanto ao conteudo de
antocianinas totais, entre eles a agdo enzimatica na pos-colheita, principalmente
devido a processos oxidativos das polifenoloxidases, cujo principal substrato ¢ a
cianidina-3-glicosidio (BEATTIE; CROZIER; DUTHIE, 2005).

Hassimotto et al. (2008) encontraram para a cultivar Tupy o valor de

116,0 + 2,0 mg cianidina 3-glucosideo/100 g de fruto. No entanto, Jaques et al.
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(2009), ao avaliarem frutos da mesma cultivar, encontraram teores de
antocianinas totais na faixa de 140,73 mg cianidina-3-glicosidio.100g™ fruta.

Os teores de vitamina C foram influenciados significativamente pela
interagdo dos fatores tempo e temperatura de armazenamento. Observou-se que
os frutos armazenados a 0 °C apresentaram maior conteudo de vitamina C e estes
mostraram pequena oscilacdo durante o armazenamento. Para os frutos
armazenados a 5 °C e a 8 °C, houve reducdo no contetdo de vitamina C, a partir

do terceiro dia de armazeamento (Grafico 11).

.80
F'gw 70 3’/ _— — - —_— ——
S 60 B
S 50
j=2)
ZE; 40
g 30 y(#)=0,051x3 - 1,170x2 + 7,333x + 59,90 R2=0,86
£ 20 y (m)=-0,699x2 +4,626x + 61,33  R>=0,61
g 10 y (A)=-1,356x%+6,376x + 60,47 R2*=1
S o : ; ; ‘
0 3 6 9 12
Tempo de Armazenamento (Dias)
#0°C M5°C A8°C
Grafico 11 Equacdo de regressdo e coeficiente de determinagdo de vitamina
C de amoras-pretas armazenadas em diferentes temperaturas de
refrigeracao.

Ao avaliar o armazenamento de amora-preta, Antunes, Gongalves e
Trevisan (2003) observaram que o armazenamento a 20°C promoveu um
acréscimo no contetdo de vitamina C total até o sexto dia, decrescendo a partir
de entdo. No décimo segundo dia, estas amoras apresentaram conteudo 51,1%
inferior ao encontrado nos frutos conservados a 2 °C. Os mesmos autores

observaram que, a 2 °C, ndo ocorreu reducdo no conteudo de vitamina C apds o
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sexto dia e atribuiram este fato a uma reducdo nas reagdes oxidativas e ao
retardo dos processos fisiologicos nos frutos armazenados sob refrigeracao.

De acordo com Clemente (1994), a peroxidase pode catalisar a oxidagao
de vitaminas, tais como a vitamina C, o que pode contribuir para a sua redugdo.

A porcentagem de sequestro de radical livre avaliada mediante a
utilizacdo do radical livre DPPHe foi influenciada pela interagdo temperatura e
tempo de armazenamento. Observou-se aumento da atividade sequestrante de
radical livre dos frutos armazenados a 5 °C e a 8 °C até o terceiro dia de
armazenamento, decaindo a partir dai, até o final do armazenamento. Para os
frutos armazenados a 0 °C, observou-se que houve um aumento até o terceiro
dia, seguido por uma tendéncia a estabilizagdo dos valores até¢ o final do

armazenamento (Grafico 12).

95 -
94 - A4 —

S 93 -

-

& 92 v y (¢) = 0,004x3 - 0,108x2 + 0,879x + 91,55 R>=0,89
o1 1 y (m)=-0,137x>+1,269x + 91,59 R>=0,86

y(4)=-0250x>+1,778x + 91,46 R>=1
90 : : : .
0 3 6 9 12

Tempo de Armazenamento (Dias)
W5°C A8°C ¢0°C
Grafico 12 Equacdo de regressdo e coeficiente de determinagcdo de

porcentagem de sequestro de radical livre de amoras-pretas
armazenadas em diferentes temperaturas de refrigeracao.

O aumento da atividade sequestrante de radicais livres das amoras na
diferentes temperaturas de armazenamento pode ser decorrente do aumento no

conteudo de fenolicos totais, em especial das antocianinas, visto que, de acordo
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com Hirsch (2011), as correlagdes encontradas entre compostos bioativos de
amora-preta e atividade antioxidante dos extratos fendlicos revelaram que as
antocianinas foram as grandes responsaveis pela atividade antioxidante,
utilizando-se a metodologia do FRAP e DPPHe. No entanto, o potencial
antioxidante das  antocianinas & afetado  por diferencas nas  suas
caracteristicas estruturais (ZHENG; WANG, 2003).

De acordo com Wang et al. (2008), a cianidina-3-glicosideo ¢ a
antocianina majoritaria da amora-preta e ¢ responsavel pela atividade
antioxidante nesta fruta.

Hassimotto et al. (2008) observaram correlagdo linear entre os teores de
cianidina e capacidade antioxidante, em cinco cultivares de amora.

As antocianinas tém papel fundamental como antioxidantes naturais na
amora-preta, representando em torno de 65% da atividade antirradical livre dos

compostos fendlicos totais (FERREIRA; ROSSO; MERCADANTE, 2010).
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4 CONCLUSOES

A temperatura de 0 °C ¢ a mais adequada para a conservagdo da amora-
preta cv. Tupy, por preservar a qualidade dos frutos por 12 dias, mantendo a
textura e menor atividade das enzimas pectinoliticas e do metabolismo
fenilpropanoide.

Frutos armazenados a 5 °C apresentaram vidveis para o consumo até o
sétimo dia de armazenamento.

O armazenamento a 8 °C restringiu a vida util da amora-preta cv. Tupy a
cinco dias de armazenamento, por nao conseguir retardar as modificagdes
naturais que acontecem no fruto, promovendo também acentuada perda de

massa, reducdo de firmeza ¢ declinio nos teores de vitamina C.
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CAPITULO 4

PERFIL VOLATIL DE AMORA-PRETA DURANTE O
ARMAZENAMENTO



119

RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de tragar o perfil volatil de
amoras-preta cultivar Tupy in natura, ao longo do periodo de armazenamento
refrigerado. Os frutos foram colhidos na cidade de Itamonte, MG, no estadio de
maturagdo comercial, padronizando-se tamanho, cor e auséncia de injarias e, em
seguida, armazenados em embalagens de polietileno com tampa do mesmo
polimero. As amostras foram armazenadas em camara fria, a 0+1 °C e 90+5%
UR, por 12 dias. As avaliacdes cromatograficas utilizando-se a técnica de
microextracao em fase sélida (SPME) foram realizadas nos periodos de 0, 3, 7, 9
e 12 dias de armazenamento. Foram identificados 44 compostos volateis durante
o periodo de conservagdo pds-colheita dos frutos de amora-preta cultivar Tupy,
dos quais 56,82% eram representados por compostos terpenos, 25% por ésteres,
11,36% por compostos alcodis e 6,82% por aldeidos. Os componentes que
apresentaram maior area relativa no perfil volatil da amora-preta avaliada foram
o 2-heptanol, seguido pelo B-nerolidol, espatulenol, biciclogermecreno e cis-
cariofileno. A anélise de componentes principais (PCA) mostrou a separagdo de
tr€s grupos distintos, baseada no tempo de armazenamento, em que as amoras
dos tempos iniciais foram semelhantes (0, 3 e 7 dias) ¢ as amostras dos tempos
finais se distanciaram.

Palavras-chave: Rubus spp. Volateis. Cromatografia. Armazenamento.
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ABSTRACT

This work was carried out in order to profile volatile blackberry cultivar
Tupy in nature, over the period of cold storage. The fruits were harvested in the
city of Itamonte-MG in the stage of commercial maturity to standardize the size,
color and about the lack of injuries, and then stored in polyethylene cover with
the same polymer. The samples were stored in cold storage at 0 £ 1 °C and
90 £5% UR for 12 days. Evaluations using the chromatographic technique
solid phase microextraction (SPME) were performed during periods of 0, 3, 7, 9
and 12 days of storage. Can see that 44 volatile compounds were identified
during the post harvest preservation of fruits of blackberry cultivar Tupy,
and represented 56,82% of these compounds terpenes, 25% esters, 11,36%
compounded alcohols and 6,82% aldehydes. The components that showed a
larger area on the volatile profile of blackberry were 2-Heptanol, followed by f-
Nerolidol, Espatulenol, Biciclogermecreno and Cis caryophyllene. The
principal component analysis (PCA) showed the separation of three distinct
groups, basedby storage time, where the berries of early times were similar (0, 3
and 7 days) and samples of the end times diverged.

Keywords: Rubus spp. Volatile. Chromatography. Storage.
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1 INTRODUCAO

A amora-preta (Rubus spp.) pertence a familia Rosaceae, género Rubus,
formando um grupo diverso e bastante difundido, para o qual se estima existirem
entre 400 a 500 espécies (ANTUNES et al., 2006).

Por se tratar de frutos extremamente pereciveis, sdo necessarios
cuidados adicionais quando destinados ao consumo in natura, a fim de preservar
as caracteristicas sensoriais e nutricionais do fruto até o seu consumo final.

O sabor dos frutos ¢ uma resposta integrada as sensagdes de gosto e
aroma, estando relacionado com a aceitagdo e a escolha de um produto
alimenticio. A percepcdo do gosto deve-se a presenca de compostos ndo
volateis, tais como agucares, acidos orgénicos, terpenoides, fenolicos e sais
minerais, causando sensagdes basicas, como doce, salgado, acido e amargo. Ja a
sensacdo do aroma envolve centenas e milhares de substincias volateis (RIU-
AUMATEL et al., 2004).

Os compostos volateis que formam o flavor caracteristico dos frutos sdo
produzidos por rotas metabdlicas durante a maturagdo, colheita, pds-colheita e
armazenamento e dependem de muitos fatores como espécie, variedade e tipo de
tratamento tecnologico. Os compostos volateis podem ser derivados de
aminoacidos, acidos graxos, carboidratos e carotenoides. Constituem um grupo
heterogéneo de compostos, com cadeia linear, ramificada, aromatica e
heteroaromatica, apresentando grupos quimicos diferentes, como hidroxila,
carbonila, carboxila, éster, lactona, amina, e fungdes tiol (PINHO et al., 2009).

A funcdo dos volateis nas frutas como um sinal de maturagdo e como
um atrativo para os organismos dispersores das sementes € apoiada pelo fato de
que algumas substincias sdo especificamente formadas em frutos maduros,
estando ausentes nos tecidos vegetativos € em frutos imaturos (GOFF; KLEE,

2006).
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Embora uma unica fruta ou vegetal sintetize centenas de compostos
volateis, apenas um pequeno subconjunto gera a impressao digital do flavor, em
fungdo das proporgdes de volateis de impacto e da presenca ou auséncia desses
componentes, permitindo a escolha dos alimentos pelos individuos.

Dentre as técnicas de determinagdo, a microextracdo em fase solida
(SPME) ¢ uma alternativa de extragdo que ndo induz modificacdes dos
compostos volateis devido ao efeito da temperatura ou do solvente. Esse tipo de
extracdo envolve a adsor¢do de analitos em uma fibra de silica revestida com
uma fase estaciondria e sua posterior dessorcao térmica, permitindo a injecao
direta de analito em coluna do cromatégrafo gasoso (PAWLISZYN, 2000). A
espectrometria de massa associada a cromatografia gasosa ¢ uma técnica valiosa
para a analise dos compostos volateis, visto que propicia rapidez e praticidade na
analise da constitui¢do quimica auténtica do aroma da fruta e tem sido
amplamente utilizada em vegetais (PINHO et al, 2009).

Devido a escassez de estudos relacionados a caracterizagdo do perfil
volatil de amoras-pretas, este trabalho foi realizado com o objetivou de avaliar o
efeito do tempo de armazenamento sobre os compostos volateis de amora-preta
cultivar Tupy in natura, armazenada por 12 dias sob refrigeragdo, utilizando a

técnica de microextragdo de fase sélida (SPME).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obencéo dos frutos, montagem e conducéo do experimento

Os frutos utilizados neste experimento foram provenientes de plantio
comercial, no municipio de Itamonte, MG. Utilizou-se a cultivar Tupy, sendo
sua colheita realizada em novembro de 2010, no periodo da manha, para
minimizar perdas por transpiragdo, procedendo-se a colheita manual.

