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RESUMO GERAL

O mirtilo (Vaccinium asheReade), ainda pouco cultivado no Brasil,
tem despertado o interesse dos produtores ponséuto atrativo e possuir alto
valor comercial. Esse pequeno fruto tem chamaderg@o de pesquisadores e
consumidores por ser rico em compostos fitoquimidnazendo efeitos
benéficos a salde. Este trabalho foi realizado ooabjetivo de avaliar, ao
longo do armazenamento refrigerado, as caractadstfisico-quimicas de
mirtilos tratados com irradiacdo gama e radiacdi@vibleta-C em diferentes
doses, dando destaque para o efeito da irradiag&mmtelddo de compostos
fendlicos e antocianinas que sdo as principaist&otias que atribuem ao
mirtilo o titulo de “fonte da longevidade”, j& qsses compostos possuem
elevado poder antioxidante. Os resultados dedballra mostram que para as
analises de acidez, pH, sélidos sollveis, perdandssa e firmeza tanto a
irradiacdo gama como a UV-C nao provocaram efaiigsificativos, apenas o
tempo de armazenamento influenciou nesses par&nétioadiacdo UV-C na
dose de 4 kJ/mutilizada em mirtilos, provocou aumento no teercdmpostos
fendlicos e no potencial antioxidante, ao finalatmazenamento refrigerado,
quando comparados aos mirtilos irradiados na desekd/m e com o0s que néo
foram irradiados. Para os frutos submetidos a iag@d gama, apesar de
observadas grandes varia¢des no teor de compesilicbs totais nas doses de
0,0 kGy (controle), 0,5 kGy, 1,0 kGy e 1,5 kGy, fébpossivel afirmar uma
influéncia da irradiacdo nesses resultados. O adwlogénico foi 0 composto
fendlico majoritario e concentracdes significativdes rutina também foram
encontradas nos frutos. A irradiagdo gama ndo powalteracdes no teor de
antocianinas totais e individuais, houve um aumerdoseu teor apenas no
decorrer do armazenamento.

Palavras-chave: Compostos fendlicos. Antocianidgs/idade antioxidante.
Anadlise fisico-quimica.



GENERAL ABSTRACT

The blueberry (Mccinium asheReade), little cultivated in Brazil, has
aroused the producers’ interest for being an diadruit and have high
commercial value. This small fruit has drawn theergion of researchers and
consumers to be rich in phytochemicals compoundsging beneficial health
effects. This study was carried out in order teassduring refrigerated storage,
the physicochemical characteristics of blueberrtesated with gamma
irradiation and UV-C radiation in different dosdsghlighting the irradiation
effect on the phenolic compounds content and ag#rigs which are the main
substances that attribute to the blueberry the @fl "longevity source", since
these compounds have high antioxidant power. Theselts show that acid
analysis, pH, soluble solids, mass loss and firsfesh gamma irradiation and
UV-C caused no significant effect, only the storpgeiod has influenced those
parameters. The UV-C irradiation at a dose 4 kJirsed in blueberries, caused
an increase in the phenolic compounds content atidx&dant potential at the
end of refrigerated storage when compared to bluieseirradiated at a dose
kJ/nf and which were not irradiated. For the fruits sebfo gamma irradiation,
although observed large variations in the totalnpktie compounds content at
doses 0.0 kGy (control), 0.5 kGy, 1.0 kGy and 1@®ykit was not possible to
state an irradiation influence on these resultdo@genic acid was the major
phenolic compound and significant concentrationsutih were also found in
fruits. Gamma irradiation caused no changes in &otd individual anthocyanin
content, there was an increase in its content guiorage.

Keywords: Phenolic compounds. Anthocyanins. Antlaxit activity.
Physicochemical analysis.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

O mirtilo (blueberry tem despertado a atencao dos pesquisadoreginmuss Ul
anos devido aos seus beneficios nutricionais. Erapieciado por seu sabor exdtico,
pelo valor econémico e por seus poderes medicsenslo considerado como “fonte
de longevidade”, devendo-se especialmente ao dtdelro de substancias
antioxidantes (ANTUNES; RASEIRA, 2006).

No Brasil sua cultura foi introduzida recentemesgedo que as regides altas
de S&o Paulo, Minas Gerais e a regido Sul destsegmr seu alto potencial de
producéo devido ao clima temperado.

Recentemente, os estudos se centram sobre umtooteegualidade de
frutas estendido para a melhoria do valor nutrididevidéncias cientificas mostram
uma correlacdo entre o consumo desse fruto condugée do risco de doengas
cronicas ndo transmissiveis, devido ao alto contdéddcompostos bioativos como os
compostos fendlicos.

O emprego da irradiacdo em frutas parece contrfigr somente para a
melhoria da qualidade microbiolégica, mas tambéra paestimulo do metabolismo
secundario das plantas e como consequéncia pm@ordo um aumento no teor de
compostos com funcéo antioxidante, como os congpfesiolicos e as antocianinas. No
entanto, 0 uso dessa tecnologia torna-se muitadimipela dificuldade de acesso aos
centros de irradiacdo ou devido ao baixo conhetimdos seus beneficios pelos
produtores.

Visando contribuir para os estudos de métodosmimn@mcao pds-colheita de
frutos, no presente trabalho tem-se por objetikactarizar os mirtilosaccinium ashei
Reade) produzidos em Barbacena, MG, com destaguritiutos de qualidade, fisico-
guimicos e de extensdo da vida Util pela aplicdgitécnicas que visam melhorar a

conservacao e/ou aumentar 0 armazenamento poiecdéeses frutos.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Consideracdes sobre o mirtilo

O mirtilo pertence a familia Ericaceae, subfamilacinoideae e género
Vaccinium E nativo de vérias regibes da Europa e dos Estatiodos. As
principais espécies com expressao comercial podeniassificadas em trés grupos
principais:rabbiteye highbushe lowbush(ANTUNES; RASEIRA, 2006).

No Brasil, o mirtilo foi introduzido, em 1983, atés da Embrapa Clima
Temperado (Pelotas-RS), pelo pesquisador Alvelifigshado dos Santos, tendo
sua primeira iniciativa comercial no Pais em 1@90,Vacaria (RS). Em paises do
Hemisfério Norte, principalmente na Europa e ndadés Unidos, essa espécie tem
grande importancia comercial, além de uma amplalgiigdo da utilizacdo dos
frutos como “fonte da longevidade”, devido & sumposi¢cdo nutricional. Esses
fatores impulsionaram o cultivo do mirtilo em rezgénao tradicionais, como na
América do Sul, com o intuito de se beneficiar dssjbilidade de producéo durante
a entressafra europeia e norte-americana (FACHINE&LLal., 2008). As cultivares
do gruporabbiteyeforam as que melhor se adaptaram as regides prasuio
Brasil por serem menos exigentes ao frio.

O mirtilo é uma planta arbustiva e 0 seu portefinide de acordo com
crescimento de hébito basitdnico, ou seja, a bfiotagorre, preferencialmente,
nas gemas basais. E uma planta de clima temperadtyeanamente exigente
em frio para quebra de dorméncia, sendo que adalfdo pode ocasionar uma
brotacao e floracdo deficiente (ANTUNES; RASEIRADR).

Para uma boa producéo comercial, € necessarioetuengnos 80% das
flores frutifiquem. Devido ao formato da flor, olgd cai do seu estigma, sendo
fundamental a presenca de insetos polinizadores. mésmo em cultivares
autoférteis como as do tipighbush a polinizacao cruzada favorece a obtencéo
de frutas de melhor tamanho (ANTUNES; RASEIRA, 2006
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O mirtilo amadurece 2 a 3 meses apds a floracdmaga pequena com
sementes apresenta em geral cor azul com tonaidediando de mais claro a
mais escura e intensa, devido a presenca de ant@sae tem sabor doce-acido a
acido. A cor do mirtilo é influenciada pela presenie pruina, cera epicuticular,
gue produz o efeito glauco responsavel pela car estaranquicada tipica dos
mirtilos. Esta camada cerosa constitui uma barigigortante a perda de agua,
impedindo o emurchecimento do fruto. A baga aptaseinda uma cicatriz,
diametralmente oposta ao 4pice, de dimensdo e tioramiaveis, segundo a
espécie e cultivar. A cicatriz, quando grande edamé um foco de contaminacao
microbiana e pode também originar depreciacdo @ibeita, por perda de
umidade através dela (ANTUNES; RASEIRA, 2006; SOWS$AI., 2007).

Por ser um fruto pequeno, o mirtilo deve ser calhidm cuidado,
evitando a ocorréncia de danos que podem comproswetejualidade. O ponto
ideal de colheita baseia-se na coloracdo do fruéodgve apresentar serosidade
(pruina). A colheita do mirtilo é realizada mamoahte. Depois de colhido, o
fruto deve ser armazenado sob refrigeracdo, sendoralicdes 6timas de 0+0,5
°C com UR de 90-95%. No comércio os frutos sdo coemte oferecidos em
embalagens de aproximadamente100g (ANTUNES; RASEIRBG).

2.2 Aspectos nutricionais sobre o mirtilo

A dieta tem um papel importante na saudde, sendeneiss no
tratamento e prevencdo de doencas. Assim, a idegliio de compostos
bioativos envolvidos na prevencao de doencas émimddade na ciéncia atual
(NOBERTO et al., 2013).

Segundo Antunes e Raseira (2006), o mirt¥@dcinium spp é uma
espécie frutifera muito apreciada por seu sabdicexdelo valor econdmico e
por seus poderes medicinais, sendo considerada Homte de longevidade”,
devendo-se especialmente ao alto conteldo de amidioas contidas nos
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pigmentos de cor azul-parpura. Esta substanciadega visdo, oferece enormes
beneficios a pele, aos vasos sanguineos, aos dasearizes, hemorroidas,
problemas circulatérios, transtornos cardiacogjdsrexternas e internas, edema,
artrites e artroses (ANTUNES; RASEIRA, 2006). Parass propriedades
nutracéuticas e principalmente pelas oportunidagdiesnegécio que a fruta
apresenta, tem despertado a atencao de técnicoduggues de frutas do Brasil.

O mirtilo apresenta em média 82% de &gua, sendacdsares o0s
principais componentes solUveis que representaca cker 80% da matéria seca.
A glicose e a frutose sdo os principais agUcaregestes no mirtilo e os seus
teores influenciam o sabor. Os frutos contém Acidaganicos em teores
elevados, sendo os mais comuns o citrico e 0 m@iOJSA et al., 2007).

O mirtilo é considerado fonte de vitaminas (A e @)nerais e fibras
alimentares que s&80 componentes essenciais pararescingento e
desenvolvimento normais do fruto (MORENO; CASTELEREZ; GOMES,
2007). E uma das mais ricas fontes de antioxidamaésrais entre os frutos e
tem alta capacidade antioxidante contra os radpesxil, radicais superoxido,
peroxido de hidrogénio e oxigénio singlete, devideua composicdo rica em
substancias fendlicas, como flavonoides, tanin@ntecianinas, que sdo de
especial importancia na contribuicdo para a cdrprsa aroma da fruta fresca
(HEINONEN; MEYER; FRANKEL, 1998, SEYMOUR; TAYLOR; UCKER,
1993; WANG; JIAO, 2000). Estes antioxidantes sapazas de atuar como
sequestrantes de radicais livres, decompositorgedxidos, desativadores de
oxigénio singlete, inibidores de enzimas e agesiteésgicos (LARSON, 1988).

2.3 Atividade antioxidante

O processo respiratério e diversas reagfes oxafatiyue ocorrem no
corpo humano, levam a formacao de espécies reatevagigénio (EROS) que
causam danos ao organismo e contribuem para ocapargo de muitas
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doencas comuns (inflamagédo das articulagbes, tsmmadignos, doenca de
Alzheimer e doenca de Parkinson, cataratas e deearadiovasculares), bem
como aceleram o processo de envelhecimento (SIKe&Ra#., 2008). Por isso,
as células humanas dependem de alguma capacidamadamte para fornecer
protecdo contra os efeitos prejudiciais das ERQ#& gdo consequéncias
inevitaveis da vida aerdbia (SILVA et al., 2010).

Para conseguir uma protecédo 6tima, os tecidos elispfe um sistema
antioxidante integrado, que consiste em um conjudieersificado de
componentes lipossollveis (vitamina E; carotengjdaslveis em agua (acido
ascorbico; glutationa) e enzimaticos (glutationaropielase; superéxido
dismutase; catalase) (McLEAN et al., 2005; SIKORAle 2008).

