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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria

VALOR NUTRICIONAL E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE
DIFERENTES GENOTIPOS DE AMORA-PRETA (Rubus sp.)

AUTORA: GABRIELA ELISA HIRSCH.
ORIENTADORA: TATIANA EMANUELLI.
CO-ORIENTADORA: ELIZETE MARIA PESAMOSCA FACCO

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 04 de fevereiro de 2011.

Sendo o Rio Grande do Sul um dos principais produtores de amora-preta (Rubus sp.) do
Brasil e devido a escassez de trabalhos avaliando esta fruta neste pais, este trabalho teve como
objetivo a caracterizacdo nutricional e de compostos bioativos de diferentes gendtipos de
amora-preta do Rio Grande do Sul, bem como a avaliacdo da sua capacidade antioxidante.
Foram avaliadas amoras-pretas de diferentes genotipos (selecdes 07/001, 03/001, 02/96 e 99 e
cultivares Guarani, Cherokee, Tupy e Xavante) que estdo sendo cultivadas na Embrapa Clima
Temperado (Pelotas, RS, Brasil, 31°40°47°°S, 52°26°24°°0, 60 m). As frutas apresentaram
umidade entre 84,8 e 90,3%; proteina entre 0,09 e 0,14%, fibra alimentar entre 5,8 € 5,5% e
cinzas entre 0,27 e 0,49%. A selecdo 02/96 apresentou menor teor de cinzas. Os SST variaram
entre 7,3 a 10,2 °Brix, a acidez variou entre 1,30 e 1,58% em &cido citrico e o pH entre 2,8 e
3,1. A selecdo 03/001 apresentou menor valor de SST que as demais e menor tendéncia ao
vermelho, mas maior intensidade de cor que a cultivar Tupy. Os &cidos graxos encontrados
em maior concentracdo foram o acido palmitico (22-29%), oléico (13-32%) e linoléico (15-
33%), com pequenas diferencas nas concentracfes entre os tipos de amora. Quatro diferentes
ensaios foram realizados para avaliar a atividade antioxidante de tanto de extratos fendlicos
guanto antocianicos obtidos das amoras-pretas. Quanto aos extratos fenolicos, as selecGes
02/96 e 07/001 apresentaram maior atividade antioxidante do que as cultivares na maioria dos
ensaios, e esta atividade foi parcialmente correlacionada com a maior quantidade de fendlicos
totais nestas amostras. Assim, 0s compostos fendlicos sdo provavelmente os principais
responsaveis pela atividade antioxidante nos ensaios de remoc¢do do radical difenil-2-
picrilhidrazila (DPPH), poder antioxidante de reducéo do ferro (FRAP) e substancias reativas

ao &cido tiobarbiturico (TBARS). A quercetina parece ser a responsavel pela atividade



antioxidante dos extratos fendlicos da amora no sistema B-caroteno/acido linoléico. Quanto
aos extratos antocianicos, a selecdo 02/96 e as cultivares Tupy e Cherokee da safra de 2007
apresentaram maior atividade antioxidante que os outros gendtipos, na maioria dos ensaios.
Antocianinas parecem ser as principais responsaveis pela atividade antioxidante dos extratos
antocianicos nos ensaios de DPPH e FRAP, embora o acido ascdrbico também tenha
contribuido para a atividade antioxidante dos extratos antocianicos no ensaio do DPPH. Néo
foi possivel identificar o composto responsavel pela atividade antioxidante no ensaio de
TBARS. Nossos resultados revelaram que as selecdes de amora desenvolvidas pela Embrapa,
especialmente a selecdo 02/96, parecem ter maior atividade antioxidante do que as cultivares
comerciais produzidas no sul do Brasil. Assim, essa selecdo parece ser promissora para fins
nutricionais e de satde. Além disso, 0s gendtipos de amora-preta avaliados apresentaram bom
valor nutricional com contetdo de agucar e acidez ideais para a industrializacdo, e contém

acidos graxos importantes para a manutencao da saude.

Palavras-chave: valor nutricional, atividade antioxidante, amora-preta, Rubus sp.,

compostos bioativos
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Rio Grande do Sul is among the major blackberry (Rubus sp.) producer states from
Brazil, but studies evaluating this fruit in Brazil are scarce. Thus, this study was aimed at
determining the nutritional characteristics and bioactive compounds of different blackberry
genotypes from Rio Grande do Sul, as well as their antioxidant capacity. The blackberry
genotypes (selections 07/001, 03/001, 02/96 and 99 and cultivars Guarani, Cherokee, Tupy
and Xavante) evaluated were cultivated at Embrapa Temperate Climate (Pelotas, RS, Brazil,
31°40°47°°S, 52°26°24°W, 60 m). The fruits had 84.8 - 90.3% humidity, 0.09 - 0.14%
protein, 5.8 - 5.5% dietary fiber and 0.27 - 0.49% ash. Selection 02/96 had the lowest ash
content. TSS ranged from 7.3 to 10.2 °Brix, acidity ranged between 1.30 and 1.58% citric
acid and pH between 2.8 and 3.1. Selection 03/001 had the lowest TSS value and it also had
lower redness, but higher color saturation than Tupy cultivar. Selection 03/001 showed more
intense and brighter color than the other genotypes. The fatty acids found at higher
concentration were palmitic (22-29%), oleic (13-32%) and linoleic (15-33%) acids, with small
differences among the blackberry genotypes. Four different antioxidant assays were
conducted to assess the antioxidant activity of both phenolic and anthocyanic fruit extracts.
Regarding the phenolic extracts, selections 02/96 and 07/001 had higher antioxidant activity
than the cultivars in most assays, and this activity was partially correlated to the higher
amount of total phenolics in these samples. Thus, the phenolic compounds are probably the
major responsible for the antioxidant activity in the diphenyl-2-picrylhydrazyl radical
scavenging assay (DPPH), ferric-reducing antioxidant power assay (FRAP) and thiobarbituric

acid reactive substances assay (TBARS). Quercetin seems to be responsible for the



antioxidant activity of blackberry phenolic extracts in the pB-carotene bleaching assay.
Concerning the anthocyanic extracts, selection 02/96 and Tupy and Cherokee cultivars from
harvest 2007 had higher antioxidant activity than the other genotypes in most assays.
Anthocyanins appear to be the major responsible for the antioxidant activity of anthocyanic
extracts in the DPPH and FRAP assays, although ascorbic acid also contributed to the DPPH
antioxidant activity. It was not possible to identify the compound responsible for the TBARS
antioxidant activity of anthocyanic extracts. Our results revealed that the new blackberry
selections developed by Embrapa, especially selection 02/96 appears to have higher
antioxidant activity than the commercial cultivars cultivated in the southern Brazil. Thus, this
selection appears to be promising for nutritional and health purposes. Furthermore, the
blackberry genotypes evaluated had good nutritional value with sugar and acidity levels
suitable for industrialization, and they contain fatty acids important for maintaining health.

Keywords: nutritional value, antioxidant activity, blackberry, Rubus sp., bioactive

compounds
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1. INTRODUCAO

A alimentacdo equilibrada tem um papel importante na manutencdo da saude
(PROSKY, 2001). Assim, hd uma procura cada vez maior por alimentos que satisfacam as
necessidades nutricionais basicas ou que desempenhem efeitos fisiologicos benéficos a salde
do consumidor, o que gerou um aumento dos esforgos da comunidade cientifica que tem
produzido inimeros estudos com o intuito de comprovar a atuacdo de certos alimentos na
prevencdo de doencas e de conhecer seu valor nutricional (THAMER e PENNA, 2006).

Além de seu sabor delicioso e aroma refrescante, os frutos sdo fonte de importantes
vitaminas, minerais e outros compostos bioativos na dieta humana. A amoreira-preta
apresenta frutas de alta qualidade nutricional e valor econémico significativo (ANTUNES,
2002), que sdo ricas em vitamina C e agua, contém cerca de 10% de carboidratos, elevado
conteddo de minerais, vitaminas do complexo B e A, além de ser fonte de compostos
funcionais. As frutas de amora-preta sdo boas fontes de antioxidantes naturais (KOCA e
KARADENIZ, 2009), como as antocianinas (DEIGHTON et al., 2000) e os polifendis
(WANG e LIN, 2000; MOYER et al., 2002). Tem-se demonstrado que as amoras-pretas
contém maiores quantidades de antocianinas e outros antioxidantes que outras frutas
(HALVORSEN et al., 2006; MOYER et al., 2002; PANTELIDIS et al., 2007). Também sé&o
ricas em fibras e acido folico (ANTUNES et al., 2002; MORENO-ALVAREZ et al., 2002).
As frutas da amoreira contem ainda acidos graxos essenciais (acidos poliinsaturados de cadeia
longa), como o linoléico e o linolénico e seus derivados, que os seres humanos ndo podem
sintetizar. Esses compostos devem ser obtidos através da dieta e sdo importantes para regular
varias fungdes do corpo, incluindo pressdo arterial, viscosidade sanguinea, imunidade,
resposta inflamatoria (PAWLOSKY, WARD e SALEM, 1996; SIMOPOULQOS e SALEM,
1996).

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que existe uma correlacdo entre o
consumo de frutas e a reducdo de doencas cronicas (CHUN e KIM, 2004; KUSKOSKI,
ASUERO e TRONCOSO, 2005; WU et al., 2004). A combinacdo de vitaminas, minerais,
antioxidantes fendlicos e de fibras parece ser responsavel por esses efeitos (RUXTON,
GARDNER e WALKER, 2006).
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A amora-preta j& é considerada uma fruta funcional, ou seja, além das caracteristicas
nutricionais bésicas, quando consumida como parte usual da dieta, produz efeito
fisiolégico/metabdlico ou efeito benéfico a salde humana, sendo segura para consumo sem
supervisdao medica (VIZZOTO, 2008). Um dos compostos associados a essa atividade é o
acido elagico (WANG et al., 1994). Segundo WANG et al. (1994), ele estd presente na
amora-preta e possui funcBes anti-mutagénica e anticancerigena, além de ser um potente
inibidor da inducdo quimica do cancer (MAAS, GALLETTA e STONER, 1991).

Assim, a amora-preta (Rubus sp.) vem despertando interesse de produtores e
consumidores, principalmente pelo potencial de consumo associado as suas propriedades
benéficas a salde. No entanto, existem poucas pesquisas sobre seu valor nutricional e
potencial industrial (HARBONE e WILLIAMS, 2000), especialmente no Brasil. Neste pais, a
cultura da amora foi introduzida na decada de 70 pelo Instituto Brasileiro de Pesquisa
Agropecuéria (Embrapa) Clima Temperado (ANTUNES, 2002). Posteriormente, a Embrapa
passou a conduzir um programa de melhoramento genético que desenvolveu diversas
cultivares de amoras adaptadas a regido sul do Brasil, incluindo Guarani, Caingangue,
Xavante e Tupy. Devido as caracteristicas climaticas adequadas (clima temperado), o Rio
Grande do Sul foi o primeiro estado do Brasil a produzir amoras e ainda é o principal produtor
(ANTUNES, 2002).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente projeto tem como objetivo geral investigar o valor nutricional e a
capacidade antioxidante de diferentes variedades de amora-preta (Rubus sp.), que estéo

sendo produzidas na Embrapa Clima Temperado, em Pelotas (RS).

2.2 Objetivos especificos
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e Determinar 0s principais componentes nutricionais e caracteristicas fisico-quimicas
dos diferentes gendtipos de amora-preta;

e Determinar a composicdo e o conteudo de compostos bioativos, bem como a
capacidade antioxidante dos diferentes genétipos da amora-preta;

e Avaliar a influéncia de fatores climaticos sobre 0os compostos bioativos e a atividade
antioxidante de amoras-pretas da cultivar Cherokee obtidas em duas safras diferentes
(2007 e 2009).

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Amora-preta (Rubus sp.)

A amoreira-preta pertence a familia Rosaceae (ANTUNES, 2002) e ¢ classificada no
género Rubus, subgénero Eubatus, constituindo um grupo variado e complexo de plantas
(MOORE, 1984; POLING, 1996). E uma espécie arbustiva de porte ereto ou rasteiro (Figura
1) (FACHINELLDO et al., 1994). Os frutos da amoreira-preta sao agregados, pesando cerca de
4 a 7 gramas, de coloracdo negra (Figura 1) e sabor &cido a doce-acido (FACHINELLO et
al., 1994). O fruto verdadeiro da amoreira é denominado de mini drupa ou drupete, no qual
existe uma pequena semente, sendo que a sua juncdo forma o que é chamado de fruto
agregado (POLING, 1996). Seus frutos sdo ricos em compostos funcionais, como &cido
elagico e antocianinas (ANTUNES et al., 2002).

Estudos realizados por Wang e Lin (2000) em frutos e folhas de amora-preta cultivada
no Centro de Pesquisas de Agricultura de Beltsville, nos Estados Unidos, indicaram que seus

frutos maduros constituem fonte rica em antocianinas.
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Figura 1. Amoreira-preta (Rubus sp.) e seus frutos. Fonte: adaptado de Antunes e
Raseira (2004)

Além dos compostos bioativos, estudos realizados por Antunes (2002) com amostras
de amora-preta obtidas em Caldas, Minas Gerais, demonstraram que a fruta fresca é altamente
nutritiva sendo rica em minerais (fésforo, potassio, magneésio, ferro, selénio) (TONSUN,
USTUN e TEKGULER, 2004), pro-vitamina A, vitamina B e célcio, além de ser rica em
fibras e éacido folico (ANTUNES, REGINA e DUARTE-FILHO, 2002; MORENO-
ALVAREZ et al., 2002). Porém, a amora é uma fruta de baixo valor cal6rico, apenas 52
calorias em 100 gramas de fruta (V1ZZOTTO, 2008).

O cultivo de amoras se tornou popular nos Estados Unidos apds 0 ano de 1840 e as
cultivares de amoras utilizadas no Brasil sdo o resultado de introducdes, hibridacdes e
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selecbes de cultivares americanas. Embora existam espécies nativas do género Rubus, no
Brasil, a amoreira-preta s6 comecou a ser pesquisada em 1972 pela EMBRAPA Clima
Temperado, entdo Estacdo Experimental de Pelotas, sendo a primeira colegdo implantada em
1974 no municipio de Cangugu (RS). A partir de 1975, a Embrapa Clima Temperado (Pelotas
— RS) vem desenvolvendo um programa de melhoramento genético da amora-preta buscando
melhorar a qualidade e produtividade das frutas, bem como gerar melhores adaptacdes para o
cultivo da amoreira-preta. A amoreira-preta é uma planta que se adapta bem em regifes com
temperaturas moderadas no verdo, sem intensidade luminosa elevada, chuva adequada, pois
necessita de disponibilidade regular de &gua, porém, ndo deve haver excesso durante o0
periodo de frutificacdo, e temperaturas baixas no inverno (abaixo de 7,2°C), suficientes para
atender a necessidade de frio da planta. Diferente das demais espécies de pequenas frutas, ela
apresenta cultivares com boa adaptacdo as condicGes climaticas do Sul do Brasil,
desenvolvidas através de melhoramento genético na Embrapa, em Pelotas - RS, a partir de
cultivares que apresentam adaptacdo a altas temperaturas no verdo e menor necessidade de
horas de frio no inverno (ANTUNES e RASEIRA, 2004).