Os frutos foram colhidos obedecendo a uniformidade de tamanho, cor e
auséncia de injirias e armazenados em bandejas de polietileno com tampa do
mesmo polimero. Os frutos foram transportados, em caminhdo refrigerado, da
cidade de procedéncia para o Laboratorio de P6s-Colheita de Frutas e Hortaligas
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde foram manipulados com o
devido cuidado, evitando-se qualquer injuria ao tecido.

Posteriormente, os frutos foram armazenados em embalagem de
polietileno com tampa rigida encaixavel do mesmo polimero, a 0+1 °C e 90+5%
UR, por 12 dias e as avalia¢des foram realizadas nos periodos de 0, 3, 7,9 ¢ 12

dias de armazenamento.

2.2 Compostos volateis

A andlise de compostos volateis foi realizada na Central de Analises e
Prospeccao Quimica da Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG.

A extragdo e a identificacdo dos compostos volateis da amora-preta
foram realizadas utilizando-se a técnica de microextracdo em fase solida
(SPME), em cromatdgrafo gasoso acoplado ao espectrometro de massa GC-2010
— Gas Chromatograph Shimadzu® e GCMS - QP2010 Plus — Gas
Chromatograph Mass Espectrometer.
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Preliminarmente as extracdes, a fibra extratora foi condicionada, a 300
°C, por 30 minutos, em cromatografo gasoso. Entre cada exposi¢do das
amostras, a fibra (PDMS/DVB) era limpa e condicionada a uma temperatura de
300 °C, por 30 minutos, no mesmo cromatografo.

Quatro gramas de fruto congelado foram transferidos para um frasco de
vidro (proprio para retencao de volatil) com capacidade para 10 mL e levados
para agitacdo, a velocidade constante de 50 rpm e aquecimento, a 45 °C, por 30
minutos. O procedimento de extracdo envolveu a exposicdo da fibra de
polydimethylsiloxiane/divinilbenze (PDMS/DVB, 65 um, Supelco) ao headspace
de cada amostra em frascos fechados.

Apbs esse tempo de agitagdo, aquecimento e exposicao a fibra, a seringa
foi imediatamente levada ao injetor do CG-MS, no qual os compostos volateis
foram dessorvidos, por 2 minutos, a 250 °C. Para a identificagdo, utilizou-se
aparelho Shimadzu CG-17A, com detector seletivo de massas modelo
QP5050A, sob as seguintes condi¢des operacionais: coluna capilar de silica
fundida (Equity-5) de 30 m x 0,25 mm e 0,25 um de espessura, tendo como fase
estacionaria 5% de difenil e 95% de polidimetilsiloxano (DBS); temperatura do
injetor de 220 °C; programacdo da coluna com temperatura inicial de 40° C,
sendo acrescidos 4 °C a cada minuto, até atingir 200 °C; gas de arraste hélio,
com 1,82 mL.min"' fluxo na coluna; sem split, com pressdo inicial na coluna de
102,4 kPa.

As condicdes do espectrometro de massas (EM) foram as seguintes:
detector seletivo de massas operando por impacto eletronico e energia de
impacto de 70 eV; velocidade de varredura 1.000 m/z s'; intervalo de varredura
de 0,5 fragmento/segundo e fragmentos detectados de 29 Da e 600 Da.

Cada componente foi identificado pela comparagido de seu espectro de
massas com espectros existentes na literatura (ADAMS, 1995), com base nos

espectros avaliados pelo banco de dados (Wiley 8. LIB e FFNSC.1.2.1ib). Visto
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que nao foram utilizados padrdes para a confirmacdo da identidade dos

compostos, estes foram considerados como tentativamente identificados.

2.3 Analises estatisticas

Os dados da composicdo dos volateis obtidos por cromatografia foram
analisados pela andlise dos componentes principais (principal component
analysis, ou PCA). Os dados foram pré-processados por autoescalamento antes

das analises por PCA. Os calculos foram realizados no software R.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 sdo apresentados os compostos volateis tentativamente
identificados, com seus respectivos tempos de retengdo e porcentagens médias
das ares relativas dos picos encontrados em amoras-pretas cultivar Tupy in

natura, durante o armazenamento a 0 °C, por 12 dias.



Tabela 1 Compostos volateis, tempo de retengdo e porcentagem de areas relativas de componentes aromaticos de amora-preta cv. Tupy,
armazenadas a 0£1°C, por 12 dias

Compostos* Area relativa do pico (%)
Tempo de retengdo 0 dia 3 dias 7 dias 9 dias 12 dias
Alcool
1-hexanol 6,06 Nd Nd Nd 0,32 Nd
2-heptanol 6,97 28,13 31,15 34,59 20,07 18,91
2-pinen-4-ol 10,36 Nd Nd Nd Nd 0,34
Farnesil alcool 26,31 1,22 Nd Nd Nd Nd
2-butil-1-octanol 28,08 Nd Nd Nd Nd 0,30
Ester
Acetato 3,19 Nd 0,58 Nd Nd Nd
Etil butanoato 4,26 1,68 Nd Nd Nd Nd
Etil hexanoato 10,15 Nd 1,08 Nd Nd 0,24
(+)-linalil acetato 25,53 Nd Nd Nd 0,78 Nd
Dioctadecil éster 26,25 Nd Nd Nd 1,82 Nd
Metil hexanoato 27,77 Nd Nd Nd Nd 1,13
Acido 1,2-benzenodicarboxilico dietil éster 29,83 Nd 0,92 Nd Nd Nd
Acido docosa-hexaenoico, 1,2,3-propanetril éster 30,81 0,08 Nd Nd Nd Nd
Acido tetradecanoico, 1-metiletil éster 30,82 Nd Nd Nd Nd 1,28
Dietil hexilmalonato 32,81 Nd Nd Nd Nd 0,71
Di(2-etil-hexil) malonato 33,04 Nd Nd Nd 0,10 Nd
Aldeido
Hexanal 4,31 2,64 Nd Nd Nd Nd
Tetradecanal 24,07 Nd Nd Nd Nd 0,82
1-Dodecanal 26,25 Nd Nd Nd Nd 5,95

... cont....
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Tabela 1, continua

Tabela 1 Compostos volateis, tempo de retencdo e porcentagem de areas relativas de componentes aromaticos de amora-preta cv. Tupy,
armazenadas a 0£1°C, por 12 dias

Terpenos
7- hidroxiepteno 5,54 2,60 Nd Nd Nd Nd
o (+)-pineno 7,81 Nd Nd 0,67 Nd Nd
(-) camfeno 8,27 Nd Nd 0,61 Nd Nd
(-)-limoneno 11,06 Nd Nd Nd Nd 0,19
B-Burbuneno 23,41 Nd Nd 0,47 Nd Nd
B-elemeno 23,65 1,77 0,87 1,74 3,09 2,08
Hexadecano 23,78 Nd Nd Nd Nd 1,07
cis-cariofileno 24,50 10,01 4,62 8,13 9,00 8,74
Germacreno 24,97 1,16 0,83 1,50 4,17 Nd
(+)-sativen 25,10 Nd Nd Nd 3,56 Nd
Humuleno 25,11 5,05 Nd Nd Nd Nd
Cis-p-farnesene 25,66 Nd Nd Nd Nd 2,01
B-farnesol 25,71 Nd Nd Nd 1,35 Nd
Sesquichameno 26,33 Nd Nd 1,09 Nd Nd
B-Selineno 26,59 3,32 Nd Nd 2,61 Nd
2,5,6-trimetil-1,3,6-heptatrieno 26,88 Nd Nd Nd Nd 8,51
Biciclogermacreno 26,90 12,35 Nd 11,11 8,05 Nd
(—)-alpha-copaene 26,31 Nd 0,54 Nd Nd Nd
(-)-a-copaeno 27,42 Nd Nd Nd 0,88 Nd
d-cadiene 27,74 Nd 0,36 2,51 Nd Nd
Eicosano 29,97 Nd Nd Nd 0,55 Nd
Ledol 28,28 Nd Nd 0,38 Nd Nd
B-nerolidol 28,94 6,42 4,73 8,66 8,11 13,79
(-)-Espatulenol 29,33 7,96 5,39 8,89 8,28 11,67
2-Ciclo-hexildodecano 34,35 Nd Nd Nd Nd 0,15

* tentativamente identificados por comparagdo dos espectros de massas com o banco existente na literatura (Wiley 8.LIB e FFNSC. 1.2 lib); Nd- ndo detectado
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De acordo com os resultados, € possivel observar que foram
identificados 44 compostos volateis durante o periodo de conservagdo pos-
colheita dos frutos de amora-preta cultivar Tupy, dos quais 56,82% eram
representados por compostos terpenos, 25% de ésteres, 11,36% de compostos
alcoois e 6,82% de aldeidos.

Os componentes que apresentaram maior area relativa no perfil volatil
da amora-preta avaliada foram o 2-heptanol, seguido pelo B-nerolidol, (-)-
espatulenol, biciclogermecreno e cis-cariofileno.

O baixo numero de substancias detectadas deve-se ao método de
extragdo empregado, SPME. Em razdo de ser uma técnica de captagdo de
componentes presentes no headspace, SPME apresenta rendimento de extragdo
limitado, apresentando, geralmente, um cromatograma simplificado, contendo
pequenas dezenas de compostos (VALENTE; AUGUSTO, 2000). Entretanto, os
componentes volateis extraidos por SPME representam com mais fidelidade o
aroma auténtico da fruta percebido pelos receptores sensoriais humanos porque
ndo contém contaminantes de solventes, artefatos ou substiancias de dificil
volatilizagdo (VALENTE; AUGUSTO, 2000).

Pelos dados da Tabela 1 ¢é possivel observar que o tempo de
armazenamento influenciou a composicdo volatil. A biossintese de compostos
volateis ¢ fortemente afetada pelas mudangas bioquimicas e fisioldgicas que
ocorrem durante o amadurecimento do fruto, tais como amaciamento da polpa,
desenvolvimento de pigmentos, incremento na taxa de respiragdo e produgdo de
etileno, alteracdes no metabolismo de carboidratos e lipidios (CANUTO; NETO;
GARRUTI, 2009).

O heptanol foi o composto alcool de maior representagdo. Os alcodis
podem ser originados como produtos secundarios da degradacdo oxidativa de
lipidios. Alguns autores mencionam que a presenca de alcodis no aroma de

frutas se deve a formacdo de off flavor, estando esses compostos relacionados
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com o aroma de “ardido, pungente” (SENESI et al., 2005). Ao determinar os
componentes volateis de amora utilizando-se a técnica de microextragdo em fase
solida, Ibafies et al. (1998) identificaram o 2-heptanol e o p-cimen-8-ol como os
constituintes principais do perfil volatil, sendo seu sabor e sua contribuigdo
descritos, respectivamente, como frutado e herbaceo-floral-picante.

Georgilopoulos e Gallois (1987) identificaram 245 compostos
aromaticos em amoras frescas, entre 0s quais os principais compostos foram
heptan-2-ol (43,06%), p-cimen-8-ol (3,72%), heptan-2-ona (3,32%), hexan-1-ol
(3,05%), um terpineol (2,38%), pulegona (2,05%) e octan-1-ol (1,83%). No
entanto, os autores ndo indicaram um composto aromatico especifico na amora
fresca.

Além dos alcodis, os ésteres volateis também apresentaram uma
contribui¢cdo no perfil volatil. Os ésteres sdo gerados a partir da esterificagao dos
alcodis e acil-CoA derivados tanto do acido graxo como do metabolismo de
aminoacidos, em uma reacdo catalisada pela enzima dalcool aciltransferase
(SANZ et al, 1997). Eles sdo importantes constituintes do perfil volatil de muitas
frutas, caracterizando o aroma frutal, estando, normalmente, associado a ésteres
de 3 a 8 atomos de carbono (ROSSITER, 1996).

Augusto et al. (2000) realizaram um mapeamento do aroma de diversas
frutas brasileiras e verificaram que os constituintes principais do aroma do caja,
da graviola e do cupuagu pertenciam a classe dos ésteres.

Os aldeidos podem ser originados a partir da degradagdo lipidica, pela
degradagdo de Strecker ou pela reagdo de Maillard (HOLSCHER et al., 1990).
Os aldeidos das amoras tiveram sua 4rea relativa aumentada no final do
armazenamento. Em muitos frutos, os aldeidos sdo os compostos majoritarios e
altas concentragdes desses compostos representam o sabor agradavel desses

vegetais. E possivel observar que o hexanal esteve presente no tempo 0 de



131

armazenamento, sendo este descrito, por alguns autores (KALUA et al, 2007),
como responsavel pelo aroma verde dos vegetais.