Um antioxidante é qualquer substancia capaz dedegtaou impedir
danos devidos a oxidacéo estando presente em @egoencentracdes, quando
em comparacdo com o agente oxidante. As substaantasxidantes podem
apresentar diferentes propriedades protetoras re eagi diversas etapas do
processo oxidativo, funcionando por diferentes miscaos e sdo, portanto,
classificadas em dois grupos principais: antioxieamprimarios e secundarios.
Sao considerados primarios os compostos de ag@éaidante, capazes de inibir
ou retardar a oxidacdo por inativacdo de radidgaied gracas a doacdo de
atomos de hidrogénio ou de elétrons, 0 que os canwm produtos mais
estaveis. Os antioxidantes secundarios funcionam vaoios mecanismos,
incluindo a ligacdo de ions metalicos (alteracaovdincia), convertendo
hidroperdxidos em espécies ndo radicais, absorvend@diacdo UV ou
desativando o0 oxigénio singlete (MAISUTHISAKUL; SUAJIT;
PONGSAWATMANIT, 2007; SILVA et al., 2010).

Compostos antioxidantes presentes nos alimentosmgpemham um
papel importante como fator protetor da saude. &wihs cientificas sugerem

gue os antioxidantes reduzem o risco de doengascasdndo transmissiveis,
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incluindo cancer e doencas cardiacas (JOHN; SHAHID10; MISHRA et al.,
2010). Graos integrais, frutas e hortalicas sacsiderados fontes naturais de
antioxidantes. Esses alimentos tém sido reconhepiolodesempenharem um papel
importante na melhoria de danos oxidativos indszftr EROS (LEE et al., 2003;
MISHRA et al., 2010).

Antioxidantes sdo conhecidos por proteger as célotmtra os efeitos
danosos dos radicais livres, portanto, sua caistitterprincipal esta relacionada com
a sua capacidade de capturar esses radicais. @sigalires sdo espécies
guimicamente instaveis e podem ser definidos caist&ncias que possuem um ou
mais elétrons ndo pareados (HALLIWELL, 1994; JOBNAHIDI, 2010; MISHRA
et al., 2010). S&o altamente reativos com o oxigémistao presentes em uma grande
variedade de sistemas biologicos, podendo oxidafic@mos nucleicos, proteinas,
lipideos ou DNA, como também desencadear a ocdaréiecdoencas cronicas nao
transmissiveis.

Os principais antioxidantes encontrados nos vegefial as vitaminas C e E,
0s carotenoides e os compostos fendlicos, espectanos flavonoides. Esses
antioxidantes absorvem radicais livres e iniberadeia de iniciacdo ou interrompem
a cadeia de propagacdo das reacdes oxidativas \pdasiopelos radicais
(PODSEDEK, 2007). Os compostos antioxidantes, daiso os acidos fendlicos,
polifendis e flavonoides eliminam os radicais B/ assim, inibem a oxidacao,

mecanismos que conduzem as doencas degenerati@$sRK et al., 2010).
2.4 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo substancias amplameéstidbuidas na
natureza, mais de 8000 compostos fendlicos j& fatatactados em plantas.
Esse grande e complexo grupo faz parte dos cangdisude uma variedade de

vegetais, frutas e produtos industrializados. Sé&mdyios do metabolismo
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secundario, normalmente derivado de reacdes deadgés plantas contra agressfes
do ambiente (SILVA et al., 2010).

Diversos investigadores tém trabalhado na separaicimtificacéo,
guantificacdo e utilizacdo dos compostos fendlirnsalimentos, enfrentando muitos
problemas metodoldgicos, pois além de englobareangama enorme de substancias
(fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas, fiaides, taninos e ligninas), estes
compostos sdo, na maioria das vezes, de grandedadéa muito reativos e
suscetiveis a acdo de enzimas (SOARES, 2002).

Os compostos fendlicos pertencem a um grande gieponetabdlitos
secundarios difundidos no reino vegetal. Poderdlassificados de acordo com a sua
estrutura, com o0 nimero e posicdo do grupo hidraxipela presenca de outros
substituintes. Fendlicos séo capazes de compleralespécies reativas de oxigénio
devido a sua capacidade de doar elétrons. A eficictapacidade antioxidante dos
fendlicos depende da sua estabilidade em difersistiesnas, bem como nimero e
localizac&o de grupos hidroxila (PODSEDEK, 2007).

A atividade antioxidante de compostos fendlicosedsy principalmente as
suas propriedades redutoras e estrutura quimiia @eacterizados por possuirem ao
menos um anel aromatico fCpodendo ter um ou mais grupos hidroxil. Muitos
compostos fendlicos ocorrem como derivados formadogondensacéo ou adicéo
de reacdes. A maioria desses compostos, conheatiélas momento, é de origem
vegetal e possui um residuo de acUcar, tal comoag@car monossacarido,
dissacarido ou oligossacarido, ligado ao esqueletocarbono. Outros residuos
incluem aminas, acidos organicos, acidos carbogijlie lipideos (STRACK, 1997;
YANG, 2009).

Os vegetais produzem uma grande variedade de campmmganicos, 0s
guais ndo atribuem funcbes diretas no seu deséneoiv. Esses compostos s&o
conhecidos como metabdlitos secundéarios. Enguastametabdlitos primérios

(aminoacidos, nucleotideos, agucares e acil lipjdespondem pela sobrevivéncia do
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vegetal, exercendo funcdo ativa nos processos tessiistese, respiragdo e
assimilacéo de nutrientes; os metabdlitos secasddstéo intimamente associados as
estratégias de defesa das plantas (NASS, 2007; ZEIKGER, 2004). Os principais
metabdlitos secundarios sdo distribuidos em tr@sogrde acordo com sua rota
biossintética: terpenos, compostos fendlicos e ostop contendo nitrogénio (TAIZ;
ZEIGER, 2004).

Devido a sua diversidade quimica, os compostodidea@apresentam uma
variedade de fungdes nos vegetais. Sdo sintetipatoseio de diferentes rotas: rota
do &cido chiquimico e rota do acido maldnico (Figlk. A rota do acido chiquimico
participa na biossintese da maioria dos fendistaisgga a rota do acido maldnico
possui maior relevancia no metabolismo de micrésgars e pouca significancia no
metabolismo de vegetais (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Eritrose-4-fosfato Acido fosfoenolpirivico
fresultante da {resultante da glicolise )

rota da pentose

fosfato ) —— Rota do 4cido chiquimico

L
Fenilalanina 03 Acetil-CoA

i g ) ¥ L
Acido gdlico Acido cinamico Ca Rota do écido maldnico
" y , l
aninos - "
Fendis simples

Hidrolisaveis C C Flavonoides Compostos fendlicos
2 ! C3 variados
Lignina
[._ Taninos Condensados
(o8)—cs =
n

Figural Compostos fendlicos biossintetizados a partir d& rdo acido

chiquimico e a da rota do acido maldnico
Fonte: Taiz e Zeiger (2004)
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A classe mais abundante de compostos fenélicosidédas em plantas
€ derivada da fenilalanina, por meio da eliminagdama molécula de ambnia
para formar o &acido cinamico (Figura 2). Essa maédcatalisada pela
fenilalanina amonialiase (PAL). A PAL é regulada fatores ambientais como
o nivel nutricional, a luz (pelo efeito do fitocrojre infeccao por fungos. Entre
as substancias formadas apés a acao da PAL est@idmbenzoico, o qual d&
origem ao acido salicilico, um importante compastalefesa das plantas contra
patégenos (PERES, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2004).

COOH

MNH 5
Fenilalanina

F

x COOH

—» ACIDO BENZOICO

Acido trans-cinamico
ACIDO sALICiLICO

SN COOH
—» LIGNINAS
HO Acido para-coumdarico

OH ——— ANTOCIANINAS

Flavondides

Figura 2 Principais compostos fendlicos derivados da enzferalalanina
amonialiase (PAL)
Fonte: Peres (2004)
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A PAL esta localizada em um ponto de ramificac&oeem metabolismo
primario e secundario, sendo a reacdo catalisadalpauma etapa importante
para a regulacdo da formacdo de muitos compostodides. As reacdes
posteriores aquelas catalisadas pela PAL levam igdadde mais grupos
hidroxila e outros substituintes. Os acidenscindmico e p-cumarico e seus
derivados sdo compostos fendlicos simples chamdedgnilpropandides por
conter um anel benzénico e uma cadeia lateral ég tarbonos. Esses
fenilpropanoides séo unidades bésicas importaraeformacdo de compostos
fendlicos mais complexos (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Os inimeros fatores que condicionam a sintesem@astos fendlicos,
bem como as diferentes vias pelas quais a sinte® grontecer, justificam a
heterogeneidade quimica deste grupo. Desta forsnapmpostos fenélicos sdo
normalmente divididos em dois grupos: flavonoidedie flavonoides.

Os flavonoides sé@o o grupo de compostos fendliais nelevantes nos
alimentos. Encontram-se largamente distribuidosreino vegetal, estando
presentes em frutas, folhas, sementes e em owtrees mla planta na forma de
glicosidios ou agliconas (ANGELO; JORGE, 2007; GANUEES, 2007). A
este grupo pertence um numero variado de famikasampostos como os
flavanais, os flavonais, as flavanonas, as flavanas antocianinas, que diferem
no seu padrdo de oxidacdo e, com menor frequéasiauronas, chalconas e
isoflavonas, dependendo do lugar, nimero e comiinaips grupamentos
participantes da molécula (GONCALVES, 2007; SOARKHR)2).

Os flavonoides possuem uma estrutura basica forrpadd6-C3-C6
com dois anéis fendlicos (A e B) e um anel hetefiod pirdnico (C) que os une
(Figura 3).
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Figura 3 Estrutura do nucleo flavanico
Fonte: Gongalves (2007)

As antocianinas sdo formadas através do metabolseeandéario
das plantas. Sao glicosideos solUveis em agua medpeis pela coloracéo
de vermelho para azul intenso de muitas frutas ealipas, sendo
consideradas como uma das principais classes denftéddes (NOBERTO
et al., 2013).

As antocianinas desempenham funcdes variadas nastapl
antioxidantes, protecdo a acdo da luz, mecanismalefesa e funcgéo
biolégica. As cores vivas e intensas que elas pedutém um papel
importante em varios mecanismos reprodutores dastgd, tais como a
polinizacdo e a dispersédo de sementes (LOPES, &C417).

As formas d-glicosilada ou aglicona de antocianis@s conhecidas
como antocianidinas. As seis antocianidinas maimwts nas partes
comestiveis das plantas s&o: cianidina (50%), pgeldadina (12%),
peonidina (12%), delfinidina (12%), petunidina (7%)a malvidina (7%)
(KONG et al., 2003). As antocianinas (Figura 4) @omdainda diferir na
natureza, numero e posicdo dos aclUcares (pentoses|pentoses e
hexoses) ligados a molécula e na presenca e natudez acidos
esterificados na molécula de acglcar. Na maioria chsos 0s aclcares
ligam-se na posicdo 0-3 podendo também ocorrercdigeem 0-5 e 0-7
(GONCALVES, 2007).
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Figura 4 Estrutura das antocianidinas 3-glicosilada
Fonte: Gongalves (2007)

As antocianinas mais comuns encontradas em milfit@gira 5) séo
monoarabinosides, monoglucosides e monogalactogigesianidina (Cy),
petunidina (Pt), peonidina (Pn), delfinidina (Dplaemalvidina (Mv), embora
varios outros compostos fendlicos, e os seus dtleos, tém sido descritos (p.
ex. catequina, epicatequina, miricetina, kaempherarcetina e cafeico, acidos
p- cumarico e ferrulicos) (BUENA et al., 2013; KADERal. 1996).
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RS ANV “:::;/I’ 5 pa celt,
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Figura5 Representacdo da estrutura quimica de antociaam@mtradas em
mirtilos
Fonte: Noberto et al. (2013)
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Na classe dos fendlicos ndo flavonoides, estaoridluse os acidos
fendlicos, representados pelos acidos hidroxibeozoi e 4&cidos

hidroxicindmicos (Figura 6).