Dos trabalhos de melhoramento e introducdo resultaram varias cultivares, com
caracteristicas para industrializacdo e/ou para o consumo in natura. A cultivar Guarani foi
selecionada no Brasil a partir de cruzamento realizado nos EUA (Arkansas) entre as
variedades ‘Lawton’ x (‘Darrow’ x ‘Brazos’) x (‘Shaffer Tree’ x ‘Brazos’), e ¢ recomendada
para 0 consumo in natura e industrializacdo (SANTOS e RASEIRA, 1988). A cultivar Tupy é
resultado do cruzamento entre as cultivares ‘Uruguai’ x ‘Comanche’, realizado na
EMBRAPA Clima Temperado em 1982. Produz frutas grandes (6 gramas), coloragdo preta e
uniforme, sabor equilibrado em acidez e acucar, consisténcia firme, semente pequena, pelicula
resistente e aroma ativo. E recomendada para o consumo in natura pelo fato de apresentar
baixa acidez (SANTOS e RASEIRA, 1988). Ja a cultivar Cherokee é originaria do
cruzamento de ‘Darrow’ x ‘Brazos’, realizado em 1965, foi selecionada em 1968 e lancada
como cultivar em 1974. Suas frutas sdo de tamanho médio (4 a 5 g), firmes e de sabor
levemente &cido, e porte ereto (MOORE et al.,, 1984; RASEIRA, SANTOS e MADAIL,
1984). Pode ser congelada e usada na forma de conservas (BROOKS e OLMO, 1997). A
cultivar Xavante foi lancada pela Embrapa Clima Temperado em conjunto com a
Universidade de Arkansas e é a segunda geracdo do cruzamento entre as selecdes A 1620 e A
1507. E uma cultivar que necessita pouco frio e tem boa producdo. Suas frutas tém forma
alongada, firmeza média, peso médio de 6 g e sabor doce-acido (ANTUNES e RASEIRA,
2004).
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3.1.1 Beneficios a saude

Varios compostos lipofilicos e hidrofilicos sdo encontrados em frutas vermelhas, cujas
propriedades biolégicas tém sido atribuidas aos altos niveis e ampla diversidade de compostos
fendlicos. Porém, acredita-se que o efeito complementar, aditivo e/ou, sinérgico resultante dos
diversos componentes seja 0 responsavel pelas propriedades biolégicas benéficas ao invés de
uma Unica classe ou composto quimico (FERREIRA, ROSSO e MERCADANTE, 2010).

Destacam-se entre os compostos fendlicos presentes na amora-preta 0s pigmentos
naturais antocianinas. O efeito protetor destes compostos tem sido relacionado ao seu poder
antioxidante, pois os compostos fendlicos, incluindo as antocianinas, possuem a capacidade de
doar hidrogénios ou elétrons aos radicais livres (RICE-EVANS et al., 1996).

Foram encontrados teores de antocianinas de 70 a 201 mg/100 g de peso fresco em 18
diferentes cultivares de amoras-pretas (Rubus spp.) dos Estados Unidos, Franca, Maceddnia,
Chile e Mexico (FAN-CHIANG e WROLSTAD, 2005). As antocianinas apresentam efeitos
fisiologicos capazes de reduzir o risco de doengas (LIMA e GUERRA, 2003). Muitos estudos
sugerem que flavondides exibem varias atividades biologicas, incluindo antialérgica, anti-viral,
anti-tumoral, acGes antiinflamatorias e antioxidantes (HARBONE, 1998). As antocianinas
possuem diversos efeitos in vitro que sugerem beneficios potenciais a saude em geral e reducao
de doencas coronarianas, em particular (MAZZA, 2007). Os mecanismos primarios creditados
como responsaveis pela reducdo no risco de doencas coronarianas incluem a reducdo de
coagulacéo plaquetaria (ELWOOD et al, 1991) e o aumento circulatorio da lipoproteina de alta-
densidade (HDL) (GRAZIANO et al., 1993), além da atividade removedora de radicais livres
(antioxidante) (BOORS e SARAN, 1987).

Outro composto comum na amora-preta € o acido eldgico, um constituinte fenélico da
fruta (WANG et al., 1994), derivado do acido galico, que possui fun¢des antimutagénica e
anticancerigena, sendo um potente inibidor da inducdo quimica do cancer (MAAS et al.,
1992).

Além disso, sdo atribuidas as frutas da amoreira-preta outras propriedades, como o
controle de hemorragias em animais e seres humanos, controle da pressao arterial e efeito
sedativo, complexacdo de metais, funcdo antioxidante, acdo contra crescimento e alimentagéo
de insetos (BHARGAVA et al., 1968, CLIFFTON, 1967, GIROLAMI et al., 1966; apud
MAAS, GALLETTA e STONER, 1991).



21

3.1.2 Producéo no Brasil

Apesar de ser uma planta nativa da Asia, Europa, América do Norte e América do Sul, a
amoreira-preta cresce apenas em regides determinadas de acordo com o clima ideal para o seu
desenvolvimento (ANTUNES, 2002). A maioria das espécies de amora-preta nao se
desenvolve bem em regides com inverno ameno (MOORE, 1984). No Brasil, a cultura da
amora-preta foi introduzida pela Estacdo Experimental de Pelotas, atual Embrapa Clima
Temperado, no Rio Grande do Sul, na década de 70, e desde entdo seu cultivo vem crescendo
nos Estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Minas Gerais, com a introducéo e adaptacao de
novas cultivares (ANTUNES, 2002).

O estado do Rio Grande do Sul é o pioneiro na producdo de amora-preta e 0 maior
produtor, com cerca de 700 toneladas por ano (LORENZI et al., 2006). Este estado é
considerado o principal produtor brasileiro de amora-preta e as maiores produgdes encontram-
se nos municipios de Feliz e Vacaria, onde a cultivar Tupy responde por 70% da éarea
cultivada, com producdo a partir da terceira dezena de novembro (ANTUNES, 1999; 2002).
Estes cultivos, em sua maioria, sdo em pequenas propriedades (ANTUNES, 2005), pois € uma
planta rdstica que apresenta baixo custo de producdo, facilidade de manejo, requer pouca
utilizacdo de defensivos agricolas, sendo, por isso, uma alternativa interessante para cultivo na
agricultura familiar (ANTUNES, 2002).

No Brasil, estima-se que existam 300 ha plantados desta rosacea no sul de Minas,
regido de Jundiai em Séo Paulo, Curitiba e Palmas no Parana, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul. Estes cultivos, em sua maioria, sdo em pequenas propriedades. A fruta fresca tem grande
mercado. Em algumas regifes, como as de Pelotas, Antdnio Prado e Vacaria (RS), pequenas
cooperativas ja transformam a producdo em geléias e sucos (ANTUNES, 2005). A producéo
de amora-preta no Brasil estende-se de outubro a fevereiro, ndo havendo oferta interna do
produto fora deste intervalo (ANTUNES et al., 2006).

Segundo o Engenheiro Agronomo Eduardo Pagot da Associacdo dos Produtores de
Pequenas Frutas de Vacaria, praticamente 100% da producdo de amora-preta € destinada ao
mercado da indudstria e parte da fruta é colocada no mercado “in natura” e exportada em

pequenos volumes para paises europeus, na ocasido da entressafra daqueles paises.
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A aceitacdo desta fruteira, pelos produtores, levou a Embrapa Clima Temperado a
desenvolver um Programa de Melhoramento Genético que deu origem a diversas cultivares
mais adaptadas as condicGes de solo e de clima da regido (GRANADA, VENDRUSCOLO e
TREPTOW, 2001), tendo langado as cultivares Ebano, em 1981, Tupy, em 1988, Guarani, em
1988, e Xavante, em 2004. Nesse periodo, também foram introduzidas as cultivares Brazos, da
Universidade Texas A&M, a ‘Comanche’ e a ‘Cherokee’ da Universidade de Arkansas

(SANTOS et al., 1997).

3.2 Compostos bioativos

Muitos estudos tém mostrado que o consumo de frutas e vegetais pode exercer efeitos
positivos sobre a saude humana. Este achado esté intimamente relacionado ao fato de que os
frutos, reconhecidos por conter nutrientes essenciais e uma série de micronutrientes tais como
minerais, fibras e vitaminas, representam excelentes fontes dos chamados compostos
bioativos. Compostos bioativos sdo constituintes extranutricionais, naturalmente presentes em
pequenas quantidades nos alimentos, que exibem potente atividade bioldgica (COZZOLINO,
2009). Dentre estes, destacam-se 0s compostos antioxidantes da dieta como os polifendis,
vitaminas C e E e carotendides (SAURA-CALIXTO e GONI, 2006). Esses antioxidantes
naturais ocorrem em todas as partes das plantas (LARSON, 1988).

As atividades bioldgicas das frutas vermelhas, como a amora-preta, sdo parcialmente
atribuidas ao seu elevado teor de uma variada gama de fitoquimicos como os flavondides
(antocianinas, flavondis, e flavanois), taninos (proantocianidinas, elagitaninos e galotaninos),
estilbendides (como o resveratrol), acidos fendlicos (derivados do &cido hidroxibenzoico e
hidroxicinamicos) e lignanas (SEERAM, 2006).

3.2.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo substancias que possuem pelo menos um anel aromatico
no qual ao menos um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila. Esses compostos

quimicos pertencem a um grupo heterogéneo com aproximadamente 10.000 compostos
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(HERMANN e WEAVER, 1999). Podem ser divididos em dois grandes grupos: 0s
flavonoides, subdivididos em flavonas, flavanois, flavondis, flavanonas, isoflavonas e
antocianidinas, e os ndo flavondides, que compreendem os grupos dos &cidos fendlicos,

lignanas e estilbenos (Figura 2) (LI et al., 2009).
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Figura 2. Estruturas basicas de compostos fendlicos ndo flavondides e flavonoides.
Fonte: Adaptado de Manach et al. (2005).

Os polifendis sdo metabolitos secundarios naturalmente presentes em frutas e
hortalicas, sendo que as frutas vermelhas, especialmente as frutas de amora-preta, sdo
importantes fontes desses compostos na alimentacdo humana (SELLAPPAN, AKOH e
KREWER, 2002; ZHENG e WANG, 2003). Os compostos fenolicos sdao formados pelas
plantas em condicGes de estresse como infeccdes, ferimentos, exposicdo a radiacdes UV,
dentre outros (NACZK e SHAHIDI, 2006), protegendo contra patégenos e predadores
(BRAVO, 1998).

A importancia dos polifendis na nutricdo humana, geralmente esta relacionada a
promocdo da saude e possivel prevencao de algumas doencas (GIBNEY, MACDONALD e
ROCHE, 2006). Dentre os seus efeitos potencialmente benéficos a salde destacam-se
atividade antiinflamatoria, antiviral, antimicrobiana e antioxidante (NARAY ANA et al., 2001,
LIU, 2003).



24

A atividade antioxidante desses compostos € principalmente devido as suas
propriedades de o6xido-reducdo, as quais podem desempenhar um papel importante na
absorcdo e neutralizacdo de radicais livres, removendo o oxigénio tripleto e singleto ou
decompondo perdxidos (DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004). Sua capacidade
antioxidante é relacionada, também, a presenca de grupos hidroxila em sua estrutura quimica
e a alta reatividade dos mesmos, fatores considerados criticos para a neutralizacéo de radicais
livres (ELISIA et al., 2007).

Os compostos fenolicos séo instaveis podendo sofrer degradacéo durante as diversas

etapas do processamento, armazenamento e estocagem de alimentos (ELISIA et al., 2007).

3.2.1.1 Antocianinas

As antocianinas sd8o um grupo de compostos fendlicos de ocorréncia natural
responsaveis pela cor de muitas plantas, flores e frutas (MARKAKIS, 1982). Ja as
antocianidinas sdo as agliconas dos compostos encontrados na natureza na forma O-
glicosilada, e assim chamados antocianinas (FRANCIS, 1989). H4 uma variedade enorme de
antocianinas espalhadas na natureza e as principais diferencas entre elas sdo o numero de
grupos hidroxilados, a natureza e o numero de acUcares ligados a sua estrutura, 0S
carboxilatos alifaticos ou aromaticos ligados ao acucar na molécula e a posicdo dessas
ligacGes (Figura 3) (KONG et al., 2003). Até agora, ha relatos de mais de 500 antocianinas
diferentes (ANDERSEN e JORDHEIM, 2006) e 23 antocianidinas (ANDERSEN e
JORDHEIM, 2006; KONG et al, 2003; REIN, 2005) das quais seis sdo as mais comuns nas
plantas, sendo elas a pelargonidina, peonidina, cianidina, malvidina, petunidina e delfinidina
(CLIFFORD, 2000), e as trés ultimas sdo as mais comuns na natureza (DEY e HARBONE,
1993).

As antocianinas e antocianidinas tém mostrado atividade antioxidante superior as
vitaminas C e E (BAGCHI et al., 1998). Esses compostos tém capacidade de neutralizar
radicais livres por doacdo de atomos de hidrogénio (CHEN et al., 1996; RICE-EVANS,
MILLER e PAGANGA, 1996). Varios estudos tém sugerido gque o teor de antocianinas e sua
correspondente atividade antioxidante contribuem para o efeito protetor das frutas e dos
legumes contra doengas degenerativas e cronicas (HEINONEN, MEYER e FRANKEL, 1998;
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RECORD, DREOSTI e McINERMEY, 2001). Esses compostos também apresentam Varios
outros potenciais beneficios para saide como reducdo do risco de doencas cadiovasculares
(RENAUD e LORGERIL, 1992), melhora da visdo (MATSUMOTO et al., 2003) e atividades
anti-carcinogénica (BOMSER et al.,1996; KAMEI et al., 1995) e anti-inflamatoria (WANG e
MAZZA, 2002).

ANTOCIANIDINAS E ANTOCIANINAS Ri R Rs
Pelargonidina H H H
Cianidina OH H H
Delfinidina OH OH H
Peonidina OMe OH H
Malvidina OMe OMe H
Pelargonidina-3-galactosideo H H galactose
Cianidina-3-galactosideo OH H galactose
Cianidina-3-rutinosideo OH OH rutinose
Cianidina-3-glicosilrutinosideo OH OH glicose-rutinose
Delfinidina-3-galactosideo OH OH galactose

Figura 3. Estrutura geral das antocianinas com exemplos de substituintes
que originam estruturas quimicas de antocianidinas e antocianinas. Fonte:
Seeram e Nair (2002).

As antocianinas normalmente sdo estaveis sob condicdes acidas, porém podem se
degradar por qualquer mecanismo que leve a formacdo de compostos escuros e/ou insoluveis
(JACKMAN e SMITH, 1992). Essa degradacdo pode ocorrer durante o processamento e/ou
armazenamento do alimento, sendo que os fatores de maior influéncia sdo pH, temperatura,
presenca de oxigénio e enzimas, além da interacdo com outros componentes do alimento
como acido ascorbico, ions metélicos, acucares e co-pigmentos (BOBBIO e BOBBIO, 1992,

JACKMAN e SMITH, 1992).
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3.2.2 Acido ascorbico

O 4cido ascorbico esta presente em quase todos os alimentos de origem vegetal. E um
micronutriente essencial para 0 homem e a exigéncia minima de acido ascorbico para o ser
humano ¢ definida como 40-60 mg/dia (LEVINE et al., 1995). E uma vitamina hidrossoldvel
e antioxidante que reage diretamente com o oxigénio simples, radical hidroxila e radical
superoxido, além de regenerar a vitamina E. Além disto, esta vitamina mantém as enzimas
sulfidrilicas em seus estados reduzidos e poupa a glutationa peroxidase, que € um importante
antioxidante intracelular e cofator enzimatico (CARR e FREI, 1999). O &cido ascérbico
desempenha varias fungdes no metabolismo, dentre eles, destacam-se o0 aumento da
resisténcia organica e a formagdo do colageno, é ativador de crescimento, interfere no
metabolismo do ferro, da glicose e na salde dos dentes e gengivas, alem de possuir potente
atividade antioxidante (FRANCO, 1992; WINTON e WINTON, 1958). O seu teor é
influenciado pelo tipo de solo, forma de cultivo, condi¢bes climaticas, procedimentos
agricolas para colheita e armazenamento (BADOLATO et al., 1996, SOUZA FILHO et al.,
1999). Alem disso, o &cido ascorbico é facilmente destruido por oxidacdo, particularmente na
presenca de calor, alcalinidade, catalisadores metalicos, danos fisicos e baixa umidade relativa
(LEE e KADER, 2000; GIANNAKOUROU e TAOUKIS, 2003).

