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RESUMO

Frutas e vegetais apresentam-se como fontes de substancias bioativas como 0s compostos
fenolicos que apresentam atividade antioxidante capazes de retardar ou inibir a oxidagédo
lipidica. Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo a caracterizacao fisico-quimica e
a determinacdo da atividade antioxidante de extratos obtidos da polpa do fruto do taruma em
po, posterior utilizacdo de planejamento experimental para otimizacao do processo de extracao,
com aplicacdo do extrato em hambdrgueres de carne bovina. As amostras de taruma foram
coletadas em dois estadios de maturacdo, na cidade de Sertdo-RS, para as quais realizou-se
caracterizacdo fisico-quimica, analise de minerais e determinacdo das atividades antioxidantes
e anti-inflamatdria. Para a otimizacao do processo de extracdo foi empregado um planejamento
experimental Plackett-Burman, no qual as varidveis estudas foram o pH, a relacdo
solido:liquido (&dgua), a agitacdo e a temperatura. O tempo de extracdo foi fixado em 3 horas.
Os extratos obtidos foram avaliados quanto a atividade antioxidante pelos métodos ABTS e
DPPH e quanto aos compostos fendlicos totais pelo método Folin-Ciocalteau. O extrato obtido
na melhor condicdo determinada pelo planejamento foi avaliado quanto aos teores de
flavonoides, antocianinas, carotenoides e identificacdo de compostos bioativos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Apds a obtencdo e caracterizacdo dos extratos
na melhor condicdo de extracdo estes foram aplicados em hamburgueres bovinos. Os
hambdrgueres foram elaborados com adic¢éo de eritorbato de sodio, licresse, extrato de tarumd,
além da mistura de eritorbato de sddio e extrato de taruma e do controle (sem antioxidantes).
Amostras de todas as formulagdes foram avaliadas por analises fisico-quimicas, tecnoldgicas e
fisicas, ao longo de 180 dias de armazenamento congelado. Quanto a composi¢éo, os frutos do
tarumd apresentaram diferenca significativa para os teores de agUcares, sendo este maiores nos
frutos maduros. Ambos os estadios de maturacdo apresentaram valores significativos de
potéssio, calcio e magnésio, e para a anti-inflamatoria, com resultados promissores. Através do
planejamento experimental foi definida a melhor condi¢do de extracdo com pH 5, relacdo
solido:liquido de 1:30, agitacdo de 100 rpm, com temperatura de 80 °C, obtendo 104,21 mg
EAG.100 g para compostos fendlicos totais, 742,71 umol Trolox.g™* para ABTS e ECs de
2884,98 para DPPH. A partir da CLAE foi detectada a presenca de acido fumarico, acido galico,
acido p-cumarico e acido cafeico nos extratos. Os hamburgueres com adicdo do extrato de
taruma nédo apresentaram diferencas significativas aos demais com relacdo a caracterizagdo
fisico-quimica, forca de cisalhamento, atividade de agua, capacidade de retencdo de agua e
porcentagem de encolhimento. Por outro lado, apresentaram melhor comportamento
comparado aos com adicao de eritorbato de sédio, para perda de massa na coccao. A coloragédo
da formulagdo com extrato de taruméa se manteve estavel, 0 aumento nos valores de TBARS
indicou que todas as amostras apresentaram oxidacao lipidica, porém, a formulacdo com extrato
de tarumad ndo diferiu da com eritorbato de sddio, indicando que o extrato apresenta potencial
para reducdo da oxidacdo. No entanto, sugere-se que o estrato seja concentrado para posterior
aplicacdo nos hamburgueres e que estes sejam avaliados sensorialmente.

Palavras-chave: Vitex megapotamica. Extrato aquoso. Compostos bioativos. Bioatividades.
Oxidacdo lipidica. Hamburgueres.



ABSTRACT

Fruits and vegetables are sources of bioactive substances such as phenolic compounds that have
antioxidant activity capable of delaying or inhibiting lipid oxidation. In this sense, the present
study aimed at the physical-chemical characterization and the determination of the antioxidant
activity of extracts obtained from the pulp of the taruma fruit powder, later use of experimental
planning to optimize the extraction process, with application of the extract in hamburgers of
beef. The taruma samples were collected in two maturation stages, in the city of Sertdo-RS, for
which physical-chemical characterization, analysis of minerals and determination of
antioxidant and anti-inflammatory activities were carried out. For the optimization of the
extraction process, a Plackett-Burman experimental design was used, in which the studied
variables were pH, the solid: liquid (water) ratio, agitation and temperature. The extraction time
was fixed at 3 hours. The extracts obtained were evaluated for antioxidant activity by ABTS
and DPPH methods and for total phenolic compounds by the Folin-Ciocalteau method. The
extract obtained in the best condition determined by the planning was evaluated for the levels
of flavonoids, anthocyanins, carotenoids and identification of bioactive compounds by high
performance liquid chromatography (HPLC). After obtaining and characterizing the extracts in
the best extraction condition, they were applied to beef hamburgers. The hamburgers were made
with the addition of sodium erythorbate, licresse, taruma extract, in addition to the mixture of
sodium erythorbate and taruma extract and the control (without antioxidants). Samples of all
formulations were evaluated by physical-chemical, technological and physical analyzes, over
180 days of frozen storage. As for the composition, the taruma fruits showed a significant
difference for the contents of sugars, being this higher in the ripe fruits. Both maturation stages
showed significant values for potassium, calcium and magnesium, and for anti-inflammatory,
with promising results. Through the experimental planning, the best extraction condition was
defined with pH 5, solid: liquid ratio of 1:30, agitation of 100 rpm, with a temperature of 80 °C,
obtaining 104.21 mg EAG.100 g-1 for total phenolic compounds , 742.71 umol Trolox.g-1 for
ABTS and EC50 of 2884.98 for DPPH. From the HPLC, the presence of fumaric acid, gallic
acid, p-cumaric acid and caffeic acid was detected in the extracts. The hamburgers with the
addition of the taruma extract showed no significant differences from the others with respect to
physical-chemical characterization, shear force, water activity, water retention capacity and
shrinkage percentage. On the other hand, they showed better behavior compared to the addition
of sodium erythorbate, for loss of mass in cooking. The coloring of the formulation with taruma
extract remained stable, the increase in TBARS values indicated that all samples showed lipid
oxidation, however, the formulation with taruma extract did not differ from that with sodium
erythorbate, indicating that the extract has potential for oxidation reduction. However, it is
suggested that the stratum be concentrated for later application in hamburgers and that these be
evaluated sensorially.

Keywords: Vitex megapotamica. Aqueous extract. Bioactive compounds. Bioactivities. Lipid
oxidation. Hamburgers.
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1. INTRODUCAO

Tratando-se de alimentos, os consumidores encontrar-se mais atentos a tudo que
consomem, pois estdo preocupados em ter uma vida mais saudavel. Essa tendéncia reflete no
aumento do consumo de alimentos saudaveis no Brasil, que ocupa o 4° lugar no ranking global
nesta categoria. Dados demonstram que nos cinco anos anteriores a 2017, o segmento de
alimentos e bebidas saudaveis cresceu 12,3% ao ano. Neste mesmo ano o segmento
movimentou R$ 92,5 bilhdes no Pais, isso significa um aumento, consideravel, de 9,5% em
comparacgdo a 2012 (CARREIRO, 2019). Para atender este publico, a industria de alimentos
busca alternativas entre aditivos e ingredientes naturais em substitui¢do aos sintéticos, garantido
que o produto tenha uma qualidade igual ou até mesmo superior aquele elaborado com
antioxidantes sintéticos.

Entre as industrias alimenticias, que tem inovado na area de alimentos saudaveis,
destacam-se as de produtos carneos. Estes necessitam a aplicacdo de antioxidantes em sua
composicao para que mantenham suas caracteristicas nutricionais e sensoriais durante sua vida
atil. Os produtos cérneos, em geral, sdo ricos em lipideos que conferem caracteristicas
desejaveis como sabor, suculéncia e aroma, porém, tais compostos 0s tornam mais suscetiveis
a alteracdes como a oxidacao lipidica, sendo um dos desafios da inddstria minimizar este efeito.
A oxidacao dos lipidios leva os produtos carneos ao estado de rancifica¢do, com a producéo de
compostos indesejaveis, o que afeta a conservacdo, assim como a aceitabilidade pelos
consumidores (FAUSTMAN et al., 2010; JUNIOR et al., 2013).

Dentre as alternativas para manter a vida Util dos produtos carneos e seus derivados, a
utilizacdo de antioxidantes extraidos de fontes naturais vem ao encontro das expectativas da
indUstria e dos consumidores, sendo considerada assim uma estratégia importante e inovadora.
Sabe-se que muitas frutas e vegetais tem capacidade antioxidante elevada, porém, ainda é um
desafio a extracdo, identificacdo e a forma correta de aplicacdo destes compostos em
substituicdo aos sintéticos, para que eles desenvolvam maxima eficiéncia potencial (BRUM,
2009; OLIVEIRA et al., 2009).

A extracdo € o processo utilizado para obtencdo de compostos bioativos, na qual o
solvente age na estrutura do vegetal. O processo de extragdo sélido-liquido é a técnica que mais
tem eficiéncia com base na otimizagao das condicGes de processo (NOVELLO, 2015; VIEIRA,
2015; MATTOS, 2017). Ainda, a fim de otimizar o experimento de extracdo pode-se aplicar

ferramentas como o planejamento experimental, que se demonstra vantajoso pela possibilidade
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de reducdo no nimero de ensaios, mas também leva em consideracdo as interacdes entre 0s
fatores para permitir uma otimizagéo abrangente (LI et al., 2018).

Entre as fontes vegetais pouco exploradas e conhecidas, destaca-se o taruma (Vitex
megapotamica), um fruto nativo, presente em alguns estados do Brasil, em especial na regido
sul do pais. Estudos realizados por Onofre et al. (2016) com as folhas desta &rvore demonstram
sua capacidade antioxidante por possuirem fendis, antocianinas, catequinas, entre outros
compostos além da presenca de compostos medicinais como o alopurinol (composto utilizado
em medicamentos para o acido Urico) encontrado na infusao das folhas (OLIVEIRA, 2017).

Nesse sentido, o presente trabalho avaliou a capacidade antioxidante dos extratos
aquosos da polpa do fruto do taruma com posterior aplicagdo em hamburguer a fim de verificar
sua propensdo para retardar a oxidacdo lipidica quando comparado aos antioxidantes
comerciais, o qual resultou nos capitulos a seguir:

Capitulo 1 — Revisdo bibliografica;

Capitulo 2 — Caracterizacéo, avaliacdo dos compostos fendlicos totais e de bioatividades
da polpa dos frutos do taruma (Vitex megapotamica) em dois estadios de maturacgéo;

Capitulo 3 — Selecdo de variaveis no processo de extracdo e avaliagdo dos compostos
bioativos da polpa em pé dos frutos do taruma (Vitex megapotamica);

Capitulo 4 — Aplicacao do extrato de taruma (Vitex megapotamica) como antioxidante
em hambdrgueres bovinos congelados;

Capitulo 5 — Consideracdes finais.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a adicdo do extrato obtido da polpa do fruto do taruma, como antioxidante
natural em hambuarguer bovino observando o comportamento das caracteristicas fisico-

quimicas em comparacao ao produto com antioxidantes comerciais.

2.2 Objetivos especificos

Realizar a caracterizacdo das polpas dos frutos de taruma coletados em diferentes
estadios de maturacdo;

Obter os extratos aquosos da polpa do fruto de taruma e avaliar a atividade antioxidante;

Avaliar a atividade anti-inflamatéria dos extratos obtidos da polpa do fruto de taruma;

Aplicar o extrato de tarumd e antioxidantes comerciais em hambdrgueres de carne
bovina;

Acompanhar as caracteristicas fisico-quimicas, fisicas e tecnoldgicas, e a estabilidade

dos hamburgueres bovinos durante 0 armazenamento sob congelamento.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Carnes

Em uma definicdo abrangente a carne é considerada todo e qualquer tecido animal
propicio ao consumo humano. Sendo assim, embora 0 tecido muscular esquelético seja o
principal constituinte da carne, também ¢é incluida a esta definicdo os tecidos adiposos
(gorduras) e 6sseos, assim como glandulas, visceras (intestinos) e 6rgéos (pele, cérebro, figado,
coragdo, etc.), desde que sadios e que sejam obtidos em condigdes higiénico-sanitérias 6timas
(EMBRAPA, 1999; PEREIRA, 2010).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o abate de bovinos
cresceu em torno de 3,6% em relacdo ao primeiro trimestre de 2019. Foram abatidas 8,08
milhdes de cabecas de bovinos, onde obteve-se uma producao de 2,01 milhGes de toneladas de
carcacas (NITAHARA, 2019). Ainda segundo a Associacdo Brasileira das Indudstrias
Exportadoras de Carnes (ABIEC), até o més de agosto de 2020 os volumes alcancaram 1,3
milhdes de toneladas e a receita atingiu de US$ 5,5 milhdes. Esse aumento se deve
principalmente a demanda da China responsavel por 40,93% do volume (toneladas) exportado
pelo pais. As exportacGes totais de carne bovina do Brasil nos ultimos meses (até agosto de

2020) estdo apresentados na Figura 1.

Figura 1 - Exportag&o total de carne bovina por tonelada de produto em 2020.
1.32% 0.07%
6.6% \

6.64%

85.37%

B [n natura wIndustrializados = Miudos = Tripas ™ Salgadas

Fonte: Adaptado de ABIEC pelo autor, 2019.
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3.2 Produtos reestruturados

O termo “carne reestruturada” inclui varios produtos elaborados a partir de porgdes
carneas magras e/ou gordas, cortadas em diversos tamanhos, trituradas e reduzidas para uma
massa fina, e comercializadas como produtos crus, congelados, refrigerados, pré-cozidos e

cozidos; que tentam imitar o aspecto da carne integral (Figura 2) (CARLI, 2015).