Ibafies et al. (1998) identificaram hexanal e trans-2-hexanal como
constituintes do perfil aromatico de amoras frescas, tendo o hexanal também
sido encontrado neste trabalho.

O cariofileno ¢ um sesquiterpenoide de ocorréncia comum em muitos
oleos essenciais. Ocorre na natureza como mistura dos isdmeros: isocariofileno,
a-cariofileno (humuleno) e B-cariofileno (VALLILO et al., 2006). De acordo
com Tu et al. (2002), o cariofileno apresenta-se como um composto que confere
aos frutos e vegetais um sabor fresco e frutado. Jiang e Kubota (2004), ao
caracterizarem os frutos da espécie Xanthoxylum piperitum, atribuiram ao aroma
do beta carofileno a classifica¢do de leve e fresco.

Ancos et al. (2000), ao determinarem o perfil volatil de framboesas de
diferentes cultivares, encontraram o cariofileno como o componente majoritario
da cultivar Autumn bliss. Quarenta ¢ dois volateis foram identificados em
amostras de amoras da cultivar Marion. Dentre os componentes majoritarios
encontrados destacou-se o nerolidol, composto que ¢ um volatil comumente
associado ao sabor de framboesa (PERKINS-VEAZIE, 1999).

O sesquiterpenoide beta-elemeno, de acordo com Tu et al. (2002) e
Jiang e Kubota (2004), confere aos vegetais aroma fresco e verde. Observou-se
que este constituinte esteve presente em todos os tempos analisados.

Ao caracterizar cinco variedades de amora-preta por CG/MS, Turemis et
al. (2003) afirmaram que os furanos foram os compostos aromaticos mais
prevalentes, tendo o principal componente sido o S5-hidroximetilfurfural,
correspondendo de 79,6% a 96,1% do perfil de aroma, dependendo da
variedade. O outro composto principal encontrado foi o 2,3-di-hidro-3,5-di-
idroxi-6-metil-4H-pirano-4-ona, que variou entre 5,7%-9,8% em quatro

variedades (TUREMIS et al., 2003). Estes dados mostram que a variabilidade
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genética ¢ um fator de variacdo entre os compostos volateis, compostos estes

que ndo foram encontrados neste trabalho.

A andlise dos componentes principais (PCA) estd demonstrada no

Grafico 1.

PC2 19,60%

Grafico 1

9-Dias

PC1 72,48%

Anadlise de componente principais (PCA)

Al= 1-hexanol; A2= 2-heptanol; A3= 2-pinen-4-ol; A4= B-farnesol; A5= farnesil
alcool, A6= 2-butil-1-octanol; A7= ledol; A8= B-nerolidol, A9= (-)-espatulenol; E1=
acetato; E2= etil butanoato; E3= etil hexanoato; E4= (+)-linalil acetato; ES5=
dioctadecil éster; E6= metil hexanoato, E7= acido 1,2-benzenodicarboxilico dietil
éster; E8= acido docosa-hexaenoico, 1,2,3-propanetril éster; E9= 4cido
tetradecanoico, 1-metiletil éster; E10= dietil hexilmalonato; E11= di(2-etil-hexil)
malonato; ALI= hexanal; AL2= tetradecanal; AL3= 1-dodecanal; Tl= 7-
hidroxiepteno; T2= o(+)-pineno; T3= (-) camfeno; T4= B-burbuneno; T5= B-
elemeno; T6= hexadecano; T7= cis-cariofileno; T8= germacreno; T9= (+)-sativen;
T10= humuleno; T11= cis-B-farnesene; T12= sesquichameno; T13= p-selineno;
T14= 2,5,6-trimetil-1,3,6-heptatrieno; T15= biciclogermacreno; T16= (—)-alpha-
copaene; T17= (-)-a-copaeno; T18= d-cadiene; T19= eicosano, T20= hexadecano;
T21= biciclo[5.2.0]nonano, 4,8,8-trimetil-2-metileno, T22= meptadecano, 2,6,10,15-
tetrametil; T23= 2-ciclo-hexildodecano; T24= (-)-limoneno.
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No Grafico 1 observam-se tanto os escores, nos quais os dois primeiros
componentes principais foram responsaveis por explicar 92,07% da
variabilidade total presente no conjunto de dados, quanto os pesos que revelam a
relacdo entre as amostras pelos compostos volateis identificados durante o
armazenamento da amora-preta.

A andlise dos dados quimicos pela técnica de PCA permitiu agrupar
quimicamente as amostras em trés grupos, de modo a expressar e evidenciar
suas semelhancas e diferencas, sendo eles: o primeiro grupo, formado pelas
amostras dos tempos 0, 3 e 7 dias; o segundo, formado pela amostra do tempo 9
dias e o terceiro, formado pela amostra do tempo de 12 dias de armazenamento.
Sendo assim, verifica-se claramente a distingdo das amostras pelo tempo de
armazenamento, em que as amostras dos tempos iniciais foram semelhantes e as
amostras dos tempos finais se distanciaram.

Em geral, todas as amostras apresentaram um padrao de perfil de aroma
semelhante, pois a maioria dos compostos identificados se encontra na posi¢ao
central, proximo de todas as amostras, salvo algumas excegdes que serdo
descritas posteriormente.

Observa-se que as amostras do primeiro grupo ficaram mais proximas
devido a similaridade dos teores do componente biciclogermacreno,
representado pelo codigo T15.

A amostra do tempo 12 se distanciou das demais por apresentar
porcentagens mais expressivas dos compostos: 2,5,6-trimetil-1,3,6-heptatrieno
(T14) e 1-dodecanal (AL3), que sé estiveram presentes neste tempo, e dos
terpenos P-nerolidol (A8) e (-)-espatulenol (A9), que estavam presentes em
todas as amostras, porém, em porcentagens superiores nesta amostra, quando

comparada as demais.
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4 CONCLUSOES

Foram identificados 44 compostos volateis durante o periodo de
conservacao pos-colheita dos frutos de amora-preta cultivar Tupy, dos quais
56,82% eram representados por compostos terpenos, 25% por ésteres, 11,36%
por compostos alcoois e 6,82% por aldeidos.

Os componentes que apresentaram maior area relativa no perfil volatil
da amora-preta avaliada foram o 2-heptanol, seguido por B-nerolidol, (-)-
espatulenol, biciclogermecreno e cis-cariofileno.

A analise de componentes principais (PCA) mostrou a separacio de trés
grupos distintos, baseada no tempo de armazenamento, em que as amoras dos
tempos iniciais apresentaram perfis semelhantes (0, 3 e 7 dias) e as amostras dos

tempos finais se distanciaram.
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CAPITULO5

CARACTERIZACAO CROMATICA, FUNCIONAL, VOLATIL E
SENSORIAL DO FERMENTADO ALCOOLICO DE AMORA
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RESUMO

Objetivou-se, com este trabalho, tragar e comparar as caracteristicas das
bebidas fermentadas de amora com os tradicionais vinhos de uva produzidos no
sul de Minas Gerais. Os vinhos foram adquiridos de um produtor artesanal do
municipio de Bueno Brandao, sul de Minas Gerais. O vinho rosé foi elaborado a
partir de uvas da cultivar Nidgara, o vinho tinto de uvas da cultivar Bordoé e, para
a elaboracdo da bebida fermentada de amora, utilizou-se a cultivar Brazos.
Foram realizadas as seguintes analises: pH, so6lidos soluveis totais, L*, a*, b*,
intensidade de cor, indice de cor, tonalidade, antocianinas totais, taninos
proantocianicos, pigmentos polimerizados, compostos fenolicos totais, atividade
antioxidante total, aminas biogénicas, constituintes volateis e analise sensorial
(atributos aparéncia, aroma, sabor, impressdo global e inten¢do de compra). Os
dados, exceto compostos volateis e aminas biogénicas, foram submetidos a
analise de variancia e o teste de Tukey foi aplicado para identificar diferengas
significativas entre as médias, a 5%. Os dados do conteudo de compostos
bioativos, composi¢do dos volateis e aminas biogé€nicas foram submetidos a
analise dos componentes principais (principal component analysis, ou PCA). As
amostras do fermentado alcoodlico de amora, vinho tinto cv. Bordd e vinho Rosé
cv. Nidgara apresentaram caracteristicas distintas, diferindo nos teores da
maioria das variaveis avaliadas, tendo nuangas diferentes também sido
percebidas entre os atributos seco e suave. A andlise de componentes principais
distinguiu as amostras quanto aos teores das aminas biogénicas histamina,
tiramina e putrescina. Os compostos volateis encontrados foram situados nas trés
classes, alcoois, ésteres e terpenos, tendo os compostos 1-pentanol, 3,7,11-
trimetildodeca-1,6,10-trien-3-0l, acetato e isopentenil acetato permitido a
distingdo entre os vinhos. Embora o fermentado alcodlico de amora tenha
apresentado um baixo teor de antocianinas, outros constituintes podem estar
contribuindo para elevar sua atividade antioxidante, visto que esta foi
semelhante a do vinho cv. Bordo.

Palavras-chaves: Rubus spp. Fermenta¢do. Aminas biogénicas. SPME.
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ABSTRACT

The objective of this work was to trace and compare the characteristics
of blackberry wine with traditional grape wines produced in the South of Minas
Gerais. The wines were purchased at a craft producer in the city of Bueno
Brandao - South of Minas Gerais, and the rosé wine was produced from grapes
of the cultivar Niagara, red wine grapes of cv. Bordo and the wine of blackberry
cultivar Brazos. The following analysis were done: pH, soluble solids, L *, a *,
b*, color intensity, color index, hue, total anthocyanins, tannins proantocianicos,
polymerized pigments, total phenolics, total antioxidant activity, biogenic
amines, volatile constituents and sensory analysis (appearance attributes,
flavour, taste, overall impression and purchase intention). The data, except
volatile and biogenic amines, were submitted to ANOVA and Tukey test was
applied to identify significant differences between the means at 5%. The data of
bioactive compisition, and compounds of volatile and biogenic amines were
analyzed by Principal Component Analysis (PCA). The three wines, blackberry
wine, red wine cv. Bordd and rosé cv. Nidgara had distinct characteristics in
differing levels of most variables evaluated, and different nuances were also
noticed between the dry and soft attributes. The principal component analysis
distinguished the samples for the levels of biogenic amines histamine, tyramine
and putrescine. The volatile compounds found were located in three classes,
alcohols, esters and terpenes, and the compounds I-pentanol, 3,7,11-
Trimetildodeca-1 ,6,10-Trien-3-o0l, acetate and isopentenyl acetate allowed the
distinction between wines. Although the blackberry wine has submitted a low
content of anthocyanins, other components may be contributing to boost their
antioxidant activity, since this was similar to the wine cv. Bordo.

Keywords: Rubus spp. Fermentation. Biogenic amines. SPME
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um grande produtor de frutas para consumo in natura,
entretanto, devido a problemas de processamento pds-colheita, a maior parte
destas frutas ¢ desperdicada, gerando prejuizos para o produtor. Uma das
alternativas viaveis para reduzir o desperdicio e acrescentar renda para o
produtor é a comercializagdo das frutas transformadas em produtos
industrializados, como geleias, sucos e vinhos.

Corazza, Rodrigues e Nozaki, (2001) afirmam que qualquer fruto ou
vegetal comestivel que contenha umidade suficiente, agucar ¢ outros nutrientes
para as leveduras pode servir como matéria-prima para a producdo de bebidas
alcodlicas, ou seja, a producdo de uma boa bebida fermentada com sabores
caracteristicos de cada fruta.

A uva tem grande destaque como a principal matéria-prima utilizada na
produgdo de vinhos nas tltimas décadas (REDDY; REDDY, 2005), no entanto,
vem se observando um crescimento no numero de trabalhos relativos ao
emprego de frutas na producdo de bebidas fermentadas. Manga (REDDY;
REDDY, 2005), jabuticaba (ASQUIERI et al., 2004) e cacau (DIAS et al., 2007)
ja foram matéria-prima para a elaboracao de bebida fermentada.