Apesar de ser amplamente conhecido por sua atividade antioxidante, em algumas
condicdes o acido ascorbico pode apresentar caracteristicas pré-oxidantes, pois apds doar seus
dois hidrogénios redutores, fica passivel de receber elétrons, devido ao radical ascorbila
formado, que € um agente oxidante (BORS e BUETTNER, 1997). Assim, baixas
concentracBes de ascorbato aumentam a atividade dos radicais de oxigénio, enquanto que
altas concentracfes de ascorbato atuam sequestrando radicais hidroxila, oxigénio singleto e
peréxidos (SAKAGAMI et al, 2000). Uma atividade pro-oxidante do acido ascorbico também
foi relatada in vitro na presenca de tracos de metais de transicdo, como ferro e/ou cobre.
Nestas condi¢bes a acdo redutora do acido ascérbico sobre estes metais funciona como um
catalizador para a formacdo de radical hidroxil através da reacdo de Fenton (Figura 4;
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).
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Fe*" +Ho0; = Fe® + "OH + OH (1)

Fe>* + 4cido ascorbico | —— Fe”" + 4cido deidroascorbico (2)

Figura 4. Reacdo de Fenton. (1) Formacdo de radicais hidroxil a partir do perdxido de hidrogénio na
presenca de ferro reduzido. (2) Regeneracao do ferro reduzido pela acdo do acido ascérbico. Fonte: adaptado de
Halliwell e Gutteridge (2007).

3.3 Espécies reativas de oxigénio (EROSs) e as alteracbes oxidativas

Espécies reativas de oxigénio sdo produzidas naturalmente no organismo de
mamiferos, como resultado do metabolismo oxidativo (RAHMAN e ADCOCK, 2006). Sua
formacdo ocorre pela acdo de enzimas, durante processos fisiologicos (producao de energia,
fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacao intercelular e sintese de substancias
biologicas importantes) e pela exposicdo a fatores exogenos, tais como: ozonio, radiacéo
gama e ultravioleta, dieta, uso de medicamentos e tabagismo (CERUTI, 1991; HUSAIN,
CILLARD e CILLARD, 1987). No entanto, sdo observadas situac@es nas quais ocorre uma
sobrecarga dos mecanismos antioxidantes e o excesso dos radicais livres acumulados
apresenta efeitos prejudiciais (FINKEL e HOLBROOK, 2000; HUSAIN, CILLARD e
CILLARD, 1987; SCHAFER e BUETTNER, 2001), pois pode causar danos oxidativos em
diferentes moléculas (lipidios, proteinas e acidos nucléicos). O estresse oxidativo é definido
como o desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, potencialmente
levando a danos e tem sido sugerido como causa do envelhecimento e de varias doencas nos
seres humanos (KATALINIC et al., 2006). As espécies reativas de oxigénio estdo envolvidas
na fase de iniciacdo de diversas doencas degenerativas (CERQUEIRA, MEDEIROS e
AUGUSTO, 2007), como, por exemplo, dano nas membranas e DNA, propiciando mutacdes
gue podem causar carcinogénese, e oxidacao de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que
é considerado um dos principais fatores causadores de doencas cordiovasculares (RAHMAN
e ADCOCK, 2006).
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3.4 Antioxidantes

A maioria das espécies animais possui um sistema eficiente de protecdo, sendo assim
capaz de neutralizar os efeitos prejudiciais decorrentes do metabolismo do oxigénio e da
oxidacdo de lipidios (CERUTI, 1991). Para se defender das espécies reativas de oxigénio
(EROs), o organismo apresenta mecanismos de defesa em trés niveis distintos: prevencéo da
formacéo de EROs, eliminacdo das EROs formadas e reparo de moléculas modificadas pelas
EROs (SIES, 1993). Os compostos antioxidantes atuam na prevencao e eliminacdo das EROs
formadas.

Os organismos eucariotos possuem enzimas antioxidantes como a superéxido
dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase que reagem com 0S compostos oxidantes e
protegem as células e os tecidos do estresse oxidativo (TRABER, 1997). Esses compostos sao
conhecidos como antioxidantes enzimaticos (BABIOR, 1997).

Participam também do sistema de defesa antioxidante do organismo os chamados
antioxidantes ndo enzimaticos, formados por muitas substancias como o &cido Urico e
proteinas de transporte de metais de transicdo, como a transferrina (transporte do ferro) e
ceruloplasmina (transporte do cobre e oxidacdo do ferro para ser captado pela transferrina).
Alem destes, se destacam o0s antioxidantes ndo-enzimaticos obtidos da dieta, tais como as
vitaminas C, E e A, aléem dos flavondides e carotendides, que sdo extremamente importantes
na intercepcao dos radicais livres (VASCONCELOS et al., 2007; BIANCHI e ANTUNES,
1999). Os antioxidantes ndo-enzimaticos protegem os alvos biolégicos da oxidacdo por
apresentarem capacidade de supressdo da formacéo de radicais livres (quelacdo de metais ou
inibicdo de enzimas geradoras de radicais livres), eliminacdo de radicais livres ou desativacédo
formando um produto estavel e/ou participacdo em processos de reparo (BOURNE e RICE-
EVANS, 1999). As lesbes causadas pelos radicais livres nas células podem ser prevenidas ou
reduzidas por meio da atividade de antioxidantes, sendo estes encontrados em muitos
alimentos (PAPAS, 1999).

Segundo Reynertson et al. (2008) a defesa inata do corpo humano pode ndo ser
suficiente para neutralizar danos oxidativos, e uma protecdo adicional é critica para a
prevencdo de doencas. Isso torna os antioxidantes obtidos pela dieta indispensaveis para a
defesa do organismo e manutencdo da saide (CERQUEIRA et al., 2007).

O crescente conhecimento sobre o impacto gerado por antioxidantes da dieta na

promocédo da salde tem levado a um aumento nas investigacbes no campo de antioxidantes
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naturais (ABDALLA e ROOZEN, 1999; MOLYNEUX, 2004). Os fitoquimicos encontrados
naturalmente em frutas e hortalicas apresentam efeitos antioxidantes, sendo que muitos destes
compostos sdo encontrados na amora-preta, como os acidos fendlicos (acido galico,
hidroxibenzdico, caféico, cumarico, ferllico e eldgico) e seus derivados, os flavondides
(catequina, epicatequina, miricetina, quercetina e campferol) (SELLAPPAN, AKOH e
KREWER, 2002), além de &cido ascérbico (HASSIMOTO et al., 2008).

3.4.1 Avaliagéo da capacidade antioxidante

Por definicdo, atividade antioxidante é a capacidade que um composto (composi¢édo)
tem de inibir a degeneracdo oxidativa (ROGINSKY e LISSI, 2005) e um grande nimero de
métodos tem sido desenvolvidos com o objetivo de avaliar a capacidade antioxidante dos
alimentos. Contudo, devido a complexidade da composicdo de cada tipo de alimento, tendo
em vista que os antioxidantes ndo atuam separadamente, a possivel interacdo entre eles pode
fazer com que a determinacao da capacidade antioxidante individualmente seja menos efetiva
do que o estatus antioxidante total (PRIOR e CAO, 1999). Logo, sd0 numerosas as
metodologias para a determinacdo da capacidade antioxidante e podem estar sujeitas a
interferéncias, sendo necessario 0 emprego de duas ou mais técnicas, pois nenhum método
sozinho poderia refletir exatamente a capacidade antioxidante total de uma amostra (HUANG,
OU e PRIOR, 2005).

O método DPPH (ensaio de remocdo do radical 2,2 difenil-1-picrilidrazila) é o mais
antigo método indireto para a determinacfo da capacidade antioxidante. E usado para
determinar o potencial antioxidante de compostos fendlicos individuais e alimentares, bem
como amostras bioldgicas relevantes. O teste de DPPH (BRAND-WILLIANS, CUVELIER e
BERSET, 1995) baseia-se na reducdo do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil na
presenca de um antioxidante doador de hidrogénio, incluindo compostos fendlicos. Como o
DPPH mostra uma absor¢do muito intensa na regido do visivel, pode ser facilmente
determinado por espectrofotometria (ROGINKI e LISSI, 2005). Este método tem sido
considerado um dos mais representativos para o emprego em modelos de radicais na avaliacdo
da capacidade de remocéo de radicais livres (GENOVESE et al., 2008). Porém, avalia apenas
0 poder redutor do antioxidante, que ao doar um elétron se oxida, e por este motivo ndo
detecta substancias pré-oxidantes (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). Além disso, o radical
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livre formado e sintético. Dessa forma, a atividade antioxidante sobre radicais livres
bioldgicos pode ndo ser a mesma avaliada neste metodo.

O método FRAP (poder antioxidante de reducdo do ferro) (BENZIE e STRAIN, 1996)
é baseado na habilidade de reducdo do Fe®** para Fe?*, em pH baixo. Quando isso ocorre na
presenca de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), a reducéo é acompanhada pela formacdo de um
complexo (Fe®* — TPTZ) de cor azul intensa que pode ser monitorado a 593 nm. E um método
barato, os reagentes sdo de facil preparo, os resultados sdo altamente reprodutiveis, e o
procedimento € simples e rapido (BENZIE e STRAIN, 1996). Porém, a medida da capacidade
de reducdo ndo reflete necessariamente a capacidade antioxidante (FRANKEL e MEYER,
2000). Nem todo redutor que tem habilidade de reduzir o ferro é antioxidante e nem todo
antioxidante é capaz de reduzir o ferro (ex.: glutationa) (PRIOR et al., 2003). Além disso, ja
que este metodo ndo inclui nenhum substrato oxidavel, ele ndo fornece informagdes sobre as
propriedades protetoras dos antioxidantes (FRANKEL e MEYER, 2000).

O metodo de TBARS (ensaio das substancias reativas ao acido tiobarbiturico) se
tornou um dos ensaios mais populares para estudos relacionados a peroxidacéo lipidica, e
ainda hoje € amplamente utilizado para avaliar as atividades antioxidante de varios produtos
naturais (SMET et al., 2008). Neste método séo avaliados produtos secundarios da oxidacéo
lipidica, formados pela decomposicdo dos hidroperoxidos (BUEGE e AUST, 1979). Para
medir a capacidade de inibicdo da oxidacao lipidica, um substrato é oxidado na presenca de
um ion metalico de transicdo e a extensdo da oxidacao lipidica é determinada pela adicdo de
TBA (&cido tiobarbitdrico), que reage com os produtos da oxidacao lipidica, principalmente o
malondialdeido  (MDA), formando um composto que pode ser medido
espectrofotometricamente. O MDA é derivado da ruptura da endociclizacdo de acidos graxos
poliinsaturados com mais de duas duplas ligacGes tais com o acido linoléico, araquidénico e
decosahexanoico (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). A oxidacdo é inibida pela adicéo
de um antioxidante e entdo a reducdo da absorbancia é vista (ANTOLOVICH et al., 2001).
Em comparacdo com os métodos do DPPH e FRAP, o método de TBARS esta mais proximo
das condicGes biologicas, pois utiliza um substrato oxidavel existente biologicamente (acidos
graxos). E um método simples e sensivel (KAPPUS, 1985), porém, o teste ndo é especifico
para 0 MDA, pois outras substancias também reagem com este composto, como, por
exemplo, alcanos, alcenos, alcadienos e aldeidos. Metais de transicdo e acucares (glicose e
sacarose) também interferem na reacdo (ESTERBAUER et al., 1984).

O ensaio do branqueamento do B-caroteno é baseado no branqueamento competitivo

do B-caroteno durante a autoxidagdo do acido linoléico em emulsdo aquosa monitorada como
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0 decaimento da absorbancia na regido do visivel (MILLER, 1971). A adi¢do de uma amostra
contendo antioxidantes individuais (VON GADOV, JOUBERT e HANSMANN, 1997) ou
extratos naturais (MOURE et al., 2000) reduz o decaimento da absorbancia do B-caroteno
(ROGINSKY e LISSI, 2005). Este método fornece um percentual da inibicdo do
branqueamento do PB-caroteno em relagdo a um controle sem antioxidante. E um método
simples, sensivel, mas ndo especifico (substancias oxidantes ou redutoras interferem no
ensaio) (FRANKEL, 1994). A cooxidacdo do B-caroteno é normalmente efetuada hum meio
emulsionado, o que origina muitas vezes falta de reprodutibilidade dos valores de absorbancia
medidos. Acresce ainda a dificuldade de interpretacdo dos resultados devida a interacdo do p-
caroteno com o oxigénio (BERSET e CUVELIER, 1996; VON GADOW, JOUBERT e
HANSMANN, 1997). Apesar dos inconvenientes referidos, o0 método ¢ amplamente usado.
Como ndo recorre a altas temperaturas, permite a determinacdo do poder antioxidante de
compostos termossensiveis e a avaliacdo qualitativa da eficacia antioxidante de extratos
vegetais (BERSET e CUVELIER, 1996).
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Caracterizacao fisico-quimica de variedades de amora-preta da regido sul do Brasil
Physicochemical characterization of blackberry from the Southern Region of Brazil

Gabriela Elisa Hirsch'; Elizete Maria Pesamosca Facco'; Daniele Bobrowski Rodrigues':

Marcia Vizzotto': Tatiana Emanuelli""”

Resumo

A amora-preta (Rubus sp.) € uma fruta cuja exploracdo comercial esta iniciando no
Brasil. Seu cultivo iniciou na década de 70 e vem aumentando com a introducédo e adaptacédo
de novas cultivares. Porém, pouco se conhece sobre as disparidades geradas na composicéo e
nas caracteristicas das frutas dessas novas plantas. O objetivo deste trabalho foi avaliar as
caracteristicas fisico-quimicas de diferentes cultivares (Tupy, Guarani e Cherokee) e selecoes
(02/96, 07/001 e 03/001) de amora, que estdo sendo estudadas para originar cultivares
adaptadas a regido Sul do Brasil. Foram analisados a cor objetiva (CIELab), solidos solGveis
totais (SST), pH, acidez total titulavel composicdo centesimal e acidos graxos de amoras. As
frutas apresentaram umidade entre 84,8 e 90,3%; proteina entre 0,09 e 0,14%, fibra alimentar
entre 5,8 e 5,5%, gordura entre 0,15 e 0,30% e cinzas entre 0,27 e 0,49%. A selecdo 02/96
apresentou menor teor de cinzas. Os SST variaram entre 7,3 a 10,2 °Brix, a acidez variou
entre 1,30 e 1,58% em &cido citrico e o pH entre 2,8 e 3,1. A selecdo 03/001 apresentou
menor valor de SST que as demais e menor tendéncia ao vermelho, mas maior intensidade de
cor gue a cultivar Tupy. Os acidos graxos encontrados em maior concentracdo foram o acido
palmitico (22-29%), oléico (13-32%) e linoléico (15-33%), com diferencas nas concentracées

entre os tipos de amora. As variedades de amora-preta avaliadas apresentaram bom valor
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nutricional com niveis de acucar e acidez adequados para a industrializacdo, e contém &cidos

graxos importantes para a manutengdo da salde.