Figura 2 - Processamento de um produto reestruturado.
Reestruturagio

Matéria-prima Trituragdo Produto

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Os fragmentos resultantes da desintegracdo do musculo sdo misturados e em seguida
moldados em porcdes especificas. A gordura é um dos componentes das carnes reestruturadas
que possui muita variagdo, normalmente, um produto com este conceito contém cerca de 10%
a 20%, no entanto, a demanda por alimentos com pouco contetdo lipidico controla este
componente a niveis inferiores a 3,5%. Na formulacdo de reestruturados ainda sdo adicionados
ingredientes ndo-carneos como cloreto de sodio, por exemplo, que auxilia no aumento da forca
ibnica do meio e na solubilidade das proteinas miofibrilares. As proteinas vegetais como a
proteina de soja texturizada e alginatos sdo adicionados na formulacdo para melhorar a coeséo
e textura. A adicdo de pequenas quantidades de agua compensa as perdas ocorridas durante o
processamento, e aumenta a suculéncia do produto (ORDONEZ, 2005).

Recomenda-se que durante as etapas de moagem e mistura a temperatura fique proxima
ao ponto de congelamento (-4 °C), auxiliando a solubilizacdo das proteinas, melhorando a
eficiéncia no processo de reducgdo das particulas. Mas a principal funcdo da temperatura no
processamento € o controle da formacéo de coloragdo indesejada no produto, pois quanto menor
a temperatura menor a probabilidade de formacdo de metamioglobina, responsavel pelo
escurecimento da carne (LOPES, 2012). Outro ponto importante é o tempo de mistura, este
procedimento ndo deve degradar a estrutura das porgdes carneas, a maxima ligacao é alcancada
entre 12 a 18 minutos, ultrapassar este periodo pode ter interferéncia na forca de ligacdo e na
textura do produto (ORDONEZ, 2005).
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3.2.1 Hamburguer

As carnes sdo utilizadas como matéria-prima para diversos produtos alimenticios, dentre
estes se destaca o hamburguer, considerado um dos produtos carneos mais consumidos no
mundo. A aceitacdo e consumo deste produto se deve em grande parte a combinacao de ser algo
pratico, de baixo preco e com alto valor nutricional devido & presencga de proteinas, acidos
graxos essenciais, minerais e vitaminas, além de ser sensorialmente agradavel (BASTOS et al.,
2014; ANGIOLILLO et al., 2015; MIZl et al., 2019).

Pela legislagdo em vigor denominada “Regulamentos Técnicos de Identidade e
Qualidade de Almoéndega, de Apresuntado, de Fiambre, de Hamburguer, de Kibe, de Presunto
Cozido e de Presunto”, no anexo 4, denominado “Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade de Hambtrguer” (BRASIL, 2000), o hamburguer é definido como: “Entende-se por
Hambuarguer (Hamburger) o produto carneo industrializado obtido da carne moida dos animais
de acougue, adicionado ou ndo de tecido adiposo e ingredientes, moldado e submetido a
processo tecnologico adequado.” (BRASIL, 2000, Item 2.1).

O alto teor de gordura dos produtos de origem animal em geral sdo um grande problema
para a industria. Estes elevados indices tornam ndao somente o hamburguer, mas a sua matéria-
prima e demais produtos carneos mais susceptiveis a reacdo de oxidacao lipidica, que pode
ocorrer nas diversas etapas de processamento e armazenamento (FAUSTMAN et al., 2010). A
oxidacdo lipidica tem como consequéncia a alteracdo das propriedades dos alimentos, da
qualidade sensorial, do valor nutricional, e ainda resultar na formacao de substancias que podem
ser toxicas ao organismo (MARQUES et al., 2009). Portanto, o uso de ingredientes como 0s
antioxidantes que auxiliam na prevencao ou na reducao da deterioracdo oxidativa de produtos
carneos € essencial para que seja mantida a qualidade do alimento sem comprometer suas
caracteristicas nutricionais e sensoriais.

Os antioxidantes sintéticos sdo amplamente utilizados em produtos carneos para auxiliar
na minimizacdo da oxidac&o lipidica e preservar a integridade do alimento. Dentre estes se
destacam o acido ascérbico, o eritorbato de sdédio, o hidroxitolueno butilado (BHT) e o
hidroxianisol butilado (BHA), além de nitritos e nitratos que atuam principalmente na
conservacao do produto, sendo que estes Ultimos demonstram estar envolvidos em alergias e
possiveis problemas de saude. Por esse motivo, substituir os antioxidantes sintéticos por
naturais tem ganho destaque, pois além de contribuirem de forma similar na agéo contra agentes
deteriorantes, podem trazer beneficios a saude humana devido seus indices de compostos
fenolicos e atividade antioxidante (RIBEIRO et al., 2019).
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3.3 Lipidios no processamento de produtos carneos

Os lipidios podem ser gorduras (sélidos) e/ou 6leos (liquidos) em seu estado fisico sob
temperatura ambiente, sendo que a estabilidade destes tem muita importancia para a qualidade
do produto ao qual sdo incorporados. S&o responsaveis por diversas caracteristicas, entre elas
destacam-se as sensoriais, como cor, sabor e aroma, sendo que a quantidade de gordura presente
no produto influéncia tais caracteristicas. Ainda as propriedades fisico-quimicas dos lipidios
fazem com que estes contribuam para a textura desempenhando um papel de melhoria na
viscosidade e na suculéncia dos produtos (CAMPAGNOL, 2011; ZAGO, 2018).

A diminuicdo da vida util, a perda de nutrientes e a formagdo de compostos que podem
ser toxicos, somados as alteracdes nas caracteristicas sensoriais de cor, sabor, odor e aroma sao
considerados indicativos da deterioracdo oxidativa em carnes e derivados carneos. Quando
estes produtos sao expostos ao oxigénio ocorre a perda de ao menos um elétron dos constituintes
como acidos graxos e/ou aminoécidos, iniciando 0s processos de oxidacao lipidica e/ou proteica
(FALOWO; FAYEMI; MUCHENJE, 2014).

3.4 Oxidacdo lipidica em carneos

Uma das principais causas de perda de qualidade dos alimentos é a oxidacéo lipidica,
além da deterioracdo por micro-organismos. Alimentos a base de carne, devido a composicédo
ricaem umidade, proteina, gordura e demais nutrientes, sdo susceptiveis a oxidacdo. A oxidacéo
lipidica € um problema para a industria de alimentos, pois seu controle é dificil de ser realizado.
As alteracBes desencadeadas pela oxidacdo sdo perda da cor, formacdo de compostos que
podem ser toxicos (cetonas, alcoois, aldeidos, acidos), perda de nutrientes, alteragdes no aroma
e, diminuicdo da vida dtil do produto (SHIMOKOMAKI; OLIVO 2006).

Um dos mecanismos responsaveis por desencadear a oxida¢do € a auto oxidagdo, que
ocorre em trés etapas: iniciacdo, propagacao e terminacdo. Na primeira etapa (iniciacdo) os
acidos graxos insaturados perdem o seu atomo de hidrogénio e formam um radical alquil (R*),
através da presenca de catalisadores. Estes radicais alteram a posicdo das duplas ligacoes,
reagindo com o oxigénio presente, obtendo-se radicais de peroxil (ROO%*), os quais atacam
moléculas lipidicas através de moléculas de hidrogénio formando hidroperoxidos (ROOH) e
um outro radical alquil. Na segunda etapa (propagacéo), as reagdes entre os radicais e 0

oxigénio formam radicais de perdxidos, que vao sequestrar os &tomos de hidrogénio e instaurar
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outras moléculas gerando hidroperdxidos. Na terceira e Ultima etapa (terminagédo), ocorre a
formacdo de radicais ndo estaveis, geracao de aldeidos, cetonas, alcoois que sdo originados dos
hidroperdxidos decompostos pelo aguecimento, luminosidade e metais formando estes
produtos secundarios, que sdo capazes de participar de reacGes em cadeias dos radicais livres,
que levam a rancidez e que modificam sensorialmente os produtos (MENIN; LEAO, 2012;
MATTOQOS, 2017). Outra forma de iniciar o processo de oxidacéao é a fotoxidacdo ou oxidagédo
fotossensivel, este mecanismo envolve a adi¢do do oxigénio a molécula do lipidio, sem nenhum
radical livre agindo, tendo compostos como mioglobina usados com sensibilizadores (SILVA,
BORGES; FERREIRA, 1999).

As reacOes ocorrem com frequéncia em alimentos que passam pelo processamento
térmico, onde a temperatura promove a ruptura das células levando a liberacdo de substancia
tidas como pré-oxidantes. Os metais que participam do processo de inicia¢do auxiliam para o
aumento da velocidade das rea¢des de oxidacao tornando o produto mais susceptivel a oxidacdo
(MATTOS, 2017). Estes metais presentes nas reagdes sdo oriundos do ferro da mioglobina que
é a proteina responsavel pela cor da carne. A oxidacdo do atomo central de ferro dentro do
grupo heme é responsavel pela descoloracéo, variando de vermelho (oximioglobina) a cinzento
(metamioglobina) (HUAMAN; ROSA; PRENTICE, 2019).

No processo de oxidacao lipidica, os compostos que sdo formados (aldeidos, cetonas,
malonaldeidos (MDA), 6xidos de colesterol) conferem odores desagradaveis as carnes e seus
derivados, destacando-se aqueles que passam por pré-cozimento, que ap0s 0 armazenamento
podem apresentar sabor de “requentado”. Estes compostos também promovem alteracdes
sensoriais de sabor e aroma originadas da oxidacdo, modificacGes na cor das carnes devido a
transformacdo do pigmento denominado oximioglobina, que possui coloracdo vermelho
brilhante, em metamioglobina tornando o produto com uma cor marrom-acinzentada. Ainda,
pode-se citar as modificacdes ocorridas na textura da carne, pois a oxidacdo lipidica e seus
compostos podem formar complexos como proteina-lipidio, entre outros, levando a
desnaturacdo destas proteinas (HALLENSTVEDT et al., 2012; UTRERA et al., 2014).

Para evitar ou diminuir estas reagdes oxidativas alguns cuidados devem ser tomados,
como a remocgdo do oxigénio, inativacdo enzimatica, protecdo contra a luz e ions metélicos.
Porém, em nem todas as situacdes estas precaucdes surgem efeitos. Uma das medidas mais
utilizadas é adig@o de antioxidantes que auxiliam na estabilidade dos lipidios, sendo uma das
saidas para que estes produtos estejam mais protegidos e menos suscetiveis as reagdes de
oxidagéo (BRUM, 2009).
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3.4.1 Quantificagdo da oxidacdo lipidica em cérneos

Pode-se acompanhar a oxidacao lipidica através dos produtos primarios da oxidacao dos
acidos graxos que sdo os peroxidos, que durante sua decomposicdo produzem compostos de
diversas naturezas (aldeidos, cetonas, hidrocarbonetos, entre outros) designados como produtos
da oxidacdo secundaria, dentre os quais tem-se o malonaldeido (MDA). A natureza e
proporcdes dos aldeidos provenientes de processos de degradacdo depende do tipo do &cido
graxo oxidado e das condicGes de oxidagdo (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999). Um dos
compostos resultantes do processo secundario que pode ser utilizado como marcador do
processo oxidativo é o malonaldeido (MDA), que pode ser quantificado, através da analise de
substancias reativas ao 4cido tiobarbiturico (TBARS).

O teste de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) é o método mais usual
devido a sua simplicidade e rapidez, pois fornece informac6es em relacdo ao estado oxidativo
dos alimentos e, consequentemente, as alteragdes sensoriais. Este teste quantifica 0 MDA, que
é um produto da decomposi¢do dos hidroperdxidos, formados durante a oxidagdo. A reacdo
(Figura 3) que ocorre envolvendo o acido tiobarbiturico com o malonaldeido produz um
composto de coloracdo vermelha, e deve ser medido por espectrofotometria em um
comprimento de onda de 500 a 550 nm. Os resultados sdo expressos em miligramas (mg) de
malonaldeido por quilograma (kg) de amostra (PAULA, 2013).

Figura 3 - Reag&o ocorrida entre o acido tiobarbitdrico e 0 malonaldeido (MDA) formando o composto
colorido.
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Fonte: Adaptado de Soares (2012) pelo autor, 2019.

Os processos envolvidos na elaboragdo de produtos carneos (moagem, mistura e
cozimento) favorecem a formacédo de MDA. Para a determinacéao da oxidacao lipidica, por meio
do método TBARS, é necessario que todas as analises sejam feitas através de um Unico meio
de extragcdo. Sendo, desta forma, possivel realizar a avaliacdo da eficiéncia da aplicacéo de

diferentes embalagens e antioxidantes na estabilidade dos derivados carneos (BRUM, 2009).
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3.5 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo compostos ou substancias com capacidade de retardar ou prevenir
significativamente as reacbes de deterioracfes, rancidez, descoloracdo originadas de
carboidratos, proteinas, lipidios, DNA, nos alimentos. Ao agir para evitar a oxidacdo, 0s
antioxidantes realizam sua propria oxidacdo, sendo encontrados em menor quantidade que a
substancia oxidavel. O efeito dos antioxidantes promove a neutralizacdo dos efeitos
relacionados a producéo de radicais livres (LIMA, 2014; MATTOQOS, 2017).

A acdo dos antioxidantes pode ocorrer na reducdo dos radicais livres (antioxidantes
primarios) ou por mecanismos que nao envolvem a reducdo direta destes radicais (antioxidantes
secundarios). Os antioxidantes primarios, como 0s compostos fendlicos, sdo consumidos
durante a fase de iniciacdo da oxidacdo lipidica. Os antioxidantes secundarios, como o acido
ascorbico, atuam por diversos mecanismos dos quais pode-se ser citar a ligacdo de ions
metalicos, a converséao de hidroperdxidos a espécies ndo-radicais. Para o controle destas reacdes
de oxidacdo indesejada em alimentos, pode-se, além do uso de antioxidantes incorporados no
processamento dos produtos, realizar o emprego de técnicas no proprio processo, como também
nas embalagens que recebem estes produtos alimenticios (MARIUTTI et al., 2007; ZAGO,
2018).

Pesquisas vém sendo realizados para buscar vegetais, frutos, especiarias com
capacidade antioxidante que sejam capazes de substituir os antioxidantes sintéticos e terem
efetividade semelhante ou até mesmo superior a estes. Tem-se como exemplos os estudos de
Resende; Franca; Oliveira (2019) que avaliaram farinhas de subprodutos de buriti como fontes
de fibras alimentares e antioxidantes naturais; Qi et al. (2015) avaliaram o efeito do extrato de
semente de lichia (Litchi chinensis Sonn.) sobre pasta de carne crua, a citotoxicidade in vitro e
o efeito anti-obesidade do mesmo; Milani et al. (2012) estudaram o efeito de extratos de caqui
(Diospyros kaki L.) cultivar Rama Forte e do extrato oleoso de alecrim (Rosmarinus offcinalis
L.) nas caracteristicas sensoriais e na estabilidade da cor de hamburguer de carne bovina
congelado.