De acordo com Antunes (2002), as amoras-pretas sao altamente
nutritivas. Elas contém 85% de dgua, 10% de carboidratos, elevado conteudo de
minerais, vitaminas do complexo B e A e calcio, além de ser fonte de compostos
funcionais, como os compostos fenolicos com propriedades antioxidantes
(cianidina-3-glicosidio e cianidina-3-rutinosidio, quercetina, kaempferol, acidos
hidroxicindmicos e hidroxibenzoicos) (MAATA-RIIHINENN; KAMAL-
ELDIN; TORRONEN, 2004) e altos teores de antocianinas, o que propicia a

producdo de um fermentado com boas caracteristicas.
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Aliado a isso, a amora ¢ um fruto que encontra entraves a
comercializacdo, dados o dificil manuseio e a grande perecibilidade que
apresenta, o que justifica ainda mais a producao de produtos a partir dela, sendo
a bebida fermentada um exemplo.

A produgdo de uma bebida fermentada inicia-se pela fermentacdao do
mosto das frutas pelas leveduras. Durante a fermentacdo dos agucares ocorre a
producdo outros metabolitos, além de etanol e CO,, embora em baixa
quantidade, como alcoois superiores, aldeidos, ésteres e acetatos, que podem ser
bastante importantes, na medida em que sdo compostos quimicos responsaveis
pelo aroma e que poderdo influenciar as propriedades sensoriais das bebidas
alcoolicas produzidas (WARD, 1991).

Assim, o estudo da fragao volatil de produtos enoldgicos ¢ importante,
principalmente considerando que estes compostos ddo importante
contribui¢do para a percepcao global da qualidade das bebidas pelo consumidor
(CASTRO et al., 2008).

Além dos compostos volateis, durante a fermentag@o, podem-se produzir
compostos, tais como as aminas bioativas que, em uvas ¢ vinhos, sdo
importantes tanto no aspecto tecnolégico quanto toxicolégico. As poliaminas sdo
essenciais para a produtividade e a qualidade das uvas. Entretanto, as aminas
biogénicas, quando em elevadas concentra¢des, podem causar risco a saude de
individuos sensiveis, além de apresentar efeito negativo no sabor e no aroma do
vinho. Além disso, podem ser utilizadas para indicar as condigdes
edafoclimaticas prevalentes durante a producdo e as condigdes higiénico-
sanitarias durante o processamento (GLORIA; VIEIRA, 2007).

Diante do exposto, este trabalho foi realizado com o objetivo de tracar e
comparar as caracteristicas da bebida fermentada de amora com os tradicionais

vinhos produzidos no sul de Minas Gerais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima

Os vinhos foram adquiridos de um produtor artesanal do municipio de
Bueno Brandao, no sul de Minas Gerais, no més de junho de 2010, tendo sido
elaborados com a safra de uva e amora produzidas no ano de 2009.

Para a elaboragdo do vinho tinto utilizaram-se uvas da cultivar Bordo;
para o vinho rose, uvas da cultivar Nidgara e, para a elaboragdo do vinho de
amora, cultivar Brazos. Para cada cultivar utilizada foram obtidas seis amostras
de vinho seco ¢ outra de vinho suave.

Coletaram-se seis tipos de vinhos, denominados da seguinte forma:

e vinho tinto seco — elaborado com uvas cv. Bordo;

e vinho tinto suave — elaborado com uvas cv. Bordo;

e vinho rosado seco — elaborado com uvas cv. Niagara;

e vinho rosado suave — elaborado com uvas cv. Nidgara;

e bebida fermentada de amora seca — elaborado com amoras cv. Brazos;

e bebida fermentada de amora suave — elaborado com amoras cv. Brazos.

2.2 Andlises realizadas

As analise realizadas nos vinhos serdo descritas abaixo.

2.2.1pH

A mensura¢do do pH foi feita diretamente nos vinhos, empregando-se
pHmetro Tecnal (TEC 3M) com eletrodo de vidro, conforme recomendagdes da

Association of Official Analytical Chemists - AOAC (2000).
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2.2.2 Solidos solaveis totais (SST)

Os solidos soluveis dos vinhos foram determinados em homogenato,
elaborado na proporgdo de 1:10 (5 ml de vinho para 45 ml de agua destilada),
utilizando-se refratometro digital ATAGRO PR-100, com compensagdo
automatica de temperatura a 25 °C, previamente calibrado com agua destilada.
Os resultados foram expressos em °Brix, de acordo com a técnica da AOAC

(2000).

2.2.3 Analise instrumental de cor

Para a avaliagdo da coloracdo dos vinhos foi utilizado o colorimetro
Minolta, modelo CR 400, no sistema Commission Internacionale d’Eclairage
(CIE), pesquisando-se as coordenadas L*, a* e b*. A coordenada L* mede a
claridade ou a luminosidade da amostra, variando entre o preto (0) e o branco
(100). As coordenadas a* e b* definem a cromaticidade da amostra, sendo que o
a* corresponde a variacdo de cor do vermelho ao verde ¢ o b* indica a coloragdo

da amostra no eixo azul-amarelo.

2.2.3.1 indice de cor, intensidade corante, tonalidade

O indice de cor (IC), a intensidade corante e a tonalidade dos vinhos
foram avaliados medindo-se diretamente a absorbancia dos vinhos a 420, 520 ¢ a
620 nm, utilizando-se células de quartzo de percurso 6ptico de 1 mm, num
espectrofotometro UV/Vis Shimadzu 265, tendo sido calculada pelas equagdes

1,2¢3:
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Indice de cor = Abs 420 + Abs 520 + Abs 620 (1)
Intensidade corante = Abs 420 + Abs 520 2)
Tonalidade = Abs 420/ Abs 520 3)

2.2.4 Antocianinas totais (AT)

O conteudo de antocianinas totais foi determinado pelo método da
diferenca de pH (GIUSTI; WROSLTAD, 2001), em que se dissolve a amostra
em dois sistemas-tampao: cloreto de potassio pH 1,0 (0,025M) e acetato de
sodio pH 4,5 (0,4 M). Foram adicionados 2,5 mL da correspondente dissolucio
tampao pH=1,0 a 1,5 mL da amostra de vinho e 2,5 mL da dissolu¢do tampao
pH=4,5 a 1,5 mL da amostra de vinho (para se obter densidade dptica na faixa
de 0,100-1,200, a 510 nm) e as solu¢des tiveram sua absorbancia lida a 510 e

700 nm.

A absorbancia foi calculada a partir da equagao:
A = (Asionm = Azoonm)PH1,0— (Asoonm — Azoonm)PHa 5
A concentragdo de pigmentos no extrato foi calculada e representada em
cianidina-3-glicosideo.
Antocianinas (mg.I'") = (A x MM x FD x 1000)/(e x 1)
em que A = absorbancia; MM = massa molecular; FD = fator de dilui¢ao

e ¢ = absortividade molar.
2.2.5 Pigmentos polimerizados
Para a determinacdo dos pigmentos polimerizados utilizou-se a

metodologia de Somer (BLOUIN, 1992). Os pigmentos polimerizados sio

pouco sensiveis as descoloragdes pelo anidrido sulfuroso, contrariamente as



145

formas livres de antocianinas. O anidrido sulfuroso, ao ocupar as posi¢des 2 ou 4
da antocianina, leva a formagdo de estruturas sulfénicas que sdo incolores.

Assim ¢ possivel calcular o indice de pigmentos polimerizados.

2.2.6 Taninos proantocianicos

A quantidade de taninos proantocianicos totais foi analisada diretamente
nos vinhos, com base no método descrito na literatura (RIBEREAU-GAYON;;
STONESTREET, 1966). Esta analise baseia-se na reagdo de decomposi¢cdo dos
taninos condensados (procianidinas e prodelfinidinas), que sdo compostos sem
cor e que, em meio acido e por agdo do calor, libertam compostos corados, as

antocianidinas.

2.2.7 Fenolicos totais

Para a obtencdo do extrato, utilizaram-se 2 mL das amostras dos vinhos,
aos quais foram adicionadas 20 mL de alcool metilico 50%. Essa mistura foi
homogeneizada e deixada em repouso por 1 hora, a temperatura ambiente. Apds
este periodo, a mistura foi centrifugada, a 14.000 rpm, por 15 minutos. O
sobrenadante foi coletado e foram adicionados 20 mL de acetona 70% ao
residuo, que foi homogeneizado e deixado em repouso por 1 hora, a temperatura
ambiente. Em seguida, centrifugou-se, a 14.000 rpm, por 15 minutos. O
sobrenadante foi coletado, adicionado ao primeiro sobrenadante e o volume foi
completado para 50 mL com agua destilada.

A determinacdo do teor de fenodlicos totais foi feita pelo método
proposto por Waterhouse (2002), empregando-se o reagente de Folin-Ciocalteu.
Em resumo, 0,5 mL de extrato de cada amostra foram adicionados aos tubos

contendo 2,5 mL de solu¢do de Folin-Ciocalteu 10%. Em seguida, foram
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adicionados 2 mL de solu¢do de carbonato de sddio 4%. Os tubos foram
agitados e deixados em repouso, por 2 horas, ao abrigo da luz. A cor azul
produzida pela redug@o do reagente Folin-Ciocalteu pelos fenolicos foi medida
espectrofotometricamente, na faixa de absor¢do de 750 nm. O célculo do teor de
fenolicos foi realizado a partir da equagdo da reta obtida da curva padrio do
acido galico. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido

galico por 100 g da amostra (mg EAG.100g™).

2.2.8 Atividade antioxidante total DPPH

Para a obteng@o do extrato, seguiu-se 0 mesmo procedimento utilizado
para os fendlicos totais.

A metodologia empregada na determinagdo da atividade antioxidante foi
baseada na extin¢do da absor¢do do radical 2.2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH
60 uM), proposta por Rufino et al. (2009), com algumas adaptagdes em relacao
ao calculo, calculando-se o percentual de sequestro do radical DPPH a partir do
padrio.

Foram adicionados 0,1 mL de cada extrato das amostras a 3,9 mL de
solucdo de DPPH. Para o controle, foram adicionados 0,1 mL de metanol,
juntamente ao DPPH, no lugar do extrato. As leituras foram realizadas apos 120
minutos, em espectrofotometro, a 515 nm e os resultados foram expressos em
percentual de sequestro de radical livre (%SRL), conforme equacdo a seguir:

%SRL = (Ac — Am) x 100/Ac

em que Ac = absorbancia do controle € Am = absorbancia da amostra
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2.2.9 Aminas bioativas

Oito aminas bioativas foram determinadas, dentre elas, espermidina,
putrescina, agmatina, cadaverina, serotonina, histamina, tiramina e
feniletilamina. Estas aminas foram separadas por CLAE-par i6nico em coluna de
fase reversa, derivadas pos-coluna com oO-ftalaldeido e quantificadas por

fluorimetria a 340 nm de excitagdo e 445 nm de emissdao (SOUZA et al., 2005).

2.2.10 Perfil volatil

As analises de extracdo e identificacdo dos compostos volateis dos
vinhos foram realizadas utilizando-se a técnica de microextragcdo em fase sélida
(SPME), em cromatdgrafo gasoso acoplado ao espectrofotdmetro de massas GC-
2010-Gas Chromatograph Shimadzu e GCMS-QP2010 Plus-Gas Chromatograph

Mass Espectrometer.

2.2.10.1 Extracao dos compostos volateis

O procedimento de extracdo envolveu a exposicdo da fibra de
polydimethylsiloxiane/divinilbenzene (PDMS/DVB 65 um, Supelco) ao
headspace de cada amostra nos frascos de “vials” fechados. Preliminarmente as
extracdes, a fibra extratora foi condicionada, a 250°C, por 60 minutos, no
cromatografo gasoso Varian CP-3800. Entre cada exposi¢do das amostras, a
fibra (PDMS/DVB) foi limpa e condicionada, a temperatura de 250 °C, por 30
minutos, no mesmo cromatdgrafo.

Quatro mililitros de vinho foram transferidos para os “vials” com
capacidade de 10 ml, os quais foram vedados com lacre de aluminio e septos de

borracha faceados com teflon. Em seguida, foram levados para agitagdo a
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velocidade constante de 500 rpm, a 30 °C, por 30 minutos. A fibra ficou exposta
durante todo o periodo de agitagdo. Depois de decorrido o tempo, a seringa foi
imediatamente levada ao injetor do GG-MS, no qual os compostos volateis

foram dessorvidos por dois minutos, a 250°C, em modo split, na razao de 1:5.