Palavras-chave: Rubus sp., SST, cor, acidez total titulavel, composicdo centesimal, acidos

graxos.

Abstract

A blackberry (Rubus sp.) is a fruit whose commercial exploitation is starting in Brazil.
Its cultivation began in the 70's and is increasing with the introduction and adaptation of new
cultivars. However, little is known about the disparities in the composition and characteristics
of the fruit from these new plants. The objective of this study was to evaluate the
physicochemical characteristics of different cultivars (Tupy, Guarani and Cherokee) and
selections (02/96, 07/001 and 03/001) of blackberries, which are being studied to generate
cultivars adapted to Southern Region of Brazil. The objective color (CIELab), total soluble
solids (TSS), pH, total titrable acidity, proximate composition and fatty acids of blackberries
were evaluated. The fruit humidity ranged between 84.8 and 90.3%; protein between 0.09 and
0.14%, dietary fiber between 5.5 and 5.8%, fat between 0.15 and 0.30% and ash between 0.27
and 0.49%. Selection 02/96 had the lowest ash content. TSS ranged from 7.3 to 10.2 ° Brix,
acidity ranged between 1.30 and 1.58% citric acid and pH between 2.8 and 3.1. Selection
03/001 had the lowest TSS value and it also had lower redness, but higher color saturation
than Tupy cultivar. Selection 03/001 showed more intense color and bright. The fatty acids
found in higher concentration were palmitic (22-29%), oleic (13-32%) and linoleic acid (15-
33%), with differences in the concentration among blackberry genotpes. The varieties of
blackberry evaluated showed good nutritional value with sugar and acidity levels suitable for

industrialization. It also contained fatty acids important for maintaining health.
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Key words: Rubus sp., total soluble solids, color, total titrable acidity, proximate

composition, fatty acids.

INTRODUCAO

Pequenas frutas vém despertando a atencdo de pesquisadores, produtores e consumidores
por apresentarem, além de nutrientes béasicos, fibras, micronutrientes essenciais como
minerais e vitaminas, e diversos compostos secundarios de natureza fendlica (HARBONE &
WILLIAMS, 2000).

A amoreira-preta (Rubus sp.) é uma espécie arbustiva de porte ereto ou rasteiro, nativa
da Asia, Europa e America, bem adaptada a regides com inverno bem definido (MOORE,
1984). Ela produz frutos agregados com cerca de quatro a sete gramas, de coloracdo negra e
sabor &4cido a doce-4cido). E uma planta rdstica que apresenta baixo custo de producio,
facilidade de manejo e requer pouca utilizagdo de defensivos agricolas, sendo, por isso, uma
alternativa interessante para o cultivo na agricultura familiar (ANTUNES, 2002).

No Brasil, a cultura da amora-preta foi introduzida pela Estacdo Experimental de Pelotas,
atual Embrapa Clima Temperado, no Rio Grande do Sul, na década de 70, e desde entdo seu
cultivo vem crescendo nos Estados do Rio Grande do Sul, S&o Paulo e Minas Gerais, com a
introducdo e adaptacdo de novas cultivares (ANTUNES, 2002). As amoras estdo disponiveis
na forma fresca (in natura) e também congeladas e processadas termicamente na forma de
geléias, sucos, polpa, entre outros produtos (ANTUNES, 2002; MOTA, 2006).

Existem inGmeras cultivares de amoreira-preta, mas as selecionadas no Brasil sdo Tupy,
Guarani, Negrita, Caingangue e Ebano (ANTUNES, 2002). As cultivares Tupy e Guarani sio
recomendadas para o consumo in natura pelo fato de apresentarem baixa acidez, sendo que a
Guarani também é recomendada para industrializacdo (SANTOS & RASEIRA, 1988). Ja a
Cherokee, selecionada nos EUA, exige clima frio para se desenvolver (RASEIRA et al.,

1984).
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A amoreira-preta apresenta frutas de alta qualidade nutricional e valor econdémico
significativo (ANTUNES, 2002a). Elas séo ricas em vitamina C e contém em torno de 85%
de &gua, 10% de carboidratos, elevado conteido de minerais, vitaminas do complexo B e A,
além de ser fonte de compostos funcionais, como &cido elagico e antocianinas. Também € rica
em fibras e &cido félico (ANTUNES et al., 2002b; MORENO-ALVAREZ et al., 2002). A
fruta da amoreira contém ainda &cidos graxos essenciais, como o linoléico e o linolénico.
Esses compostos devem ser obtidos através da dieta e sdo importantes para regular varias
fungdes do corpo, incluindo pressdo arterial, viscosidade sanguinea, imunidade e resposta
inflamatoria (PAWLOSKY et al., 1996).

Além disso, o cultivo da amora vem sendo incentivado em funcdo do potencial para a
comercializacdo e industrializacdo. No entanto, pouco se conhece sobre o valor nutricional, e
parametros de qualidade das diferentes variedades de amora que estdo
desenvolvidas/introduzidas no Brasil. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi comparar
as caracteristicas fisico-quimicas de cultivares de amora-preta ja difundidas no Brasil, com

selecdes que estdo sendo desenvolvidas na Embrapa Clima Temperado (Pelotas, RS).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados frutos de amoreira (Rubus sp.) das cultivares Guarani, Cherokee e
Tupy e das selecBes 02/96, 03/001 e 07/001 produzidos na Emprapa Clima Temperado, em
Pelotas (RS; 31°40°47°°S, 52°26°24°°0, 60 m)). Foram coletados dois lotes independentes de
cada cultivar e trés lotes independentes de cada sele¢do (aproximadamente 400g cada) de
frutas no ano de 2007. Cada lote era uma mistura de frutos completamente maduros colhidos
de diversas plantas. As amostras foram trituradas integralmente em multiprocessador e apos,
armazenadas a -20°C até o momento das analises.

A gordura foi quantificada gravimetricamente ap0os extracdo com cloroférmio e metanol

(BLIGH & DYER, 1959). Os demais parametros da composi¢cdo centesimal foram avaliados
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através dos métodos preconizados pela AOAC (1995), incluindo a andlise de umidade em
estufa a vacuo e fibra alimentar total por método enziméatico-gravimétrico. Os solidos sollveis
totais foram analisados utilizando-se refratometro de Brix (AOAC, 1995). Foram realizadas as
analises de pH (AOAC, 1995) e acidez total titulavel (AOAC, 1995), pardmetros
regulamentados na legislacdo brasileira (BRASIL, 1999) como norma para producdo da
polpa, além da analise de cor. A cor foi avaliada objetivamente pela reflectancia no espaco de
cor CIELab usando colorimetro Minolta CR-300, com iluminante padrdo D65 e angulo de
observacdo de 2°. Os parametros de cor indicam a luminosidade (L*) e a cromaticidade da
amostra (+a* direcdo para o vermelho, -a* direcdo para o verde, +b* direcdo para o amarelo e
—b* direcéo para o azul). O croma (C*) expressa a saturacdo ou intensidade da cor, enquanto
0 angulo de matiz (H) indica a cor observavel e é definido como iniciando no eixo +a*, em
graus, onde 0° é +a" (vermelho), 90° é +b~ (amarelo), 180° é -a” (verde), e 270° é -b” (azul).
Para a analise de cor, foram colocados em uma placa de Petri 40mL de amostra triturada,
sendo realizadas 3 leituras seqiienciais de cada amostra, com homogeneizacdo manual da
amostra entre as leituras.

A gordura extraida segundo BLIGH & DYER (1959) foi submetida a metilacdo dos
acidos graxos segundo HARTMAN & LAGO (1973). A composicdo de acidos graxos foi
determinada em cromatdgrafo gasoso Agilent Technologies 6890N, com detector de
ionizacdo em chama, injetor split operando em razdo de 50:1 e coluna capilar DB-23 (60m x
0,25mm x 0,25um, Agilent). Os pardmetros de operacdo foram: temperatura do injetor 250°C;
temperatura da coluna 140°C por 5 min e programada ao aumento de 4°C/min até atingir
240°C, permanecendo estavel por mais 5 min, e temperatura do detector 280°C. Para a
identificacdo dos acidos graxos foi realizada a comparacédo dos tempos de retencdo dos picos
dos cromatogramas das amostras com padrdes de ésteres metilicos (Supelco 37-component

FAME Mix).
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O delineamento experimental foi inteiramente casualisado com seis grupos e 2 a 3
repetices por grupo. Os dados foram avaliados estatisticamente por anélise de variancia de

uma via, seguida do teste de Tukey a um nivel de confianca de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de pH das amoras-pretas ficaram na faixa entre 2,78 e 3,08, ndo havendo
diferenca significativa entre os distintos genotipos (Tabela 1). Independente do gendtipo, a
amora-preta apresentou valores de pH baixos, conforme esperado, devido as suas
caracteristicas naturais de sabor acido a doce-acido. Esta € uma caracteristica desejavel para a
industrializacdo da fruta. Segundo a CETEC (1985), o pH 6timo para a formacgéo do gel, na
fabricacdo de geléias, ¢ de 3,0 a 3,2. Assim, as amoras avaliadas sdo propicias para a
industrializacdo, pois dispensam o uso de acidulantes na fabricacdo de geléias, o que reduzira
os custos. NAUMANN & WITTENBURG (1980) observaram consideravel diminuicdo de
acido citrico em frutas de quatro cultivares de amoreira-preta, que foi atribuida a elevacdo da
temperatura em pré-colheita. A manutencdo da acidez do fruto € importante porque garante
sabor e odor ao produto (CHITARRA & CHITARRA, 1990). Os valores de pH encontrados
no presente estudo sdo um pouco inferiores aos relatados para os cultivares Guarani, Tupy e
Cherokee, obtidos do banco de germoplasma da Estacdo Experimental da EPAMIG em

Caldas, Minas Gerais, que foram 3,38, 3,26 e 3,39, respectivamente (MOTA, 2006).

O teor de SST das amostras, que é um indicativo do teor de acUcares, variou entre 7,3 e
10,2 °Brix, sendo que a selecdo 03/001 apresentou valor significativamente inferior ao das
cultivares Tupy e Guarani e ao da selecdo 07/001 (Tabela 1). Isso pode ser explicado pelas
diferentes caracteristicas de cada cultivar. HASSIMOTO et al. (2008) encontraram valores de
SST levemente menores do que os deste estudo para as cultivares Tupy e Guarani (6,9 e 9,2
°Brix), que pode estar relacionado a diferencas nas caracteristicas climaticas da regido de

cultivo (Caldas, MG).
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A acidez e o teor de acucar sdo dois importantes parametros utilizados como referéncia
para classificar as polpas para a producdo de sucos. As amoras avaliadas neste estudo se
mostraram boas matérias-primas para a fabricacdo de sucos e polpas, com acidez entre 1,30%
a 1,58% de acido citrico, sem diferenca significativa entre as amostras (Tabela 1).

A amora-preta apresenta alto contetdo de agua, o que foi confirmado pelos resultados
encontrados para as diferentes variedades de amora, que apresentaram valores entre 84,8% e
90,3%, sem diferenca significativa entre as amostras (Tabela 1). Em consequéncia disso, para
as demais determinacBes encontraram-se valores menores. Os valores de proteina e fibra
alimentar, neste estudo, foram de 0,09 a 0,14% e 5,5 a 5,8%, sem diferencas significativas
entre as amostras. Diferente do observado para proteinas, fibra e umidade, o contetdo de
cinzas apresentou variagdo significativa entre as amostras, indicando diferengas no conteudo
de minerais. A selecdo 02/96 apresentou menor conteldo de cinzas que todas as demais
amostras, com excecdo da selecdo 03/001, enquanto a selecdo 03/001 apresentou menor
conteddo de cinzas que a cultivar Guarani. A gordura total apresentou-se com valores baixos,
variando entre 0,15% a 0,30%, sem diferenca significativa entre as amostras.

A cor € um importante parametro para produtores e consumidores, pois indica se o fruto
apresenta ou nao as condicdes ideais para comercializacdo e consumo. Porém, a cor, na
maioria dos casos, nao contribui para um aumento efetivo no valor nutritivo ou qualidade do
produto (CHITARRA & CHITARRA, 1990). Mas, em geral, consumidores tém preferéncia
por frutos de cor forte e brilhante. Em relacdo ao ponto de colheita, este é determinado
quando o fruto estiver totalmente preto, devendo a colheita ser realizada a cada dois a trés dias
(BASSOLS, 1980; RASEIRA et al., 1984). Na avaliacdo de cor, utilizando-se colorimetro
Minolta, segundo TOSUN et al. (2008), a luminosidade (L*) diminui com o amadurecimento
dos frutos de amora-preta, indicando que a cor fica mais intensa ou escura. O aparecimento da

cor purpura pode estar relacionado, também, com a grande quantidade de compostos fendlicos
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presentes na amora-preta. Valores de H mais proximos de 0 indicam frutos com maior
tendéncia ao vermelho, enquanto valores de H mais préximos de 90 indicam frutos com maior
tendéncia ao amarelo. Os valores de croma indicam a intensidade da cor, ou seja, valores
maiores indicam amostras com cores mais intensas. Em todos os parametros de cor avaliados,
com excecdo de L*, a selecdo 03/001 apresentou valores significativamente superiores aos da
cultivar Tupy, ndo tendo sido observadas outras diferencas entre as amostras (Tabela 2).
Entdo, as amostras da selecdo 03/001 apresentaram menor tendéncia ao vermelho (maior valor
H), mas maior intensidade de cor (maior C) que as de Tupy, 0 que possivelmente aumentaria

a sua aceitacdo pelos consumidores.

Segundo AITZETMULLER (1993), os acidos graxos predominantes nas plantas sdo o
acido palmitico (16:0), estearico (18:0), oleico (18:1n9), linoléico (18:2n6) e o &cido alfa-
linolénico (18:3n3). Na analise dos &cidos graxos das diferentes selecBes e cultivares de
amora-preta (Rubus sp.) deste estudo, foram encontrados seis acidos graxos (acido miristico,
palmitico, estearico, oléico, linoléico e linolénico). O &cido linoléico foi o acido graxo
predominante encontrado em diferentes gendtipos de amora-preta da Turquia (SEZAI &
ORHAN, 2008). Resultados semelhantes foram encontrados no presente estudo, onde este foi
0 acido graxo predominante nas amostras, juntamente com o acido oléico e o palmitico
(Tabela 3). As analises das diferentes selecdes e cultivares de amora-preta mostraram que a
predominancia de acidos graxos variou conforme a amostra. As selecdes 07/001 e 02/96
apresentaram maior concentracao de acido linoléico do que as cultivares Guarani e Cherokee,
enquanto que a selecdo 03/001 e cultivar Tupy mostraram quantidades intermediarias deste
acido graxo. Consequentemente, o acido oléico apresentou menor concentracdo nas selecdes
em relacdo as cultivares Guarani e Cherokee. Este Gltimo &cido graxo é considerado favoravel
para a saude, sendo que dietas que apresentam quantidades elevadas de acidos graxos

monoinsaturados, como o &cido oléico, sdo capazes de reduzir a concentracdo de colesterol
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plasmatico, de LDL e de triglicerideos (KRIS-ETHERTON et al, 1999), e a substituicdo de
acidos graxos saturados por acidos graxos insaturados com configuracao cis reduz o risco de
doencas cardiovasculares (MENSINK et al. 2003). Essas diferengas nas concentragdes dos
acidos oléico e linoléico na amora-preta podem estar relacionadas ao genotipo das variedades.
Para os demais acidos graxos ndo foram encontradas diferencas significativas entre as

amostras.