De acordo com Lima (2014), os antioxidantes em alimentos devem atender alguns
requisitos como:

e Ser compativel com o substrato;
¢ Na&o conferir odor ou sabor estranho ao produto;
e Ter efeito durante a estocagem do produto;

e Ser estavel ao processo de aquecimento e de facil incorporagédo no alimento.
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3.5.1 Antioxidantes naturais

Os antioxidantes naturais sdo sintetizados para manter o equilibrio de oxirreducéo no
processo de metabolismo de nutrientes e da funcdo imunolodgica dos vegetais. Estes sdo fonte
abundante de antioxidantes e fitoquimicos, em especial os frutos sdo boas fontes de
antioxidantes, principalmente aqueles que possuem coloracdo vermelha intensa. Estudos com
antioxidantes naturais encontrados em frutos tem se destacado, com o objetivo de utilizacédo de
seus compostos nos alimentos, em substituicdo aos antioxidantes sintéticos (CASAGRANDE,
2014; JIANG; XIONG, 2016).

Grande parte das plantas possuem em sua composi¢do compostos fenolicos, sendo que
os antioxidantes que se originam de plantas sdo constituidos principalmente por éacidos
fendlicos, flavonoides, catequinas, nos quais comprovadamente tem-se atividade antioxidante
benéfica de protecdo contra os radicais livres e estabilidade oxidativa em alimentos (LIMA,
2014).

Os é&cidos fendlicos séo classificados de acordo com a estrutura quimica e tem como
caracteristica, além do anel de benzeno, um grupo carboxilico e um ou mais grupos de hidroxila
ou metoxila, que conferem acdo antioxidante. Este acido (Figura 4) possui dois grupos, 0s
derivados de acido hidrobenzéico que inclui, por exemplo, o acido galico, e, os derivados de
acido hidroxicindmico, nos quais 0s compostos aromaticos com trés carbonos formam uma
cadeia lateral, como os &cidos caféicos (ANGELO; JORGE, 2007).

Figura 4 - Estrutura quimica do acido hidrobenzéico (A) e do acido hidroxicinamico (B).

A) B)
Ri Ry
OH OH
Rs COOH Rs COOH
Arcido p-hidroxibenzdico: Ry=R; = H Acido p-cumdrico: By=R;=H
Arido protocatecuico: By = OH, B; = H Acido cafeico: Ry = OH, Rz = H
Arido vanilico: Ry = OCH3, Ra=H Acido fertlico: Ry = OCH,, Ry = H

Arido siringico: Ry = Rz = OCH4
Fonte: Adaptado de Angelo; Jorge (2007) pelo autor, 2019.
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3.6 Determinacéo de atividade antioxidante

3.6.1 Método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

A molécula de DPPH tem como caracteristica um radical livre estavel em virtude da
deslocalizagdo do elétron desemparelhado por toda a molécula, este deslocamento confere a
molécula uma coloragdo violeta. O ensaio tem como base a medida da capacidade antioxidante
de uma substancia sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina. Quando uma substancia
que age como doador de 4tomos de hidrogénio ¢ adicionada a solu¢ao de DPPH, a hidrazina ¢
obtida com mudanca na coloragdo de violeta para amarelo palido (Figura 5) (ALVES et al.,

2010).

Figura 5 - Coloracéo resultante da analise de DPPH (2-,2-difenil-1-picrilhidrazil).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

3.6.2 Método ABTS (2,2’-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico))

Neste método realiza-se a determinacéo dos compostos hidrofilicos e lipofilicos que séo
solubilizados em meios organicos e aquosos, e captura-se o radical 2,2’-azino-bis (3-etil-
benzotiazolina-6-sulfénico) através de uma reacdo quimica, eletroquimica ou enzimatica
dependendo da natureza dos compostos antioxidantes (Figura 6). E considerado um método
simples e pode ser determinado em diferentes faixas de pH, sendo uma metodologia importante
para se observar o efeito do pH em mecanismos de oxidacdo (MAGALHAES et al., 2008;
ALVES et al., 2010).

Figura 6 - Coloracdo resultante da analise de ABTS (2,2'-azino-bis(3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico)).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
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3.7 Taruma

O taruma, também conhecido como “azeitona do mato”, “azeitona brava”, “sombra de
touro”, “cinco folhas” e “copiuba”, é uma arvore considerada de grande porte, em média 10 a
20 metros de altura, pertencente a familia Lamiaceae, espécie Vitex megapotamica. Tem
ocorréncia em varias regides do Brasil, além de ser encontrada no Paraguai, Uruguai e
Argentina. Florescem durante os meses de setembro a novembro e amadurecem entre 0S meses
de novembro e janeiro. Os frutos (Figura 7) sdo drupas (apenas uma semente), e tem coloracéo
verde quando imaturos e vermelha ou roxa quando estdo maduros. A polpa € suculenta e de

sabor doce, sdo comestiveis, podendo ser consumidos in natura, porém, os frutos tem pouca

exploracdo sendo utilizados apenas como matéria-prima de produtos como geleias e licores
(CALDEIRA et al., 2004; VIANNA, KOEHLER, 2007; COSMO et al., 2009).

As folhas do taruma (Figura 8) possuem fendis, antocianinas, taninos, catequinas,
flavonoides, xantonas, esteroides, cumarinas, acidos organicos, fendis, e outros diversos
compostos, a infusdo destas é utilizada na medicina popular como depurativo do sangue, para
combater a pressao alta, o colesterol, entre outras doengas (ONOFRE et al., 2016). Segundo
estudo realizado por Oliveira (2017), o cha obtido das folhas apresenta o composto alopurinol,
que é muito utilizado como principio de remédios utilizados para doengas ocasionadas pelo
excesso de acido urico.

Segundo estudo de Onofre et al. (2016), as folhas do tarum&@ possuem potencial
antioxidante, em particular nos extratos mais polares nos quais extrai maiores quantidades de
constituintes fenolicos. Porém, ndo ha relatos, na literatura, da aplicacdo dos extratos obtidos

das folhas em produto alimenticio, com intuito de avaliar o potencial antioxidantes. Outro ponto
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destacado pelos autores é a falta de estudos que avalia os frutos do taruma em relacdo a sua

composicgdo fendlica, e sua capacidade antioxidante.

Figura 8 - Folhas do taruma.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Apesar dos frutos de muitas espécies nativas serem descritos na literatura, sdo poucos
os trabalhos realizados que exploram a capacidade antioxidante destes. Assim, diante da grande
diversidade da flora brasileira faz-se importante a descoberta de suas propriedades bioativas
para que estes possam ser explorados. Grande parte dos estudos sobre a taruma estdo
relacionados a trabalhos na area da salde (BRANDT et al., 2009; BRUM et al., 2013;
HAMANN et al., 2016).

3.8 Metodologias para extragdes

Quando se trata de extracdes oriundas de vegetais, os métodos utilizados devem ser
escolhidos de acordo com a estrutura da parte de interesse da matriz (caules, folhas, frutos), e
0 que se deseja extrair. Os processos mais comuns sdo 0s métodos convencionais como arraste
e prensagem, porém, 0s processos de extracdo vao muito além disso, chegando a métodos mais
tecnologicos como o fluido pressurizado e a extragdo assistida por ultrassom, entre outros
(NOVELLO, 2015; VIEIRA, 2015).

Nos estudos com o objetivo de extrair compostos bioativos muitos sdo os métodos
como: nenhum tipo de agitacdo (ABAZA et al., 2011), centrifugacdo (RUFINO et al., 2007a),
agitador de tubos (SPAGOLLA et al., 2009), banho ultrassdénico (SAHIN; SAMLI, 2013),
agitador orbital shaker (SARKIS et al., 2014). Diversos solventes também sdo utilizados para

processos de extracao destes compostos sendo o metanol considerado o melhor em rendimento,
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porém ndo é aconselhdvel para extratos com futuras aplicagdes em alimentos
(KALLITHRAKA et al., 1995). Os extratos obtidos com metanol devem passar por um
processo de evaporacdo para posterior aplicacdo em alimentos, sendo que este processo pode
ocasionar a degradacéo de compostos bioativos.

Dentre os métodos de extracdo de compostos bioativos de frutos, verduras e legumes, o
mecanismo solido-liquido é a técnica mais utilizada. No processo sélido-liquido ocorre a
migracao dos compostos de interesse, presentes na matriz, para o solvente. Este tipo de extracao
é considerado um método facil, de baixo custo, e tem sua eficiéncia com base na otimizacao
das condi¢Bes de processo, como temperatura, razdo sélido/liquido, solvente e tempo da
extracdo (MATTOS, 2017).

A aplicacdo da chamada quimica verde, que tem como objetivo principal a utilizacdo de
métodos ecologicamente corretos, no que tange a utilizacdo de solventes de baixa toxicidade
em processos de extracdo. Dentre este métodos, a aplicacdo de solventes como a agua tem sido
muito estudada e utilizada devido sua disponibilidade e caracteristicas que vao ao encontro das
diretrizes da quimica verde (KO et al., 2014; JIN et al., 2017; CARVALHO et al., 2018).

A extracdo com auxilio de agitador orbital shaker (Figura 9), utilizando solventes, é um
método de facil manuseio, rapido e de baixo custo. A agitacdo favorece a circulacao convectiva
do solvente, e isso aumenta a eficiéncia de extracédo, pois as chances do contrato soluto/solvente,
no processo, sdo aumentadas. Este método é utilizado para matéria-prima moida e fina (VEGGI
et al., 2009; SILVA, et al., 2016).

Figura 9 - Agitador orbital shaker com amostras.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Outro equipamento que auxilia muito na extracdo é o banho de ultrassom (Figura 10),

que se destaca pela eficiéncia e reducdo no tempo de processo. Este equipamento é largamente
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utilizado na extracdo de compostos oriundos de vegetais. O processo utiliza energia de ondas
sonoras, as quais, quando propagadas no meio liquido, realizam o fendmeno denominado
cavitacdo, isso auxilia na transferéncia de massa do solvente consequentemente aumentando o
rendimento (LAZAR et al., 2016). Sistemas de solventes compostos de etanol, agua,
proporcionam rendimentos satisfatorios quando comparados a adi¢cdo de apenas um solvente
durante a extragdo de compostos polifendlicos com propriedades antioxidantes (ESCLAPEZ et
al., 2011; CAVALHEIRO, 2013).

Figura 10 - Banho de ultrassom com amostras.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

Para identificar e isolar compostos bioativos em matrizes naturais, o0 mais indicado é a
realizacdo da extracdo com solventes de diferentes polaridades, objetivando a méxima
eficiéncia de extracdo. Em relacdo as particulas das matrizes vegetais, estas, quanto menores,
maiores sdo as chances de que a extracdo aconteca. Os solventes utilizados, necessariamente,
precisam apresentar afinidade com o soluto, serem atdxicos, de baixo custo, ndo inflaméaveis,
entre outras caracteristicas. (ORDONEZ, 2005; CAVALHEIRO, 2013; ZAGO, 2018).

Diversos fatores interferem na eficiéncia do processo de extracdo por solvente, dentre
estes, destaca-se, 0 solvente, a concentracdo do solvente, o tempo, a temperatura da solucéo, a
massa da matriz, o tipo de amostra, entre outras. Todas as variaveis citadas, tem influéncia
direta nos resultados de uma extracdo, desta forma, devem ser investigadas com o proposito de
maximizar dos resultados (THOO et al., 2010). Segundo Yanishlieva et al. (1997) a eficiéncia
do processo de extragdo e os teores da atividade antioxidante dos extratos dependem do tipo de
solvente, devido a interacdo e a polaridade dos compostos. Celant; Braga; Vorpagel (2016), em
estudo onde avaliaram o conteudo dos compostos bioativos em amoras de diferentes cultivares,
obtiveram resultados onde a quantidade de compostos dependia da cultivar do fruto, indicando
que existem particularidades referentes a concentracdo dos grupos de fenolicos nos diferentes

cultivares.
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4. CARACTERIZACAO, AVALIACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS
TOTAIS E DE BIOATIVIDADES DA POLPA DOS FRUTOS DO
TARUMA (Vitex megapotamica) EM DOIS ESTADIOS DE MATURACAO

4.1 INTRODUCAO

O taruma@ (Vitex montevidensis) tem ocorréncias em diversas regides brasileiras, possui
cor negra-violacea quando maduro, a polpa € suculenta e de sabor adocicado. Estudos
realizados com as folhas desta arvore demonstram sua capacidade antioxidante, além da
presenca de compostos medicinais como o alopurinol (composto utilizado em medicamentos
para 0 excesso de &cido Urico) encontrado na infusdo das folhas (ONOFRE et al., 2016;
OLIVEIRA, 2017). No entanto, ainda ndo sdo encontrados na literatura estudos relacionados
com estes frutos em nenhum estadio de maturacéo.

Frutos sdo boas fontes de antioxidantes, com destaque para os que possuem coloragéo
vermelha intensa a roxo (CASAGRANDE, 2014; JIANG; XIONG, 2016), além de importantes
fontes de elementos essenciais, como minerais (GONDIM et al.,, 2005). Fenémenos
relacionados com a maturacdo de frutos incluem a degradacdo das clorofilas (a e b), a
degradacédo de pigmentos, a sintese de novos pigmentos (carotenoides), as alteragdes de sabor,
a diminuicdo da acidez, as elevacdes nos teores de solidos sollveis e as mudancas de textura.
No amadurecimento, o fruto estd completamente desenvolvido, com aparéncia externa e
qualidade interna adequadas para o consumo (DOMINGUES; ONO; RODRIGUES, 2001).