2.2.10.2 ldentificacdo dos volateis

A identificagdo dos volateis foi feita utilizando-se aparelho Shimadzu
CG-17A, com detector seletivo de massas modelo QP5050A, sob as seguintes
condigdes operacionais: coluna capilar de silica fundida de 30 m x 0,25 mm e
0,25 pm de espessura, tendo como fase estacionaria 5% de difenil e 95% de
polidimetilsiloxano (DBS); temperatura do injetor de 270 °C; programagao da
coluna com temperatura inicial de 35 °C, sendo acrescidos 4 °C a cada minuto,
até atingir 270 °C; gas de arraste hélio, com 1,78 ml.min”' na coluna; no modo
split com pressao inicial na coluna de 120,9 KPa. As condi¢cdes do EM foram:
detector seletivo de massas operando por impacto eletronico e energia de
impacto de 70 eV; velocidade de varredura 1000 m/z s': intervalo de varredura
de 0,5 fragmentos/segundos e fragmentos detectados de 29 Da e 600 Da.

Cada componente foi identificado pela comparagdo de seu espectro de
massas com espectros existentes na literatura (ADAMS, 1995), com base nos
espectros avaliados pelo banco de dados (Wiley 8. LIB e FFNSC.1.2.1ib). Visto
que ndo foram utilizados padrdoes para a confirmacdo da identidade dos

compostos, estes foram considerados como tentativamente identificados.

2.2.11 Analise sensorial

As amostras foram avaliadas quanto a aceitagdo em relag@o aos atributos

de cor, sabor, aroma e impressao global, utilizando a escala hedonica estruturada
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de nove pontos, variando entre os termos heddnicos “desgostei extremamente
(escore 1)” e “gostei extremamente (escore 9)”. A intengdo de compra também
foi avaliada utilizando-se uma escala que varia entre os extremos (5) certamente
compraria a (1) certamente ndo compraria (Anexo 1) (MEILGAARD; CIVILLE;
CARR, 1988).

A andlise foi realizada em cabines individuais no Laboratdrio de Anélise
Sensorial da UFLA, com 52 provadores ndo treinados de ambos os sexos, com
idade entre 20 e 40 anos, sendo diferentes os provadores para os vinhos tintos e
suaves, ndo podendo haver uma comparacdo entre eles. Foram servidos
aproximadamente 10 ml de cada amostra a temperatura ambiente, em tagas de
plastico descartaveis com capacidade de 50 ml.

Foram oferecidas a cada provador trés amostras de vinhos, sendo os
vinhos de amora codificados com os numeros centrais 1 € 2, os vinhos tintos 3 e

4 e os vinhos rosados 5 ¢ 6.

2.3 Andlise quimiométrica

Os dados da composicdo dos volateis e aminas biogéncias foram
submetidos a analise dos componentes principais (principal component analysis,
ou PCA). Os dados foram pré-processados por autoescalamento antes das
analises por PCA. A andlise de componentes principais foi realizada no software

R.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 pH e sélidos soluveis

Os dados referentes a pH e SST sdo reportados na Tabela 1.

Tabela 1 Teores médios de pH e solidos soluveis totais ("BRIX) de vinhos

Variaveis Amora  Amora  Tinto Tinto Rosé Rosé
seco suave seco suave seco  suave

pH 3,03b 3,08ab 3,03b 3,03b 3,04b 3,12a
SST 5,15d 16,35b 4,33e 14,61c 4,28¢  17,41a

Meédias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia

Observa-se que a bebida fermentada de amora suave ndo diferiu
estatisticamente dos demais vinhos; ja o vinho rosé suave foi significativamente
diferente dos vinhos tinto seco e suave, amora seco € rosé seco. O valor médio
de pH dos vinhos do presente estudo foi de 3,06.

Ao avaliar amostras de vinhos tintos comercializados na regido
metropolitana do Recife, Andrade et al. (2008) obtiveram pH médio de 3,98,
para vinhos secos e de 3,30, para vinhos suaves. Silva et al. (1999), analisando
vinhos secos e suaves produzidos em Minas Gerais, encontraram 3,44 e 3,55,
respectivamente, portanto, acima dos encontrados neste trabalho.

O pH ¢ uma das caracteristicas mais importantes do vinho, pois, além de
interferir na cor, exerce efeito pronunciado sobre o gosto. Vinhos com pH
elevado sdo mais suscetiveis as alteragdes oxidativas e biologicas, uma vez que
o teor de didxido de enxofre ativo é proporcionalmente menor (AERNY, 1985).

Outros aspectos da fermentagdo, tais como crescimento de bactérias
indesejaveis, solubilidade de proteinas e reagdes de escurecimento, também sdo

influenciados pelo pH (MUNIZ et al, 2002).
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Segundo dados encontrados na literatura, os vinhos brasileiros
apresentam pH que varia de 3,0 até 3,6, dependendo do tipo de vinho (tinto ou
branco), da cultivar e da safra (RIZZON; SALVADOR, 1987), dados que
corroboram os deste estudo.

Ao avaliar as caracteristicas fisico-quimicas de fermentado de amora cv.
Tupy, Schmidt, Imparato e Silva, (2010) encontraram pH de 3,25, sendo este
superior ao do presente estudo.

Quanto ao teor de solidos soluveis totais, observou-se comportamento ja
esperado, visto que os vinhos suaves apresentaram maiores valores de solidos
soluveis quando comparados aos vinhos secos. Em se tratando dos vinhos
suaves, o rosé¢ apresentou os maiores valores de solidos soluveis, seguido pela
bebida fermentada de amora e do vinho tinto. Ja em relagdo ao vinho seco, o que
apresentou maior teor de solidos soluveis foi a bebida fermentada de amora,

seguido do vinho rosé e do tinto, que ndo diferiram estatisticamente.

3.2 Anédlise instrumental da cor

A coloragdo do vinho ¢é considerada um importante indicador de
qualidade, sendo, geralmente, o primeiro atributo sensorial observado pelo
consumidor. Além disso, a tonalidade e a intensidade da cor dos vinhos podem
fornecer informagdes a respeito da qualidade da matéria-prima empregada na
elaboracdo.

Variagdes na coloracdo dos vinhos podem estar relacionadas com a
cultivar de uva ou de amora empregadas na vinificagdo, além de sofrer
influéncia do processo de vinificagao adotado.

A coloracdo dos vinhos foi avaliada com base nos pardmetros L*, a*,
b*, intensidade de cor, indice de cor e tonalidade, cujos resultados estdo

expressos na Tabela 2.
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Tabela 2 Parametros de cor (L*, a*, b*), intensidade de cor, indice de cor e
tonalidade, identificados nos vinhos produzidos no Sul de Minas

Gerais
L Amora Amora Tinto Tinto Rosé Rosé
Variaveis

Seco suave Seco suave Seco suave
L* 20,32 ¢ 21,58¢ 12,21d 14,42d 51,53a  42,02b

a* 26,96ab 29,63a 18,98¢c  25,91b 4,90d 4.42d
b* 10,77b 14,19b 1,08¢c 2,55¢ 28, 75a  27,74a
ntensidade  604b 445 664a 659 0924  124d
indice de cor 7,39a 5,09b 7.54a 7,58a 1,03c 1,39¢
Tonalidade 1,40¢ 1,20d 091e 0,88¢e 1,86b 227a

Meédias seguidas de mesma letra nas linhas ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia

O parametro L* permite avaliar a intensidade da cor da amostra, cujos
valores variam do preto a branco. Os menores valores estdo mais préximos da
cor preta e os maiores valores mais proximos da cor branca. De acordo com os
resultados, observa-se que amostras do vinho tinto apresentaram menores
valores de L*, sugerindo um vinho com coloragdo mais escura. Ja a bebida
fermentada de amora apresentaram valores intermediarios entre o tinto e o rosé.
Nao houve diferenca entre os valores de L* para a bebida fermentada de amora
seco e suave e entre os vinhos tinto seco e suave. No entanto, o vinho rosé seco

foi significativamente superior ao rosé suave.
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Figura 1 Aspecto visual dos vinhos rosé seco e suave, amora seco ¢ suave €
vinho tinto seco e suave

Considerando que a coloragdo dos vinhos ¢ dada pelo seu contetdo
antocianico, € compreensivel o fato de o vinho tinto elaborado com uvas ‘Bordo’
apresentarem luminosidade inferior, uma vez que estes vinhos mostraram os
maiores niveis de antocianinas.

Andrade et al. (2008), ao avaliarem as caracteristicas cromadticas de
vinhos secos e suaves, observaram coloragdo mais intensa para os vinhos tintos
secos e menos intensa para os suaves. De acordo com os mesmos autores, isto,
provavelmente, ¢ devido a maior quantidade de pigmentacdo natural existente
nos vinhos secos.

As coordenadas de cromaticidade a* e b* indicam os dois eixos de cores
antagonicas: o eixo a*, que varia de verde a vermelho e o eixo b*, que varia de
azul a amarelo.

Pelos resultados, observa-se que a bebida fermentada de amora
apresentou os maiores valores da varidvel a*, sugerindo predominéncia da

coloragdo avermelhada. Ja& o vinho tinto apresentou valores intermedidrios,
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seguido pelo rosé, que apresentou os menores valores, supondo uma coloragdo
menos avermelhada.

O aumento da coordenada cromatica b* indica um desvio da cor no
sentido da tonalidade amarelada. De acordo com os resultados, observa-se que
nao houve diferenga significativa entre os vinhos quanto aos atributos seco e
suave, no entanto, pode-se observar diferenca significativa entre a bebida
fermentada de amora e os vinhos tinto e rosé, tendo este Ultimo apresentado os
maiores valores.

Outra forma de avaliagdo cromatica dos vinhos consiste na medida da
absorbancia nos comprimentos de onda 420 (amarelo), 520 (vermelho) e 620
(violeta).

O indice de cor é avaliado pelo somatério das absorbancias registradas
em 420, 520 e 620 nm, enquanto a tonalidade ¢ avaliada pelo valor do quociente
entre as absorbancias em 420 e 520 nm (420/520) (GALLICE, 2010).

De acordo com os resultados, observou-se que o vinho tinto apresentou
tanto maior intensidade de cor quanto maior indice de cor, diferindo
significativamente dos demais vinhos, seguido da bebida fermentada de amora e
do vinho rosé. Nao foi identificada diferenga quanto a intensidade de cor e ao
indice de cor, avaliando-se os atributos seco e suave para os vinhos tinto e rosé.
No entanto, observou-se que, para a bebida fermentada de amora seco, houve
maior pigmentagao, comparada ao seu respectivo suave.

Andrade et al. (2008) encontraram maior indice de cor nos vinhos tinto
seco, quando comparado aos vinhos tinto suave, no entanto, no presente estudo,
nao foi observada diferenga significativa, tanto para os vinhos tinto quanto o
roseé.

Quanto a tonalidade, observou-se que os vinhos tintos apresentaram

menores valores, ndo tendo havido diferenca significativa entre o seco e o suave.
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Este fato esta relacionado a uma menor absorbancia destes vinhos na regido de
420 nm (amarelo) e um aumento na regido do vermelho.

Em contrapartida, o vinho rosé apresentou os maiores valores e a bebida
fermentada de amora, valores intermediarios. Em ambos ocorreu distingdo entre

os atributos seco e suave.

3.3 Antocianinas totais, taninos proantocianicos, pigmentos polimerizados,

fendlicos totais, % SRL

Os dados referentes a antocianinas totais, taninos proantociancos,
pigmentos polimerizados, fenolicos totais e porcentagem de sequestro de radical

livre estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 Teores médios de antocianinas totais (mg.L™), taninos proantocidnicos
(gL"), pigmentos polimerizados (%), fendlicos totais (mg
EAG.100ml"), % sequestro de radical livre (% SRL)

Amora Amora Tinto Tinto Rosé Rosé

Variaveis Seco suave seco suave seco suave
Antocianinas totais (mg.L™?) 80,40c 67,12d 145,64a 140,34b 2,80e 2,40e
Taninos proantocianicos (g.L™) 0,57d 0,76¢ 1,05b 1,32a 0,18¢ 0,47d
Pigmentos polimerizados (%) 94,80a 89,91a 80,34b 79,48b 64,59¢ 56,43¢
Fendlicos mta'sl()mg BAG.100MI 5y 150 58,76b 738la 75740 22,12d  23,65d
% SRL 20,90a 20,69a 2231a 22,70a 5,05b 7,45b

Médias seguidas de mesma letra nas linhas ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia

Os polifenois dos vinhos participam da intensidade de cor, da tonalidade
e das caracteristicas gustativas, como a adstringéncia. Devido a grande
reatividade quimica, eles exercem papel importante na qualidade em todas as
etapas da elaboragdo, maceracdo, fermentagao alcodlica, prensagem ¢ maturagio

do vinho, além de participar na combinacdo do didxido de enxofre. Possuem
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propriedades bactericidas, antioxidantes, vitaminicas e protegem o0s
consumidores das doengas cardiovasculares (PIZZATO, 2000).