CONCLUSAO
As cultivares e selegdes de amora-preta (Rubus sp.) avaliadas apresentaram bom valor
nutricional, destacando-se pelo contetdo de acucares e fibra alimentar, podendo ser usada
como fonte destes nutrientes, na forma in natura. As amoras-pretas avaliadas apresentaram
bastante semelhanca entre si em relacdo ao conteddo de nutrientes, com excecdo do teor de
minerais, que foi inferior nas sele¢des 02/96 e 03/001. A analise dos acidos graxos mostrou
que a amora-preta € um alimento onde se encontram acidos graxos importantes para a saude,
principalmente nas cultivares Guarani e Cherokee que apresentaram maior concentracdo de
acido oléico. Porém, como a amora apresenta baixa concentracdo de gordura, ndo poderia ser
considerada uma fonte desses acidos graxos para a dieta humana.
A selecdo 03/001 apresentou menor tendéncia ao vermelho e maior intensidade de cor, o
que poderia aumentar a aceitacdo da fruta pelo consumidor, j4 que este € um importante
parametro avaliado pelos mesmos. Além disso, as amoras avaliadas apresentaram alta acidez,

sendo propicias para a fabricacdo de geléias.
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Tabela 1. Composicao, acidez, pH e sélidos soluveis totais das amostras de amora-preta (Rubus

sp.)

Amostra de amora Tupy Guarani Cherokee Sel 02/96 Sel 07/001 Sel 03/001
Proteina (%) 0,09®+0,07 013+0,02 0,10+0,06 009+0,05 0,13+0,01 0,14%0,02
Umidade (%) 89,0°+04  86,1+04 90,3 #1,8 848+20 87,608 89,2 +0,4
Cinzas (%) 0,41 +0,02 0,49*°+0,02 0,46 +0,02 0,27°+0,00 0,44®+0,03 0,38" +0,03
Fibra (%) 57"+0,0 5,7+0,0 55+0,1 5,5+0,0 58+0,1 56+0,1
Gordura (%) 0,15 +0,13 0,22+0,00 0,24+0,01 030%0,11 021+001 0,16+0,04
Acidez 1,56 +0,07 158+004 154+009  1,34+0,00 1,34+0,00 1,30 +0,03
(% &cido citrico)

pH 3,06 +0,16 2,83+0,11 2,78+0,16  3,08+0,09 3,00+024 280%0,17
SST (°Brix) 10,1°+0,3  10,2°+0,4  84®+0.2 9,6°+1,2 9,9°+1,0 73°+05

Os resultados s@o a médiatdesvio padrdo de 2 a 3 lotes independentes. Os valores que nao

possuem pelo menos uma letra em comum na mesma linha séo significativamente diferentes

(p<0,05). ns= ndo significativo.
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Amostras de L* a* b* Croma Angulo de matiz
amora (H)

Tupy 275+11 187°+31 45°+14 19,2°+33 13,2°+2,0
Guarani 297+23 22605 59°+08 227°+16 14,9*° +1,0
Cherokee 291+16 204*+06 52°+16 21,0°%0,7 14,3* +0,0
Sel 02/96 289+20 22426 65°+12 230°+33 16,0 + 1,1
Sel 07/001 287+24 236048 73°+26 247°+53 16,8 + 2,4
Sel 03/001 314+18 30,8+30 11,2+19 328+35 19,82+ 1,5

Os resultados sé@o a média + desvio padrdo de 2 a 3 lotes independentes. Os valores que nédo
possuem pelo menos uma letra em comum na mesma coluna séo significativamente diferentes
(p<0,05). L*: luminosidade; a*: tendéncia ao vermelho; b*: tendéncia ao amarelo, croma:

intensidade da cor e H: angulo de matiz ou cor observavel. ns= ndo significativo.
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Tabela 3. Composi¢do dos &cidos graxos (% do total de &cidos graxos) de amostras de amora-

preta (Rubus sp.)

Amostras C14:0 C16:0 C18:0 C18:1n9c C18:2n6¢ C18:3n3 NI

de amora

Tupy 2,7+08™ 289+10° 58%+28 20,7°+33 248"°+26 159°+31 12"+18
Guarani 25+01 220+3,0 6,0+05 31,82+29 153°+03 182+1.2 40+1,7

Cherokee 3,004 245+138 58+0,4 294°+05 19,1°°+46 150%21 3,2+45
Sel 02/96 33+04 27,8+0,4 59+03 159°°+14 324°+01 14,716 0,000
Sel 07/001 2,6+0,8 26,1+0,2 6,1+01 13,1°+00 32,8°+0,1 193+11 0,000

Sel 03/001 1,0+15 256+3,4 6,0+09 184°°+0,3 26,6*°+30 18,0+0,1 44 +62

Os resultados sdo a média + desvio padrdo de 2 a 3 lotes independentes. Os valores que ndo
possuem pelo menos uma letra em comum na mesma coluna séo significativamente diferentes
(p<0,05). C14:0= acido miristico; C16:0= acido palmitico; C18:0= &cido estearico; C18:1n9c=
acido oleico; C18:2n6c= 4acido linoléico; C18:3n3= acido linolénico; NI= compostos nédo

identificados; ns= ndo significativo.
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Abstract

The antioxidant activity and bioactive compounds of extracts from different blackberry
fruit genotypes from the major Brazilian producer region (three cultivars and four selections)
were evaluated and compared to the Cherokee cultivar. Four different antioxidant assays were
conducted to assess the antioxidant activity of both phenolic and anthocyanic fruit extracts.
Regarding the phenolic extracts, selections 02/96 and 07/001 had higher antioxidant activity
than the cultivars in most assays, and this activity was partially correlated to the higher
amount of total phenolics in these samples. Thus, the phenolic compounds are probably the
major responsible for the antioxidant activity in the diphenyl-2-picrylhydrazyl radical
scavenging assay (DPPH), ferric-reducing antioxidant power assay (FRAP) and thiobarbituric
acid reactive substances assay (TBARS). Quercetin seems to be responsible for the
antioxidant activity of blackberry phenolic extracts in the B-carotene bleaching assay.
Concerning the anthocyanic extracts, selection 02/96 and Tupy and Cherokee cultivars from
harvest 2007 had higher antioxidant activity than the other genotypes in most assays.
Anthocyanins appear to be the major responsible for the antioxidant activity of anthocyanic
extracts in the DPPH and FRAP assays, although ascorbic acid also contributed to the DPPH
antioxidant activity. It was not possible to identify the compound responsible for the TBARS
antioxidant activity of anthocyanic extracts. Our results revealed that the new blackberry
selections developed by Embrapa, especially selection 02/96 appears to have higher
antioxidant activity than the commercial cultivars cultivated in the southern Brazil. Thus, this

selection appears to be promising for nutritional and health purposes.

Keywords: anthocyanic extract, phenolic extract, antioxidant activity, phenolic compounds,

anthocyanins, ascorbic acid.
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1. Introduction

Blackberry belongs to the Rosaceae family and is classified in the Rubus genus
(Jennings et al., 1990). Despite being native from Asia, Europe, North and South America, it
grows only in specific regions, because most blackberry species are not adapted to regions
with mild winter (Moore, 1984). In Brazil, blackberry crop was introduced in the 70s by the
Brazilian Agricultural Research Corporation (Embrapa) Temperate Climate (Antunes, 2002).
Thereafter, Embrapa has conducted a genetic improvement program that developed various
blackberry cultivars adapted to the Southern Region of Brazil, including Guarani,
Caingangue, Xavante and Tupy. This last one ranks among the most influential fresh market
blackberry varieties, because it is cultivated in Brazil and in Mexico, where it is largely
exported to the USA. Due to its adequate climate characteristics (temperate climate) Rio
Grande do Sul was the first State in Brazil to produce blackberries and it is still the major one
(Antunes, 2002).

Blackberry fruits are good sources of natural antioxidants and possess potent
antioxidant activity (Koca and Karadeniz, 2009). Their extracts are rich in secondary
metabolites such as anthocyanins and phenolic acids (Wang and Lin, 2000), but little is
known about the presence and antioxidant activity of these compounds in genotypes adapted
and grown in the Rio Grande do Sul state (Brazil).

Phenolic compounds or polyphenols constitute a large and heterogeneous group of
substances that have antioxidant activity (Bravo, 1998). Polyphenols and particularly
flavonoids have the ideal structure for scavenging free radicals and are considered more
effective antioxidants than vitamins C and E. Flavonoids are the largest group of polyphenols
found in foods (Scalbert and Williamson, 2000). Anthocyanins are flavonoid compounds that
confer various shades between orange, red and blue, exhibited by fruits, vegetables, flowers,

leaves and roots. These pigments are particularly abundant in red fruits, such as blackberries
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(Wu et al., 2006). Anthocyanins are widely studied because of their antioxidant effects and
potential benefits for human health, as shown in a number of in vitro and in vivo studies
(Mazza and Miniati, 1993; Ké&hkonen and Heinonen, 2003). In addition to phenolic
compounds, vitamin C, which includes all compounds exhibiting the biological activity of
ascorbic acid, is one of the most important antioxidants supplied by fruits and vegetables
(Odriozola-Serrano et al., 2007).

Recent studies suggest that the regular consumption of blackberries may contribute to
an important intake of antioxidant polyphenols (Hassimotto et al., 2008). However, the
antioxidant activity of fruits and vegetables varies considerably. Differences in the antioxidant
activity among cultivars may be explained by genotype (Howard et al., 2003), growing
temperature (Wang and Zheng, 2001), growing season, maturity at harvest, environmental
stress, and other factors (Reverberi et al., 2001; Kirakosyan et al., 2004). Although many
studies evaluated the phenolic content or the antioxidant activity of blackberries (Dugo et al.,
2001; Siriwoharn et al., 2004; Seeram et al., 2006; Elisia et al., 2007; Ochmian et al., 2009;
Cuevas-Rodriguez et al., 2010), a lower number of studies correlated the antioxidant activity
of blackberries (Rubus sp.) with their content of bioactive compounds (Cho et al., 2005;
Wang et al, 2008; Koca and Karadeniz, 2009; Sariburun et al., 2010). The only study with this
approach on Brazilian blackberry genotypes evaluated fruits grown in a tropical climate
region, which is not the major producer region (Hassimotto et al., 2008). In addition, to our
knowledge there is no study on the antioxidant activity or bioactive compounds in
blackberries (Rubus sp.) grown in the major Brazilian producer region, which has a temperate
climate (Rio Grande do Sul state).

The knowledge on the antioxidant activity and content of bioactive compounds in
different fruit genotypes may be useful for genetic improvement programs to select those

varieties with higher nutritional value. Thus, the objective of this study was to evaluate the
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antioxidant activity and bioactive compounds of extracts from blackberry fruit genotypes
produced in the state of Rio Grande do Sul. The fruits were from cultivars and selections
developed at Embrapa Temperate Climate (RS, Brazil) and are being studied to yield cultivars
adapted to the Southern region of Brazil. For comparison purposes we also evaluated the

Cherokee cultivar.

2. Material and Methods

2.1. Reagents

6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (trolox), 2,2-diphenyl-2-
picrylhydrazyl hydrate (DPPH), 2,4,6-tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine (TPTZ), Folin—Ciocalteu
reagent, gallic acid, beta-carotene, linoleic acid, ellagic acid and ascorbic acid were obtained
from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Quercetin was from Jassem Chemical

(Beerse, Belgium). Vanillic acid was from Fluka Chemical (Buchs, Switzerland).

2.2. Fruit samples

Samples of blackberry (Rubus sp.) cultivars Guarani, Cherokee and Tupy and Embrapa
selections 03/001, 07/001 and 02/96 from the harvest 2007 and samples of cultivars Xavante
and Cherokee and Embrapa selection 99 from harvest 2009 were collected at Embrapa
Temperate Climate (Pelotas, Rio Grande do Sul, Brazil; 31°40°47°’S, 52°26°24°W, 60 m).
Only the Cherokee genotype is not originary from Brazil, but it is widely adapted to the Rio
Grande do Sul state. Each sample lot was a mixture of completely ripe fruits from various
plants of the same genotype. Three independent lots were collected, frozen at -18 °C and
transported to the Federal University of Santa Maria. The fruits were fully homogenized in a

home multiprocessor and stored at -18 °C until analysis.
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2.3. Determination of phenolic content

The extraction of phenolic compounds followed the method of Escarpa and Gonzélez
(2001) with some modifications as described by Pellegrini et al. (2007). The homogenized
sample (4 g) was extracted in an ultrasonic bath at room temperature in the absence of light
with an aqueous solution consisting of 800 mL methanol and 50 mL formic acid per liter. The
samples were sequentially extracted with 6 mL of solvent for 1h, 6 mL for 30 min and 3 mL
for 30 min. After each extraction, the extracts were filtered under vacuum. The combined
filtrate was brought to a final volume of 25 mL with the solvent and stored at -18 °C until
required for analysis.

Total phenolic content of extracts was determined using the method of Singleton and
Rossi (1965) using Folin-Ciocalteu reagent at 740 nm. Gallic acid was used as a standard for
the calibration curve. The amount of total phenolic compounds was calculated and expressed
as g of gallic acid equivalent per 100 g fruit.

To determine the composition of phenolics the phenolic extracts were centrifuged at 2,500
x g and the supernatants were analyzed by HPLC using a Luna C18(2) 100 A (250 x 4.60 mm,
particle size 3 pum) column (Phenomonex, Torrance, CA, USA) equipped with a C18
Bondapak 125A (particle size 37-55 um) (Waters, Milford, MA, USA) guard column and a
Waters HPLC system (2695 model) with a photodiode array detector (Waters 996 Series).
The chromatographic conditions were: 0.5 mL/min flow rate, 10 uL injection volume and
mobile phase comprised of solvent A, 0.5% formic acid (pH 2.4), and solvent B, 100%
acetonitrile. The elution profile was 0 min, 10% B; 1-30 min, linear gradient from 10% to
30% B; 30-55 min, linear gradient from 30% to 100% B, 55-66 min, 100% B; followed over 8
minutes to return the initial conditions (10% B). The detection wavelength was 371 nm. The

identification of compounds was performed by the combined use of chromatographic
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behavior, co-chromatography with authentic standards and DAD spectra with authentic
standards. Quantification of quercetin was achieved using a calibration curve with seven
concentrations (R°=0.996). The limit of quantification (LOQ) for quercetin was 190.0 ug/100

g fruit and the limit of detection (LOD) was 62.7 ug/100 g fruit.