Os compostos fenolicos apresentam efeitos benéficos sobre as propriedades fisiologicas,
como antialérgico, anti-inflamatério, antimicrobiano, com destaque para a atividade
antioxidante (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Os antioxidantes mantém o
processo oxidativo em niveis normais no organismo humano, impedindo o desenvolvimento
dos radicais livres e inibindo os danos ao sistema bioldgico (BARBOSA et al., 2010).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacdo
centesimal, analise de minerais, quantificacdo de compostos fendlicos e analise de propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias das polpas dos frutos do taruma colhidos em estadios de

maturacao distintos.
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Colheita e preparo dos frutos

Os frutos do taruma foram coletados no ano de 2019, nas éareas pertencentes ao Instituto
Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul — IFRS Campus Sertéo, na
cidade de Sertao/RS, Brasil (Latitude 28° 2’ 26 S, Longitude 52° 16’ 25 O), em dois estadios
de maturacdo, determinados através do calculo do ratio (sélidos solUveis totais/acidez total
titulavel).

Os frutos foram encaminhados ao Laboratério de Qualidade de Alimentos da
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), Campus Pinhalzinho/SC, Brasil, onde
foram limpos, através da remocdo de folhas; sanitizados com solucdo de hipoclorito de sodio
(200 mg.kg?) durante 15 minutos, lavados em agua corrente, suspensos em peneiras para
remocdo do excesso de dgua, e armazenados em sacos de polietileno para embalagem a véacuo
de dimensdes 20 cm x 25 cm, em seguida dispostos em sacos plasticos metalicos com fecho zip
e mantidos sob refrigeracdo (aproximadamente 5 °C) em geladeira convencional (Electrolux,
Brasil) até as analises de caracterizacdo. Os frutos restantes foram armazenados a -86 °C em
Ultrafrezzer (ULT 335/710 D Vertical, Indrel, Brasil).

4.2.2 Caracterizacao fisico-quimica dos frutos em diferentes estadios de maturacdo

Apdbs a higienizacdo, os frutos foram despolpados e triturados em liquidificador
industrial de alta rotacdo (Spolu, Brasil), acondicionados em sacos de polietileno para
embalagem a vacuo de dimensfes 20 cm x 25 cm, em seguida dispostos em sacos plasticos
metalicos com fecho zip e mantidos sob refrigeracdo até o momento das analises. As amostras
foram avaliadas, em triplicata, através das determinacdes de: umidade (método 925.45 (b));
extrato etéreo pelo método Soxhlet (método 920.39 (c)); proteina (método 920.152), fator de
conversdo de 5,75; cinzas (método 940.26); fibra alimentar total (método 985.29); sélidos
soluveis totais (°Brix) (método 932.14 (c)); agucares redutores (% em glicose) (método 925.36);
acucares ndo-redutores (método 925.35); pH (método 981.12); e acidez total titulavel (método
942.15 (a)) (AOAC, 2016). Por fim, os carboidratos foram calculados pela diferenca no
somatorio total. A coloracdo das amostras foi avaliada objetivamente pela reflectancia, usando
colorimetro Minolta, (modelo CR-410, HunterLab, Brasil), sequindo a metodologia definida
pelo fabricante, através do sistema CIELAB; com os valores de L* (luminosidade) variando de

preto (0) a branco (100), a* (de verde (-a*) a vermelho (+a*)) e b* (de azul (-b*) a amarelo
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(+b*)) utilizadas para definir um espaco de cor tridimensional. O valor de croma (C* = (a*? +
b*2)Y2 e 0 angulo de Hue (*Hue= tan™! b*/a*), que indica a cor observada, também foram
calculados. O aparelho foi previamente calibrado com padrdes branco e preto. Para as medidas
de cor utilizou-se as polpas em p6 obtida por liofilizagéo, descrito no item 4.2.3.

A analise de minerais foi realizada de acordo com o método 985.35 da AOAC (2016),
com adaptacdes. As cinzas, foram preparadas em mufla a 550 °C, por periodo de 4 a 6 horas, 0
que garantiu a mineralizacdo completa da amostra (1 mL de acido nitrico 1% foi adicionado
nas amostras para auxiliar no processo) e obtencéo de cinzas claras isentas de carvao. Apds, as
cinzas foram dissolvidas utilizando &cido nitrico 1%, filtradas em papel filtro quantitativo
(JP41-Faixa preta, 15 cm, Quanty) em baldo volumétrico de 50 mL, lavando o cadinho com a
amostra e o bastdo utilizado para solubilizacdo com agua deionizada. Preparou-se a triplicata
de amostras e um branco dos reagentes. As amostras dissolvidas e avolumadas foram
transferidas para tubos tipo Falcon de 50 mL e estes acoplados no equipamento para
determinacédo dos teores de Ca, Ti, Fe, Zn, K, Mg, Cd, Ni, Pb, Cu, Na em espectrometro de
absorcdo atébmica em chama (modelo SpectrAA 220) e lampadas 44 de catodo oco
(VARIAN®).

4.2.3 Preparo dos extratos
4.2.3.1 Obtencdo da polpa dos frutos em p6

Os frutos in natura inteiros ndo utilizados nas andlises de caracterizacdo foram
perfurados com auxilio de uma agulha de 2 mm de didmetro. Optou-se por realizar a perfuracao,
antes do congelamento das amostras, para facilitar a evaporagdo da agua presente na polpa dos
frutos. Os frutos foram congelados inteiros para que nao passassem por um prévio processo de
oxidacdo pela exposicdo da polpa, o que poderia afetar os teores de compostos bioativos.

Os frutos foram congelados em Ultrafrezzer (ULT 335/710 D Vertical, Indrel, Brasil)
durante 24 horas a -86 °C, desidratados a -60 °C sob pressdo de 0,05 mTorr de vacuo em
liofilizador (TFD 5503, 11Shin, Holanda) durante 24 horas e em seguida despolpados. As polpas
foram novamente congeladas em Ultrafrezzer (-86 °C/24 horas) e novamente submetidas a
liofilizag&o (-60 °C/0,05 mTorr/24 horas) até atingir uma umidade entre 14% e 15%. Apos, as
polpas foram trituradas em liquidificador industrial de alta rotacdo (Spolu, Brasil),
homogeneizadas em peneira (32 mesh), e armazenadas em embalagens metalicas com o uso de

vacuo, sob congelamento (-86 °C).
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4.2.3.2 Método de extracdo

A extracdo foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Rufino et al. (2007a),
com modificacdes, para analises de DPPH, ABTS e compostos fendlicos totais. Foram
quantificados em um Becker de 100 mL, 1 g de taruma em p0, adicionados 40 mL de metanol
50%, homogeneizados em agitador (Vortex Mixer K45-2810, Kasvi, Brasil) e mantidos em
repouso por 60 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, transferidos para tubos adequados
e centrifugados em centrifuga (SL-700, Solab, Brasil), a 15.000 rpm, por 15 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um baldo volumétrico de 100 mL. A partir do residuo da
primeira extracgdo, foram adicionados 40 mL de acetona 70%, homogeneizados e mantidos em
repouso por 60 minutos a temperatura ambiente. Centrifugados novamente a 15.000 rpm, por
15 minutos, transferindo o sobrenadante para o baldo volumétrico contendo o primeiro
sobrenadante e completando o volume para 100 mL com agua destilada. Os extratos foram
congelados a -86 °C em Ultrafrezzer (ULT 335/710 D Vertical, Indrel, Brasil) até analise.

4.2.4 Metodologias para quantificagdo dos compostos fendlicos e das atividades antioxidante e
anti-inflamatorias

4.2.4.1 Compostos fendlicos totais

A quantificacdo do conteido de compostos fendlicos totais seguiu o método Folin-
Ciocalteu. Em uma aliquota de 0,5 mL do extrato foi adicionado 2,5 mL de solugdo aquosa de
Folin-Ciocalteu na concentracdo de 1:10 e 2,0 mL de carbonato de sodio a 7,5%. A mistura foi
mantida no escuro por 2 horas em temperatura ambiente e em seguida foi realizada a leitura,
em triplicata, da absorbancia a 760 nm em espectrofotdmetro (Cirrus 80 SA, Femto, Brasil).
Um branco foi utilizado para calibrar o equipamento (ao invés da amostra uma aliquota de 0,5
mL de agua destilada) conforme descrito por Singleton; Orthofer; Lamuela-Raventos (1999) e
Roesler et al. (2007) com modificagdes.

A quantificagdo dos compostos fendlicos totais foi realizada através da curva padréo
construida com acido galico (Apéndice 1). Os resultados da quantidade total de fendlicos dos
extratos foram expressos em equivalentes de acido galico por 100 gramas de amostra (mg
EAG.100 g?).
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4.2.4.2 Atividade antioxidante pela captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

As analises das amostras foram realizadas segundo descrito por Rufino et al. (2007a).
Foi construida uma curva padrao com o radical DPPH (Apéndice 2). Para a leitura das amostras,
em ambiente escuro, uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo do extrato foi adicionada em
tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH e homogeneizada em agitador (Vortex Mixer
K45-2810, Kasvi, Brasil). Alcool metilico foi usado como branco para calibrar o
espectrofotdmetro (Cirrus 80 SA, Femto, Brasil). As leituras foram realizadas a 515 nm, em
triplicata. A diminuicdo da leitura da absorbancia das amostras esta correlacionada com o
controle.

A leitura da absorbéncia final para o célculo do ECso foi realizada ap6s a estabilizacéo
da absorbéncia (tempo ECso). A partir das absorbancias obtidas nas diluigdes e suas devidas
concentracdes foi gerada uma curva (Apéndice 3) e obtida a equacdo da reta. A absorbancia do
controle foi dividida por 2 e o resultado desta divisao é utilizado em substituicdo ao valor de Y
na equacao da reta da curva das dilui¢Ges, sendo entdo calculada a atividade antioxidante. O
resultado é expresso em mg.L%, que corresponde a amostra necessaria para reduzir em 50% a

concentracdo inicial do radical DPPH (ECso).

4.2.4.3 Atividade antioxidante pela captura do radical ABTS (2,2’-azino-bis(acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico))

O método de descoloracdo do ABTS foi realizado de acordo com metodologia descrita
por Rufino et al. (2007b). O radical gerado através da reacdo de ABTS com a solugdo de
persulfato de potassio (K2S20s) foi incubado a temperatura ambiente no escuro durante 16 horas
previamente a analise. Uma solucdo de 5 mL do radical ABTS juntamente com 88 uL de
solucdo de persulfato de sodio, foi incubada a temperatura ambiente no escuro durante 16 horas
previamente a analise. Em seguida, a solucdo de 16 horas foi misturada e diluida na
concentracdo de 1:10 com &lcool etilico até atingir um valor de absorbancia de 0,70 + 0,05,
determinado em 734 nm. Para as leituras das amostras foi construida uma curva padrdo com o
radical Trolox (Apéndice 4).

Para o calculo da atividade antioxidante foram realizadas diluicbes do extrato a ser
analisado. Aliquotas de 30 uL de cada diluigdo dos extratos foi adicionada, em duplicata, a
tubos de ensaio com 3 mL do radical ABTS e homogeneizada por 1 minuto em agitador (Vortex

Mixer K45-2810, Kasvi, Brasil). Apbs 6 minutos de mistura a leitura da absorbancia foi
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realizada (734 nm), e o Alcool etilico foi utilizado como branco para calibrar o
espectrofotometro (Cirrus 80 SA, Femto, Brasil). A partir das absorbancias obtidas das
diferentes diluicdes dos extratos, foi plotada a absorbancia no eixo Y e a concentracdo (mg.L
1 no eixo X (Apéndice 5).

A partir da equagédo da reta obtida na curva das diluigcdes e da absorbancia obtida na
concentragdo de 1000 uM de Trolox na curva padrdo substituida na equagdo das diluicdes,

calculou-se a atividade antioxidante. O resultado foi expresso em uM Trolox.g-1 de amostra.

4.2.4.4 Atividade anti-inflamatoéria

O preparo do extrato foi baseado no método de Wang et al. (2019). Foi quantificado 2
g da polpa do taruma em p6 nos dois estadios de maturacdo e dissolvidos em &gua destilada até
completar 100 mL. As misturas foram deixadas ao abrigo de luz e a temperatura ambiente por
12 horas e, posteriormente, foram centrifugadas em centrifuga (SL-700, Solab, Brasil) por 15
minutos a 6000 rpm. Os sobrenadantes foram coletados, identificados e armazenados a -86 °C
em Ultrafrezzer (ULT 335/710 D Vertical, Indrel, Brasil) por 4 horas. Apds os extratos foram
mantidos em freezer de geladeira convencional (Electrolux, Brasil) até a analise (méximo 12
horas).

A determinacdo da capacidade de remocéo do radical 6xido nitrico (NO) foi baseada no
método de Hazra; Biswas; Mandal (2008). 1 mL de cada extrato foi misturado com 3 mL de
nitroprussiato de sédio (SPN) 10 mM em tubos de ensaio; as misturas foram mantidas em
banho-maria digital (SSD 5L, Solidsteel, Brasil) a 25 °C durante 2 horas. Posteriormente, foram
retiradas aliquotas de 0,5 mL e misturadas com 1 mL de sulfonamida 0,33% em outros tubos
de ensaio; as novas misturas foram mantidas em banho-maria a 25 °C por 5 minutos; em seguida
foram adicionados 1 mL de cloreto de alfa-naftiletilenodiamina (NED) 0,1% em cada amostra
e a mistura foi mantida em banho-maria a 25 °C durante 30 minutos. Finalmente, a absorbéancia
das amostras foi lida em espectrofotémetro (Cirrus 80 AS, Femto, Brasil) a 540 nm. Para obter
a concentracdo equivalente de Trolox foi utilizada a curva padréo do Trolox (Apéndice 6), e 0s

resultados foram expressos em uM Trolox.g™* de amostra.
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4.2.5 Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o Software STATISTICA 13.2 Trial
(Statsoft), pela analise de variancia (ANOVA) e teste de comparagdo de média de Tukey a 5%

de significancia.



44

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Caracterizacdo fisico-quimica

Os resultados relacionados a composicao fisico-quimica da polpa dos frutos do taruma

nos dois estadios de maturagdo, imaturos e maduros, estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizacao fisico-quimica (base imida) dos frutos do taruma in natura em dois estadios
de maturacdo.