Ry R. Acidos benzéicos
H H Acido p-hidroxibenzoico R1
OH H Acido protocatéquico
OH OH Acido galhico HO COOH
OCH;4 H Acido vanilico
OCH;  OCH,4 Acido siringico R2
R, R Acidos cinamicos FH\
H H p-cumarico ==
OH H cafeico HO 7 C=C—COOH
OCHs; H ferrdlico \ / H H
OCH; OCH; sinapico H2f

Figura 6 Estrutura geral dos acidos benzoicos e cindmicos
Fonte: Gongalves (2007)

2.5 Irradiacdo

A histéria da irradiagcdo comegou com a descobertaid X, em 1895,
por Roentgen e da radioatividade, em 1896, por Bzrety Em 1905 foi
concedida a primeira patente aos pesquisadoreplé®pe A.J. Banks que
propuseram o tratamento de alimentos irradiadossracial cereais, com raios
alfa, beta ou gama proveniente de elementos radieatO pesquisador do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos daérica (EUA),
B.Schwartz, em 1921 sugeriu a utilizacdo de ra¥opara inativar triquinose na
carne de porco. No entanto, todos os esforcos tagi@oca ndo foram
suficientes para conduzir uma aplicacdo praticauso da irradiacdo na
conservacdo de alimentos, simplesmente porque agesfode radiacdo
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disponiveis naguele momento provenientes de masjdieaaios- X ou is6topos
radioativos, ndo eram poderosas o suficiente paatartos alimentos em
quantidades comerciais (DIEHL, 2002).

As pesquisas sobre o uso da irradiacdo em alim&ottagam a ganhar
forca apds a Segunda Guerra Mundial, em que dastide muitos paises
comecaram, efetivamente, a dar uma maior atenchee so potencial da
irradiacdo na conservacao de alimentos (FRANCO; DERAF, 2008; JAY;
LOESSNER; GOLDEN, 2005). A permissdo do uso daagi ionizante em
alimentos em diversos paises foi impulsionada pegalamentacao de padrdes
mundiais sobre a irradiacdo adotada pela Comissd@adiex Alimentarius
(DIEHL, 2002; FELLOWS, 2006).

A radiacdo pode ser definida como a emisséo e&tifda energia por
meio do espaco ou matéria (FRANCO; LANDGRAF, 2008Y; LOESSNER;
GOLDEN, 2005).

A radiacdo que pode ser utilizada na conservacaalideentos é
dividida de acordo com o espectro eletromagnétednteresse: micro-ondas,
radiacdo ultravioleta, raios X e radiagdo gama uf@ig7). As radiacbes
ionizantes (particulas alfa, raios X, raios ganaQs beta e raios césmicos),
definidas como aquelas com comprimento de onda@®2A ou menores, sdo
as de maior interesse na conservacdo de alimeRERANCO; LANDGRAF,
2008; JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).
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Figura 7 Espectro eletromagnético
Fonte: Ball (2007)

A utilizacdo da irradiagdo como tecnologia de tregato ndo térmico
em alimentos vem crescendo em todo o mundo, natenta seu uso ainda é
pouco difundido no Brasil. Mesmo sendo conside@mao uma tecnologia de
conservacao de alimentos segura e sua utilizagéutjum em diversos paises, 0
progresso no emprego da irradiacdo tem sido limitaente as dificuldades
como a falta de informacdo sobre o seu uso levanihberpretacdes errdbneas
dos consumidores (LIMA FILHO et al., 2012; SILVAQZA, 2010).

De acordo com o regulamento técnico para irradiadg@calimentos
(BRASIL, 2001) que estabelece os requisitos ggraiia o uso da irradiacédo de
alimentos com vistas a qualidade sanitaria do peofinal, a irradiacdo de
alimentos pode ser definida como processo fisicwadamento que consiste em
submeter o alimento, ja& embalado ou a granel, asdosntroladas de radiacdo
ionizante, com finalidades sanitaria, fitossardtad/ou tecnoldgica. Ainda
segundo esse regulamento, um alimento irradiaddadlimento que tenha sido
intencionalmente submetido ao processo de irradiagflizando radiacdo
ionizante, sendo esta definida como qualquer rédiagie ioniza atomos de
materiais a ela submetidos. As fontes de radiag@gpqgdem ser empregadas sao
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aquelas autorizadas pela Comissdo Nacional de #&EneXuclear, na

conformidade das normas pertinentes, a saber:

a) Isotopos radioativos emissores de radiacdo gd&ohalto 60 e
Césio - 137;

b) Raios X gerados por maquinas que trabalham cwergias de até
5 MeV;

c) Elétrons gerados por maquinas que trabalham emengias de até
10 MeV.

Internacionalmente, ha um cédigo de boas pratidasnia Geral) para
processar produtos alimentares com radiacéo iceiZ@©DEX, 2003).

A irradiacdo de frutas e hortalicas tem como ppakiinteresse
prolongar a vida pés-colheita de muitos produtoegieeis por controlar a
incidéncia de patégenos e prolongar o armazenampsto retardo do
amadurecimento e senescéncia. No entanto, 0 seu teisp alguns
inconvenientes, pois em doses superiores a tolemaa fruto provoca
desordens fisiolégicas como o0 amolecimento aceptuad polpa, o
escurecimento da casca e a perda de aroma e sab@radutos. A perda de
firmeza dos produtos irradiados esté relacionadetagihente com o nivel da
dose, a cultivar e o periodo e temperatura de @maamzento (CHITARRA,
CHITARRA, 2005).

Ainda segundo Chitarra e Chitarra (2005), a dos@mai de exposicao
da radiacdo necessaria para obter efeito benédditnecpatégenos ou insetos nos
produtos horticolas varia entre 0,08 e 1,0 KGyrradiacdo aplicada de forma
inadequada pode provocar também perda da integridked membranas,
ocasionando como consequéncia reacdes oxidativiaisatizantes, pelo contato
de enzimas e substratos.
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Para Hallman (1999), umas das maiores vantagenstilileacdo da
irradiagdo como método de conservacao sobre osislem#odos s&o: ganho de
tempo, pois a irradiacdo pode ser aplicada em pootgoutos; ela ndo deixa
residuos no alimento; pode ser aplicada em umaaagapha de frutos e pode ser
utilizada em produtos embalados. Como desvantatenso da irradiacdo tém-
se o0 alto custo inicial e dificuldade em se esttszlas doses, pois determinadas
doses podem provocar a morte de alguns insetentaato outros ainda podem
ser encontrados Vvivos.

Existem alguns estudos que relacionam o uso ddidg@ como um
meio de conservar e/ou aumentar o teor de compast@xidantes em frutas e
hortalicas e assim contribuir para 0 aumento ddogerde armazenamento
desses produtos (ANTONIO et al.,, 2011; CAROCHO let 2012; WANG;
CHEN; WANG, 2009).

2.5.1 Radiacdo gama

As radiacdes gama sdo produzidas a partir do nleleitado de
elementos radioativos como Cobalto 60 (60Co) e @idC437 (137Cs).
Apresenta alto poder de penetracdo, sendo a ma#ada 60Co de cinco anos e
a do 137Cs de aproximadamente de 37 anos (FRANG®DIGRAF, 2008;
JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).

A irradiacdo de alimentos € um processo fisico @ aeixa residuo.
Segundo Vieites (1998) o processo de irradiagdo tofica os alimentos
radioativos, pois apenas 0s raios gama entram atatoaccom o alimento, sendo
as doses de irradiacdo quantificadas em termosndegia absorvida pelo
produto irradiado. A dose de um gray (Gy) correggoa absorcdo de um jaule
por quilograma. As doses normalmente aplicadasslmentos situam-se entre
0,1 e 7,0 kGy.
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Em castanhas, a irradiacdo gama parece ndo afgtdoonutricional
e moléculas individuais (por exemplo, aglcaresdan@ acidos graxos), ao
passo que o tempo de armazenamento o faz. Alésp,d{grotege o0s
antioxidantes, tais como tocoferdis e compostoélfens, e preserva a maior
atividade antioxidante em comparacdo com castanm@s irradiadas
(ANTONIO et al., 2012).

Doses de raios gama entre 1,2 e 1,4 kGy provaranefsmzes na
manutencdo de uma concentra¢do superior de s@aldseis totais, reduzir
a perda de peso e atrasar a deterioracdo de pégs@yb dias sob condi¢bes
ambientais e por 20 dias sob condicbes de armazmanrefrigerado
(HUSSAIN et al., 2008).

Em macés (cv. Gala) tratamentos com 1-metilciclpprm e radiagédo
ionizante podem inibir a producdo de diversos catgE aromaticos
produzidos pelo amadurecimento dos frutos (FAN; MAEIS, 2001).

Uma das dificuldades encontradas para aplicacdoatfiacdo gama
em alimentos se deve a complexidade da plantal@gsta industrial (Figura
8), que deve ser licenciada, regulamentada e ispeda pelas autoridades
nacionais de seguranca radiolégica e de salde (EANID11). Segundo
Fante (2011) a sala de irradiacdo deve possuiddédem de concreto (1,5 —
1,8 metros de espessura) para assegurar que gdaddmizante ndo escape
para fora da sala. A fonte de irradiador gama (rautilideos) emite radiacdo
continuamente e por isso quando ndo estiver sersimlau para tratar
alimentos, precisa ser armazenada em uma piscirti fypois a agua absorve
a energia fazendo uma blindagem.
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Figura 8 Esquema de um irradiador gama para processame tiimentos
Fonte: Fante, 2011.

2.5.2 Radiag&o Ultravioleta

A radiacdo ultravioleta (UV) foi descoberta pelertista alem&o Johan
Ritter, em 1801, que observou uma forma invisieelud capaz de oxidar certos
sais de prata. Mais tarde, ao final do século Xj¥ando a natureza da luz foi
melhor elucidada passou-se a adotar o termo “udtega” (BALL, 2007).

A regido ultravioleta do espectro eletromagnéticdivddida em trés
partes de acordo com o comprimento de onda. RadldggA (luz UV de onda
longa) tem uma faixa de comprimento de onda de34®nm; radiacao UV-B
ou de ondas médias com um comprimento de onda 5i@&1 nm e, por fim,
radiacdo ultravioleta UV-C de ondas curtas ou UVngeida que tem um
comprimento de onda inferior a 280 nm (BALL, 2007).

Os efeitos biolégicos da radiagdo UV resultam daitegdo de
moléculas, diferentemente das radiacfes ionizaptesdecorrem da ionizacao
das moléculas (KAREL; LUND, 2003).
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Segundo Begum, Hocking e Miskelly (2009) a luz UV nduito
conhecida devido a sua atividade antimicrobianame sido utilizada para
reduzir a contaminacdo microbiana em hospitaisndastria farmacéutica, em
edificios publicos, plantas de tratamento de agi@jutos alimentares frescos e
produtos agricolas. Na industria de alimentogcadlogia UV é amplamente
utilizada para a desinfec¢é@o do ar, no controleafaminacdo de superficies e
de embalagens e também no armazenamento pés-aalbditutas e hortalicas.

A luz UV uma vez absorvida pelas proteinas e patidos nucleicos
pode produzir modificacbes fotoquimicas letais pagsa micro-organismos.
Possui baixo poder de penetracéo, o que limitai@sgrego na conservagao de
alimentos. Sendo assim, possui uma grande apliceg&aperficie de alimentos
podendo, no entanto, catalisar reacdes de oxidag@scoloracdo superficial de
frutas e hortalicas (FRANCO; LANDGRAF, 2008; JAY;OESSNER;
GOLDEN, 2005).

Segundo Guerrero-Beltran e Barbosa-Canovas (2802¥posicdo a luz
UV-C é letal para os micro-organismos devido a darausados no DNA (&cido
desoxirribonucléico) das células ocasionados pteragides no seu sistema
reprodutivo levando a morte celular.

A radiacdo UV tem se mostrado eficaz na inativagéoesporos de
Aspergillus flavus Aspergillus niger Penicillium corylophilume Eurotium
rubrum (BEGUM; HOCKING; MISKELLY, 2009; FLORES-CERVANTES;
PALOU; LOPEZ-MALO, 2013). Outros estudos afirmameda radiacido UV-C
contribui para retardar os processos de amaduretoneesenescéncia em frutos.
Barka et al. (2000) mostraram que a radiacdo U\Gitribuiu para o atraso da
degradacdo da parede celular e, consequentementetando do amaciamento
dos tecidos do fruto do tomateiro. Do mesmo modonzalez-Aguilar,

Zavaleta-Gatica e Tiznado-Hernandez (2007) revelapae o tratamento UV- C
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pode ser uma boa alternativa para aumentar a tildietmanga ‘Haden’ e ainda
contribuir nas caracteristicas nutricionais pelmanto de compostos fenélicos.