2.4. Determination of anthocyanin content

The extraction of anthocyanins was performed as described by Lees and Francis (1972).
The fruits were homogenized in the extracting solvent containing 95% ethanol and 1.5 N HCI
85:15 v/v. The proportion sample/extracting solvent was 0.8 g/mL. The sample was stored for
12 h at 4 °C, filtered under vacuum and the residue was exhaustingly washed with the
extracting solvent for complete removal of pigments. The filtrates were collected in a
volumetric flask, brought to 50 mL with the extracting solvent, left to stand in the absence of
light for 2 h at room temperature and the absorbance was measured at 535 nm. Total

anthocyanin content was calculated using the extinction coefficient ¢!*= 98.2 at 535 nm.

2.6. Determination of ascorbic acid

The ascorbic acid content of sample extracts was assessed as described by Sanchez-
Mata et al. (1999) with some modifications. Extracts of total phenolics and anthocyanins were
filtered through a 0.22 um Millipore filter (Bedford, Md., USA) and 10 uL sample were
analyzed using an Intralab HPLC system (5100 model) coupled to an UV-visible detector
(Intralab 5100) and reverse phase Microsorb - MW C18 column (4.6 x 250 mm, particle size
5 um) (Varian). The flow rate was 0.9 mL/min (isocratic gradient) and the mobile phase was a
solution of sulfuric acid 0.01% in Milli-Q water (final pH 2.8). The total run time was 8 min
and the wavelength of detection was set at 245 nm. Quantification of ascorbic acid was

achieved using a calibration curve with 7 concentrations of ascorbic acid (R?=0.999). The
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limit of quantification (LOQ) for ascorbic acid was 34.7 ug/100 g fruit and the limit of

detection (LOD) was 7.4 pg/100 g fruit.

2.7. Evaluation of antioxidant activity

Four different methods were used to evaluate the antioxidant activity of phenolic and
anthocyanic extracts from blackberries. Since the anthocyanic extracts had a purple color,
appropriate blank tubes were conducted containing the extracts to check if it would mask the
spectrophotometric measurements of antioxidant activity. At the extract concentrations
evaluated only the B-carotene bleaching assay was affected. Thus, this assay was not

performed for the anthocyanic extracts.

2.7.1. DPPH radical scavenging assay

A DPPH stable solution was used for determination of the total antioxidant activity of
extracts according to Brand-Williams et al. (1995). DPPH solution was previously diluted
until 1.10 + 0.02 absorbance at 515 nm was obtained. The extract (0.05 mL) was mixed with
1.9 mL diluted methanolic DPPH solution. The antiradical power of the different extracts was
determined by measuring the decrease of DPPH absorbance against a blank. Trolox was used
as standard for the calibration curve and the results were expressed as mmol trolox

equivalents/100 g fruit.

2.7.2. Ferric-reducing antioxidant power (FRAP) assay

The method of Benzie and Strain (1996) was used for FRAP assays. Fe**-TPTZ
solution was prepared by mixing 2.5 mL 10 mM TPTZ solution in 40 mM HCI, 2.5 mL 20
mM FeCl;.6H,0 and 25 mL 0.3 M acetate buffer at pH 3.6. The sample (40 uL) was mixed

with 1.2 mL of ferric-TPTZ reagent and incubated at 37 °C during 15 min. The absorbance of
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the colored complex formed with Fe?* and TPTZ was taken at 593 nm. Trolox was used as
standard for the calibration curve and the results were expressed as mmol trolox equivalents/

100 g fruit.

2.7.3. Betacarotene bleaching assay

The antioxidant activity of extracts was evaluated in a model system of substrate co-
oxidation: B-carotene/linoleic acid method (Miller, 1971). This method is based on the ability
of extracts to decrease the oxidative losses of f-carotene. Aliquots (100 pL) of the extract
were added to 2.9 mL of the p-carotene solution in a cuvette and mixed. The absorbance at
470 nm was measured immediately and after 2 hours of incubation at 50 °C. A control sample
with 100 pL extracting solution of total phenolics instead of the sample extract was also
analyzed for antioxidant activity. Antioxidant activity was calculated as percent inhibition

relative to the control.

2.7.4. Inhibition of lipid oxidation assessed by TBARS

The ability of extracts from blackberry to inhibit lipid oxidation in homogenates of fish
flesh was assessed as previously described (Moller et al., 1999; Kang et al., 2006) with some
modifications. Fish flesh was ground, mixed with distilled water (1:3 v/v) and homogenized
at 8,000 rpm for 30 s in an Ultra Turrax. Fish homogenate was mixed with different
concentrations of phenolic (0.5, 5.0, 50.0 or 60.0 pg of total phenolics/mL of fish
homogenate) or anthocyanic extracts (0.12, 1.2, 12.0 or 30.0 pg of total anthocyanins/mL of
fish homogenate). Blank tubes in which the vehicle of each extract type was added instead of
the extract were used as controls. Ferrous sulfate (0.2 mM) was added to all tubes to
accelerate the oxidation. Tubes were incubated at 50 °C for 90 min. After incubation, tubes

were centrifuged and the supernatant was used to determine lipid oxidation as 2-thiobarbituric
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acid reactive substances (TBARS) using the method described by Buege and Aust (1978).

The inhibition of lipid oxidation was calculated as percentage relative to control.

2.7.5. Calculation of the inhibitory concentration 50 (1Cs)

The 1Cs for B-carotene bleaching and lipid peroxidation (concentration inhibiting 50% of
reaction) was determined by non-linear regression analysis using GraphPad Prism Program
version 5.0, and compared by evaluating their confidence intervals. The 1Csy values were

expressed as pg of total phenolics or anthocyanins/mL of reaction assay medium.

2.8. Statistical analysis

All measurements were carried out in triplicate. Results were analyzed by one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s test when appropriate (p<0.05). The
relationship between antioxidant compounds (phenolics, quercetin, anthocyanins or ascorbic
acid) and antioxidant activity was evaluated by Pearson’s and partial correlations (p<0.05).

Statistical analyses were carried out using Statistica 6.0 (Copyright StatSoft, Inc 1984-2001).

3. Results

The antioxidant activity of blackberry fruits, determined by the FRAP and DPPH
assays, were expressed as equivalents of the standard antioxidant trolox, which is a
hydrosoluble analog of vitamin E. Phenolic extracts of selections 07/001 and 02/96 showed
the highest ferric reducing antioxidant power followed by Xavante cultivar > selection 99 =
selection 03/001 = Tupy > Guarani = Cherokee (p<0.05; Table 1). Selections 07/001 and
02/96 also showed the highest DPPH radical scavenging capacity followed by Guarani
cultivar, selection 03/001, selection 99, and Cherokee, while Tupy and Xavante cultivars had

the lowest scavenging capacity (p<0.05; Table 1). No significant difference was found



59

between Cherokee cultivars from harvest 2007 and 2009 in the FRAP or DPPH assays (Table
1).

The antioxidant activity of phenolic extracts was also assessed in the [-carotene
bleaching assay (Figure 1A). Two-way ANOVA revealed a significant phenolic concentration
X blackberry genotype interaction on the inhibition of B-carotene bleaching (p<0.05). The
oxidation of B-carotene was inhibited by all genotypes evaluated in a dose-dependent manner.
However, the extracts from Guarani and Xavante cultivars had the highest inhibitory potency
in this test (lower 1Cso values), followed by selection 07/001, selection 03/001, selection
02/96, Tupy and Cherokee 2007 cultivars (intermediate 1Csy values) (p<0.05; Table 1).
Cherokee 2009 and selection 99 had the lowest inhibitory potency in this test, with 1Cs values
significantly higher than Xavante and Guarani. There was no statistical difference in the p-
carotene bleaching assay between Cherokee fruits from harvest 2007 and 2009 (Table 1).

We also measured the ability of extracts from different genotypes of blackberry to
inhibit lipid oxidation in a fish flesh homogenate (Figure 1B), which was assessed as TBARS
formation. Two-way ANOVA also revealed a significant phenolic concentration x blackberry
genotype interaction on the inhibition of TBARS formation (p<0.05). The formation of
TBARS was inhibited by all genotypes evaluated in a dose-dependent manner. Selections
02/96 had the highest antioxidant activity in the TBARS assay (lowest I1Cs, value) followed
by selection 03/001 and 07/001. Tupy and selection 99 had the lowest antioxidant activity in
this test (p<0.05), whereas the other genotypes had intermediate activity (Table 1). Thus,
except for selection 99, the fruit cultivars showed lower antioxidant activities in the TBARS
assay than the fruit selections. There was no statistical difference in the TBARS formation
between Cherokee fruits from harvest 2007 and 2009 (Table 1).

As an effort to identify the major compounds responsible for the antioxidant activity

of phenolic extracts from blackberry genotypes we evaluated the extract composition and its
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correlation with the antioxidant activity. The total phenolic content was significantly different
among the genotypes evaluated (Table 2). The selections 07/001 and 02/96 had significantly
higher total phenolic content than selection 03/001, selection 99, Guarani, Cherokee and
Xavante cultivars, whereas Tupy cultivar had intermediate value (p<0.05). As observed in the
antioxidant assays, we found no significant difference in the total phenolic content between
Cherokee fruits from harvest 2007 and 20009.

In the HPLC analysis of the genotypes harvested at 2007 it was possible to identify
ellagic acid, vanillic acid, and quercetin, but ellagic acid and vanillic acid were found only at
trace amounts, for this reason only quercetin was quantified. In addition to these phenolic
compounds, other large peaks were found in the chromatogram, but unfortunately they could
not be identified (data not shown). Guarani cultivar had the highest concentration of quercetin
among the genotypes studied, whereas the Tupy cultivar showed intermediate levels that were
significantly higher than the other genotypes (Table 2; p<0.05).

In general, small amounts of ascorbic acid were found in the phenolic extracts from
blackberry genotypes (Table 2) and they were lower than the limit of quantification (LOQ =
34.7 pg/100 g fruit). However, it was possible to quantify the ascorbic acid content of
selection 99 and Xavante cultivar that were higher than the other genotypes (p<0.05; Table 2).

We found a positive correlation between total phenolic content and the antioxidant
activity assessed by the FRAP assay (r? =0.746; p<0.05) and DPPH assay (r? =0.785; p<0.05).
However, no significant correlation was found between quercetin content and the antioxidant
activity assessed by the DPPH or FRAP assays. Although no significant correlation was found
between total phenolic content and the antioxidant activity assessed by the p-carotene
bleaching method, there was a strong negative correlation between the content of quercetin
and the ICso values for p-carotene bleaching (r’ = -0.844; p<0.05). A significant negative

correlation was found between total phenolic content and the 1Csy values for the TBARS



61

assay (r? = -0.565; p<0.05). However, no significant correlation was found between quercetin
and 1Csq values for the TBARS assay. The ascorbic acid content of phenolic extracts had no
significant correlation with any of the antioxidant assays evaluated (p>0.05).

The antioxidant capacity of the anthocyanic extracts was evaluated only by the FRAP,
DPPH and TBARS assays (Table 3) because the intense color of these extracts interfered in
the B-carotene bleaching assay. In the FRAP assay, the selections 07/001, 03/001 and 02/96
and the Cherokee cultivar from 2007 harvest had greater ferric reducing power than the other
samples (p<0.05). Guarani, Tupy and Xavante cultivars had intermediate FRAP values, while
Cherokee 2009 had the lowest antioxidant power (p<0.05). Selection 99 had FRAP values
that were similar both to Cherokee and to the cultivars of the intermediate group. In the DPPH
assay, all extracts from the 2007 harvest year had greater antioxidant capacity than the
extracts from fruits harvested in 2009 (p<0.05).

Concerning the TBARS assay, two-way ANOVA revealed a significant anthocyanin
concentration x blackberry genotype interaction on the inhibition of TBARS formation in fish
flesh homogenates (p<0.05; Figure 2). The formation of TBARS was inhibited by all
genotypes evaluated in a dose-dependent manner. The genotypes of the 2009 harvest year
(Cherokee, Xavante and selection 99) had the greater potency to inhibit lipid oxidation in the
TBARS assay (lowest 1Csy values, p<0.05; Table 3). Cherokee 2007 and Tupy cultivars and
selection 02/96, had intermediate antioxidant activity, while Guarani cultivar and selections
07/001 and 03/001 had the lowest antioxidant activity in the TBARS assay (higher I1Cs value,
p<0.05; Table 3).

To identify some compounds responsible for the antioxidant activity of the
anthocyanic extracts we evaluated the anthocyanin and ascorbic acid content of the extracts
(Table 4) and its correlation with the antioxidant activity. Selection 07/001 had the highest

total anthocyanin content and the genotypes harvested in 2009 (Xavante and Cherokee
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cultivars and Selection 99) had the lowest content (p<0.05), whereas the other genotypes had
intermediate amounts (Table 4). Unlike the phenolic extracts, the anthocyanic extracts had
relevant amounts of ascorbic acid (Table 4). The anthocyanic extracts from Guarani, Tupy
and Cherokee 2007 cultivars had the highest levels of ascorbic acid, while all selections
(07/001, 03/001, 02/96 and 99) had intermediate values (p<0.05). Xavante and Cherokee
cultivars from harvest 2009 had the lowest amounts of ascorbic acid compared to the other
samples (p<0.05).

The DPPH values were positively correlated both to the total anthocyanins (r? = 0.921;
p<0.05) and ascorbic acid contents (r*> = 0.674; p<0.05). Since there was a tendency of a
significant correlation between total anthocyanins and ascorbic acid content (r? = 0.459; p=
0.055), we performed partial correlations between DPPH values and the content of these
compounds. Partial correlation revealed a positive correlation between DPPH and
anthocyanins controlling for the content of ascorbic acid (r> = 0.931; p<0.05) and also a
positive correlation between DPPH and ascorbic acid content controlling for the content of
anthocyanins (r* = 0.724; p<0.05). Unlike the DPPH, the FRAP values were only correlated to
the content of total anthocyanins (r* =0.728; p<0.05), whereas the antioxidant activity
assessed by the TBARS assay was not correlated to the compounds analyzed (total

anthocyanins and ascorbic acid).

4. Discussion

Because of multiple reaction characteristics and mechanisms, a single antioxidant
assay will not accurately reflect all antioxidants in a mixed or complex system (Antolovich et
al., 2002). Thus, the use of different antioxidant assays help to identify variations in the
response of the compounds extracted from fruits (Antolovich et al., 2002). For this reason,

four different antioxidant assays were conducted to clarify different aspects of the antioxidant
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capacity of phenolic extracts from blackberries of the major producer region of Brazil
(temperate climate region). The DPPH and FRAP assays are indicated as simple and rapid
methods for assessing the antioxidant activity of fruits and vegetables (Antolovich et al.,
2000; Bagetti et al., 2009; 2011). In the FRAP assay the antioxidant capacity is measured as
the ability to reduce F**-TPTZ complex to Fe**-TPTZ complex (Benzie and Strain, 1996),
whereas the DPPH assay involves a fast electron transfer process from phenolic compounds
to the DPPH radical (Brand-Williams et al., 1995; Martins et al., 2009). Despite some
differences, the FRAP and DPPH antioxidant assays of phenolic extracts showed similar
results, with selections 07/001 and 02/96 exhibiting the highest antioxidant capacity.

Although widely used in the screening of antioxidant compounds, the DPPH and
FRAP assays are conducted at conditions far from that found in food systems or in the human
body (pH, synthetic free radical, among other factors) (Antolovich et al., 2002). In contrast,
the B-carotene bleaching and the TBARS assays, are conducted at conditions more similar to
that found in food systems and thus give us a clearer idea of the antioxidant properties of the
compounds tested (Antolovich et al., 2002).