Anélise

Estadios de maturacao

Imaturos Maduros

Umidade (%) 84,53 + 0,382 81,05 + 0,74°
Cinzas (%) 1,40+ 0,132 1,28 +£0,172

Extrato Etéreo (%) 1,13+ 0,032 1,17 +0,022
Proteina (%) 0,97 + 0,06° 0,87 + 0,06°

Fibra Alimentar Total (%0)* 3,44 £ 0,028 3,01 £0,318
Carboidratos (%) (por diferenca) 8,54 +0,43° 12,20 £ 0,712
pH 5,61+0,11° 6,02 + 0,06%
Solidos Soltveis (°Brix) 12,93 +0,35° 18,77 + 0,312
Acidez Total Titulavel (%) 1,43+ 0,072 1,11 +0,11°
Acucares redutores (%0) 40,66 * 2,78° 53,49 + 5,092
Acucares ndo-redutores (%0) 41,27 +0,84° 43,80 + 1,242

Ratio** 9,34 16,15

Valores expressos como média + desvio padrdo; *Fracdo inclusa nos carboidratos; **Ratio: sélidos sollveis/acidez
total titulavel; Médias seguidas de mesma letra, na mesma linha, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
no nivel de 5% de significancia.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

Assim como a maioria das frutas e hortalicas, o taruméd apresentou altos valores de
umidade, em ambos estadios de maturacdo. Para o imaturo a umidade apresentou valor superior,
pois durante o periodo de amadurecimento da fruta ocorre a transferéncia de dgua da casca para
o interior do fruto, onde a polpa retém e armazena a agua, uma parte € retida pelas sementes e
outra parte é perdida durante o processo a transpiracéo dos frutos (RUFINO, 2008). Os valores
para o teor de umidade dos frutos do tarumé apresentaram-se da mesma ordem de grandeza de
frutos como a amora (87,92%) e o mirtilo (87,70%), como encontrados nos estudos de Souza
et al. (2014). Deve-se ressaltar que as condi¢6es climaticas, periodos de chuvas intensas ou seca

extrema, interferem na umidade dos frutos o que se pode notar neste estudo.
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Os teores de cinzas, extrato etéreo e proteinas ndo apresentaram diferenga significativa
entre os dois estddios de maturagdo (p<0,05). As cinzas dos alimentos estdo relacionadas aos
minerais como N, P, K, Mg e Ca presentes nos frutos, os quais sao influenciados por diversos
fatores como a condicdo climatica e umidade (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Comparado
as oleaginosas os teores de extrato etéreo em frutas e hortalicas possuem baixas quantidades de
lipideos (ROCHA et al., 2008). Souza et al. (2014), ao avaliarem as caracteristicas de frutos
como amora e mirtilo obtiveram teores de lipideos entre 0,42% a 0,19%, valores abaixo dos
encontrados no presente estudo.

O teor de fibra alimentar total encontrado foi estatisticamente igual (p<0,05) no fruto
imaturo e no maduro. A maior parte deste teor de fibra encontra-se possivelmente na forma de
fibra soltvel, como a pectina. Quando comparado os resultados com frutos de coloragédo
similares, a polpa do taruma apresenta valores de fibras e carboidratos proximos aos
encontrados por Souza et al. (2014) para amora (4,47% e 10,18%, respectivamente).

O pH aumentou dos frutos imaturos para maduros, possivelmente pela diminui¢do dos
acidos organicos totais, pois durante o0 amadurecimento os acidos presentes sdo degradados
(AYOUR et al., 2017). Segundo Santos; Santos; Azevedo (2014), as varia¢des no pH de frutos
envolvem fatores climéaticos e ambientais, também os teores de &cidos organicos como o
malico, o citrico e o tartarico, importantes na formacdo de propriedades dos frutos. O aumento
nos valores de pH deve-se a reducdo da acidez titulavel (AMARANTE et al., 2017). Comparado
aos estudos de Martineli et al. (2018) para uvas in natura da cultivar Vitéria (4,05), o pH €
inferior ao encontrado para o taruma, porém ao observarmos o resultado da acidez vemos que
quando o pH possui um valor mais alto a mesma diminui, colaborando com o encontrado em
nosso estudo.

A acidez total titulavel foram significativamente maiores no fruto imaturo comparado
ao maduro, corroborando com os dados do pH. Os acidos organicos sao utilizados como
substratos para 0s processos respiratdrios e estes sdo consumidos durante 0 metabolismo de
amadurecimento e pela liberacdo de acgUcares, resultando em uma diminuicdo na acidez
(AZZOLINI; JACOMINO; BRON, 2004; CHITARRA; CHITARRA, 2005; PIMENTEL et
al., 2010) e, consequentemente, aumento do pH. Estudos de Mascarenhas et al. (2010) para
cultivares de uvas de mesa obtiveram resultados inferiores a encontrados no presente estudo

(com variacéo de 0,74 a 0,94 para cultivares Benitaka e Isabel, respectivamente).
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O teor de soélidos sollveis (°Brix), agUcares redutores e aglcares ndo redutores
apresentaram diferenca significativa (p<0,05), sendo maiores nos frutos maduros. O aumento
destes teores com o amadurecimento € promovido por processos de biossintese e pela
degradacdo de polissacarideos em acUcares mais simples, evidenciando o processo de
amadurecimento destes frutos (NERIS; LOSS; GUEDES, 2017). Os resultados do presente
estudo sao maiores referentes ao °Brix daqueles encontrados por Lima et al. (2008) para polpa
de jabuticaba de duas variedades (variando de 14,90 a 14,13). O °Brix mede de modo indireto
o teor de acucares dos frutos (SANTOS et al., 2011).

Os teores de agUcares ao longo do amadurecimento tendem a aumentar, sendo superiores
para os frutos maduros, devido os agUcares presentes na polpa estarem relacionado com o teor
de solidos soltveis (MONTEIRO et al., 2018). Segundo Maieves et al. (2015), valores maiores
para um tipo de acucar (redutor e ndo redutor) como o caso do presente estudo indica que
acucares como glicose e frutose (redutores) sdo os aglcares predominantes no fruto, e que
acucares ndo redutores como a sacarose ndo sao 0s principais

Valores de ratio entre 12 e 13 sdo ideais para o inicio de processamento industrial de
sucos de frutas caso seja a proposta, porém, a faixa de ratio pode ter uma variagédo entre 6 e 20
(VIEGAS, 1991). A relagéo entre esses resultados se faz importante, pois indica a contribuicéo
dos compostos para dogura oriunda dos agucares e acidez dos frutos, outro ponto, é que este
indice pode ser um marcador da fase de maturacdo (PRASSANA; PRABHA;
THARANATHAN, 2010; NEVES et al., 2015). Com base nesses valores, o taruma pode ser
considerado maduro. Durante o amadurecimento os acidos presentes sdo degradados e o teor
de aclcares aumenta, logo a propor¢do de acUcares/acidos alcanca um resultado maior,
indicando a maturidade dos frutos (AYOUR et al., 2017).

O aumento nos teores de solidos solUveis e a diminuicdo da acidez é coerente com o
encontrado por Fawole e Opara (2013) para frutos de romd. Monteiro et al. (2018), ao
analisarem a polpa de sapota-do-Solimdes (Quararibea cordata Vischer) em estadios de
maturacdo diferentes, observaram um aumento dos sélidos soltveis e uma diminuicdo na acidez
titulavel atribuidos ao consumo dos acidos organicos como substratos para a respiracao, reacées
bioguimicas como a hidrélise do amido, entre outras rea¢cdes importantes que ocorrem neste

periodo.
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4.3.2 Umidade e cor do tarum& em pd em dois estadios de maturacao

Para a realizacdo das demais analises os frutos passaram pela secagem por liofilizacdo
para obtencao da polpa do taruma em pd. Os pos elaborados foram analisados com relacéo a
umidade e cor (Tabela 2). N&o existe legislacdo para farinhas de frutos, ao comparar com 0s
resultados obtidos por Almeida et al. (2019) para farinhas da casca de jabuticaba estes autores
encontraram teores de 10,57% de umidade. Ao comparar a umidade do p6 com as das polpas
dos frutos in natura observa-se que o po obtido do fruto maduro apresenta maior umidade do
que a do fruto imaturo, isso pode te ocorrido devido a facilidade deste em absorver agua
rapidamente quando exposta ao ambiente.

A secagem dos frutos foi realizada através do método de liofilizagdo. Segundo Nunes et
al. (2016) este processo pode preservar a funcdo da maioria dos compostos bioativos presentes
nos frutos. A secagem por liofilizacdo minimiza a ocorréncia de reagdes que provocam
degradacdo do produto, além de garantir manutencdo de propriedades organolépticas e
nutricionais (MOSQUERA-VIVAS; AYALA-APONTE; SERNA-COCK, 2019).

Tabela 2 - Andlise de umidade e cor das polpas dos frutos do taruma em p6 (base seca) em dois estadios
de maturacdo.

Estadios de maturacao

Analise Imaturos Maduros

Umidade (%) 13,93 £ 0,25° 15,11 + 0,362
Cor

L* 27,55+ 0,372 21,59 +0,22°

a* 3,15+0,12° 7,15+ 0,112

b* 21,80 £ 0,162 18,63 +0,14°

c* 22,03+0,178 19,96 + 0,15P

°Hue 81,77 £ 0,25° 69,00 + 0,27°

Valores expressos como média + desvio padrdo; L*= luminosidade. L*= 100 (branco total); L*= 0 (preto total).
Cor L*, Minolta. a* positivo= tendéncia para cor vermelha; a* negativo= tendéncia para cor verde. Cor a*,
Minolta. b* positivo= tendéncia para cor amarela; b* negativo= tendéncia para cor azul. Cor b*, Minolta. C*=
cromaticidade, «C* = 0 (cinzento), maior valor indica maior pureza ou intensidade da cor. Angulo °HUE =
tonalidade, 0° = vermelho; 90° = amarelo; 180° = verde; 270° = azul. Médias seguidas de mesma letra, na mesma
linha, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey no nivel de 5% de significancia.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.
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A coloracdo de frutas e legumes reflete a presenca de componentes pigmentados, como
a clorofila, os carotenoides e as antocianinas. Os compostos que possuem pigmentos s&o
destaques em relacéo a sua capacidade antioxidante (COMERT; MOGOL; GOKMEN, 2020).

A variacdo de coloracdo entre as polpas em pé é dada atraves dos valores obtidos pelas
coordenadas L*, a*, b* e os indices colorimétricos C* e °H (Tabela 2) e observadas visualmente
na Figura 11. A redugdo da luminosidade (L*) esta relacionada com o grau de maturagéo dos
frutos, caracterizando coloracdo mais escura quando maduro e com baixa intensidade luminosa;
pois quanto mais longe de 100 (branco total) mais escura é a amostra. O parametro a* aumentou
para a polpa em p6 dos frutos maduros e como os resultados sdo positivos estes indicam
tendéncia para coloracdo vermelha. Para coordenada b* ocorreu uma reducdo do estadio
imaturo para o maduro, isso devido o desenvolvimento do fruto e consequente maturacéo, sendo
que valores positivos indicam tendéncias de cor amarela ao final da maturacéo.

A perda de coloracdo verde dos frutos é uma alteragdo comum devido a degradacdo de
pigmentos como clorofila presentes nas células vegetais. O pH é um agente responsavel por
esta degradacéo, na qual ocorre o extravasamento dos acidos organicos, promovendo a oxidagédo
deste pigmento. A partir destas reacdes sdo entdo formados outros compostos, como as
antocianinas que sdo responsaveis pela coloracdo azul e vermelho (CHITARRA; CHITARRA,
2005; MAIEVES et al., 2017).

A cromaticidade (C*) das amostras apresentaram variacdo para 0s pos, 0 que pode ser
explicado pela presenca de alguns pigmentos em pequenas quantidades, oriundos das cascas
dos frutos ja que estas ndo foram retiradas para obtencéo das polpas em p6. No entanto a polpa
em po dos frutos imaturos apresenta um valor de C* maior que pode indicar uma coloracéo
mais intensa quando comparados a cor mais opaca da polpa em p6 dos frutos maduros. O angulo
de Hue (°H) apresentou tendéncia a tonalidade vermelha em ambas as amostras. Canuto et al.
(2010), indicam que as polpas de acai apresentam tonalidade amarelo-avermelhada por
apresentar um angulo °H 48,7, o que corrobora com os valores obtidos para taruma que foram
superiores em ambos os estadios de maturacdo, com tendéncia a cor vermelha (Figura1l-Ce
D).

Segundo estudos de Comert; Mogol; Gokmen (2020), ao resumir o conteldo de grupos
antioxidantes e compostos pigmentados como clorofila, carotenoides, antocianinas em frutos e
legumes, os autores relacionam a capacidade antioxidante com a coloracéo dos frutos. Aqueles
com coloragdo escura possuem valores acima de °H 180 e, consequentemente, podem
apresentar capacidade antioxidante elevada por terem altos niveis de antocianinas e compostos

fenolicos totais. Frutos que possuem alta capacidade antioxidante podem apresentar angulo
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menores que °H 20; faixas entre °H 20 e °H 180 indicam uma capacidade antioxidante
considerada baixa. Relacionando as consideracdes feitas pelos autores, o presente estudo estaria
dentro da faixa com baixa capacidade antioxidante com relacdo aos valores obtidos para a

tonalidade dos frutos de taruma em po.

Figura 11 - Frutos imaturos (A), maduros (B) e as polpas em pé imatura (C) e madura (D) do taruméd
nos diferentes estadios de maturacdo.

Dezembro 2018 Fevereiro 2019

IMATURO

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

4.3.3 Composicdo de minerais

A composicao centesimal de frutas é importante para definir os teores de nutrientes que
se encontram no alimento, dentre estes os minerais fazem parte e sdo elementos importantes
para satde do corpo humano, e a deficiéncia destes nutrientes pode causar doengas relacionadas
a desmineralizacdo 6ssea (osteoporose) (MENDES-FILHO; CARVALHO; SOUZA, 2014).