Em mirtilos, a radiacdo UV-C pode contribuir no amnt® no nivel de
antioxidantes e na diminuicdo da degradacdo caugeldapodriddo madura
(PERKINS-VEAZIE; COLLINS; HOWARD, 2008). No entantos efeitos da
radiacdo UV- C na capacidade antioxidante, compdstwdlicos e antocianinas
parecem ser mais significativos a curto prazo, €jga, Smediatamente apos o
tratamento sendo as doses de 2,15 e 4,3 &d/doses 6timas (WANG; CHEN;
WANG, 2009). Em uvas de mesa (cv. Napoleon) a ¢adidJV combinado com
0 armazenamento refrigerado, promoveu aumento d@o t& fendlicos
(CANTOS et al., 2000).

A exposicdo de alimentos a luz UV-C também se radgsteressante em
minimamente processados (MANZOCCO et al.,, 201l ge aplicada de
maneira moderada, a luz UV-C pode contribuir corma @lternativa eficaz na
descontaminacao de superficie de fatias de maéinreclhidas, aumentando
assim a sua vida util.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Muitos sdo os estudos sobre o uso da irradiacda garpds-colheita de
frutas e hortalicas (ANTONIO et al.,, 2011; CAROCHD al., 2012; FAN;
MATTHEIS, 2001; NARVAIZ; LESCANO; KAUPERT, 1988), ;1 entanto
sabe-se que muitas das vezes o custo desse tifgzrddogia € inviavel para
pequenos e médios produtores devido a complexiddeauma planta de
irradiacdo gama e ao alto custo de instalacdo. iléadiacdo UV-C é mais
simples e de facil manuseio, pois sé depende do desauma lampada
ultravioleta, podendo entdo ser facilmente instalaths préprias regides
produtoras. Nesse sentido, a propde-se nesse hmalaadaliar o efeito da
irradiacdo gama e UV-C em mirtilo¥dccinium aseiReade) e comparar a
eficAcia dos tratamentos com destaque nos atribfisico-quimicos e de

extensao da vida util dos frutos.
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CAPITULO 2

Qualidade pos-colheita de mirtilos Yaccinium ashel Reade) tratados com

diferentes doses de radiacéo ionizante e ultravidke
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RESUMO

O mirtilo, apesar de ser um fruto de clima temperaeim sido cultivado
no Brasil e tem provocado grande interesse nosuotidsres por seu sabor e
caracteristicas nutricionais. E um fruto muito $esiee perecivel. O emprego da
irradiacdo em frutas e hortalicas tem sido estudadwo alternativa visando ao
aumento da vida Util destes. Objetivou-se com emesdvimento deste trabalho
avaliar o efeito da irradiacdo gama e da radiac#fcavioleta-C nas
caracteristicas fisico-quimicas pés-colheita detilosr armazenados sob
refrigeracdo. As doses de irradiacdo gama aplicklam 0,0 kGy; 1,0 kGy e
1,5 kGy e de radiacdo UV-C foram 0,0 ki,n2 kJ.nf e 4 kJ.nf. Ap6s
aplicacdo, os mirtilos foram armazenados em cafrarés°C + 0,5) por 20 dias
e avaliados a cada 5 dias, a partir do dia 0. Foeatizadas as seguintes
analises: perda de massa, acidez titulavel, sékdtsveis, firmeza e pH. Os
frutos submetidos a irradiacdo gama apresentaramomiigmeza e maior teor
de sdlidos soluveis. A radiacdo UV-C ndo provocdeit@ nas variaveis
analisadas observou-se altera¢des apenas duramt@penamento refrigerado.

Palavras-chave: Irradiacdo gama. Radiacdo UV-Cs&wacao.
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ABSTRACT

Blueberries, despite being a fruit of temperatenate, has been
cultivated in Brazil and has caused great intemesbng consumers for its taste
and nutritional characteristics. It is a very sBwsiand perishable fruit. The
irradiation use on fruits and vegetables has beéedies]l as an alternative in
order to increase the useful life of these. Theecibje of the development of
this work was to evaluate the effect of gamma iatmh and ultraviolet-C
radiation on the physicochemical characteristicsblokEberries post-harvested
stored under refrigeration. The applied gamma iatazh doses were 0.0 kGy;
1.0 kGy and 1.5 kGy and UV-C radiation were 0.01i€].2 kJ.nf and 4kJ.ni%
After application, the blueberries were stored told room (5 °C £ 0.5) for 20
days and evaluated every 5 days, from the day 6.fdllowing analyzes were
performed: mass loss, titratable acidity, soluldkds, firmness and pH. Fruits
submitted to gamma irradiation had lower firmnasd laigher content of soluble
solids. The UV-C radiation caused no effect onalads observed, changes only
during refrigerated storage.

Keywords: Gamma irradiation. UV-C radiation. Comsgion.
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1 INTRODUCAO

O mirtilo € um fruto de clima temperado pertenceatdamilia
Ericaceae e ao géneNaccinium E muito consumido na Europa e nos
Estados Unidos, sendo conhecido cobheeberry em inglés, earandang
em espanhol. Inclui-se no grupo de pequenas frjtagp ao morango,
amora, framboesa e fisalis (FACHINELLO et al., 2D0Bsta fruta chama a
atencdo de pesquisadores e consumidores por serntitricionalmente,
apresenta uma variedade de vitaminas, mineraisaags, pectinas, taninos e
acidos organicos (SILVEIRA; VARGAS; ROSA, 2007).

Quanto maior o periodo de conservacao de frutasrialltas mais
regular o consumo interno e a exportacdo. A corgdiy de alimentos por
irradiacdo tem-se mostrado como uma alternativaeljiadcom legislacdo
aprovada em varios paises, inclusive o Brasil. fadiacdo ndo origina
nenhum produto téxico e ndo acarreta problemas icmutais e
microbiolégicos especiais, sendo recomendada pdWS (Organizacédo
Mundial de Saude). Entretanto, em se tratando dtadre hortalicas, as
radiacbes podem provocar alteracdes nos alimentediados, como
modifica¢cdes nos componentes quimicos e nutriceynaas caracteristicas
fisicas e sensoriais e nas condigcbes microbiolégid@RANCO;
LANDGRAF, 2008). A eficicia da irradiacdo depende \darios fatores,
entre os quais a dose de radiagdo, a taxa de clrseteristicas dos produtos
irradiados (variedades) e condi¢cdes de armazenamantes e apds a
irradiacéo.

A irradiacao ultravioleta (UV) tem sido usada pasiender a vida
atil de véarias frutas e hortalicas frescas. Além dmtribuir com a
diminuicdo da carga microbiana na superficie daofr(GUERRERO-
BELTRAN; BARBOSA-CANOVAS, 2004).A radiacdo que pode ser

utilizada na conservacdo de alimentos é divididac®rdo com o espectro
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eletromagnético de interesse: micro-ondas, radiagfiavioleta, raios X e
radiacdo gama. As radiacfes ionizantes (partialfas raios X, raios gama,
raios beta e raios césmicos), definidas como agueten comprimento de
onda de 2.000 A ou menores, sdo as de maior isenes conservacio de
alimentos (FRANCO; LANDGRAF, 2008; JAY; LOESSNER;OGDEN,
2005).

Desta forma, o objetivo neste experimento foi tests efeitos da
radiacgdo UV-C e irradiacdo gama nas caracteristdmsqualidade pos-

colheita de mirtilos.
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2 MATERIAL E METODOS

Os frutos utilizados foram adquiridos em pomar coiaklocalizado na
cidade de Barbacena — MG, na safra 2013/14. Apdmheita, os mirtilos foram
selecionados quanto a auséncia de defeitos eaimgudivididos em 2 grupos: um
grupo para irradiacdo gama e o outro grupo paadiagdo ultravioleta-C. A parcela
experimental foi composta por cerca de 200g de froit repeticdo.

O primeiro grupo foi transportado para o CentroDassenvolvimento de
Tecnologia Nuclear/Comissao Nacional de Energidddu¢CDTN/CNEN), em Belo
Horizonte-MG, para aplicacdo da irradiagdo gamaloass de 1,0 kGy e 1,5 kGy e
uma amostra controle (0,0 kGy), por meio da fort€dbalto-60 tipo Gammabeam-
650. Utilizou-se o delineamento inteiramente cézadd (DIC) em fatorial 3X5 para
os frutos tratados com a irradiacdo gama, duas deseadiacéo (1,0 kGy e 1,5 kGy)
e uma amostra controle e cinco tempos de armazat@m®e 5, 10, 15 e 20 dias),
com trés repeticbes

O segundo grupo foi transportado para o Laboratfeid®6s-colheita de
Frutas e Hortalicas do Departamento de CiénciaAdiosentos da Universidade
Federal de Lavras — UFLA para serem submetidobcagio de irradiacdo UV-C por
meio da iluminagdo com lampada ultravioleta (EcelutBw), onde a radiacéo foi
medida com o auxilio de um radiébmetro portatil USSB- RED TIDE, acoplado a
uma sonda R400-7-VIS-MIRUS Bio Solutions Ocean Oplicsonde a leitura
marcada pelo radiébmetro foi de 11,41 watts. Osdrftiram expostos a radiacdo UV-
C por 2,92 e 5,84 minutos, sendo os tempos deigdpasiluminacédo equivalentes a
doses de irradiacdo de 2 kJ/m2 e 4 kJ/m? e umelpalesses frutos ndo foi submetida
a iluminacgao (controle). Utilizou-se um delinearéanteiramente casualizado (DIC)
em fatorial 3X5, sendo duas doses de irradiacBdk{2Zn2 e 4,0 kJ/m2) e uma amostra
controle (0,0 kJ/ff) e cinco tempos de andlise (0, 5, 10, 15 e 20, diam trés
repeticoes.
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Apdbs o emprego das irradiagdes (gama e UV-C)utssfforam levados para
0 Laboratério de Fisiologia P6s-Colheita de Frugaklortalicas da Universidade
Federal de Lavras e armazenados em camara fri®,&@ e 90 + 5% UR) por 20
dias.

A perda de massa foi determinada pesando-se ositggodm balanca
semianalitica, os resultados foram expressos energagem, considerando-se a
diferenca entre a massa inicial do fritcaturae aquela obtida a cada intervalo de
tempo de amostragem. Foram utilizados os mesmius feun todos os tempos de
avaliacao.

A determinagdo da acidez titulavel foi realizadatjpulagdo com solugdo de
hidroxido de sodio (NaOH) 0,1N, usando como indicafenolftaleina, de acordo
com o Instituto Adolfo Lutz (1985). Os resultadosafn expressos em porcentagem
do 4cido mélico.

Para determinacéo dos solidos soluveis foi uttizadefratbmetro digital
ATAGO PR-100 com compensacdo de temperatura aitamat25°C e os
resultados serdo expressos mrcentagem (%), conformeAessociation of Official
Agricultural Chemists AOAC (2007).

A firmeza dos frutos foi determinada com o audliptexturémetro (Stable
Micro Systems, modelo TA.XT2), através de uma sa@f,3 cm e uma carga de
massa celular de 20 kg. A velocidade de cargaacdailde 20 cm.mih

O pH foi determinado por potenciometria utilizarsgopHmetro Tecnal
Tec-3MP.

As comparacdes multiplas entre as médias dos pasdnestudados foram
realizadas utilizando-se teste de Scot-Knott coral mie 5% de probabilidade. Os
modelos de regresséo polinomiais foram selecionemimsbase na significAncia do

teste F de cada modelo testado e pelo coeficierdetdrminacéo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo da perda de massa indicou que nado hofluéncia das
diferentes doses de irradiacdo nos mirtilos. Daranperiodo de armazenamento os
valores diminuem linearmente (Figura 1), caradiesisla senescéncia dos frutos
devido a perda de agua por respiracédo e transpi(@aITARRA; CHITARRA,
2005). Guimardes et al. (2013) estudando o efeitdrrddiacdo gama Ebem
framboesas armazenadas a 1 °C por 12 dias obsergamas doses de irradiagao
0,5, 1,0 e 2,0 kGy minimizaram a perda de masseoenparacdo com os frutos ndo
tratados, sendo a dose 2,0 kGy a que apresemoeilozres resultados.

A 12 y=-0,550x+0,063 B 12 - y=R02,55999x5-‘2;/111
2 _ —_ = ;. o
£ 10 | R? =99,95% £ 10 |
2 8- 2 8-
1] 1]
E g - E 5 -
Q Q
= =
o 4 o 4
= =
g 2 g 2
0 T 1 0 T 1
0 10 20 0 10 20
Tempo de armazenamento Tempo de armazenamento
(dias) (dias)

Figural Valores de perda de massa de mirtilos armazenamo20pdias sob
refrigeracdo: (A) irradiacdo gama e (B) radiagcdcQV
As doses de irradiacdo UV-C néo alteraram os sattgeacidez titulavel dos
mirtilos. A acidez de um fruto é medida pela prgaedos &cidos organicos, que
servem de substratos para a respiracéo, encorgraisselvidos nos vacuolos das
células tanto na forma livre, como combinada cas) éateres, glicosideos. O teor de
acidos organicos tende a diminuir, devido & suaag&io no ciclo dos &cidos

tricarboxilicos, ao processo respiratério ou decsumversdo em acucares, pois nesta
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fase ocorre maior demanda energética pelo aumemaethbolismo (CHITARRA,;
CHITARRA, 2005).