The B-carotene bleaching assay is based on the competitive bleaching of B-carotene
during the autoxidation of linoleic acid in aqueous emulsion monitored as the decay of f-
carotene absorbance in the visible region (Miller, 1971). The addition of an antioxidant
attenuates f-carotene bleaching (Moure et al., 2000). The phenolic extracts from Guarani and
Xavante cultivars had the highest inhibitory potency in this test (lower ICsq values), followed
by selection 07/001, selection 03/001, selection 02/96 and Tupy and Cherokee 2007 cultivars.
Hassimotto et al. (2008) did not find significant differences in the antioxidant activity among
different blackberry genotypes including Tupy and Guarani in the -carotene assay. However,
these authors evaluated only the effect of one fixed amount of the extract, which is not

appropriate to estimate and compare the inhibitory potency.
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We also measured the ability of phenolic extracts to inhibit iron-induced lipid
oxidation in a fish flesh homogenate, which was assessed as TBARS formation. Selections
02/96 and 03/001 had the highest antioxidant activity in the TBARS assay. In addition, except
for selection 99, the blackberry selections showed higher antioxidant activities in this assay
than the fruit cultivars. These data are interesting because the new selections developed by
Embrapa seem to have greater antioxidant potential.

No differences were found in the antioxidant activity of phenolic extracts between
Cherokee fruits from harvest 2007 and 2009, regardless of the antioxidant assay evaluated.

The ability to scavenge reactive oxygen species depends on the type of antioxidant.
Fruits contain many different antioxidant components (Wang et al., 1996) and their relative
quantities may also vary (Beekwilder et al., 2005), affecting the total antioxidant capacity of
fruits.

We found significant differences in the total phenolic content among the genotypes
evaluated, which can be explained by genetic differences. Other authors found lower phenolic
content in blackberries (about 0.21 g gallic acid/100 g), but they evaluated different genotypes
(Wang et al., 2008). Only Tupy, Guarani and Cherokee cultivars had been previously
evaluated. Tupy and Guarani cultivars, when grown in a tropical climate (central region of
Brazil), presented slightly lower phenolic content (0.37 and 0.43 g gallic acid/100 g of fruit,
respectively; Hassimoto et al., 2008) when compared to the results of the present study.
Similar results were found for Cherokee cultivars grown in Turkey that had 0.30 g gallic
acid/100 g fruit (Koca and Karadeniz, 2009). Thus, differences from previous studies may be
due to soil and climate differences. In fact climate changes were shown to affect the phenolic
content of blackberries (Reyes-Carmona et al., 2005). However, we found no significant

difference in the total phenolic content between Cherokee fruits from harvest 2007 and 2009.
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Similar results were found by Dai et al. (2009) who studied Hull blackberries from different
years.

Quercetin was the only phenolic compound identified at relevant amount in the
phenolic extracts of our blackberry samples. We found a wide variation in the amount of
quercetin in blackberries from different genotypes, as previously reported (Hassimotto et al.,
2008). Among the cultivars evaluated in the present study, only Tupy and Guarani had been
previously studied and showed higher quercetin values (7.8 and 13.3 mg per 100 g,
respectively; Hassimotto et al., 2008) than those found in this study. However, the amount of
quercetin found in our study is higher than that reported by the USDA database (2007) for
blackberry.

The phenolic extracts of blackberries from the temperate climate region of Brazil had
very low ascorbic acid levels. Accordingly, Hassimotto et al. (2008) found only the oxidized
form of vitamin C (L-dehydroascorbic acid) in Tupy and Guarani cultivars grown in a tropical
climate region of Brazil (Hassimotto et al., 2008). This finding was attributed to the fast
oxidation of vitamin C and absence of de novo synthesis of ascorbic acid during development
or ripening (Hassimotto et al., 2008).

Several authors demonstrated a strong positive correlation between total phenolic
content and the antioxidant capacity of fruits (Dai et al., 2009; Sariburn et al., 2010; Wang
and Lin, 2000; Reyes-Carmona, 2005; Vision et al., 1998; Bagetti et al., 2011) including
blackberries (Reyes-Carmona et al., 2005; Dai et al., 2009). The correlations found between
bioactive compounds and the antioxidant activity of phenolic extracts suggest that phenolic
compounds are the major responsible for the antioxidant activity in the DPPH, FRAP and
TBARS assays. However, quercetin which was the only phenolic compound that we could
identify and quantify seems not contribute to the antioxidant activity of the phenolic extracts

in these assays (no significant correlation). Thus, it is possible the other phenolic compounds
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that appeared to be at much higher concentration than quercetin in the chromatograms, but
could not be identified, are actually the major responsible for this activity.

The quercetin content of phenolic extracts was negatively correlated to the 1Cs values
for B-carotene bleaching, indicating that quercetin has a major contribution to this antioxidant
activity. Although quercetin is a phenolic compound no relationship was found between total
phenolic content and the antioxidant activity in the B-carotene bleaching assay, possibly
because other phenolic compounds that are quantified in the total phenolic assay, but were not
identified in HPLC analysis, have no effect on this assay. The antioxidant activity of
flavonoids is closely linked to its structure, such as the presence of an o-dihydroxy or catechol
group in the B ring, the conjugation of the B-ring to the 4-oxo group via the 2,3-double bond,
the 3- and 5- OH groups with the 4-oxo group (Silva et al., 2002). Quercetin shows all the
structural characteristics mentioned above, which may explain the high antioxidant capacity
of extracts of different genotypes of blackberry in the B-carotene bleaching system.

Regardless of the antioxidant assay evaluated ascorbic acid seems to play no role in
the antioxidant activity of phenolic extracts from blackberry genotypes, possibly due to its
very low concentration in the blackberry extracts.

The antioxidant capacity of the anthocyanic extracts was evaluated only by the FRAP,
DPPH and TBARS assays. In the FRAP assay, the selections 07/001, 03/001 and 02/96 and
the Cherokee cultivar from 2007 harvest had the greatest ferric reducing power. FRAP values
found were lower than those previously reported for commercial blackberry cultivars from
USA (Siriwoharn et al., 2004), which may be due to several factors such as the differences in
the method used to extract compounds, climatic or genetic differences because these authors
analyzed different genotypes. In the DPPH assay, all extracts from the harvest 2007 had
greater antioxidant capacity than the extracts from fruits harvested in 2009. In contrast, the

genotypes from the 2009 harvest year (Cherokee, Xavante and selection 99) had the greatest
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potency to inhibit lipid oxidation in the TBARS assay, followed by selection 02/96, Tupy and
Cherokee 2007 cultivars.

Several health benefits of purple fruits, including antioxidant effects, are linked to the
presence of anthocyanins (Ramirez et al., 2005; Dai et al., 2009). The presence and amount of
such pigments are related to various factors including the genotype (Howard et al., 2003),
growing temperature (Wang and Zheng, 2001), growing season, maturity at harvest and
environmental stress (Reyes-Carmona et al., 2005). Selection 07/001 had the highest total
anthocyanin content, followed by selections 03/001 and 02/96 and cultivars Guarani and
Tupy. Other authors found higher amounts of anthocyanins (116 - 792 mg/100 g fruit),
however, they studied other genotypes (Tosun et al., 2008) that were grown in different
regions (Hassimoto et al., 2008; Tosun et al., 2008) from ours. Different from the phenolic
extracts, the anthocyanic extracts had relevant amounts of ascorbic acid, especially those from
Guarani, Tupy and Cherokee 2007 cultivars.

The correlation tests revealed that anthocyanins are the major responsible for the
FRAP and DPPH antioxidant activity of the anthocyanic extracts from blackberries. In
addition, ascorbic acid also contributed to the DPPH antioxidant activity of these extracts. In
contrast, the antioxidant activity assessed by the TBARS assay had no relationship with total
anthocyanins or ascorbic acid content. The antioxidant potential of anthocyanins is affected
by differences in their structural characteristics (Zheng and Wang, 2003). Thus, differences in
the composition and antioxidant activity of anthocyanins among the various genotypes
evaluated could explain the absence of relationship between the total anthocyanin content and
the TBARS assay.

For most genotypes the antioxidant capacity (DPPH, FRAP and TBARS values) of
anthocyanic extracts were usually higher than that of the phenolic extracts. These data suggest

a greater involvement of anthocyanins in the antioxidant activity of blackberries. In addition,
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these results may be also related to the method of extraction, because the anthocyanic extract
was obtained after exhaustive extraction, which did not occur with the extraction of phenolic
compounds. Concerning the genotypes studied, the selection 02/96 showed one of the highest
antioxidant capacity assessed by the four different methods and was among the genotypes that

had higher content of total phenolics and anthocyanins.

5. Conclusion

Regarding the phenolic extracts, selections 02/96 and 07/001 had higher antioxidant
activity than the cultivars in most assays, and this activity was partially correlated to the
higher amount of total phenolics in these samples, indicating that phenolic compounds are
probably the major responsible for the antioxidant activity in the DPPH, FRAP and TBARS
assays. Quercetin seems to be responsible for the antioxidant activity of blackberry phenolic
extracts in the B-carotene bleaching assay. Concerning the anthocyanic extracts, selection
02/96, Tupy and Cherokee cultivars from harvest 2007 had higher antioxidant activity in most
assays. Anthocyanins appear to be the major responsible for the antioxidant activity of
anthocyanic extracts in the DPPH and FRAP assays, although ascorbic acid also contributed
to the DPPH antioxidant activity. It was not possible to identify the compound responsible for
the TBARS antioxidant activity of anthocyanic extracts. Our results revealed that blackberries
from different genotypes can be considered as good sources of bioactive compounds with
high antioxidant activity. The new blackberry selections developed by Embrapa, especially
selection 02/96 appears to have higher antioxidant activity than the commercial cultivars
cultivated in the southern Brazil. Thus, this selection appears to be promising for nutritional

and health purposes.
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Table 1
Antioxidant activity of blackberry phenolic extracts.
Samples Harvest FRAP DPPH ICso (g of phenolics/mL)

year (mmol trolox/100 g)  (mmol trolox/100 g) Betacarotene bleaching TBARS
Selection 07/001 2007 4.2+02% 0.81 + 0.05° 35%(2.0-6.1) 19.5"(10.8 — 35.3)
Selection 03/001 2007 2.8 +0.1° 0.22 +0.01 6.3 (3.0 — 13.3) 7.9 (4.5 -13.9)
Selection 02/96 2007 4.8 +0.1° 0.76 + 0.02° 5.5%(2.5 - 12.0) 1.0 (0.1-7.2)
Guarani 2007 1.7 +0.3° 0.47 +£0.01° 0.7°(0.5-1.0) 44.3%*(22.1 — 88.9)
Tupy 2007 2.8+0.2° 0.19 +0.02° 4.2% (1.6 - 11.3) 78.0% (40.2 — 151.4)
Cherokee 2007 1.8 +0.3¢ 0.20 + 0.02" 5.7% (2.0 — 16.0) 40.7* (21.7 - 76.2)
Cherokee 2009 1.6 +0.0° 0.24 +0.02 8.3* (3.9 — 17.5) 40.2*° (17.9 — 90.0)
Selection 99 2009 2.7 +0.0° 0.22 +£0.01 7.7¢ (3.6 — 15.9) > 60.0°
Xavante 2009 3.8+0.0° 0.15+0.01° 1.8"(0.9 — 3.4) 52.3" (33.8 - 81.0)

FRAP and DPPH values are expressed as means + standard deviations (n=3), while 1Cs values are means (confidence interval) (n=3); DPPH:
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl; FRAP: ferric reducing antioxidant power; TBARS: thiobarbituric acid reactive substances. Values that have no

common superscript letter (a,b,c,d) within the same column are significantly different (p<0.05).



Table 2

Composition of blackberry phenolic extracts.

Samples Harvest Phenolic content Ascorbic acid
Year Total phenolics Quercetin (1g/100 g)
(g gallic acid/100 g) (mg/100 g)
Selection 07/001 2007 0.99 + 0.06° 2.5+0.4° <LOQ"
Selection 03/001 2007 0.45 + 0.10° 1.7 £0.3° <LOQ"
Selection 02/96 2007 1.02 +£0.08? 2.8 +0.5° <LOQ"
Guarani 2007 0.44 +0.11° 6.0 £ 0.3 <LOQ"
Tupy 2007 0.64 +0.10% 3.9+0.1° <LOQ"
Cherokee 2007 0.52 + 0.26" 2.6 +0.3° <LOQ"
Cherokee 2009 0.34+010° e <LOQ"
Selection 99 2009 0.36+0.07° - 64.7 + 1.4°
Xavante 2009 0.40+008" - 745+ 11.2°
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Results are expressed as means * standard deviations (n=3). Values that have no common superscript letter (a,b,c) within the same column are
significantly different (p<0.05). LOQ = Limit of quantification (34.7 ug/100 g).



Table 3
Antioxidant activity of blackberry anthocyanin extracts.

Samples Harvest FRAP DPPH TBARS
Year (mmol trolox/100 g) (mmol trolox/100 g) ICso (g anthocyanins/mL)
Selection 07/001 2007 49+0.3° 1.52 +0.01° 17.402 (10.70 — 28.30)
Selection 03/001 2007 47+0.3° 1.43 +0.02° 28.38% (14.66 — 54.93)
Selection 02/96 2007 5.7 +£0.12 1.46 +0.10° 1.21°(0.62 — 2.35)
Guarani 2007 3.0+05° 1.49 +0.08 23.99% (10.56 — 54.51)
Tupy 2007 3.3+0.0° 1.53 +0.03 1.10°(0.32 - 3.79)
Cherokee 2007 5.4 + 0.3 1.50 + 0.07° 1.52° (0.62 — 1.71)
Cherokee 2009 1.8+0.2° 0.47 +0.08° 0.16° (0.09 - 0.28)
Selection 99 2009 2.5+0.2"™ 0.51 +0.10° 0.06" (0.04 - 0.08)
Xavante 2009 3.2+0.1° 0.45 +0.07° 0.07% (0.03 - 0.16)

FRAP and DPPH values are expressed as means + standard deviations (n=3), while I1Cs, values are means (confidence interval) (n=3);
DPPH: 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl; FRAP: ferric reducing antioxidant power; TBARS: thiobarbituric acid reactive substances. Values

that have no common superscript letter (a,b,c,d) within the same column are significantly different (p<0.05).



Table 4
Composition of blackberry anthocyanic extracts.

Harvest Total anthocyanins Ascorbic acid

Samples Year (mg/100 g) (mg/100 g)
Selection 07/001 2007 100.4 + 3.4° 21+0.3°
Selection 03/001 2007 82.9 + 12.5% 1.8+0.1°
Selection 02/96 2007 85.3 +2.7% 2.0+0.1°
Guarani 2007 78.2 + 14.6% 3.5 +0.22
Tupy 2007 75.6 +0.3% 3.4+0.0°
Cherokee 2007 68.8 + 10.0° 3.8+0.2°
Cherokee 2009 27.7 +1.0° 0.9 +0.0°
Selection 99 2009 27.9 +3.8° 22+0.1°
Xavante 2009 24.0 + 0.5° 1.1+0.0°

Results are expressed as means * standard deviations (n=3). Values that have no common

superscript letter (a,b,c) within the same column are significantly different (p<0.05).
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Figure captions:
Fig. 1. Inhibition of betacarotene bleaching (A) and lipid oxidation in fish homogenate (B) by
blackberry phenolic extracts. Results are expressed as means + standard deviations (n=3). Two-
way ANOVA revealed a significant phenolic concentration x blackberry genotype interaction
on the inhibition of B-carotene bleaching and lipid oxidation (p<0.05). The I1Cs values are

shown in Table 1.