O mineral majoritario (Tabela 3) determinado neste estudo, foi o potassio, para os dois
estadios de maturacdo, apresentando maior quantidade na polpa madura em pd. Este elemento
é considerado importante regulador de contracfes musculares. Em seguida vem o célcio
diretamente relacionado a formacdo 0ssea e prevencdo de osteoporose e 0 magneésio que €
mediador das contra¢fes musculares e transmissées de impulsos nervosos, além de auxiliar na
fixacdo do célcio (GRILLO et al., 2020).
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Comparando os resultados obtidos com os encontrados por Gomes et al. (2019) para
polpas de uvas Nidgara e Bordo, que apresentam os respectivos contetidos de potéssio (433,69
mg.100 g* e 623,89 mg.100 g1), célcio (12,01 mg.100 g* e 8,72 mg.100 g*) e magnésio (10,45
mg.100 g* e 5,90 mg.100 g!), observa-se valores superiores para uvas Niagara em relacdo a
todos os elementos, para uvas Bordo os resultados obtidos para calcio e magnésio sao inferiores
aos encontrados para as polpas em pé do tarum&. Gordon et al. (2012), ao analisarem frutos de
acai em estadio de maturacio diferentes, obtiveram resultados para potassio (4271 mg.100 g™
para imaturos e 930 mg.100 g* para maduros), calcio (962 mg.100 g™ para imaturos e 930
mg.100 g para maduros), e magnésio (397 mg.100 g* para imaturos e 172 mg.100 g para
maduros) superiores ao deste trabalho em ambos os estadios de maturacdo. Estes autores
descrevem que com o avanco do grau de maturacdo do acai os macroelementos diminuem, com

excecdo para o sédio e o zinco.

Tabela 3 - Anélise de minerais (base seca) das polpas em p6 dos frutos do taruma em dois estadios de
maturacéo.

Estadios de maturacao

Minerais (mg.100 g%)

Imaturos Maduros
Potassio (K) 118,90 + 4,61° 158,04 + 5,65
Célcio (Ca) 9,15 + 0,90? 9,13 + 0,962
Magnésio (Mg) 8,75+ 0,13¢ 8,60 + 0,30
Zinco (Zn) 0,27 £ 0,082 0,24 + 0,062
Ferro (Fe) 0,06 + 0,032 0,03+0,01°

Valores expressos como média + desvio padrdo; Médias seguidas de mesma letra, na mesma linha, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey no nivel de 5% de significancia.
Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

Os teores de zinco e ferro encontrados para a tarumé sdo superiores aos valores obtidos
por Gomes et al. (2019) em polpas de uvas Bordo (0,016 mg.100 g* e 0,019 mg.100 g?,
respectivamente), para uvas Niagara (0,08 mg.100 g* e 0,18 mg.100 g, respectivamente)
somente teor de ferro é superior ao encontrado para o tarumad. Os microelementos sdo
necessarios em pequenas quantidades e a deficiéncia desses elementos tem efeitos na saude
humana (CAMPBELL, 2014).
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4.3.4 Compostos fendlicos totais (CFT), atividades antioxidante (DPPH e ABTS) e anti-
inflamatoria dos extratos do taruma em po

Os compostos fendlicos totais (Tabela 4) foram maiores para o p6 obtido dos frutos
imaturos, o que esta relacionado ao avangco da maturacéo dos frutos, na qual ocorre a conversdo
dos compostos soltveis em insoltveis devido a ligacdo dos polissacarideos na parede celular
dos frutos. Nos frutos, estes compostos além de atuarem na protecdo contra pragas nas plantas,
demonstram ter influéncia no valor nutricional e na qualidade sensorial, além de cores, texturas
e sabores especificos (EVERETTE et al., 2010; BENCHIKH et al., 2014).

Estudos realizados por Casarin et al. (2016) para farinha de amora-preta apresentou
344,94 mg de acido galico.100 g* de amostra valor inferior de compostos fendlicos, quando
comparados aos da polpa em pd do taruma nos dois estadios de maturacdo. Entre os frutos
citados anteriormente de coloracdo semelhante ao taruma ressalta-se que este apresentou
valores intermediarios para os CFT.

Essas diferencas estdo relacionadas a diversidade dos compostos fendélicos, a natureza
do composto, 0 método de extracdo e a eficiéncia deste, tamanho das amostras, tempo e
armazenamento. A solubilidade dos fendlicos tem variacdo conforme a polaridade do solvente
utilizado, grau de polimerizacéo, e as interacdes dos demais compostos presentes (ANGELO;
JORGE, 2007).

Tabela 4 - Compostos fendlicos totais, atividades antioxidantes e anti-inflamatéria (base seca) das
polpas em p6 dos frutos do taruma em dois estadios de maturacdo.

Estadios de maturacao

Andlise
Imaturos Maduros
CFT 474,91 +£10,152 383,16 + 4,44°
ABTS 319,98 £ 0,292 287,74 +1,70P
DPPH 1019,25 + 17,25° 2583,50 + 36,502
Anti-inflamatéria 35,58 + 0,162 33,73 +0,31°

Valores expressos como média + desvio padrdo; CFT: Compostos Fendlicos Totais (mg EAG.100 g amostra);
ABTS: Atividade antioxidante pelo radical ABTS (UM TROLOX.g* de amostra); DPPH: Atividade antioxidante
pelo radical DPPH, expresso em ECso (mg.L); Anti-inflamatéria: (umol TROLOX.g? de amostra). Médias
seguidas de mesma letra, na mesma linha, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey no nivel de 5% de
significancia.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.
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Com relacdo a atividade antioxidante, determinada pelos métodos ABTS e DPPH,
observou-se que os frutos, no estadio imaturo possuem maiores valores quando comparados
com aqueles do estadio maduro (Tabela 4). Deve-se ressaltar que a atividade antioxidante
medida pelo método de captura dos radicais DPPH, dada pelo valor de ECsg, € calculada pela
concentragéo de extrato em mg.L™ com capacidade de reducdo de 50% da concentragéo inicial
de DPPH, ou seja, quanto menor o valor de ECso, maior a atividade antioxidante. O extrato
proveniente da polpa em pé do taruma imaturo apresentou maior capacidade antioxidante, com
valor estatisticamente diferente (p<0,05) do extrato obtido da polpa em p6 do tarumé& madura.

Estudos de Macharek; Hanchi (2017), ao analisarem frutos de limdo em estadios de
maturacdo diferentes, constataram que os frutos imaturos apresentaram valores de DPPH
maiores do que quando avaliados na fase de maturacdo completa. Estes autores relacionam essa
diminuicdo ao maior contetdo de compostos fendlicos totais que podem acabar afetando estes
resultados. Estes fatores podem ter influenciado nos valores do presente estudo, j& que o extrato
da polpa em p6 imatura foi superior em ambas anélises.

Para a atividade antioxidante analisada pelo radical ABTS foram obtidos valores
maiores para as polpas imaturas em pé do que para as polpas maduras em pg, sendo que quanto
maior o valor da concentragdo (UM Trolox.g™) maior é o potencial antioxidante do extrato.
Assim, como no método de DPPH, o extrato proveniente da polpa imatura em po6 apresentou
maior atividade antioxidante, com valores de uM Trolox.g™ estatisticamente diferente (p<0,05)
do extrato obtido da polpa madura do taruma em po.

Estudos de Gordon et al. (2012) em frutos de acai em diferentes estadios de maturagéo
apresentaram atividade antioxidante pelo método de captura do radical ABTS de 17,0 uM
Trolox.100 g* amostra seca para frutos imaturos e 2,78 uM Trolox.100 g* amostra seca para
frutos maduros. Os resultados encontrados para as polpas do taruméa foram inferiores aos do
acai, porém, observou-se 0 mesmo comportamento de reducdo da atividade antioxidante com o
aumento do grau de maturagdo. Essas diferencas ocasionadas pelo processo de
desenvolvimento dos frutos podem ser atribuidas ao conteddo de compostos fendlicos
encontrados nas amostras imaturas (GORDON et al., 2012).

Esse comportamento foi observado por outros autores, como Castrejon et al. (2008),
que relataram que os teores de compostos fendlicos e a atividade antioxidante apresentaram
variagdo significativa, diminuindo ao longo do amadurecimento para amostras de mirtilo
(Vaccinium corymbosum L.). Certa quantidade de fenois é acumulada em frutos néo
amadurecidos, justificando o fendmeno da protecdo dos frutos de doencas que possam ser

transmitidas durante a pré-maturacdo. Com o avanco do processo de amadurecimento, os fendis
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tendem a se oxidar e colaboram para biossintese de antocianinas que se acumulam durante este
periodo (BELWAL et al., 2019).

A atividade anti-inflamatoria foi avaliada obtendo valores maiores para o extrato obtido
da polpa em p6 dos frutos imaturos quando comparada aos frutos maduros. Gémez-Maqueo et
al. (2019) analisaram a atividade anti-inflamatoria pelo ensaio de eliminacéo do radical 6xido
nitrico (NO %) para duas variedades de peras espinhosas (Opuntia ficus-indica L.) obtiveram
resultados para polpa das variedades Pelota e Sanguinos de 300,6 mmol Trolox.g™* e 273,6
mmol Trolox.g™, respectivamente, resultados superiores ao obtidos no presente estudo para as
polpas do taruma em po.

Estes autores (GOMEZ-MAQUEO et al., 2019) utilizaram o processo de alta pressio
hidrostatica com fatores controlados o que pode ter aumentado o potencial dos extratos da peras,
outro fator que pode ter influenciado para estes valores é o solvente utilizado para extracao que
foi metanol, que pode ser considerado mais eficaz para extracdo dos compostos que inibem a
producdo do radical NO (utilizado no presente estudo), resultados que entram em concordéncia
com os obtidos por Umamahesh et al. (2019) e Boora et al. (2014) os quais relaram que a
utilizacdo do metanol como solvente apresenta melhores resultados quando comparados aos
extratos aquosos. Porém, as caracteristicas de cada fruto podem interferir nos resultados, devido
0 comportamento de cada espécie durante a interacdo com o solvente.

Os extratos obtidos para as polpas em pé do taruma sdo interessantes e destacam-se pelo
uso de agua como solvente unico, podendo ser fonte de estudos futuros para aplicacdo destas
polpas em pé como matéria-prima para a aplicacdo em medicamentos para indudstria

farmacéuticas.
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4.4 CONCLUSAO

Os frutos do taruma apresentaram diferencas significativas com relagdo a composicao
centesimal quando avaliados em diferentes estadios de maturacdo. Caracteristicas como a
diminuicdo da acidez, o aumento nos teores de sélidos soltveis, do pH e nos teores de agucares
demonstraram o amadurecimento dos frutos nos periodos estudados. Os minerais majoritarios
nas polpas em ambos os estadios de maturacdo foram o potéssio, sendo mais significativo a
presenca deste nas polpas maduras, seguido do calcio e magnésio. A coloracdo mais escura
destaca-se tanto do fruto in natura quanto na polpa em p6 no estddio maduro, sendo uma
matéria-prima com potencial para obtencdo de um corante ou pigmento de fonte natural para
alimentos, farmacos, entre outras areas.

A atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos totais apresentaram 0s
melhores resultados para os frutos imaturos, atribuidos ao maior conteldo de compostos
fendlicos totais e pela presenca de compostos ndo-fendlicos que podem interferir nos resultados.
A atividade anti-inflamatdria foi maior nos frutos imaturos.

A caracterizacdo de frutos ainda pouco estudados, como o taruma, pode dar inicio a
exploracdo das propriedades destes, principalmente em relacdo ao teor de agUcares, atividade
antioxidante, compostos fenolicos visando posterior aplicacdo em produtos, tanto da industria
alimenticia como da industria farmacéutica. Trabalhos futuros com os frutos do taruma devem

ser realizados para conhecimento do comportamento dos compostos bioativos presentes.
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5. SELECAO DE VARIAVEIS NO PROCESSO DE EXTRACAO E
AVALIACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DA POLPA EM PO DOS
FRUTOS DO TARUMA (Vitex megapotamica)

5.1 INTRODUCAO

Os frutos estdo entre os alimentos mais estudados para a extracdo de compostos
bioativos, com destaque para os que possuem coloracdo escura (CASAGRANDE, 2014;
JIANG; XIONG, 2016). Os bioativos compreendem diversos compostos, como 0S
antioxidantes, que se originam de plantas e sdo constituidos por compostos fendélicos, que por
mudancas nas estruturas sdo chamados de polifendis (ANGELO; JORGE, 2007). Os polifendis
sdo considerados importantes na qualidade e seguranca de alimentos, além de serem benéficos
para saude ao longo prazo (ARAPITSAS, 2012). Dentre os fenois existentes, destacam-se 0s
flavonoides, &cidos fendlicos, taninos, entre outros (MANGANARIS et al., 2014).

Estudo realizado por Onofre et al. (2016), demonstram que as folhas do taruma (Vitex
megapotamica) possuem potencial antioxidante e a presenca de compostos medicinais. Os
frutos do tarum@ apresentaram compostos bioativos em seus extratos, uma das maneiras de
melhorar os rendimentos destes compostos pode ser através da extracdo. A extracdo
solido/liquido é um processo na qual um solvente age na estrutura do vegetal, interagindo e
retirando o composto de interesse. Para extracGes de matrizes vegetais os métodos utilizados
devem ser escolhidos de acordo com a parte do vegetal a ser utilizada (caules, folhas, frutos) e
0 composto de interesse (NOVELLO, 2015; VIEIRA, 2015). O processo de extracdo solido-
liquido é uma técnica amplamente utilizada, € um método fécil, de baixo custo, e tem sua
eficiéncia com base na otimizacdo das condicdes de processo, como temperatura, razao
solido/liquido, solvente e tempo da extracdo (MATTOS, 2017).

Para desenvolver os procedimentos e avaliar os pardmetros de um processo de extracao,
a aplicacdo de ferramentas, como o uso de planejamento experimental, apresenta inimeras
vantagens, a comecar pela minimizagdo no nimero de ensaios experimentais, e ainda pela
possibilidade de se avaliar uma varidvel individualmente, ou a interacdo de duas variaveis, e
explorar o experimento de maneira completa (SCHNITZLER; GRASSI; QUINAIA, 2009).

O presente trabalho teve como objetivo selecionar as variaveis no processo de extracao
de compostos bioativos da polpa em po dos frutos maduros do taruma (Vitex megapotamica),
com foco na quantificacédo da atividade antioxidantes pelos radicais DPPH e ABTS e compostos

fendlicos com posterior quantificagdo dos demais compostos bioativos.
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5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Colheita e preparo dos frutos

Os frutos do taruma foram coletados no ano de 2019, nas éareas pertencentes ao Instituto
Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul — IFRS Campus Sertéo, na
cidade de Sertdo/RS, Brasil (Latitude 28° 2’ 26” S, Longitude 52° 16’ 25” O), em dois estadios
de maturacdo, determinados através do calculo do ratio (sélidos solUveis totais/acidez total
titulavel).