Houve interacdo significativa entre as doses dalidcdo e o tempo de
armazenamento para os frutos tratados com irradgegdia para a acidez titulavel
(Figura 2), onde os valores apresentaram oscilaglieante o periodo de
armazenamento. Segundo Stiilp et al. (2012), adlalianirtilos mantidos em sistema
refrigerado (10°C, 85 a 90% UR), por 14 dias, deacfitulavel pode diminuir devido
a degradacéo dos acidos organicos no processoatedecia dos frutos. Ao observar
os valores de acidez titulavel no tempo 0 com @mesdesta mesma variavel no
tempo 20, verifica-se que a dose de 0,0 kGy (semdiacdo) foi a Unica que
apresentou queda ao final do armazenamento. Esteck permite supor que houve
influéncia da irradiac&o nos valores de acidetawal mesmo que ao final do periodo
os valores apresentem-se iguais para todas asigosexliacdo.

1,00

Acidez Titulavel (% de acido malico)

0 5 10 15 20

Tempo de armazenamento (dias)

—#—controle --m-- 10kGy — & - 15kGy

Controle y = ns.
1,0 kGy y = 0,011x + 0,617 R2= 85,7 %
1,5 kGy y = 0,000%- 0,010% + 0,081x + 0,612 R2 = 67,4 %

Figura 2 Valores de acidez titulavel em mirtilo tratadosncioradiacdo gama
armazenados por 20 dias, sob refrigeracdo. Médigsidas da
mesma letra dentro de cada tempo, néo diferem sinfoelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade
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BN

Nos frutos submetidos a radiagdo UV-C (Figura Pgnas o tempo
apresentou diferenca significativa, expondo umedéeaia ao aumento da acidez
titulavel com o tempo de armazenamento, 0 que ptate ocorrido
provavelmente devido ao efeito concentrador dagpdedumidade ao longo do

armazenamento.

0,9 4 y=0,000x3- 0,007x*+ 0,065x+ 0,556

S R2=81,84%
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Figura 3 Valores de acidez titulavel em mirtilo tratadasncirradiagdo UV-C
armazenados por 20 dias, sob refrigeracdo. Médigsidas da
mesma letra dentro de cada tempo, ndo diferem sinfpelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade

N&o houve alteracdo no teor de solidos solUveiandero periodo de
armazenamento para os frutos tratados com irragliagfina, porém, foi
observada diferenca entre as doses nos valor@gidiesssolluveis (Tabela 1). Os
controles apresentaram os menores valores de s&aldveis. O que contradiz

Francoso et al. (2008) que n&do observaram altesagds valores de sélidos

sollveis, pH e acidez titulavel total de amostrasmbrangos irradiados até a

dose de 2 kGy. N&o houve interacdo significativteeeas doses de irradiacdo e o

tempo de armazenamento para a variavel firmezatilddirndo irradiados
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apresentaram o maior valor para firmeza enquanfoutss irradiados na dose
1,5 kGy o menor valor (Tabela 1). Gunes, HotchlessVatkins (2001)
pesquisando macas fatiadas, irradiadas com dogmyiges a 0,34 kGy,
verificaram uma reducéo na firmeza, e justifica@mo possivel associacdo da
irradiacdo o aumento da pectina solivel em aguameuicdo do oxalato de
pectina solavel. A irradiacdo na dose mais alta kG3y) pode ter danificado o
tecido do fruto. Guimarées et al. (2013) relatatama reducdo ddirmeza em
framboesas submetidas a irradiacdo gama (0, @®% 2,0 kGy) e armazenadas
a 1 °C por 12 dias, sendo que os frutos irradiagmesentaram maior perda da
firmeza e ao final do armazenamento os frutosdost@om 2 kGy foram os que

sofreram maior perda da firmeza.

Tabela 1 Valores de sélidos sollveis e firmeza de mirtitogtados com
diferentes doses de irradiagdo gama

Doses de Irradiacdo  Solidos Soluveis Fimeza (N)
(kGy) (%)
0,0 11,90 b 2,45 a
1,0 12,60 a 1,71b
15 13,00 a 1,37 c

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entpelsiteste de Skott-Knott a 5% de
probabilidade.

Para os frutos tratados com radiacdo UV-C a vdriséledos sollveis
dos mirtilos néo foi alterada pela acdo das doseadiacdo UV-C. No decorrer
do armazenamento os valores variaram com aumeicial ie posterior queda
(Figura 4). O aumento pode ter ocorrido, assim c@a@ a acidez titulavel,
devido a perda de massa fresca proporcionando orarda na concentracao. Ja
a posterior queda pode ser explicada pela utilzalgstes compostos como
substrato na respiracdo dos frutos. Para a firmdesafrutos tratados com a
radiacdo UV-C néo foi observado diferencas entrdoses de radiagdo e nem
entre o0 tempo de armazenamento, sendo possivduitoapenas sob o valor
médio da firmeza 2,24+0,07 N.
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Figura 4 Valores de sodlidos sollveis de mirtilos submetidosradia UV-C
armazenados por 20 dias sob refrigeracédo

N&o foi verificada nenhuma diferengca nos valoregpldedos mirtilos
irradiados, nas diferentes doses das irradiacoesant o periodo de
armazenamento estudado. O valor médio de pH f8;2&t0,07 para os frutos
tratados com a irradiacdo gama e de 3,21+0,03 garAutos submetidos a
radiacdo UV-C. Esses dados revelam que a radiggdwna( ou UV-C) aplicada
nao interfere no comportamento do pH dos mirtilmsa vez que os tratamentos

controle (0,0 kGy e 0,0 kJ:fjn tiveram comportamentos semelhantes aos
demais



55

4 CONCLUSOES

As doses de irradiacdo gama utilizadas ndo foraitieefes na
manutencao da caracteristica firmeza, porém, elevarteor de solidos sollveis
e acidez titulavel. Mirtilos submetidos & radia¢#e-C nas doses de 2,0 kJ*m
e 4,0 kJ.nf ndo apresentaram diferencas significativas paravagveis
analisadas, apenas o tempo de armazenamento modtuancia na perda de
massa, acidez titulavel e solidos sollveis. Sesdiog a radiacdo UV-C ndo se
mostrou eficiente na manutencdo da qualidade pégitm de mirtilos
armazenados por 20 dias sob refrigeracéo.
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CAPITULO 3

Compostos bioativos em mirtilos {accinium ashel Reade) submetidos a

radiacéo ultravioleta
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RESUMO

Atualmente o mirtilo tem despertado a atencdo dasumidores devido
ao seu sabor exético e a sua contribuicdo paradaiidana em virtude da rica
composicdo de substancias antioxidantes, tais cauompostos fendlicos,
flavonoides e antocianinas. Sabe-se que o empragadiacdo UV-C na poés-
colheita aumenta a vida util de muitas frutas adligas. No entanto, crescente
atencdo tem sido dada as alteragbes bioquimicaxiadas ao uso dessa
tecnologia como, por exemplo, o aumento de compobtoativos. Assim,
mirtilos foram submetidos a aplicacdo de irradia¢dé-C por meio da
iluminagdo com lampada ultravioleta nas doses ki#r2 e 4 kJ/m2 e um grupo
ndo irradiado foi denominado controle. Os frutosaf®e armazenados sob
refrigeracdo (5 °C + 0,5) durante 20 dias e avatiamicada 5 dias, a partir do dia
0. Os resultados deste trabalho mostraram queutms fsubmetidos a dose de 4
kJ/m2 apresentaram maiores valores de compostéticies totais e atividade
antioxidante ao final do armazenamento. Os frut@glindos e o controle ndo
apresentaram diferenca significativa em relagddeao de antocianinas totais
depois de 20 dias de armazenamento. Os frutos adantento controle e
irradiado com 4 kJ/m?2 apresentaram maiores nieigtdmina C.

Palavras-chave: Compostos fendlicos. Atividade oaittante. Antocianinas.
Vitamina C.
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ABSTRACT

Currently, the blueberry has attracted the conssinattention due to its
exotic taste and its contribution to human heaith tb the rich composition of
antioxidants, such as phenolic compounds, flavanaidd anthocyanins. It is
known that the use of UV-C radiation post-harveserds the lifetime of many
fruits and vegetables. However, increasing attantias been given to the
biochemical changes associated to this technofogyexample, the increase of
bioactive compounds. Thus, blueberries were subdith an UV-C irradiation
by illumination with UV light at doses 2 kJ/m2 aAdkJ/m2 and a non-irradiated
group was called control. The fruits were storedarrrefrigeration (5 °C £ 0.5)
during 20 days and evaluated every 5 days, frondeheO. The results of this
work showed that fruits subjected to a dose 4 kdfaw? higher total phenolic
compounds and antioxidant activity at the end ofegje. Irradiated fruits and
the control showed no significant difference inatigln to the content of total
anthocyanins after 20 days of storage. The fruisnfcontrol treatment and
irradiated with 4 kJ/m2 had higher levels of vitanal.

Keywords: Phenolic compounds. Antioxidant activiinthocyanins. Vitamin C.
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1 INTRODUGCAO

O mirtilo (Vaccinium spp.) tem chamado a atencéo pdedutores e
consumidores nos dltimos anos devido a sua quelidatticional e beneficios a
saude (conteldo de vitaminas, compostos fendlicesbstancias antioxidantes).
Inclui-se no grupo de pequenas frutas, junto a@nga, amora, framboesa e fisalis
(FACHINELLO et al., 2008). E considerada uma dasismicas fontes de
antioxidantes naturais entre os frutos, possuild@apacidade antioxidante contra os
radicais peroxil, radicais superdxido, peréxido hilfrogénio e oxigénio singlete,
devido a sua composicao rica em substancias fasgiomo flavonoides, taninos e
antocianinas, que sdo de especial importancia mailbeocdo para a cor, sabor e
aroma da fruta fresca (HEINONEN; MEYER; FRANKEL, 989 SEYMOUR,;
TAYLOR; TUCKER, 1993; WANG; JIAO, 2000).

A utilizacdo da radiacdo ultravioleta-C (UV-C), uipo de radiacdo nédo
ionizante de ondas curtas (100 a 280 nm), no temttmpds-colheita de frutas e
hortalicas tem sido reportada como um método ftsapaz de retardar a degradacéo
pés-colheita, atrasando o amadurecimento e reduzingenescéncia durante o
armazenamento prolongando (GONZALEZ-AGUILAR et a&@007; ERKAN;
WANG; WANG, 2008). Ainda, muitos estudos tém denraa® que a aplicacdo da
radiacdo UV-C na pés-colheita de frutas e horaligaece provocar um estresse nos
frutos que induzem a producdo de metabdlitos sédosdorovenientes da ativacéo
do mecanismo de defesa dos vegetais, tais como owgostos fendlicos
(ALOTHMAN; BHAT; KARIM, 2009; BARKA, 2000; ERKAN; WANG; WANG,
2008; GONZALEZ-AGUILAR et al., 2007; WANG; CHEN; WG, 2009).

Nesse sentido, 0 objetivo neste trabalho foi earifo efeito do emprego da
irradiacdo UV-C no conteddo de fitoquimicos comaseguéncia da inducéo do

metabolismo secundario.
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2 MATERIAL E METODOS

Os frutos de mirtilo \{accinium asheReade) foram adquiridos em pomar
comercial localizado na cidade de Barbacena, Mi@erais, previamente
selecionados, na safra 2013/14. Foram colhid@isehdos quanto ao ponto ideal de
maturacao e auséncia de injurias e defeitos. Ruostente foram acondicionados em
embalagens plasticas com aproximadamente 200gitde(firarcela experimental) e
transportados para o Laboratério de Pos-colheitaFdgas e Hortaligas do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Univatsitiederal de Lavras — UFLA.