De acordo com os resultados, observa-se que o vinho tinto seco
apresentou o maior conteudo de antocianinas, seguido pelo tinto suave. O
conteudo de antocianinas da bebida fermentada de amora foi muito inferior ao
do vinho elaborado com uvas cv. Bordd, porém, ainda foi superior ao do vinho
ros¢, que apresentou os menores valores. Observou-se maior teor de
antocianinas totais nos vinhos tinto seco e na bebida fermentada de amora seca,
quando comparados aos vinhos tinto suave e amora suave.

Ao avaliar o contetido de antocianinas de vinho elaborado com uvas da
cv. Bordo, Tecchio et al. (2007) encontraram teor de antocianinas totais variando
de 493,1 a 878,4 mg.L'l, resultados superiores ao deste estudo.

O contetido de antocianinas encontradas nos vinhos elaborados com
uvas cv. Isabel diferiram entre as safras, com valores oscilando entre 97 a 265
mg.L"' (RIZZON; MIELE; MENEGUZZO, 2000). As antocianinas sio
substancias reconhecidas como pigmentos naturais que conferem a coloragdo
arroxeada as uvas e as amoras, havendo, normalmente, correlagdo positiva com a
intensidade de cor.

Diversas condigdes do processamento da uva interferem no conteudo e
na estabilidade das antocianinas. Processos de extragdo que adotam o
esmagamento vigoroso das bagas aumentam a extracdo e a difusdo das
antocianinas. Contudo, sensorialmente, esta técnica pode resultar em um produto
mais adstringente e amargo. Esta variagdo nos contetidos de antocianinas pode
também estar relacionada ao processo de vinificagdo, a regido de cultivo das
uvas € a0 manejo agronomico.

Em estudo no qual foi avaliado o teor de antocianias em fermentados
elaborados com mirtilos, Sanchez-Moreno, Cao e Prior, (2003) constataram que

os niveis variaram entre 14,7-170,17 mg.L™".
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Teores de antocianinas de amoras-pretas (R. eubatus) cv. Brazos,
produzidas na Estagdo Experimental EPAMIG/FECD, em Minas Gerais,
apresentaram de 116 a 194 mg de antocianinas/100 g' de peso fresco. Os
flavonoides antocianicos, sendo cianidina-3-glicosidio e cianidina-3-rutinosidio,
foram os mais representativos (MAATA-RITHINENN; KAMAL-ELDIN;
TORRONEN, 2004).

Nao hé relatos, na literatura, quanto ao teor de antocianinas totais em
bebida fermentada de amora. No entanto, sabe-se que este teor pode sofrer
influéncia significativa do tipo de cultivar a ser utilizada, do tipo de
fermentacdo, da maturacdo dos frutos e das condi¢des climaticas e agronémicas.

De acordo com os resultados, observa-se que o vinho tinto apresentou os
maiores valores de taninos proantocianicos, seguido pela bebida fermentada de
amora e, posteriormente, pelo vinho rosé. Observou-se que houve diferenca
entre todos os vinhos quanto aos atributos seco e suave.

Os taninos presentes na uva e nos vinhos sao os taninos condensados, os
polimeros de 3-flavandis (catequinas) e os 3-4-flavanodiois (proantocianidinas).
Na uva, os teores de taninos dependem da variedade, do estadio de maturagéo e
da regido produtora, sendo que, até o inicio da maturagdo da uva, o teor de
taninos da baga alcanga o maximo, diminuindo fortemente a partir da mudanca
de cor (AVILA, 2002). Nos vinhos, os teores de taninos variam em fungio da
temperatura de fermentacdo, da duragdo da maceracdo e do numero de
remontagens realizadas (PIZZATO, 2000).

Em trabalho realizado por Rizzon, Miele e Meneguzzo (2000), vinhos da
cv. Bordd apresentaram valores de taninos proantocianicos entre 0,89 a 1,95g/L,
valores semelhantes aos encontrados no presente estudo. E importante ressaltar
que os taninos sdo grande interesse enologico, principalmente devido a sua

polimerizagao e precipitagdo durante a evolucdo dos vinhos, além dos processos
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de oxiredugdo que interferem diretamente na cor dos mesmos (BERSELLI,
1998).

De acordo com os resultados, ndo houve diferenga significativa entre os
teores de pigmentos polimerizados dos vinhos tinto suave e seco, da bebida
fermentada de amora suave e seco e rosé suave e seco, embora a bebida
fermentada de amora tenham apresentados os maiores valores. As maiores
porcentagens de pigmentos polimerizados encontrados na bebida fermentada de
amora estdo associadas, possivelmente, a um maior nimero de polimerizacdes
entre taninos, antocianinas e outras moléculas de baixo peso molecular.

De modo geral, as transformagdes quimicas envolvidas na formagéo de
pigmentos derivados das antocianinas foram, inicialmente, descritas como
sendo, essencialmente, a partir da condensacdo das antocianinas com os 3-
flavanois, na presenga ou na auséncia de acetaldeido. A copolimerizagdo entre
os 3-flavandis e as antocianinas leva a formagdo de novos pigmentos com
propriedades cromaticas distintas. No entanto, durante os ultimos anos, novas
familias de pigmentos, nomeadamente as piranoantocianinas, foram
identificadas e sabe-se que resultam da reacdo entre as antocianinas ¢ moléculas
menores, como o acetaldeido (BAKKER; TIMBERLAKE, 1997), o acido
acetoacético (HE et al., 2006), o acido pirtvico (FULCRAND et al., 1998), o
vinilfenol (FULCRAND et al., 1996), o vinilguaicol (HAYASAKA;
ASENSTORFER, 2002), 0 vinilcatecol (SCHWARZ; JERZ;
WINTERHALTER, 2003) e a vinilcatequina (CRUZ et al., 2008).

Os teores de fendlicos totais encontrados nos vinhos tinto seco e suave
foram semelhantes, no entanto, significativamente distintos da bebida
fermentada de amora e dos vinhos rosés. A bebida fermentada de amora seca e
suave diferiram significativamente, tendo o vinho suave apresentado valores

significativamente supriores. Os vinhos rosés apresentaram o0s menores
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conteudos de fendlicos totais, ndo diferindo quanto aos atributos seco e suave
(Tabela 3).

Como ¢ conhecido, as quantidades de compostos fendlicos variam
consideravelmente em tipos diferentes de vinhos, o que depende da variedade da
uva, de fatores ambientais no vinhedo, das técnicas de processamento do vinho e
do processo de producdo e maturacgdo (LI et al., 2009).

Tecchio (2007), ao avaliar o conteudo de polifendis totais do vinho tinto
elaborado com uvas da cv. Bordd de Flores da Cunha, encontrou valores entre
48,5 a 1109 g EAG.L"'. Em trabalho desenvolvido com a cultivar Isabel,
Rizzon, Miele e Meneguzzo (2000) observaram que os valores variaram entre
19,4 2 30,4 g EAG.L" , 0 que revela que a cultivar Bordd apresenta teores mais
elevados desses componentes.

Sanchez-Moreno, Gao e Prior (2003) determinaram o conteudo de
polifenois totais em vinho branco, tinto e vinho de mirtilo. Estes autores
observaram que o conteudo de fendlicos totais no vinho branco foi
significativamente inferior ao encontrado no vinho de mirtilo. O vinho tinto
(1.644 mg. EAG.L™") apresentou valores de fenolicos totais superiores ao do
vinho de mirtilo (1.361 mg EAG.L™).

De acordo com Rufino et al. (2009), alimentos que tém, naturalmente,
em sua composi¢cdo, substincias com carater antioxidante, t€m atraido o
interesse da comunidade cientifica devido aos possiveis efeitos nutricionais e
terapéuticos associados a seu consumo. E reconhecido que, além de os
antioxidantes naturais exercerem papel na defesa endogena de plantas, sua
insercao na dieta confere protecdo contra diversos eventos patoldgicos.

De acordo com os resultados encontrados observa-se que ndo houve
diferenca na atividade sequestrante de radical livre dos vinhos tintos da uva cv.

Bordo (suave e seco) e bebida fermentada de amora cv. Brazos (suave e seco),
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no entanto, os vinhos rosé¢ apresentaram atividade sequestrante de radical livre
inferior a dos demais.

Este fato pode justificar que, embora a bebida fermentada de amora
tenha apresentado baixo teor de antocianinas, outros constituintes podem estar
contribuindo para elevar sua atividade antioxidante, visto que esta foi
semelhante a do vinho tinto elaborado com uvas da cv. Bordo.

A superioridade antioxidante da cultivar Bordo foi confirmada por
estudos realizados por Dani et al. (2007), cuja quantidade de suco necessaria
para reduzir em 50% a concentragdo inicial de DPPH foi acentuadamente menor
em comparagdo com o mesmo teste feito para o suco elaborado com uvas
‘Niagara’.

Hassimoto, Genovese e Lajolo (2005), avaliando a capacidade
antioxidante de frutas, vegetais e polpas de frutas, observaram maior capacidade
de sequestro de radical livre em amostras contendo maior conteudo de
antocianinas. A mesma relagdo foi demonstrada por Mundz-Espada et al. (2004),
avaliando as cultivares de Vitis vinifera e Vitis labrusca, nas quais observaram
associagdo positiva entre o conteido de antocianinas e a capacidade antioxidante
pelo método de sequestro de radicais livres do DPPH.

Por outro lado, Kallithraka et al. (2005) ndo encontraram correlagdo
estatistica significativa avaliando antocianinas totais e capacidade antioxidante,
ressaltando a importancia de outros constituintes da uva. Catequinas e
epicatequinas, por exemplo, tém demonstrado alta capacidade antioxidante e
inibi¢do da proliferagdo celular.

Cabe ressaltar que a atividade antioxidante apresentada pelos vinhos
tintos € capaz de promover diversos efeitos positivos sobre a saude, os quais
incluem agregacdo plaquetaria, protegdo da lipproteina LDL contra reagdes
oxidativas, reducdo do risco de doengas coronarianas e controle dos niveis

pressoricos (DAL BOSCO, 2006).
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Como uma forma de visualizag@o global destes resultados apresenta-se a

analise de componentes principais no Grafico 1.
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Grafico 1 Andalise de componente principais (PCA) TP = taninos

proantocianicos; AT = antocianinas totais; FT = fendlicos totais;
PP = pigmentos polimerizados

No Grafico 1 observam-se tanto os escores, nos quais os dois primeiros
componentes principais foram responsaveis por explicar 99,48% da
variabilidade total presente no conjunto de dados, quanto evidencia os pesos que
revelam a relacdo entre as amostras pelos compostos funcionais identificados
nos vinhos avaliados.

A andlise dos dados quimicos pela técnica de PCA permitiu agrupar

quimicamente as amostras em trés grupos, sendo eles: o primeiro, composto pelo
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vinho tinto seco e suave da cultivar Bordd; o segundo, pelo vinho rosé seco e
suave e o terceiro, pela bebida fermentada de amora seco e suave.

Observa-se que as amostras do primeiro grupo ficaram mais proximas
devido a similaridade dos teores de antocianinas totais, que foi bem superior a
dos demais, como ja foi discutido anteriormente (Tabela 3). J4 o segundo ¢ o
terceiro grupo se distanciaram mais do primeiro por apresentarem quantidades
de fendlicos totais mais proéximas. Contudo, o segundo e o terceiro grupo se
distinguiram exatamente por esta quantidade de fenodlicos totais, visto que o

segundo grupo apresenta teores menores que o terceiro grupo (Tabela 3).

3.4 Aminas biogénicas

Os vinhos, assim como outros alimentos fermentados, sdo o substrato
ideal para a produgdo de aminas bioativas. Altos teores destas, além de tornar o
produto inadequado ao consumo, devido a efeitos toxicologicos, podem afetar
significativamente o sabor e o aroma. Além disso, podem representar barreiras
em transacdes comerciais (KALAC; GLORIA, 2009).

Algumas aminas sdo constituintes normais de uvas, com quantidades
dependentes da variedade da uva e do grau de maturacdo, assim como de tipos e
da composicao do solo, além das praticas de cultivo e das condi¢des climaticas
(GLORIA; VIEIRA, 2007).