Os frutos foram encaminhados ao Laboratério de Qualidade de Alimentos da
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), Campus Pinhalzinho/SC, Brasil, onde
foram limpos, através da remocdo de folhas; sanitizados com solucdo de hipoclorito de sodio
(200 mg.kg-1) durante 15 minutos, lavados em &gua corrente, SUspensos em peneiras para

remocdo do excesso de agua.

5.2.2 Preparo dos extratos
5.2.2.1 Obtencdo da polpa dos frutos em pé

Os frutos in natura inteiros foram perfurados com auxilio de uma agulha de 2 mm de
diametro. Optou-se por realizar a perfuracao, antes do congelamento das amostras, para facilitar
a evaporacao da adgua presente na polpa dos frutos durante o processo de desidratacao. Os frutos
foram congelados para evitar um prévio processo de oxidagdo pela exposicdo da polpa, o que
poderia afetar os teores de compostos bioativos.

Os frutos foram congelados em Ultrafrezzer (ULT 335/710 D Vertical, Indrel, Brasil)
durante 24 horas a -86 °C, desidratados a -60 °C sob pressdo de 0,05 mTorr de vacuo em
liofilizador (TFD 5503, 11Shin, Holanda) durante 24 horas e em seguida despolpados. As polpas
foram novamente congeladas em Ultrafrezzer (-86 °C/24 horas) e novamente submetidas a
liofilizacdo (-60 °C/0,05 mTorr/24 horas) até atingir uma umidade entre 14% e 15%. Apos, as
polpas foram trituradas em liquidificador industrial de alta rotacdo (Spolu, Brasil),
homogeneizadas em peneira (32 mesh), e armazenadas em embalagens metalicas com o uso de

vacuo, sob congelamento (-86 °C).



57

5.2.2.2 Métodos de extracdo

As extracdes foram realizadas de acordo com as metodologias descritas por Gruz et al.
(2013) e por Rufino et al., (2007a) com modificacbes. Em um Erlenmeyer de 250 mL foram
misturados 1 g da polpa em pd madura do taruma, previamente quantificada, com 30 mL de
agua destilada. Ap6s a homogeneizacdo foi realizada leitura em pHmetro (mPA210, MS
Technopon, Brasil) para ajuste do pH das amostras com o uso de uma solucdo estoque A de
acido citrico 0,1M e uma solucdo estoque B de fosfato de sddio dibasico 0,2M conforme
descrito por Gomori (1995) para obtencdo dos pHs 5, 6, 7. As amostras foram conduzidas para
um agitador orbital shaker (Luca-223, Lucadema, Brasil) com temperatura, agitacdo e tempo
controlados. Ap6s os sélidos suspensos foram filtrados, em seguida os extratos filtrados foram
congelados a -86 °C em Ultrafrezzer (ULT 335/710 D Vertical, Indrel, Brasil) até a analise.

Com base na literatura e em testes preliminares foram definidas as variaveis
independentes utilizadas no planejamento experimental Plackett-Burman (PB) (Tabela 5). Para
a realizacédo das extragdes seguindo o planejamento experimental, os pardmetros de extracao

foram alterados de acordo com o ponto do PB a ser avaliado (Tabela 6).

5.2.3 Estudo de variaveis no processo de extracdo

5.2.3.1 Testes preliminares e estudo de tempo de extracao

Testes preliminares foram realizados a fim de servir como base para posterior realizagcdo
do planejamento experimental visando a obtencdo dos melhores resultados para a estudo do
processo de otimizagdo. Os testes tambem foram realizados para defini¢cdo do equipamento a
ser utilizado, sendo testados o agitador orbital shaker (Luca-223, Lucadema, Brasil) e o banho
ultrassom (Q335D, Quimis, Brasil). Os parametros de extracdo corresponderam ao ponto
central do delineamento experimental (pH 6,0; razdo sélido/liquido de 1:40 e temperatura de
65 °C) com agitacdo de 200 rpm para o shaker e 60 kHz para o banho ultrassom, o tempo
avaliado foi de 1 h a5 h com retirada de amostras em intervalos de 1 h.

A cinética de extracdo foi realizada para definir o tempo para extracao que obtivesse 0s
melhores teores de compostos bioativos da polpa madura em p6. Com base na literatura que
relata a extracdo de compostos bioativos em amplas faixas de tempo, tais como de 2 h
(SEGOVIA et al., 2016) a 24 h (BENGARDINO et al., 2019), a faixa de tempo avaliado no

presente estudo foi de 1 h al4 h, com retirada de amostras do shaker em intervalos de 1 h. Os
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parametros de extracdo utilizados corresponderam ao ponto central do delineamento
experimental (pH 6,0; razdo solido/liquido de 1:40; agitacdo de 200 rpm e temperatura de 65
°C).

5.2.3.2 Delineamento experimental de extracao

Com o intuito de observar a influéncia de determinadas variaveis no processo de
extracdo estudado, foram definidas algumas varidveis, consideradas importantes para
maximizar os resultados e a partir destas, realizou-se um delineamento experimental Plackett-
Burman (PB), como descrito a seguir: pH (X1); a relacdo entre a massa de amostra e 0 volume
de solvente (X»); a agitacdo (Xas); a temperatura (Xs) (Tabela 5). No caso do presente estudo o
solvente utilizado foi agua, devido a futura aplicacdo dos extratos em alimentos. O extrato
obtido da polpa madura em p6 do taruméd foi avaliado com relagcdo aos compostos fendlicos
totais e atividade antioxidante por DPPH e ABTS.

Tabela 5 - Varidveis independentes e niveis (valores reais e codificados) utilizados no planejamento
experimental Plackett-Burman para extracdo dos compostos bioativos da polpa madura do taruma em

po.

Variaveis independentes -1 0 1

pH X1 5 6 7
Sélido:Liquido (g/mL) X2 1:50 1:40 1:30
Rotacdo (rpm) X3 100 200 300
Temperatura (°C) Xa 50 65 80

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

A triagem foi realizada através da execucdo experimental de 11 ensaios, sendo, dentre
estes, trés utilizando o ponto central (varidveis de nivel 0), os quais estdo representados na
Tabela 6. Os experimentos foram executados em dias diferentes e consecutivos a fim de

considerar os fatores ndo controlaveis que poderiam influenciar no processo.
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Tabela 6 - Ensaios do planejamento experimental Plackett- Burman.

ENSAIO  pH(X1)  S:L(g/mL)(X2)  AGITACAO (rpm) (X3) TEMPERATURA (°C) (X4)

1 7(1) 01:50 (-1) 100 (-1) 80 (1)
2 7 (1) 01:30 (1) 100 (-1) 50 (-1)
3 7 (1) 01:30 (1) 300 (1) 50 (-1)
4 5 (-1) 01:30 (1) 300 (1) 80 (1)
5 7(1) 01:50 (-1) 300 (1) 80 (1)
6 5 (-1) 01:30 (1) 100 (-1) 80 (1)
7 5 (-1) 01:50 (-1) 300 (1) 50 (-1)
8 5 (-1) 01:50 (-1) 100 (-1) 50 (-1)
9(C) 6 (0) 01:40 (0) 200 (0) 65 (0)
10 (C) 6 (0) 01:40 (0) 200 (0) 65 (0)
11 (C) 6 (0) 01:40 (0) 200 (0) 65 (0)

C: ponto central.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

5.2.4 Metodologias para quantificacdo dos compostos fendlicos, das atividades antioxidantes,
flavonoides totais, antocianinas totais, carotenoides e identificacdo de compostos por CLAE

5.2.4.1 Compostos fendlicos totais

A quantificacdo do conteldo de compostos fendlicos totais seguiu 0 método Folin-
Ciocalteu. Em uma aliquota de 0,5 mL do extrato foi adicionado 2,5 mL de solugdo aquosa de
Folin-Ciocalteu na concentracdo de 1:10 e 2,0 mL de carbonato de sédio a 7,5%. A mistura foi
mantida no escuro por 2 horas em temperatura ambiente e em seguida foi realizada a leitura,
em triplicata, da absorbancia a 760 nm em espectrofotdmetro (Cirrus 80 SA, Femto, Brasil).
Um branco foi utilizado para calibrar o equipamento (ao invés da amostra uma aliquota de 0,5
mL de &gua destilada) conforme descrito por Singleton; Orthofer; Lamuela-Raventos (1999) e
Roesler et al. (2007) com modificacdes.

A quantificacdo dos compostos fenolicos totais foi realizada através da curva padréo
construida com acido galico (Apéndice 1). Os resultados da quantidade total de fendlicos dos
extratos foram expressos em equivalentes de acido galico por 100 gramas de amostra (mg
EAG.100 g?).
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5.2.4.2 Atividade antioxidante pela captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

As analises das amostras foram realizadas segundo descrito por Rufino et al. (2007a).
Foi construida uma curva padrdo com o radical DPPH (Apéndice 2). Para a leitura das amostras,
em ambiente escuro, uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo do extrato foi adicionada em
tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH e homogeneizada em agitador (Vortex Mixer
K45-2810, Kasvi, Brasil). Alcool metilico foi usado como branco para calibrar o
espectrofotémetro (Cirrus 80 SA, Femto, Brasil). As leituras foram realizadas a 515 nm, em
triplicata. A diminuigdo da leitura da absorbancia das amostras esta correlacionada com o
controle.

A leitura da absorbancia final para o célculo do ECsg foi realizada apos a estabilizacéo
da absorbéancia (tempo ECso). A partir das absorbancias obtidas nas diluigcdes e suas devidas
concentracgdes foi gerada uma curva (Apéndice 3) e obtida a equacao da reta. A absorbancia do
controle foi dividida por 2 e o resultado desta diviséao € utilizado em substitui¢do ao valor de Y
na equacao da reta da curva das dilui¢Ges, sendo entdo calculada a atividade antioxidante. O
resultado é expresso em mg.L™, que corresponde a amostra necessaria para reduzir em 50% a

concentragéo inicial do radical DPPH (ECso).

5.2.4.3 Atividade antioxidante pela captura do radical ABTS (2,2’-azino-bis(acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico))

O método de descoloracdo do ABTS foi realizado de acordo com metodologia descrita
por Rufino et al. (2007b). O radical gerado através da reacdo de ABTS com a solugdo de
persulfato de potéssio (K2S20s) foi incubado a temperatura ambiente no escuro durante 16 horas
previamente a analise. Uma solucdo de 5 mL do radical ABTS juntamente com 88 uL de
solugdo de persulfato de sddio, foi incubada a temperatura ambiente no escuro durante 16 horas
previamente a analise. Em seguida, a solucdo de 16 horas foi misturada e diluida na
concentracdo de 1:10 com alcool etilico até atingir um valor de absorbancia de 0,70 + 0,05,
determinado em 734 nm. Para as leituras das amostras foi construida uma curva padrdo com o
radical Trolox (Apéndice 4).

Para o calculo da atividade antioxidante foram realizadas diluicbes do extrato a ser
analisado. Aliquotas de 30 pL de cada dilui¢do dos extratos foi adicionada, em duplicata, a
tubos de ensaio com 3 mL do radical ABTS e homogeneizada por 1 minuto em agitador (Vortex

Mixer K45-2810, Kasvi, Brasil). Apds 6 minutos de mistura a leitura da absorbancia foi
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realizada (734 nm), e o Alcool etilico foi utilizado como branco para calibrar o
espectrofotometro (Cirrus 80 SA, Femto, Brasil). A partir das absorbancias obtidas das
diferentes diluicdes dos extratos, foi plotada a absorbancia no eixo Y e a concentracdo (mg.L
1 no eixo X (Apéndice 5).

A partir da equagédo da reta obtida na curva das diluigcdes e da absorbancia obtida na
concentra¢do de 1000 uM de Trolox na curva padrdo substituida na equagdo das diluicdes,

calculou-se a atividade antioxidante. O resultado foi expresso em uM Trolox.g™ de amostra.

5.2.4.4 Flavonoides totais

O teor de flavonoides totais do extrato foi determinado de acordo com a metodologia
descrita por Zhishen et al. (1999), com modificacdes, na qual adicionou-se 0,25 mL da amostra
em tubos de ensaio com 1,25 mL de agua deionizada e 75 pL da solugdo de nitrito de sodio
(NaNO2) 5%, agitou-se em agitador de tubos (Vortex Mixer, K45-2810 Kasvi, Brasil) e
manteve-se a mistura em repouso por 6 min a temperatura ambiente (25 °C). Apds, adicionou-
se 150 pL da solugdo de cloreto de aluminio (AICI3) 10%, agitou-se novamente e deixou-se em
repouso por mais 5 min a temperatura ambiente. Adicionou-se 0,5 mL da solucédo de hidroxido
de sédio (NaOH) 1 mol.L e 2,5 mL de agua destilada seguida de agitagdo em vortex. A medida
da absorbéncia foi realizada em espectrofotometro (Cirrus 80 SA, Femto, Brasil) a 510 nm.

Para determinacdo dos flavonoides totais foi utilizada a catequina na concentracao de
0,2 a 2,0 mg.mL™* para construcio da curva analitica (Apéndice 7). Os valores obtidos foram
expressos em concentracdo de miligramas de equivalentes de catequina por 100 gramas de

amostra (mg EC.100 g de amostra).
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5.2.4.5 Antocianinas totais

A determinacdo das antocianinas totais seguiu a metodologia descrita por Zhao et al.
(2019), com adaptagdes. O método diferencial de pH permite a medicdo precisa e rapida de
antocianinas totais, mesmo na presenca de pigmentos degradados polimerizados e outros
compostos interferentes. As antocianinas sofrem transformacdes estruturais reversiveis devido
as mudancas de pH, manifestadas por espectros de absorbancia diferentes.

O oxonio colorido e o hemicetal incolor séo observados predominantemente em pH 1,0
e 4,5. Foi adicionado 1 mL de extrato em cada um dos dois frascos volumétricos de 10 mL, um
contendo o cloreto de potassio tampdo (pH 1,0) e o outro contendo o tampé&o acetato de sodio
(pH 4,5). As misturas foram deixadas em repouso durante 15 min. em temperatura ambiente, e
a absorbancia medida a 510 nm e 700 nm em espectrofotdmetro (Cirrus 80 SA, Femto, Brasil)
contra uma cubeta de quartzo com agua destilada (branco). O teor de pigmento foi calculado
como equivalentes de cianidina-3-glucido. Portanto, os resultados foram convertidos em
miligramas de equivalentes de cianidina-3-glucésido por grama de amostra (mg ECG.g™* de

amostra).