Os frutos foram submetidos a irradiacdo UV-C paorda iluminacédo com
lampada ultravioleta (Ecolume 15w) e a radiacaorfedida com o auxilio de um
radibmetro portatil USB-850 RED TIDE, acoplado aausonda R400-7-VIS-MIR
(US Bio Solutions Ocean Opficende a leitura marcada pelo radiémetro foi gé111
watts. As bandejas com os frutos foram subdividalaatoriamente em 3 grupos,
sendo um grupo controle (ndo recebeu a irradiag&mg outros dois expostos a
irradiacdo UV-C por 2,92 e 5,84 minutos, send@wgbs de exposicao a iluminagdo
equivalentes as doses de irradiacdo de 2 kJ/mRJam, respectivamente. Apés a
aplicacéo dos tratamentos, os frutos foram analisadarmazenados em camara fria
(5°C £ 0,5) por 20 dias.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteieame casualizado (DIC) em
esquema fatorial 3x5 sendo 2 doses de irradiacBd/f2 e 4 kJ/m2) e um controle
(ndo irradiado) e cinco tempos de armazenamertio {0, 15 e 20 dias).

O teor de compostos fendlicos totais foi deternunatchpregando-se o
reagente de Folin-Ciocalteu. O calculo foi realizagartir da equacéo da reta obtida
da curva padrdao do é&cido gdlico. Os resultadosmfoexpressos em mg de
equivalentes de acido galico por 100g do fruto BAG. 100g) (WATERHOUSE,
2002).
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A determinagdo da atividade antioxidante foi rediz utilizando duas
metodologias: DPPH e ABTS Para o método de DPPH foi adotada a metodologia
baseada na captura do radical DPPH (2,2-Diphepigrgthidrazil) de antioxidantes,

0 qual produz um decréscimo da absorbancia a 515amuo os resultados expressos
em porcentagem de sequestro de radicais liviesRZp RUFINO et al., 2007a). O
outro método utilizado para a avaliagdo da ati@dadtioxidante se baseia na
habilidade dos antioxidantes em capturar o rad\iTS”*, sendo os resultados
expressos em pM trolox/g do fruto (RUFINO et @0Zb).

A quantificacdo dos teores de vitamina C foi rediz por método
colorimétrico, empregando-se 2,4 dinitrofenilhidmaze os resultados expressos em
mg de &cido ascorbico por 100de polpa, segundo Strohecker e Henning (1967).

Os teores de antocianinas totais foram quantifcadguindo-se o método do

pH diferencial, proposto por Giusti e Wrolstad)®)) que segue a formula:
A = (Asionm— Azoonm) PH = 1,0 — (Asonm— Azoonm PH = 4,5.

O conteddo de antocianinas monoméricas (AM) foicudado como
cianidina-3-glicosideo (PM = 449,2) e os resultaeggressos em mg/100g do

fruto, através da férmula abaixo:
AM (mg 100 mL-1= (A X PM x fator de diluicdo x 100)/(26900) x 1
Em que: A= Absorbancia e = Absortividade Molar

Para a andlise estatistica, os dados experimdptaisi submetidos a
andlise de variancia e de regressao, avaliandaniento dentro de cada tempo
de armazenamento, sendo as médias comparadassepit teste de Scott
Knott, em nivel de 5% de probabilidade de errazatiido o programa Sisvar 6
(FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de compostos fendlicos totais estdosepi@dos na Figura 1.
No tempo O dias ndo houve diferenca estatistica mesis de compostos
fendlicos totais entre os tratamentos, apresentealdoes de 382,86 + 13,53 mg
de equivalente de acido galico (EAG) por 100g ddofr No quinto dia de
armazenamento houve um aumento no teor de fendlewa todos os
tratamentos, sendo que os frutos do tratamentoaterpresentaram maior teor,
538 mg EAG por 100g. Ao final do armazenamentofrat®s tratados com 4
kJ/m2 foram os que apresentaram a menor quedangigostos fendlicos totais,
exibindo um valor de 497 mg EAG por 100g, enquamie os frutos do
tratamento controle e com 2 k3/apresentaram valores de 449 e 434 mg EAG

por 100g, respectivamente.

700 - controle y=-1,3352x2+29,228x+393,59R*=0,91
2kl/m?y =-1,5195x2 + 33,658x + 383 R*= 0,92
650 - 4k)/m?y =-0,7836x2 +22,059x + 365,06 R2 = 0,90

300 T T T T 1
0 5 10 15 20

Tempo de armazenamento (dias)

Compostos fendlicos totais (mg EAG.

—— controle -« @+ 2 kJ/m?* --A-- 4 kJ/m?

Figural Teores de compostos fendlicos de mirtilos sulifosta irradiacao
UV-C armazenados sob refrigeracdo por 20 dias.akeguais no
mesmo tempo de armazenamento: médias nao diferee srpelo
teste de Scott-Knott a 5% de significAncia
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Em geral, as concentracdes de fendlicos totaissseém relativamente
estaveis durante o armazenamento de frutas eibastamas alguns compostos
individuais podem variar (AWAD; JAGER, 2003). Aindaprocessamento e 0
armazenamento prolongados promovem oxidacdo eneamét quimica dos
compostos fendlicos, contribuindo para a sua red(CEE et al., 2003). Em
uvas de mesa (cv. Napoleon) a radiacdo UV combinediam 0 armazenamento
refrigerado, promoveu aumento do teor de fen6l{GFNTOS et al., 2000). No
entanto, Wang, Cheng e Wang (2009) observaram guefaitos da radiacéo
UV- C em mirtilos em relacé@o a capacidade antioxielacompostos fendlicos e
antocianinas pareceram ser mais significativos aocgprazo, ou seja,
imediatamente apés o tratamento sendo as dosedSle 2,30 kJ/mas doses
que apresentaram os melhores resultados.

Gonzalez-Aguilar et al. (2007) relataram que o egprda radiacdo
UV-C em mangas foi capaz de estimular a sintesmuafgostos fendlicos. Para
Erkan, Wang e Wang (2008) morangos tratados cormretifes doses de
radiacdo UV-C (0,43, 2,15 e 4,30 kJ/m2) e o coatagresentaram aumento no
contetdo de fendlicos totais durante 15 dias deazemamento a 10 °C. No
entanto, esse aumento foi relativamente menor oto fcontrole quando
comparado com os frutos irradiados.

Alothman, Bhat e Karim (2009) relataram que o tregato com UV-C
afetou significativamente o teor de compostos feosl totais em abacaxi,
banana e goiaba minimamente processados e obseraimda que esse teor
aumentava com o aumento do tempo de exposicamadgao (0, 10, 20 e 30
min.). Dessa forma, sugere-se que radiacdo ultedigi@ge como um estressor
abiotico em frutas e hortalicas provocando um egdimo mecanismo de defesa
dos tecidos vegetais, ou seja, em resposta a gssese ocorre uma inducdo do
metabolismo secundario aumentando o contelido desstbolitos como, por
exemplo, os compostos fendélicos (BARKA, 2000; ALCQMAIN; BHAT,;
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KARIM, 2009; ERKAN; WANG; WANG, 2008; GONZALEZ-AGUIAR et
al., 2007).

Na figura 2(A) pode-se observar os resultados obtjghra a capacidade
de sequestro de radicais livres pelo método de DdRRBHnmirtilos. Analisando o
perfil dos graficos de teor de compostos fendlitmiais com o de atividade
antioxidante pela porcentagem de sequestro deaiadieres (% SRL) nota-se
uma semelhanca. Isso se deve ao fato dos compestlécos apresentarem
acdo antioxidante (MISHRA et al., 2010). No temp®0 seja, imediatamente
apoés a aplicacdo dos tratamentos, frutos contrislgas submetidos a dose de 2
kJ/nt resultaram em maior atividade antioxidante, corlores de 66,7% e
65,7%, respectivamente, em relacéo ao tratamerdokdén? (60%). No quinto
dia de armazenamento o tratamento controle continbims com maior
atividade antioxidante (82,5% SRL). No décimo d& atmazenamento n&o
houve diferenca estatistica na atividade antiot@lantre os tratamentos e apés
15 dias, os mirtilos irradiados com de 2 K3/apresentaram maior atividade
antioxidante (86,9%SRL). Ao final do armazenamegdrutos tratados com 4
kJ/m2 apresentaram maior atividade antioxidantglf80SRL) em relacdo aos
demais.

A atividade antioxidante determinada pelo métodosdguestro de
radicais livres ABTS esta representada na figura 2(B). Os frutos dartrento
controle exibiram maiores valores durante todo rapte de armazenamento,
sendo que ao quinto dia de armazenamento obseevaursaior de atividade
antioxidante, cerca de 22,17 uM trolox/g.
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A 100 - controle y=-0,1301x2+2,9054x + 68,077 R*= 0,91
95 | 2kJ/m2y =-0,1563x2+3,6232x+ 64,655 RZ = 0,94
4kJ/m2y =-0,108x2+3,1276x+ 60,03 R? = 0,96
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Figura 2 Atividade antioxidante pelo método de DPPH (A)eto método de
ABTS" (B), de mirtilos submetidos a irradiacdo UV-C arer@ados
sob refrigeracdo por 20 dias. Letras iguais no rmesempo de
armazenamento: médias ndo diferem entre si pete tis Scott-
Knott a 5% de significancia

Segundo Lee e Kader (2000) a vitamina C, termo riggm@ara todos
compostos que exibem atividade biolégica de L &emtrbico (AA), €
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considerada a mais importante das vitaminas eradagrem frutas e hortalicas
para a nutricdo humana. O teor de vitamina C dagilosi tratados com
irradiacdo UV-C e ndo tratados diminuiram durantenopo de armazenamento
(Figura 3). Os frutos tratados com 4 K3/apresentaram menores valores de
vitamina C no inicio do armazenamento, cerca ¢é47¢hg/100g, no entanto
observa-se que o tratamento com 4 kImanteve o maior valor de vitamina C
ao final do armazenamento, 54,84 mg/100g, ndoiriferestatisticamente do

tratamento controle.

150 controle y = -1,8468x + 87,524 R*= 0,99
2kl/m2y =-2,715x+96,38R?= 0,99
130 4kJ/m?y =-0,9897x+79,236 R2= 0,61

110

el
o

Vitamina C (mg .100g1)
~
)

i
o

Tempo de armazenamento (dias)

—— controle <&+ 2 kJ/m?* --A-- 4 kJ/m?

Figura 3 Teor de vitamina C de mirtilos submetidos a imgédo UV-C
armazenados sob refrigerac@o por 20 dias. Letiagsigio mesmo
tempo de armazenamento: médias ndo diferem enpelsiteste de
Scott-Knott a 5% de significancia

De acordo com Pérez et al. (1999) durante a matarag o
armazenamento prolongado dos frutos, geralmentervsse uma redugdo no
contetdo de vitamina C, isso ocorre devido ao floessa substéncia ser

antioxidante natural. A diminuicdo dos teores déammina C durante o

armazenamento também foi observada por Calegaraj €@ender (2002) em
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morangos armazenados por 14 dias a 1 °C. O mesmbdervado por Cardoso
et al. (2012) e Cordenunsi, Nascimento e Lajolo080 Pan et al. (2012)
verificaram uma diminuicdo no conteddo de vitamifa em abacaxi
minimamente processado e tratados com radiacdo Udf@o para os frutos
irradiados como também para os frutos controlesmanto, os frutos irradiados
apresentaram menor reducédo da vitamina C ao fimarthazenamento de 12
dias a 10 °C. O mesmo foi observado em melancianmime processada
(ARTES-HERNANDEZ et al., 2010), em brocolis (LEMCHNet al., 2007;
LEMOINE; CHAVES; MARTINEZ, 2010) e em pimenta (AND¥E et al.,
2011) em que as amostras tratadas com radiacdo @Epr€sentaram menor
perda da vitamina C ao final do armazenamentooBto lado, outros estudos
mostraram que a aplicacdo da radiagdo UV-C na @éeita provocou uma
reducdo no teor de acido ascérbico em mangas (GOEZAMGUILAR et al.,
2007) e coentro (FAN, 2003).

As antocianinas encontram-se entre as principagseb de flavonoides
e contribui significativamente na atividade antiatite. O teor de antocianinas
totais, como demonstra a figura 4, foi maior nagofs tratados com 4 kJ/m?2
(250 mg.100) em comparacdo com os demais tratamentos no t@npo
entanto, no tempo de 10 dias e ao final do armazemi® ndo houve diferenca

entre os tratamentos, com valores de 182,31 + 26¢5200¢.
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320 - controle y = 2,7566x+ 158,09 R*= 0,65
300 - 2kJ/m?y=-1,3457x+188,12 R*= 0,97
4kl/m?y =0,6326x2-14,952x+250,8R*=1
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Antocianinas totais (mg.100g-1)

Tempo de armazenamento (dias)

—— controle «-- M- 2 kJ/m? --A-- 4 kJ/m?