As condigdes que favorecem a ocorréncia de aminas biogénicas em
vinhos dependem do tempo de contato do mosto com a casca das uvas, do teor
de aminodcidos presente na fase inicial e final da fermentagdo alcodlica e do
tempo de contato com a levedura. As técnicas de vinificagdo também podem
contribuir para aumentar o teor de aminas biogénicas em vinhos (MARQUES;

LEITAO; SAN ROMAO, 2008).
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Pelos resultados observa-se que, em geral, a amina biogé€nica putrescina
foi a dominante em todos os vinhos, tendo o vinho tinto apresentado os maiores

valores, seguido pela bebida fermentada de amora e vinho rosé.

Tabela 4 Teores médios de aminas biogé€nicas (ug.mL) em vinhos tintos, rosé e
de amora produzidos no sul de Minas Gerais

Aminas biogénicas

Vinhos PUT" CAD? HIS? TIR* SER® ESP® FEN’ AGM?
Rose seco 3,05 0,43 ND 1,72 ND 0,43 ND ND
Rose suave 3,33 0,15 1,32 7,51 ND ND 0,19 ND
Tinto seco 7,81 0,32 6,12 5,9 ND 0,3 ND 0,66
Tinto suave 7,31 0,28 5,85 5,5 ND 0,29 ND 0,7
Amora seco 4,39 0,15 2,99 7,3 ND ND 0,18 ND
Amora suave 5,95 0,65 4,48 7,58 ND 1,12 0,13 0,46

1- PUT- putescina; 2-CAD- cadaverina; 3-HIS- histamina; 4-TIR- tiramina; 5-SER- serotonina; 6-ESP-
espermidina; 7-FEN- feniletilamina; 8-AGM- agmatina

Um alto teor de putrescina nos vinhos tintos e na bebida fermentada de
amora pode estar relacionado a estacdo seca durante o cultivo dos frutos,
ocasionando estresse hidrico, ou pode facilitar deficiéncia de potdssio o que
provoca um aumento nos teores de putrescina (GLORIA; VIEIRA, 2007).

Com relagdo aos teores de cadaverina, observa-se a presenca desta em
todos os vinhos avaliados, tendo o seu conteudo sofrido pequena variacao entre
os vinhos. No trabalho de Sabaini (2009), os teores de cadaverina em vinhos
tintos e rosé adquiridos no mercado de Belo Horizonte, MG variaram de ndo
detectavel, ou seja, abaixo 0,2 mg.L'l, a até 0,69 mg.L'l.

A cadaverina e a putrescina podem ser formadas por microrganismos
intencionalmente adicionados para as fermentagcdes ou contaminantes presentes
(GLORIA; VIEIRA, 2007).

A histamina e a tiramina também apresentaram forte contribuicdo
quanto ao teor de aminas biogénicas totais. De acordo com Martin-Alvarez et al.
(2006), concentragdes menores de histamina e tiramina foram observadas em

vinhos produzidos com menos de 10 dias de maceragdo, ao passo que, em
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vinhos elaborados com tempos de maceragdo mais longos, teores duas a quatro
vezes maiores desta amina foram obtidos.

Embora a legislacdo brasileira ainda ndo estabelegca um limite para a
concentragdo de aminas nos vinhos, paises como a Sui¢a recomendam um nivel
maximo de 10 rng.L’1 de histamina; a Alemanha, 2 mg.L’l; a Bélgica, 5 mg.Lﬁl;
e a Franga, 8 mg.L™' (LEHTONEN, 1996).

Tratando-se da espermidina, ndo foi observada sua presenga em vinhos
rosé suave ¢ bebida fermentada de amora seca. De acordo com Bover-Cid et al.
(2006), os teores de espermidina nulos durante a fermentagdo alcoolica, podem
ser explicados pelo consumo desta por leveduras alcool fermentativas.

Vinhos tinto e bebida fermentada de amora suave apresentaram a amina
biogénica agmatina em sua constituicao, sendo estas precursoras das poliaminas
via arginina (PANG et al., 2007). A feniletilamina esteve presente na bebida
fermentada de amora e no vinho rosé suave, podendo sua concentracdo ser
exaltada pelo dano ao fruto por algum agente contaminante (EDER; BRANDES;
PAAR, 2002).

Nao foi detectada a presenga de serotonina nos vinhos avaliados, neste
trabalho. Mota et al. (2009), ao avaliarem o teor de serotonina em vinhos da cv.
Syrah I, perceberam uma variagdo desta amina em relagdo a época de colheita do
fruto, estando presente nos vinhos elaborados com uvas colhidas no verdo e no
inverno de 2005 e ausente no vinho das uvas colhidas no ver@o e no inverno de
2006.

As diferencas no perfil de aminas entre os vinhos s3o atribuidas,
principalmente, as condi¢des edafoclimaticas, que podem afetar os teores de
aminoacidos livres (HERBERT et al, 2006) e também a diversidade de
microrganismos presentes no vinho, principalmente leveduras e bactérias que

sdo naturalmente selecionadas a cada ano (MARTIN-ALVAREZ et al. 2006).
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As enzimas comerciais pectinoliticas utilizadas na producdo de vinho
para aumentar a produgdo de suco, facilitar a prensagem e filtragem e
proporcionar maior clareza para mostos e vinhos podem, em alguns casos,
produzir, concomitantemente, importante atividade proteolitica, o que pode levar
a hidrdlise de proteinas e peptideos e a liberagdo de aminoacidos (FERRER;
PARDO, 2011), contribuindo para aumentar a quantidade de aminas biogénicas
no vinho.

Em razdo da alta complexidade do estudo de aminas biogéncias, optou-
se por um estudo estatistico das amostras, utilizando-se a andlise de
componentes principais (PCA), no intuito de elucidar caracteristicas
relacionadas com os resultados das andlises cromatograficas, correlacionando e
agrupando os dados dos componentes quimicos em relagdo a seus percentuais

nos respectivos vinhos analisados (Grafico 2).
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Grafico 2 Analise de componente principal para aminas biogéncias avaliadas em
vinhos tinto de uva cv. Bordd, vinhos de amora e vinho rosé cv.
Niagara

A PCA mostrou que, com a primeira componente principal e a segunda
componente principal, foi possivel descrever 98,61% da variancia total obtida no

conjunto de dados. Pela posicdo das amostras no grafico de PCA, as aminas
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cadaverina, serotonina, agmatina, espermidina e feniletilamina ndo foram
decisivas na separacdo de grupos de amostras.

Percebe-se a distingdo de um grupo de amostras composto pelos vinhos
tintos seco e suave. Esta separacdo se deu pelo fato de estas amostras
apresentarem um maior conteido das aminas histasmina e putrescina que as
demais avaliadas (Grafico 2, Tabela 4).

Um segundo grupo de amostras formou-se da unido da bebida
fermentada de amora suave e seco ¢ vinho rosé suave. A distingdo destas
amostras baseia-se nos niveis de tiramina que estas apresentaram, sendo estas
maiores do que nas demais amostras (Tabela 4, Grafico 1).

Ja a amostra de vinho rosé seco foi diferente das demais por apresentar
comportamento, em relacdo as aminas biogénicas estudadas, bem diferente das
outras amostras avaliadas. Sendo assim, pode-se inferir que a separagdo das
amostras foi baseada, principalmente, nos teores da histamina, tiramina e
putrescina.

De acordo com Martin-Alvarez et al. (2006), histamina, tiramina e
putrescina foram as aminas afetadas pelo maior nimero de fatores durante a
pratica enologica, o que pode explicar porque estas foram as mais importantes e
mais frequentemente detectadas nos vinhos, corroborando os dados do presente

estudo.
3.5 Perfil volatil
Os compostos tentativamente identificados no vinho tinto, bebida

fermentada de amora e no vinho rosé sdo mostrados na Tabela 5, com seus

respectivos tempos de retengdo e suas porcentagens de area de pico relativo.
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Compostos*

Area Relativa do Pico (%)

TR*

Amora Amora Tinto Tinto Rose Rose
seco suave Seco suave Seco suave
Alcodis
Etanol 1,32 9345 91,03 95,6 87,61 100,0 87,0
1-pentanol 3,01 Nd Nd 3,22 20,07 Nd Nd
3 metil-1-butanol 3,14 20,60 18,12 10,11 9,01 8,65 7,03
Ciclopentanol 21,67 11,02 13,18 Nd Nd Nd Nd
Undecanol 26,24 478 2,21 Nd Nd Nd Nd
1-dodecanol 26,25 1,21 2,20 Nd Nd Nd Nd
Hexan-3-ol 26,29 0,56 0,32 0,67 0,19 0,31 0,15
(+)-Nerolidol 28,93 Nd 8,78 4,50 8,56 4,65 3,60
3,7,11-
trimetildodeca-
1,6,10-trien-3-o0l 28,93 16,74 Nd Nd Nd Nd Nd
(-)-Espatulenol 29,29 5,01 6,41 3,82 794 348 3,36
Ester
Acetato 3,41 0,18 0,15 0,28 0,32 11,77 12,89
Isopentenil acetato 6,18 1,95 1,23 2,58 2,30 7,49 19,72
Etil hexanoato 10,13 0,56 1,82 1,12 Nd 4,05 1,32
Etil octanoato 17,18 2,56 6,75 2,33 2,25 644 198
Etilundodecanoato 23,83 0,28 3,69 0,12 1,14 0,09 0,1
Metildecanoato 27,74 0,74 Nd Nd Nd Nd Nd
Acido
tetradecanoico, 1-
metil éster 30,79 0,95 Nd Nd Nd Nd Nd
Metil 4-butoxi-N-
hidroxibenzenocarbo
ximidoato 7,35 Nd Nd Nd 1,13 2,89 2,16
Terpenos
Cicloheptano, 4-
metileno-1-metil-2-
(2-metil-1-propen-1-
il) 24,88 6,67 Nd Nd Nd Nd Nd
2,5,6-Trimetil-1,3,6-
heptatrieno 26,90 9,12 Nd 4,81 Nd Nd Nd
(z)-B-elemene 23,37 2,28 2,98 0,94 2,08 0,76 4,09
Cis-caryophyllene 24,21 8,66 Nd 3,54 8,02 3,89 Nd
Azulene 26,55 Nd 2,63 Nd Nd Nd Nd
B-eudesmene 26,58 Nd Nd Nd 2,75 1,00 Nd
Beta-selinene 26,58 Nd Nd 1,25 Nd 1,71 Nd
Biciclogermacreno 26,85 Nd 9,02 Nd 8,95 5,22 3,98
(+)-Ledeno 31,05 Nd 0,41 Nd Nd 2,00 Nd

*tentativamente identificados por comparagdo dos seus espectros de massas com o banco existente
na literatura (Wiley 8.LIB e FFNSC. 1.2 lib); TR*: Tempo de reten¢éo; Nd: ndo detectado
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Para comparar os compostos volateis das amostras de vinho, as areas dos
picos foram normalizadas usando-se o maior pico das amostras, sendo este o
etanol encontrado no vinho rosé seco. Este recebeu um valor de 100 que foi
utilizado para normalizar os outros picos em todas as seis amostras.

Foi possivel observar que a temperatura de 30 °C, com 30 minutos de
exposicdo a fibra PDMS, foi suficiente para detectar:

- dezenove compostos no vinho de amora seco, tendo estes sido
representados por 42% compostos alcodis, 37% ésteres ¢ 21% terpenos;

- dezessete compostos no vinho de amora suave, tendo estes sido
representados por 47,1% de alcoois, 29,4% de ésteres e 23,5% de terpenos;

- quinze compostos no tinto seco, tendo estes sido representados por
40% de alcodis, 33,3% de ésteres e 26,7% de terpenos;

- quinze compostos no tinto suave, tendo estes sido representados por
40% de alcoois, 33,3% de ésteres e 26,7% de terpenos;

- dezessete compostos no ros¢ seco, tendo estes sido representados por
35,3% de ésteres, 35,3% de terpenos e 29,4% de alcoois;

- treze compostos no rosé suave, tendo estes sido representados por
46,1% de ésteres, 38,5% de alcodis e 15,4% de terpenos.

Observa-se que os compostos alcoodis foram os constituintes de maior
representagdo, seguidos, respectivamente, pelos ésteres e terpenos, tanto nos
vinhos tinto cv. Bordd, quanto nos vinhos de amora. Ja nos vinhos rosé, os
compostos com maior representacdo foram os ésteres.