Fig. 2. Inhibition of lipid oxidation in fish homogenate by blackberry anthocyanic extracts.
Results are expressed as means + standard deviations (n=3). Two-way ANOVA revealed a
significant anthocyanin concentration x blackberry genotype interaction on the inhibition of

lipid oxidation (p<0.05). The ICs, values are shown in Table 3.
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Figure 2
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5 DISCUSSAO

Visando estudar as caracteristicas fisico-quimicas das amoras-pretas cultivadas no Rio
Grande do Sul e a capacidade antioxidante dos extratos dos diferentes gendtipos de amora-
preta (Rubus sp.), foram avaliados parametros de qualidade, composi¢cdo centesimal, perfil
lipidico, teor e composicdo de fendlicos e teor de antocianinas dos extratos e capacidade
antioxidante nos ensaios de FRAP, DPPH, inibicdo da oxidacdo lipidica (TBARS) e sistema
B-caroteno/acido linoléico.

Em relacdo aos parametros de qualidade, os diferentes gendtipos apresentaram valores
de pH baixos (2,80 — 3,08), 0 que ja era esperado devido as suas caracteristicas naturais de
sabor &cido a acido-doce. No mesmo sentido, as amoras avaliadas se mostraram propicias
para a industrializacdo, pois apresentaram valores de pH dentro da faixa considerada 6tima
para formacédo de gel (3,0 — 3,2; CETEC, 1985), dispensando, assim, o uso de aditivos como
0s acidulantes, reduzindo o custo de producdo da geléia. As caracteristicas de acidez da fruta
também mostram seus atributos de qualidade, uma vez que este fator é importante na
manutencdo das caracteristicas sensoriais da mesma.

Em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, os diferentes genotipos de amora-preta
mostraram-se com teores intermediarios de carboidratos, uma vez que apresentaram valores
de SST entre 7,3 - 10,2 °Brix, um indicativo do teor de agUcares. Essa caracteristica é
importante, pois confere sabor agradavel a fruta e aos produtos dela derivados. Teores de
acucares intermediarios associados com teores adequados de acidez conferem as amoras
analisadas caracteristicas ideais para a industrializacdo da mesma (sucos, polpas, geléias).
Além disso, as amoras mostraram-se boas fontes de fibras (5,5 — 5,8 %), caracteristica
interessante uma vez que as mesmas desempenham uma série de efeitos benéficos para a
salde, como a regularizacdo do funcionamento intestinal e reducdo do colesterol plasmatico
(CAVALCANTI, 1989). O teor de proteinas e lipidios mostrou-se baixo nas amoras
analisadas.

A cor é um importante parametro para produtores e consumidores, pois indica se 0
fruto apresenta ou ndo as condicdes ideais para comercializacdo e consumo. Porém, a cor, na
maioria dos casos, ndo contribui para um aumento efetivo no valor nutritivo ou qualidade do
produto (CHITARRA e CHITARRA, 1990). Mas, em geral, consumidores tém preferéncia

por frutos de cor forte e brilhante. Em relacdo ao ponto de colheita, este é determinado
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quando o fruto estiver totalmente preto, devendo a colheita ser realizada a cada dois a trés dias
(RASEIRA et al., 1984). As amoras apresentaram valores de a*, b*, L*, croma e angulo de
matiz variando de 18,7 - 30,8; 4,5 - 11,2; 27,5 - 314; 19,2 — 32,8 e 13,2 -19,8,
respectivamente. Em todos os parametros de cor avaliados, com excecdo de L*, a selegéo
03/001 apresentou menor tendéncia ao vermelho (maior &ngulo de cor), mas maior
intensidade de cor (maior croma) que a Tupy, 0 que possivelmente aumentaria a sua aceitagdo

pelos consumidores.

No que se refere ao perfil de acidos graxos, os &cidos predominantes em todos 0s
genotipos de amora-preta estudados foram o acido linoléico (C18:2n6), oléico (C18:1n9c) e
palmitico (C16:0). Além destes, foram encontrados nas frutas analisadas, também, o acido
miristico (C14:0), estearico (C18:0) e linolénico (C18:3n3), em menores quantidades. Os
teores dos acidos graxos variaram entre os diferentes genotipos. O acido oléico apresentou
menor concentracdo nas selecdes em relacdo as cultivares Guarani e Cherokee. Este ultimo
acido graxo é considerado favoravel para a saude, sendo que dietas que apresentam
quantidades elevadas de acidos graxos monoinsaturados, como o acido oléico, sdo capazes de
reduzir a concentragdo de colesterol plasmatico, de LDL e de triglicerideos (KRIS-
ETHERTON et al., 1999), e a substituicdo de acidos graxos saturados por acidos graxos
insaturados com configuracdo cis reduzem o risco de doencas da artéria coronaria
(MENSINK et al. 2003), porém, devido ao baixo teor de lipidios na fruta, ela ndo poderia ser
considerada uma excelente fonte desses acidos graxos, apesar de apresentarem uma boa
proporcao destes em sua composicdo. As diferencas nas concentracdes dos acidos oléico e

linoléico nas amoras-pretas podem estar relacionadas aos diferentes genotipos.

Em relacdo aos compostos bioativos dos extratos fendlicos, as selegdes 07/001 e 02/96
apresentaram 0s maiores conteudos de fendlicos totais, embora todas as amostras tenham
mostrado alto teor de compostos fendlicos totais, em geral, maior do que encontrado por
outros autores (HASSIMOTO et al., 2008; KOKA e KARADENIZ, 2009) e em outras frutas
como a pitanga (Eugenia uniflora) (BAGETTI et al., 2011) e araca (Psidium guineensis Sw.)
(GENOVESE et al., 2008). Na avaliacdo da composi¢do dos compostos bioativos presentes
nos extratos fendlicos, foram encontrados acido elagico, &cido vanilico e quercetina, porém
somente foi possivel quantificar a quercetina. Este composto, conhecido por sua atividade
antioxidante, parece ter contribuido com a capacidade antioxidante medida pelo sistema -
caroteno/acido linoléico (r? = -0,844; p<0,05). Quantidades tracos de 4cido ascorbico foram

encontradas nos extratos fendlicos, em geral, com excecéo da selecdo 99 (64,7 + 1,4 pug/100
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g) e da cultivar Xavante (74,5 + 11,2 pg/100 g), porém, ele provavelmente ndo contribuiu
para a atividade antioxidante dos extratos (sem correlacdo significativa). Além disso, o
contetido de fendlicos totais também mostrou forte correlacdo positiva com os métodos FRAP
(r* =0,746; p<0,05) e DPPH (r* =0,785; p<0,05) e correlacio negativa com o método TBARS
(r* = -0,565; p<0,05), indicando que esses compostos S0 0s principais responsaveis pela

atividade antioxidante nestes métodos.

Em relacdo ao extrato de antocianinas, todas as amostras mostraram altos conteddos
de antocianinas, o que era esperado uma vez que esses pigmentos sdo caracteristicos da fruta e
conferem a cor caracteristica das mesmas. Ao contrario dos extratos fendlicos, altos teores de
acido ascorbico foram encontrados nos extratos antocianicos e provavelmente este composto
teve participacdo na atividade antioxidante desse extrato medida pelo método DPPH (r* =
0,674; p<0,05). As antocianinas também contribuiram para a atividade antioxidante da fruta,
uma vez que apresentaram correlacio positiva intensa no método DPPH (r? = 0,921; p<0,05).
Estes pigmentos também foram, provavelmente, os principais responsaveis pela atividade
antioxidante medida pelo método FRAP (r*=0,728; p<0,05).

A avaliacdo dos extratos antocianicos dos genotipos de amora-preta mostrou que a
selecdo 02/96 e as cultivares Tupy e Cherokee da safra de 2007 tiveram a maior atividade
antioxidante em todos os testes, ja nos extratos fendlicos, as selecbes 02/96 e 07/001 se
destacaram com a maior atividade antioxidante representada na maioria dos testes. A
atividade antioxidante dos extratos antocianicos foi maior do que a dos extratos fendlicos nos
testes de DPPH e FRAP indicando que esses compostos poderiam estar contribuindo com

grande parte da atividade antioxidante encontrada na fruta “in natura”.

Na cultivar Cherokee, ndo foram encontradas diferencas significativas no contetdo de
compostos fendlicos totais ou quercetina dos extratos fendlicos, nem nos testes antioxidantes,
entre as safras de 2007 e 2009. Ja nos extratos antocianicos, a cultivar Cherokee da safra de
2007 apresentou maior conteudo de antocianinas e acido ascorbico do que a cultivar Cherokee
da safra de 2009 e apresentou, também, maior atividade antioxidante, indicando que
provavelmente fatores relacionados ao clima (chuva, horas de sol) afetam mais o contetdo de

antocianinas do que o contetdo de fendlicos totais.

Neste trabalho, nds optamos por utilizar quatro métodos antioxidantes diferentes pois,
um Unico ensaio antioxidante ndo é capaz de refletir todos os antioxidantes em uma mistura

ou em um sistema complexo, devido aos multiplos mecanismos e caracteristicas das reacfes
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(L1 e WANG, 2009). Assim, cada método pode nos fornecer uma estimativa da atividade
antioxidante que € dependente do tipo de ensaio selecionado e das condigdes experimentais.
Portanto, o uso dos diferentes métodos nos ajudou a identificar quais compostos poderiam ser
responsaveis pela atividade antioxidante nos extratos selecionados, e nos forneceram uma
idéia do modo de acdo desses compostos, uma vez que 0s metodos sdo baseados em
principios diferentes.

Cada método apresenta vantagens e limitacdes. DPPH é um método rapido e prético,
mas ele ndo reage com flavondides, que ndo contém grupos OH no anel B (YOKOZAWA et
al., 1998), ou com &cidos aromaticos, contendo apenas um grupo OH (VON GADOV,
JOUBERT e HANSMANN, 1997). Ele também avalia apenas o poder redutor de
antioxidantes, que doam um elétron, e por este motivo ndo detecta substancias pro-oxidantes
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). O ensaio FRAP também mede a capacidade de redugéo
de compostos fendlicos (ROGINSKY e LISSI, 2005). O ensaio de branqueamento do f-
caroteno (sistema [-caroteno/acido linoléico) avalia a inibicdo dos radicais livres gerados
durante a peroxidacdo do acido linoléico e avalia compostos pro-oxidantes, ao contrario do
método DPPH (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). No método de TBARS, um composto €
oxidado com a adicdo de um ion de metal de transicdo e, em seguida, a extensdo da oxidagédo
lipidica é determinado pela adicdo de TBA (acido tiobarbitdrico). A oxidacdo é inibida pela
adicdo de um antioxidante e, portanto, uma reducdo na absorbéancia é vista (ANTOLOVICH
et al., 2001).

Embora amplamente utilizada na triagem de compostos antioxidantes, o DPPH e
ensaio FRAP sédo realizados em condi¢bes que ndo sdo encontradas em alimentos ou no
organismo humano (pH, radicais livres sintéticos, entre outros fatores). Em contrapartida, o
branqueamento de B-caroteno e 0s ensaios de TBARS, sdo realizados em condi¢fes mais
semelhantes as encontradas em alimentos e, assim, nos ddo uma idéia mais clara das

propriedades antioxidantes dos compostos testados, por isso foram utilizados neste trabalho.

Apesar dos diferentes genotipos analisados apresentarem bastante semelhanca entre si
quanto ao valor nutricional, as selecbes desenvolvidas na Embrapa Clima Temperado
destacaram-se na atividade antioxidante. Especialmente se destacou a selecdo 02/96, que teve
alta atividade antioxidante nos extratos fendlicos e antocianicos pelos diferentes métodos.
Esse fato é importante, pois um dos objetivos do programa de melhoramento genético

desenvolvido pela Embrapa Clima Temperado (Pelotas — RS) é melhorar a qualidade
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nutricional e a aparéncia (firmeza, cor, brilno) das frutas de amora-preta (ANTUNES e
RASEIRA, 2004). Entéo, essas selecOes aparecem como promissoras fontes de compostos
nutricionais e promotoras da salde, além de serem atrativas perante o consumidor,
melhorando sua aceitacdo no mercado. Além disso, a alta atividade antioxidante apresentada
pelos extratos fendlicos e antocianicos das sele¢fes estudadas mostra que elas podem ser
usadas como fonte de compostos antioxidantes da dieta, oferecendo, assim, uma protegédo
adicional na prevencéo de doengas relacionadas com stress oxidativo.

Ja em relacdo as cultivares, elas apresentaram maiores teores de cinzas (um indicativo
do conteudo de minerais), SST (indicativo do teor de agucares), acido oléico e acido
ascorbico, e dentre elas, podemos destacar a cultivar Cherokee com alto teor de compostos
bioativos importantes para manutencdo da saude como o acido oléico, fendlicos totais e
antocianinas. Além disso, os teores mais elevados de agUcares (SST entre 10,2 — 8,4) e acidez
apropriada (pH 3,06 — 2,78) mostrados pelas cultivares, indicam que estas frutas apresentam
caracteristicas ideais para serem usadas na fabricacdo de produtos industrializados,

agregando, assim, maior valor as amoras-pretas.

Entdo, sendo o Brasil um grande produtor de amora-preta, principalmente o estado do
Rio Grande do Sul, podemos propor que as amoras-pretas poderiam ser usadas para
elaboracdo de outros produtos além da fruta in natura, como polpas para sucos, pos para
sorvetes, geléias, sucos naturais, entre outros, pois demonstraram ser uma rica fonte de
compostos fitoquimicos com alta atividade antioxidante, além dos nutrientes normalmente

presentes em outras frutas como fibras, carboidratos e vitaminas.
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6 CONCLUSOES

Os diferentes gendtipos de amora-preta cultivados na Embrapa Clima Temperado
apresentaram carboidratos e fibras como nutrientes principais, sendo a maioria destes
constituidos, possivelmente, por aclcares, que contribuem para 0 seu sabor
caracteristico, além de acidez ideal para industrializacdo, demonstrando assim, aptidao

para ser comercializada na forma de produtos industrializados.

Os diferentes genotipos de amora-preta apresentaram bom valor nutricional, podendo
ser usados como fonte de nutrientes “in natura”, principalmente fibras e agucares, aléem

de compostos bioativos com grande poder antioxidante.

As novas selecdes desenvolvidas pela Embrapa Clima Temperado apresentaram maior
capacidade antioxidante em relacdo as cultivares comerciais, especialmente a selecao
02/96, parecendo ser promissora para fins nutricionais e saude, uma vez que 0s

antioxidantes previnem uma seérie de disfun¢des do nosso organismo.

As cultivares Cherokee das safras de 2007 e 2009 somente apresentaram diferencas no
contetdo de compostos bioativos e capacidade antioxidante nos extratos de antocianinas
indicando que os fatores climaticos afetam mais as antocianinas do que 0s compostos

fendlicos e consequientemente, sua atividade antioxidante.
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APENDICE A -Fotografias de algumas variedades de amoras-pretas utilizadas no

experimento: Selecdo 02/96 (acima a esquerda), cultivar Tupy (acima a direita), cultivar

Cherokee (abaixo a esquerda) e cultivar Guarani (abaixo a direita).
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