Figura 4 Antocianinas totais de mirtilos submetidos a iaedo UV-C
armazenados sob refrigeracdo por 20 dias. Letrassigio mesmo
tempo de armazenamento: médias nao diferem enpelsiteste de
Scott-Knott a 5% de significancia

Erkan, Wang e Wang (2008) e Li et al. (2014) obmewm que a
irradiagdo UV-C nas doses 0,43, 2,15 e 4,30 ka/m1 ki/m respectivamente,
apresentaram pouco efeito no acimulo de antocEriioi@is em morangos
armazenados por 15 dias a 4 °C e 4 dias a 20 ¥pectvamente. Esse
comportamento diferiu do observado por Baka €t1899), que verificaram um
aumento nos teores de antocianinas totais de nmsasypmetidos a radiacédo
UV-C armazenados a 4 °C por 5 dias. Para Wang,Ch&dang (2009) o efeito
da exposicdo de mirtilos a radiacdo UV-C na dosetdel/m2 no teor de
antocianinas totais ocasionou um aumento a CUgpoprou seja, ocorreu um
aumento imediatamente apés a iluminacdo e com @aea diferenca no

contetdo de antocianinas dos frutos irradiadosedeg&o ao controle diminuia.
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4 CONCLUSAO

A irradiacdio UV-C na dose de 4 k3/mtilizada em mirtilos, provocou
aumento no teor de compostos fendlicos e no patieaciioxidante pelo método
de DPPH, ao final do armazenamento refrigeradondmueacomparados aos
mirtilos irradiados na dose de 2 kd/m com os que ndo foram irradiados. A
dose de irradiacdo UV-C de 2 k3/méo foi efetiva para o aumento no teor dos

compostos secundarios analisados.
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CAPITULO 4

Perfil de compostos fenélicos e antocianinas em riio
(Vaccinium ashei Reade) submetido a diferentes doses de irradiagdo
gama e armazenados sob refrigeracao
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RESUMO

O mirtilo inclui-se no grupo das frutas vermelhatem se destacado
devido ao alto contetdo de fitoquimicos (compo$toslicos e antocianinas)
gue contribuem para salde humana, principalmente gboarem como
antioxidantes naturais. Neste trabalho teve-seopfetivo avaliar o efeito da
irradiacdo gama (Cobalto-60) no teor de composnélicos e antocianinas de
mirtilos. Para tanto, os frutos foram submetidabferentes doses de irradiacdo
(0, 0,5, 1,0 e 1,5 kGy) e armazenados sob refiggerg5°C + 0,5) durante 20
dias e avaliados a cada 5 dias a partir do diaofh @5 resultados deste trabalho
nao foi possivel concluir uma influencia das difées doses de irradiagdo gama
no teor de compostos fendlicos totais. O acidoogénico foi o composto
fendlico majoritario e concentracdes significativdes rutina também foram
encontradas. Apenas o tempo de armazenamento proatieracdes nos teores
de antocianinas totais e individuais.

Palavras-chave: Flavonoides. Cromatografia liquldaalta eficiéncia. Acido
clorogénico. Rutina.
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ABSTRACT

The blueberry is included in the red fruits gromg &ias stood out due to
the high content of phytochemicals (phenolics anth@yanins compounds)
that contribute to human health, because acts @sahantioxidants. In this
work had as objective to evaluate the gamma irtiatiffect (Cobalt-60) in the
phenolic compounds content and anthocyanins ofbeluies. Therefore, the
fruits were subjected to different irradiation do$e, 0.5, 1.0 and 1.5 kGy) and
stored under refrigeration (5 °C £ 0.5) for 20 daysl evaluated every 5 days
from day 0. With the results of this work was natsgible to conclude an
influence of different doses of gamma irradiationtihe phenolic compounds
content. Chlorogenic acid was the major phenolimpaund and significant
concentrations of rutin were also found. Only tterage time caused changes in
levels of anthocyanins total and individual.

Keywords: Flavonoids. High performance liquid ahedography.
Chlorogenic acid. Rutin
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1 INTRODUCAO

O mirtilo tem despertado a atencédo dos pesquissithare Ultimos anos
devido aos seus beneficios nutricionais. Esse peqfrato inclui-se no grupo
das frutas vermelhas e tem se destacado devido Itao canteido de
fitoquimicos.

Os compostos fendélicos encontram-se naturalmepteptes nos frutos
e representam uma grande variedade de substaneigmdem ser classificadas
em VAarios grupos com base na sua estrutura. Séctedrados pela presenca de
um ou mais anéis aromaticos ligados a, pelo mamwsyadical hidroxila e
outros substituintes. As principais classes dessempostos incluem
flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos, lignaeaantocianinas (OLIVEIRA;
BASTOS, 2011; SPENCER et al., 2008). Esses fitogaisnsdo conhecidos por
apresentarem atividade antioxidante. Evidénciastifieas sugerem que os
antioxidantes reduzem o risco de doencas cron@agransmissiveis, incluindo
céancer e doencas cardiacas (JOHN; SHAHIDI, 201@&HRA et al., 2010).

A utilizacdo da irradiacdo gama em frutos tem destrado resultados
positivos nas diversas areas de aplicacdo. Guismatda. (2013) relataram que
a irradiacdo gama contribuiu na diminuicdo da cangaobiana de framboesas,
sendo a dose de 2,0 kGy a que apresentou melteseitados. Hussain et al.
(2008) observaram que doses de raios gama entre 1,2 kGy provaram ser
eficazes na manutencdo da qualidade pds-colhedtlanento da vida Otil de
péssegos armazenados por 6 dias sob condi¢cBesnsaidie por 20 dias sob
condicbes de armazenamento refrigerado (HUSSAHIL,e2008).

Nesse sentido, 0 objetivo neste trabalho foi \a&ifo efeito do emprego
da irradiacdo gama no contetdo de fitoquimicos délanarmazenados sob

refrigeracdo por 20 dias.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido durante os anos de 202814. Os frutos
de mirtilo (Vaccinium asheiReade) foram adquiridos em pomar comercial
localizado na cidade de Barbacena, Minas Gera&igmente selecionados
guanto ao ponto ideal de maturacdo e auséncia jdeam e defeitos e
acondicionados em embalagens plasticas com aprdaimente 200g de fruto
(parcela experimental).

A irradiacao foi realizada no dia seguinte a cothéaproximadamente
24 horas ap6s). As amostras de mirtilo foram emdatke forma refrigerada em
caixas de isopor para o Laboratério de Irradiacam& (LIG) do Centro de
Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear da UFMG, ofodam irradiadas em
irradiador Gammacell panoradmico GB-127, IR-214 (MDNSrdion, Canada)
com fonte de Cobalto-60 armazenada a seco. Elasnfalispostas em mesa
giratéria localizada ao redor da fonte de Co-600 il necessario retirar os
mirtilos das embalagens ou das caixas de isop@ aporadiacéo transpbe essas
barreiras. As doses empregadas foram: 0 (cont@/&),1,0 e 1,5 kGy. ApOs o
tratamento, os frutos foram transportados paraor#aério de Pés-colheita de
Frutos e Hortalicas do Departamento de Ciéncia Alosentos da UFLA,
armazenados em camara fria (5 °C £ 0,5) durantali2® e analisados em

diferentes tempos de armazenamento (0, 5, 10205d&s).
2.1 Analises quimicas

O teor de compostos fendlicos totais foi deternmonashpregando-se o
reagente de Folin-Ciocalteu. O célculo do teorat@licos foi realizado a partir
da equacao da reta obtida da curva padrédo do géldm. Os resultados foram
expressos em mg de equivalentes de acido galicaqiig do fruto (mg EAG.
100g") (WATERHOUSE, 2002).
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Os teores de antocianinas totais foram quantifieadeguindo-se o
método do pH diferencial, proposto por Giusti eoldtad (2001), que segue a

formula;

A = (Asionm— Azoonm) PH = 1,0 — (Asonm— Azoonm)PH = 4,5.

O conteudo de antocianinas monoméricas (AM) foicudado como
cianidina-3-glicosideo (PM = 449,2) e os resultaeggressos em mg/100g do

fruto, através da férmula abaixo:
AM (mg100 mL-1= (A X PM x fator de diluicdo x 100)/(26900) x 1
Em que: A= Absorbancia e = Absortividade Molar

2.2 Andlises por cromatografia liquida de alta efiéncia (CLAE)

As andlises por CLAR foram realizadas no Laborat@le Produtos

Naturais da Universidade Federal do Rio de JareBampusMacaé.
2.2.1 Condicdes cromatograficas liquidas

As andlises por CLAE foram conduzidas usando unmatégrafo
Shimadzu (Kyoto, Japao) equipado com: uma bombgradiente quaterndria
modelo LC-20AT; um degaseificador modelo DGU-20Ajefor automatico
modelo SIL-20A; forno para colunas CTO-20A; detefibdodiodos no intervalo
de 190-800 nm modelo SPD-M20A interligados a umatrotadora modelo
CBM-20A. O controle do equipamento e a aquisicAalaéos foram obtidos
com auxilio do software L@olutions™ , versdo 1.25 SP1. Todas as separacoes
foram conduzidas em uma coluAaentis expres€18 (100 x 4,6 mm ID, 2,7
um de tamanho de particula, Supelco, Bellefonte, BENA) em uma
temperatura do forno de 35°C, utilizando uma sauw@ 5% de acido acético
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(fase mavel A) e acetonitrila (fase movel B) coma@de 1 mL/min. A eluicdo
foi efetuada num modo de gradiente da seguinteaoi® de B, de 0 a 5 min
(condicao isocrética); 1% a 20% de B, 5,1-30 miradiente linear); 20% a
100% de B, 30,1-40 min (gradiente linear); e 100% Bl 40,1-47 min
(isocratico). Uma coluna guardecentis expres€18 com 2,7 um de tamanho
de particula (Supelco, Bellefonte, PA, EUA) foi dagpara proteger a coluna

analitica.
2.2.2 Andlises de compostos fenélicos e antociaasrpor CLAE

* Extracdo

Os frutos irradiados e os frutos controle foramfilimdos e
acondicionados em frascos de vidro hermeticametieafios e protegidos da
luz para posterior andlise.

O método de extracdo foi definido com base em gegteliminares
utilizando adaptacdes dos métodos descritos pog\W\@meng e Wang (2009) e
Zhang et al. (2004). O mesmo extrato foi utilizgomra determinacdo dos
compostos fendlicos e antocianinas, que consistiextragdo com uma solu¢éo
de metanol e &cido cloridrico (99,9:0,1v/v), seguié agitacdo e centrifugacao
(7.000 rpm por 15 minutos) e o sobrenadante filtradh filtros de seringa
(SIMPLEPURE PTFE 0,22um) e injetado uma aliquota 4jeL no
cromatografo.

» Identificacdo e quantificacdo

A identificacdo e quantificacdo de cada compostanfobaseadas no
tempo de retencdo, na area e no espectro ultrevipler comparacdo com

padrdo comercial puro (marca Sigma-Aldrich) e catregdo conhecida. Os
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padrdes foram dissolvidos em metanol (grau CLAE) coacentracdo de

1mg/mL e a partir dessa solugéo foi preparadaadale calibragdo.
2.3 Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variangisardo os fatores
isolados ou sua interacédo foram significativosgregsao polinomial e ao teste
de Scott Knott, a 5% de probabilidade de erro usaletineamento inteiramente
casualizado (DIC) em fatorial 4x5 (4 doses de iagiib, 5 tempos de
armazenamento), com 3 repeticdes, sendo a pavgqetairaental composta por
uma bandeja (aproximadamente 200g) de mirtilo é®satilizando software
Sisvar 6 (FERREIRA, 2011). Quando houve efeito ifigativo da interacao,
realizou-se o desdobramento das doses em cada tenggmazenamento.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interacéo significativa entre as doses daliatdo e o tempo
de armazenamento no teor de compostos fenodlicaaistoE possivel
observar que nao houve grandes variacdes nos nideiscompostos
fendlicos totais durante o armazenamento refrigei&igura 1), diferindo-
se apenas no 5° dia onde os tratamentos 0,5 kQ¥ leGly apresentaram os
maiores valores, 554 e 567 mg de equivalente déoagalico (EAG) por

1009 do fruto, respectivamente.

controle =-0,45x2 + 5,92x + 487 65R2=0,94

750 -
= 0,5kGy = 0,193 - 5,72x2 + 41,68x + 483,03 R? = 0,86
> 1,0kGy = -6,88x + 587,87 R? = 0,57
9—_ 650 1,5kGy =0,03x3- 1,06x2 + 8,81x + 501,86 R? = 0,12
0
=T
w y
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s a
e a
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ksl
2 350 . . . .
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—&— controle &= 0,5kGy--4&- 10kGy — X - 15kGy

Figural Teores de compostos fendlicos de mirtilos sultfosta irradiacéao

gama armazenados sob refrigeracdo por 20 diasasL@uais no

mesmo tempo de armazenamento: médias nao diferee s rpelo

teste de Scott-Knott a 5% de significancia

Em framboesas submetidas a irradiacdo gama (0; O(b;e 2,0

kGy) e armazenadas a 1 °C por 12 dias, os fruedadons com as doses de
1,0 e 2,0 kGy apresentaram maiores teores de caogpfEndlicos totais ao
final do armazenamento (GUIMARAES et al., 2013)cl#iolz et al.
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(2011), estudando aplicacado de radiacdo UV-B entilojiobservaram que
o teor de fendlicos totais foram maiores nos frutosdiados do que nos
frutos controle.