Alcoodis superiores sdo importantes componentes do aroma, que sio
liberados no meio como produto secundario do metabolismo de leveduras. Os
alcodis que se apresentaram em todas as amostras avaliadas foram o etanol, o 3
metil-1 butanol, o ciclopentanol e o hexan-3-ol.

Grbz et al. (2006) fizeram uma comparacdo entre os compostos volateis

encontrados no vinho obtidos de uvas cv. Cabernet e cv. Merlot. Segundo estes
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autores, dos 66 compostos volateis identificados por CG-MS, 28
foram ésteres e 19 foram alcodis, enquanto 81-88% da area total do
cromatograma foram compostos por picos, incluindo, octanoato etilico,
decanoato de etila, 3-metil-1-butil acetato (acetato de isoamila), hexanoato
etilico, dietil succinato e 2-feniletanol. Alguns destes compostos mencionados
foram encontrados neste trabalho.

Acetatos sdo produzidos a partir da reagdo da acetil-CoA com alcoois
superiores que sdo formados a partir da degradagdo de aminoacidos e
carboidratos (PERESTRELO et al., 2006). Para Plata et al. (2003), a presenga de
isopentenil acetato obtido na fermentagdo espontianea dos vinhos pode ser
devido a presenca de leveduras no mosto que sintetizam esse éster.

Os ésteres volateis sdo gerados a partir da esterificagdo dos alcoois e
acil-CoA derivados tanto do acido graxo como do metabolismo de aminoacidos,
em uma reagdo catalisada pela enzima alcool aciltransferase (AAT, EC 2.3.1.84)
(SANZ; OLIAS; PEREZ, 1997). Eles sdo importantes constituintes do perfil
volatil de muitas frutas, caracterizando o aroma frutal, estando normalmente
associado a ésteres de 3 a 8 atomos de carbono (ROSSIER, 1996).

A concentragdo destes ésteres ¢ dependente de varios fatores, incluindo
cepa de levedura, temperatura de fermentagdo, aeragdo e teor de agucar
(PERESTRELO et al., 2006). Os principais ésteres encontrados no perfil volatil
dos vinhos do presente estudo foram: hexanoato de etila, octanoato etilico e
decanoato de etila. Esses compostos sdo ésteres etilicos responsaveis pelo aroma
"frutado" e "floral" dos vinhos (LI et al., 2009).

Monoterpenos sdo componentes produzidos a partir de um precursor
comum, o geranil pirofosfato, cuja biossintese comeca com acetil-CoA
(KING; DICKINSON, 2000). Em numerosos estudos tem sido relatado que os
compostos terpenoides podem ser utilizados para caracterizar as variedades de

frutas ou de uvas.
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Alguns terpenos, como (z)-B-elemene, cis-caryophyllene,
biciclogermacreno e (+)-nerolidol, sdo contribuintes importantes para o aroma
de vinho, apresentando baixo limiar de percepcdo, no entanto, contribuem para
tragar o perfil volatil destes.

Para finalizar a discussd@o dos volateis, procedeu-se a analise de
componentes principais (PCA), na tentativa de identificar semelhancas e

diferengas entre os vinhos (Gréafico 3)
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Grafico 3 Analise de componente principal para compostos volateis encontrados
nos vinhos. Al: etanol; A2: 1-pentanol; A3: 3 metil-1-butanol; A4:
ciclopentanol; AS5: undecanol; A6:1-dodecanol; A7: hexan-3-ol; A8: (+)-
nerolidol; A9:  3,7,11-trimetildodeca-1,6,10-trien-3-0l; A10:  (-)-
espatulenol; El: acetato; E2: isopentenil acetato; E3: etil hexanoato; E4:
etil octanoato; ES5: etilundodecanoato; E6: metildecanoato; E7: acido
tetradecanoico, 1-metil éster; ES8: metil 4-butoxi-N-
hidroxibenzenocarboximidoato; T1: ciclo-heptano, 4-metileno-1-metil-2-
(2-metil-1-propen-1-il); T2: 2,5,6-trimetil-1,3,6-heptatrieno; T3: (z)-B-
elemene; T4: cis-caryophyllene; T5: azulene; T6: B-eudesmene; T7: beta-
selinene; T8: biciclogermacreno; T9: (+)-ledeno.
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Pode-se verificar a distingdo de cinco grupos de amostras, sendo o
primeiro formado pelos vinhos rosé, suave e seco; o segundo, pela amostra de
vinho tinto suave; o terceiro, pela amostra de vinho tinto seco; o quarto, pela
amostra de bebida fermentada de amora suave e o quinto, pela amostra de bebida
fermentada de amora seca.

A amostra de tinto suave se distinguiu das demais pela pronunciada
concentragdo do composto 1-pentanol encontrada.

A Dbebida fermentada de amora seca foi a tUnica a apresentar
porcentagem do composto 3,7,11-trimetildodeca-1,6,10-trien-3-ol e isso
contribuiu para a sua diferenciacdo dos demais vinhos.

Os vinhos rosés se agruparam devido a semelhanga existente, dada as
altas porcentagens de area relativa dos compostos acetato e isopentenil acetato.

Tanto o grupo que contém a bebida fermentada de amora suave quanto o
grupo da amostra de vinho tinto seco ndo apresentaram compostos que se
ressaltaram, fazendo com que estes ndo se agrupassem Nos outros grupos

encontrados.

3.6 Analise sensorial

Os resultados da analise sensorial sdo apresentados na Tabela 6 e 7.
Foram significativos (p<0,05) os efeitos das médias dos diferentes vinhos (seco
e suave), nos diversos atributos sensoriais (aparéncia, aroma, sabor e impressao

global).
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Tabela 6 Valores das médias dos atributos sensoriais para o vinho seco

Vinho seco Aparéncia Aroma Sabor Impessao
global
Amora 5,17b 4.42¢ 4,09b 4,38b
Tinto 7,73a 6,73a 5,88a 6,09a
Rosé 4,90b 5,75b 4,15b 4,55b

Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia

Tabela 7 Valores das médias dos atributos sensoriais para o vinho suave

Vinho suave Aparéncia Aroma Sabor Impessdo
global
Amora 6,01b 5,56b 5,60b 5,81b
Tinto 8,03a 7,00a 7,07a 7,28a
Rosé 5,71b 6,54a 6,32ab 6,35b

Meédias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia

O vinho tinto seco apresentou diferenca significativa em relagdo aos
demais, quanto aos atributos aparéncia, aroma, sabor e impressdo global. Para
todos estes atributos, com excecdo do atributo aroma, a bebida fermentada de
amora e o vinho rosé ndo se diferiram significativamente (Tabela 6).

Quanto ao vinho suave observa-se um comportamento semelhante ao
vinho seco. O vinho tinto também diferiu significativamente do vinho de amora
e rosé em todos os atributos. Excecao se faz ao quesito sabor, pois o vinho tinto
e o vinho rosé ndo se diferenciaram significativamente (Tabela 7). A bebida
fermentada de amora suave e o vinho rosé suave foram estatisticamente
semelhantes em relago a aparéncia, sabor e impressao global.

Pelos histogramas dos vinhos seco verifica-se que, para os atributos
aparéncia, sabor, aroma e impressao global, a maior frequéncia de notasde 6 a 9
(6 - gostei ligeiramente a 9 - gostei extremamente) foi atribuida ao vinho tinto

(Figura 2 e 3).
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Figura 2 Histogramas de frequéncia dos valores atribuidos a aparéncia (A),
sabor (B) e aroma (C) em vinho seco
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Figura 3 Histograma de frequéncia dos valores atribuidos impressao global

A bebida fermentada de amora seco apresentou maior frequéncia de
notas entre a escala (1 - desgostei extremamente a 4 - desgostei ligeiramente),
para os atributos sabor, aroma e impressdo global (Figura 2 e 3). No entanto, a
frequéncia destas baixas notas foi inferior a frequéncia das notas altas (6 — gostei
ligeiramente a 9 — gostei extremamente).

Com relagdo a intencdo de compra para os vinhos secos, 63,46% dos
provadores assinalaram que certamente e ou provavelmente ndo comprariam a
bebida fermentada de amora, enquanto 19,24% dos provadores assinalaram que
provavelmente ou certamente comprariam (Figura 4).

Ja o vinho tinto obteve 40,00% de provadores que certamente ou
provavelmente ndo comprariam e 46,16% que certamente ou provavelmente
comprariam. O vinho rosé obteve as seguintes notas: 57,49% certamente e ou
provavelmente ndo compraria e 21,16% provavelmente ou certamente
compraria. Ou seja, o vinho tinto obteve maior intencdo de compra que os

demais.
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Intencio de Compra- Vinho Seco
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Figura 4 Histogramas de frequéncia dos valores atribuidos a intengdo de compra
em vinhos secos

A analise dos histogramas (Figura 5 e 6) das amostras de vinho suave
permitiu afirmar que, assim como no vinho seco, o vinho tinto apresentou a
maior frequéncia de notas entre a escala (6- gostei ligeiramente a 9- gostei

extremamente) para os atributos aparéncia, sabor, aroma e impressao global.
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Figura 5 Histogramas de frequéncia dos valores atribuidos a aparéncia dos
vinhos suaves
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Nos atributos sabor, aroma e impressdo global, a bebida fermentada de
amora obteve as maiores notas entre 1 (desgostei extremamente) a 4 (desgostei

ligeiramente).
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Figura 6 Histogramas de frequéncia dos valores atribuidos ao sabor (A) e ao
aroma (B) em vinhos suaves
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Histogramas de frequéncia dos valores atribuidos a impressao global
(A) e a intengdo de compra (B) em vinhos suaves.
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Com relagdo a intengdo de compra dos vinhos suave, observa-se que
67,29% dos provadores assinalaram que certamente ou provavelmente
comprariam o vinho tinto, enquanto 38,45% assinalaram que provavelmente ou
certamente comprariam o vinho de amora. J4 o rosé obteve 55,76% de intencao
de compra na soma dos quesitos certamente e provavelmente compraria.

A baixa aceitacdo de vinho obtido de outras frutas possivelmente se
deve a pouca insercdo deste produto no mercado, o que dificulta o seu
conhecimento e o estimulo a seu consumo.

Ao avaliar sensorialmente a bebida fermentada de acerola utilizando de
escala hedonica de 9 pontos, Santos et al. (2005) ndo observaram diferenca entre
este € o vinho tinto comercializavel, quanto aos atributos aparéncia, aroma e
sabor, com médias oscilando entre 6,30 a 6,93 (gostei ligeiramente). A intengdo
de compra ndo foi avaliada por estes autores.

Na aceitagdo da bebida fermentada de banana, Arruda et al. (2007)
observaram que o produto apresentou boa aceitabilidade sensorial, ndo havendo

rejeicdo para a intengdo de compra.
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4 CONCLUSOES

A bebida fermentada de amora, vinho tinto e vinho rosé apresentaram
caracteristicas distintas, diferindo nos atributos cromaticos, de compostos
bioativos. Nuangas diferentes também foram percebidas entre os atributos seco e
suave.

A andlise de componentes principais distinguiu as amostras quanto aos
teores das aminas biogénicas histamina, tiramina e putrescina.

Os compostos volateis encontrados foram situados nas trés classes,
alcoois, ésteres e terpenos, tendo os compostos Il-pentanol, 3,7,11-
trimetildodeca-1,6,10-trien-3-ol, acetato e isopentenil acetato permitido a
distingdo entre os vinhos.

Embora o vinho de amora tenha apresentado baixo teor de antocianinas,
outros constituintes podem estar contribuindo para elevar sua atividade
antioxidante, visto que esta foi semelhante & do vinho elaborado com a cv.

Bordo.
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ANEXO

FICHA DE AVALIAGAO SENSORIAL

Avalie as amostras da esquerda para a direita e indique, utilizando a escala abaixo, o

quanto vocé gostou ou desgostou, na seguinte ordem, sabor, aroma e aspecto global das amostras

de vinho.
g — goste% extffmamente N°© Nota Nota Nota Impressao
— gostei muito amostra cor aroma sabor global

7 — gostei moderadamente

6 — gostei ligeiramente

5 —nem gostei/nem desgostei
4 — desgostei ligeiramente

3 — desgostei moderadamente
2 — desgostei muito

1 — desgostei extremamente

Comentarios:

Agora, utilizando e escala abaixo, indique a sua inten¢do de compra com relagdo ao produto.

N° Intengdo de

5 — certamente compraria amostra compra

4 — provavelmente compraria

3 —ndo sei

2 — provavelmente ndo compraria
1 — certamente ndo compraria