Para as antocianinas totais apenas o tempo apoeseliferenca
significativa (Figura 2), em que se pode observaraumento no teor de

antocianinas totais chegando a 260 mg'0@po6s 20 dias de

armazenamento.
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Figura2 Teores de antocianinas totais de mirtilos sulmostia irradiacao
gama armazenados sob refrigeracao por 20 dias

Outros autores relataram que a irradiacdo gamaribantpara o
aumento do teor de antocianinas em morangos (HUSSBAR; WANI,
2012), péssegos (HUSSAIN et al.,, 2008) e ameixad SEAIN; DAR;
WANI, 2013) e constataram que esse aumento podsidermediado pelo
aumento da producdo de etileno que, por sua vememta a atividade da
fenilalanina amonia-liase (PAL) e glucosiltranstera (GT), as duas

principais enzimas envolvidas na biossintese decartiinas a partir de
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fenilalanina. No entanto, Tezotto-Uliana et al. X3P ndo observaram
aumento no teor de antocianinas com o emprego rddiacdo gama nas
doses de 0,5, 1,0 e 2,0 kGy para framboesas aradagmpor 20 dias a 0°C.

O cromatograma tipico de separacdo de compostadiden via
CLAE esta representado na figura 3. Inicialmenteario utilizados os
seguintes padrBes para identificacdo dos compdstud@icos em mirtilo:
acido galico, catequina, acido clorogénico, aciddeico, epcatequina,
cumarina, rutina, mirecitina, quercetina, kaempffezoresveratrol. Apos
comparar o tempo de retencdo e o espectro ulteteiaos padrbes citados
anteriormente com os observados nas amostras déontioncluiu-se que
apenas 0 acido clorogénico e a rutina (picos 3 eda3figura 3,
respectivamente) estavam presentes em concentragfigsficativas.
Observou-se ainda que os picos 11, 12, 16 e 18emks aos tempos de
retencdo de 21,5, 21,8, 24,8 e 25,7 minutos, aptesem espectro-uv
tipicos de flavonoides e semelhantes ao da rutoa) comprimento de
onda de maxima absorcdo em 352 nm. Assim optowsgyantificar esses
flavonoides em equivalentes de rutina.
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Figura3 Cromatograma tipico de separacao de fendlico€kiaE (3- acido

clorogénico; 13- rutina) de mirtilo submetidos &adiacdo gama

armazenados sob refrigeracdo por 20 dias (amastteote no tempo

0 dias de armazenamento) no comprimento de on8a@em onde:

(A) cromatograma completo; (B) cromatograma cormzoo

Os acidos clorogénicos sdo formados pela estayéficdo acido quinico

com um dos seguintes acidtrains-cinamicos: o acido cafeico, o ferdlico,
sindpico ou @-cumarico (OLIVEIRA; BASTOS, 2011). A figura 3(A)
evidencia que o acido clorogénico foi 0 compostwlieo majoritario. Houve
uma gqueda até o décimo dia, seguida de aumenteonalé 4cido clorogénico
sendo a dose de 1,5 kGy a que mais variou. Ao fiaarmazenamento a dose
de 0,5 kGy apresentou 0 menor teor de acido claiogécerca de 64,0 mg.100
! (Figura 4A). Os frutos irradiados ndo apresentageamdes variacdes no teor
de rutina durante o armazenamento, com valoreandgoi entre 1,0 e 3,6

mg.100" (Figura 4B).
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Figura4 Teor de compostos fendlicos individuais: acidorayénico (A) e
rutina (B) em mirtilos submetidos a irradiacdo gaanmazenados
sob refrigeracdo por 20 dias

Na figura 5 estdo representados os graficos dessoflavonoides que
apresentaram picos significativos encontrados mestas de mirtilo irradiados

e controle armazenados sob refrigeracdo. Pode-sernvaln que n&o houve

grandes variagdes nas concentrages desses fldesren funcdo do tempo de

armazenamento e nem entre 0s tratamentos. Iss@igde a irradiacdo parece

nao ter provocado efeito considerado no teor dessepoStos.
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Figura5 Quantificacdo dos picos 11, 12, 16 e 18 refessgubs tempos de retencéo
de 21,5, 21,8, 24,8 e 25,7 minutos convenientenaggneminados de
flavonoide A, B, C e D, respectivamente (apresastamh figura 3) em
equivalentes de rutina de mirtilos submetidos adiacdo gama e
armazenados sob refrigeracéo por 20 dias

O cromatograma tipico de separacdo das antociamina&LAE esta
representado na figura 6. Antocianinas encontieasirtilo apresentam-se na maior
parte na forma glicosilada, sendo as mais comunsanabinosides, monoglucosides

e monogalactosides de cianidina, petunidina, p@nidielfinidina e malvidina

(NOBERTO et al., 2013). Yousef et al. (2013) camdaram o teor de antocianinas

de diferentes cultivares de mirtilo comercial ecdbdsram que malvidina-3-O-

galactosido, delfinidina-3-O-galactésido, malvidBi®-arabindsido, cianidina-3- O-

arabinésido e delfinidina-3-O-arabin6sido congtituicerca de 70% do total de

antocianinas. Neste trabalho a quantificacdo falizagla em equivalente de
malvidina, pois para fazer uma quantificacéo iwliial seria necessério utilizar um

cromatografo liquido acoplado a espectrometriaaiesan
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Figura6 Cromatograma tipico de separacdo de antociamiieasCLAE
(amostra controle no tempo 0 dias de armazenamento)
comprimento de onda de 520 nm de submetidos adp@al gama

armazenados sob refrigeracéo por 20 dias

Na figura 7 estfo representados os gréficos rédsrénquantificacdo dos
picos de antocianinas representados na figuraré. &3aantocianinas A, B, D e E
observou-se uma tendéncia no aumento do seu contegmh o tempo de
armazenamento. O que ndo pode ser observado EmG@anina C, em que a
variagdo no teor de antocianinas foi maior. O efeih irradiacdo no teor de
antocianinas individuais foi mais pronunciado Eaemtocianina C, em que os frutos
tratados com a dose de 1,5 kGy de irradiacdo garesemtaram teores mais elevados
em comparagdo com os demais tratamentos ao fin@haoo de armazenamento,

atingindo valores de 157 mg.100
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Figura 7 Quantificacdo dos picos 1, 2, 3, 5 e 6 referaadedempos de retencdo de
6,9, 11,5, 14,6, 16,7 e 18 minutos convenientemeat®minados de
antocianinas A, B, C, D e E respectivamente (aptades na figura 6)
em equivalentes de malvidina de mirtilos submetidosadiacdo gama e
armazenados sob refrigeracéo por 20 dias
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4 CONCLUSAO

N&o houve influéncia da irradiacdo gama no tearatepostos fendlicos
totais. O &cido clorogénico foi o composto fendlicajoritario e concentragfes
significativas de rutina também foram encontradasfrutos.

A irradiagdo gama ndo provocou alteracbes no teomamtocianinas
totais, houve um aumento no seu teor apenas cempmotde armazenamento. O

mesmo pode ser observado no perfil de antociamdasduais.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem as agéncias de fomento aigzedtapemig,
Capes e CNPq, pelo apoio financeiro recebido paraugdo deste trabalho e ao
Centro de Desenvolvimento de Tecnologia NuclearTl@Dda Universidade
Federal de Minas Gerais e ao Laboratério de Predisdurais da Universidade
Federal do Rio de Janeiro GampusMacaé pelo apoio concedido para a
realizacdo deste trabalho.



93

REFERENCIAS

EICHHOLZ, 1. et al. UV-B-induced changes of volatihetabolites and phenolic
compounds in blueberries (Vaccinium corymbosumHapd Chemistry, London,
v. 126, p. 60-64, 2011.

FERREIRA, D. F. Sisvar: a computer statistical gsialsystemCiéncia e
Agrotecnologia, Lavras, v. 35, n. 6, p. 1039-1042, Nov./Dec. 2011

GIUSTI, M. M.; WROLSTAD, R. E. Anthocyanins: chatazation and
measurement with uv-visible spectroscopy. In: WRDABS, R. E.Current
protocols in food analytical chemistry.New York: J. Wiley, 2001. Cap. 1,
p. 1-13.

GUIMARAES, I. C. et al. Physicochemical and midottigical quality of raspberries
(Rubus idaeydreated with different doses of gamma irradiatiBood Science and
Technology Campinas, v. 33, p. 316-322, 2013.

HUSSAIN, P. R.; DAR, M. A.; WANI, A. M. Effect ofdible coating and gamma
irradiation on inhibition of mould growth and qualietention of strawberry during
refrigerated storagéternational Journal of Food Science and Technolyy,
Chichester, v. 47, n. 11, p. 2318-2324, 2012.

HUSSAIN, P. R.; DAR, M. A.; WANI, A. M. Impact ofdiation processing on
qualityduring storage and post-refrigeration dexfaylum (Prunus domestica L.)
cv.SantarozeRadiation Physics and Chemistry Oxford, v. 85, p. 234—242, 2013.

HUSSAIN, P. R. et al. Studies on enhancing theikgeguality of peach (Prunus
persica Bausch) Cv. Elberta by gammairradiafRadiation Physics and
Chemistry, Oxford, v. 77, n. 4, p. 473-481, 2008.

JOHN, J. A.; SHAHIDI, F. Phenolic compounds andeadant activity of Brazil nut
(Bertholletia excelsajlournal of Functional Foods Oxford, v. 2, p. 196-209, 2010.



94

MISHRA, N. et al. Study on antioxidant activityafmmon dry fruitsFood and
Chemical Toxicology Oxford, v. 48, p. 3316-3320, 2010.

NOBERTO, S. et al. Blueberry anthocyanins in hgaittmotion: A metabolic
overview.Journal of Functional Foods Oxford, v. 5, n. 4, p. 1518-15Z8%)13.

OLIVEIRA, D. M.; BASTOS, D. H. M. Biodisponibilideglde acidos fendlicos.
Quimica Nova Séo Paulo, v. 34, n. 6, p. 1051-1056, 2011.

SPENCER, J. P. E. et al. Biomarkers of the intdkiatary polyphenols: strengths,
limitations and application in nutrition researBkitish Journal of Nutrition ,
London, v. 99, p. 12-22, 2008.

TEZOTTO-ULIANA, J. V. et al. Gamma radiation: Arfielent technology to
conserve the quality of fresh raspberrigsentia Horticulturae, Amsterdam, v. 164,
p. 348-352, 2013.

WANG, C. Y.; CHEN, C.; WANG, S. Y. Changes of flanmd content and
antioxidant capacity in blueberries after illumioatwith UV-C.Food Chemistry,
London, v. 117, p. 426-431, 2009.

WATERHOUSE, A. L.Polyphenolics determination of total phenolics in current
protocols in food analytical chemistry. New YadkWiley & Sons, 2002. p. 1111-
1118

YOUSEF, G. G. et al. Efficient quantification oéthealth-relevant anthocyanin and
phenolic acid profiles in commercial cultivars dmdeding selections of blueberries
(Vaccinium spp.)Journal of Agriculture and Food Chemistry, Washington, v. 61,

p. 4806-4815, 2013.

ZHANG, Z. et al. Comparison of HPLC methods foledetination of anthocyanins
and anthocyanidins in bilberry extractsurnal of Agriculture and Food
Chemistry, Washington, v. 52, n. 4, p. 688-691, 2004.