5.2.4.6 Carotenoides

Para determinacdo de carotenoides a metodologia utilizada foi baseada no método
adaptado por Monteiro; Lima (2017) de Sims; Gamon (2002), com modifica¢des. Quantificou-
se em triplicata 2,5 g de amostra em tubos plasticos com tampa; adicionou-se 10 mL da solugédo
extratora de acetona:TRIS (2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol) na proporcdo 4:1;
centrifugou-se a 2000 rpm por 5 minutos em centrifuga (SL-700, Solab, Brasil). Em seguida
foi realizada a leitura da absorbancia, em triplicata, do sobrenadante de cada tubo em
espectrofotdbmetro (Cirrus 80 SA, Femto, Brasil) nos comprimentos de onda: 663 nm para
clorofila a; 647 nm para clorofila b; 537 nm para antocianinas; 470 nm para carotenoides. O
branco utilizado para zerar o aparelho foi obtido pela substituicdo da amostra pela solugéo
acetona:TRIS. Para o calculo do teor de carotenoides é necessario calcular o valor de clorofila
a; clorofila b; antocianina; os resultados foram expressos em miligramas de carotenoides por

100 gramas de amostra (mg.100 g™2).
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5.2.4.7 ldentificacdo de compostos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os compostos do extrato dos frutos do tarum& foram caracterizados e quantificados
usando um sistema HPLC conectado a um espectrémetro de massa com single quadrupolo
(LCMS 2020; Shimadzu, Kyoto, Japdo) equipado com uma fonte de ionizacdo por electro
pulverizagdo (ESI) de acordo com o método descrito por Arruda et al. (2018) com adaptacoes,
e orientagdes do manual de instru¢do da Shimadzu (2018). A separacdo cromatogréfica dos
compostos fenolicos foi realizada em uma coluna Shim-pack VP-ODS 111 (150 x 2,0 mm id,
tamanho de particula 4,6 um, Shimadzu, Kyoto, Japao) em forno termostato a 40 °C. A
temperatura do amostrador automatico foi mantida a 15 °C e o volume de injegdo foi de 10 pL.
Fases moveis consistiam em 0,1% de acido férmico em &gua (eluente A) e acetonitrila (eluente
B) a uma taxa de fluxo de 0,40 mL.min. As condigGes de eluigdo foram as seguintes: 0-1 min,
5% B; 1-4 min, 5 a 60% de B; 4-7 min, 60-70% de B; 7-10 min, 70 a 100% de B; 10-10,50 min,
100% B; 10,50-11 min, 100-5% B; 11-15 min, 5% B.

A fonte ESI foi operada no modo de ion negativo com 0s seguintes parametros
principais: tensdo capilar de 3,5 kV; temperatura do bloco de calor de 200 °C; temperatura da
linha de dessolvatagéo de 250 °C; fluxo de gas de secagem (N3) de 15 L.min.; fluxo de gas de
nebulizacdo (N2) de 1,5 L.min. Para cada padrdo, a molécula desprotonada [M-H] - foi usada
como ion de identificacdo do composto e determinacéo do tempo de retencéo.

Os compostos foram caracterizados por comparagdo de seus padrbes de dissociacao
HPLC-ESI (-) MS e tempo de retencdo com os padrdes auténticos (Tabela 7). A quantificacdo
dos compostos fendlicos caracterizados foi realizada por comparagdo com a curva de calibraco
de cada padréo. As solugdes de estoque de cada composto padrdo (1 mg.mLt) foram preparadas
em metanol e armazenadas. Uma solucédo intermediaria contendo todos os padrées (10 pug.mL"
1) foi preparada em acido formico a 0,1% em agua e as diluices dessa solugio foram realizadas
em 5 niveis diferentes para as curvas de calibragdo (1-10 pug.mL™). Os dados foram adquiridos
e processados pelo software Labsolution (versdo 5.53 SP2, Shimadzu). Os resultados foram
expressos em micrograma por mililitro de extrato injetado (ug.mL™).
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Tabela 7 - Identificacdo do composto através da massa carga (M/Z) e tempo de retencdo (TR) para cada
composto.

Composto M/Z? TR?
Acido Caféico 179,05 5,287
Acido Ferrulico 193,05 5,810
Acido Galico 169 2,013
Catequina 289 5,050
Rutina 609 5,467
Kaempferol 285 6,703
Mangiferin 421 5,160
Acido fumarico 115 1,663
Quercetina 301 6,363
Acido p-cumarico 163 5,673

1: Massa carga. 2: Tempo de retencdo, expresso em minutos.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

5.2.5 Andlise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada com o Software STATISTICA 13.2
Trial (Statsoft), pela anélise de variancia (ANOVA) e teste de comparacdo de média de Tukey
a 5% de significancia. Para a analise dos resultados obtidos nos planejamentos experimentais
foi utilizado o Software PROTIMIZA EXPERIMENTAL DESIGN com nivel de significancia
de 10%.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Estudo de variaveis no processo de extracao

5.3.1.1 Testes preliminares

Devido a falta de estudos com relagdo ao fruto do taruma para extracdo de compostos
bioativos e o desconhecimento sobre seu comportamento na extracdo, fez-se de extrema
necessidade a realizacéo de testes com a finalidade de avaliar as variaveis que possam interferir
na obtencédo de extratos contendo compostos bioativos.

Os melhores resultados para definicdo do equipamento para posterior realizacdo do
planejamento experimental foram obtidos no agitador orbital shaker (Tabela 8). Os resultados
alcancados no presente estudo estdo em concordancia com os apresentados por Sousa (2018),
que ao estudar diferentes métodos de extracdo para casca de café relatou maiores teores de
compostos fendlicos para os extratos obtidos em shaker e com uso de agua. O uso de agitador
orbital shaker é considerado um método simples, eficiente e de facil manuseio possibilitando a
realizacdo de varios ensaios conjuntamente. Outro ponto positivo do uso deste equipamento é
que a agitacdo favorece a circulagdo convectiva proporcionando maior interacdo do solvente
com o soluto de interesse, 0 que consequentemente aumenta os rendimentos das extracdes
(SILVA; SILVA, 2016).

Tabela 8 - Resultados dos testes preliminares para definicdo do equipamento (agitador orbital shaker
ou banho ultrassom) para extracdo dos compostos bioativos da polpa madura do tarumad em p6 (base
seca).

Equipamentos

Analise
Agitador Orbital Banho Ultrassom
CFT 147,32 + 2,622 143,53 + 2,622
ABTS 311,24 +£ 2,332 237,10 +£2,32°
DPPH 2335,71 + 85,71° 2926,88 + 48,122

Valores expressos como média + desvio padrdo; CFT: Compostos Fendlicos Totais (mg EAG.100 g amostra);
ABTS: Atividade antioxidante pelo radical ABTS (UM TROLOX .91 de amostra); DPPH: Atividade antioxidante
pelo radical DPPH, expresso em ECso (mg.L™?). Médias seguidas de mesma letra, na mesma linha, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey no nivel de 5% de significancia.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
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A 4gua utilizada como solvente, apresentou resultados interessantes para este trabalho.
Segundo Mukhopadhyay; Luthria; Robbins (2006), muitas extragdes sdo realizadas com
solventes organicos dissolvidos em agua, a adicdo da agua faz com que o material vegetal
cresca, desta maneira permitindo que o solvente penetre nas particulas com facilidade
aumentando a eficiéncia da extragao.

Com o uso de &gua na extracdo ndo é necessario a evaporacao dos solventes do extrato
0 que acarreta a diminuicdo de possiveis riscos na aplicacdo dos extratos em produtos

alimenticios e a perda de compostos bioativos durante 0 processo de evaporagao.

5.3.1.2 Estudo do tempo de extracdo

Para a cinética de extracdo (Figura 12) foi estabelecido a faixa de 1 hora a 14 horas de
extracdo, sendo que ao longo deste periodo foi retirado um Erlenmeyer de extrato a cada hora
e realizadas as andlises de compostos fendlicos totais (CFT) (Figura 12 A), atividade
antioxidante medida pelos radicais ABTS (Figura 12 B) e DPPH (Figura 12 C) respectivamente,
observando a queda nos niveis destes compostos como referéncia para determinacdo do melhor
tempo.

Figura 12 - Cinética de extracdo dos compostos fenolicos totais (CFT) (A), atividade antioxidante pela
captura dos radicais ABTS (B) e DPPH (C) nos extratos da polpa madura do taruma em po.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
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Com trés horas de extracdo, os resultados para as trés variaveis avaliadas foram: maiores
teores de CFT com 121,08 mg EAG.100 g* de amostra e atividades antioxidantes medidas
pelos radicais ABTS de 366,23 uM TROLOX.g™ de amostra e DPPH de 3123,33 ECs, (mg.L"
1y, importante ressaltar que quanto menor o valor de ECso maior a atividade antioxidante.

Apos os resultados alcancados nos testes preliminares para o planejamento experimental
definiu-se que o processo de extragdo seria realizado em agitador orbital shaker e o tempo de

extracao satisfatorio foi considerado o de trés horas.

5.3.2 Delineamento experimental de extracao
5.3.2.1 Avaliacdo dos efeitos das variaveis de extracdo na obtencdo de compostos bioativos da

polpa madura do tarum& em po

Na Figura 13 é apresentado os Diagramas de Pareto, sob forma de barras proporcionais
para as variaveis estudas, representando os efeitos que podem apresentar maior ou menor
influéncia no contetdo de CFT e na medicdo da atividade antioxidante pelos ABTS e DPPH
nos extratos do taruma em pé. A linha vertical representa o efeito minimo comparativo (para
um nivel de confianca de 90%) para que as variaveis sejam consideradas, ou seja, as variaveis

que tém influéncia na extracéo ultrapassam esta marcacéo.
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Figura 13 - Diagrama de Pareto com os efeitos dos fatores investigados no planejamento experimental
para obtencdo de compostos fenolicos totais - CFT (A) e atividade antioxidante pelos radicais ABTS

(B) e DPPH (C) nos extratos da polpa madura do taruma em p0.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Os valores dos efeitos das variaveis que tiveram influéncia significativa sobre o

processo de obtencdo dos compostos nos extratos do taruma estdo apresentados na Tabela 9.

Quando o efeito se apresenta de forma negativa demonstra que a variavel independente tem que

ser diminuida, quando este se apresenta de forma positiva a variavel tem de ser aumentada, para

que deste modo as variaveis de resposta tenham aumento em seus valores.

Tabela 9 - Efeitos das variaveis independentes na obtencdo de compostos bioativos dos extratos da

polpa madura do tarum& em po.

Variéveis Dependentes Variéveis Independentes Efeitos P-valor
X1 -80,69 0,0004
CFT X2 -45,19 0,0054
X4 -16,2 0,1546
ABTS X 266,76 0,0380
X1 -3161,92 0,0293
DPPH
X4 2336,5 0,0758

Xi1: pH; Xa: Solido:Liquido; Xs: Rotagdo; X4: Temperatura. CFT: Compostos Fendlicos Totais (mg EAG.100 g*

amostra); ABTS: Atividade antioxidante pelo radical ABTS (UM TROLOX.g

antioxidante pelo radical DPPH, expresso em ECso (mg.L?).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

! de amostra); DPPH: Atividade
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Observou-se que o pH e a relagdo entre solido:liquido tiveram maior influéncia na
extragdo dos compostos fenolicos totais (Figura 13 A), notou-se que a temperatura também
exerceu um efeito, porém determinou-se que apenas os efeitos que ultrapassassem a linha (nivel
de confianca de 90%) do Diagrama de Pareto seriam considerados influentes para este estudo,
desta forma a temperatura ndo foi considerada. Ao analisar os efeitos (Tabela 5), percebeu-se
que menores valores de pH e que extratos mais diluidos resultaram em uma maior extracédo dos
compostos. As caracteristicas acidas do meio agem rompendo as membranas celulares
facilitando a liberacdo dos compostos bioativos (MACHADO, 2014). Para a relagédo
solido:liquido a possivel explicacdo para os resultados alcancados para CFT se deve ao fato de
que quando esta proporc¢do é baixa, a saturagdo é facilmente alcancada no sistema e a extracdo
se torna incompleta; a medida que a relacdo aumenta, a viscosidade da solugdo de extracdo
diminui e o nimero de moléculas dissolvidas em agua aumenta, gerando maior rendimento
(ZHANG et al., 2020).

Para atividade antioxidante pela captura do radical ABTS (Figura 13 B), apenas a
temperatura foi significativa (p<0,1), sendo que os maiores valores deste pardmetro
favoreceram o processo de extracdo. A temperatura desempenha um papel fundamental na
eficiéncia dos processos de extragdo. Esse efeito pode estar relacionado ao aumento da
solubilidade dos compostos, diminuicdo da viscosidade do solvente e da tensdo superficial
causando o enfraquecimento das ligacOes e fazendo com que ocorra a migragdo dos compostos
para o solvente de extracdo (BENGARDINO et al., 2019).

Os valores para a atividade antioxidante determinada pela de captura do radical DPPH
(Figura 13 C), foram influenciados pelas variaveis pH e temperatura (p<0,1). Ao verificar os
efeitos destas variaveis (Tabela 9), tem-se que as melhores condi¢es de extracdo ocorreram
em menores valores de pH, assim como para compostos fendlicos e, em maiores temperaturas,
assim como para a atividade antioxidante avaliada pelo radical ABTS. Avaliando as variaveis
similares que influenciaram o processo de extracdo é possivel determinar um ponto do
planejamento que melhor atende aos objetivos do estudo, ou seja, a otimizacdo na extracdo dos
compostos fendlicos e das atividades antioxidantes dos extratos do taruma.

A avaliacéo das respostas do planejamento de modo geral demonstra que os melhores
resultados foram obtidos em menores valores de pH (5) e em maiores temperaturas (80 °C) para
ambos 0s compostos, atendendo estes quesitos 0s pontos quatro (pH 5, sélido:liquido 1:30, 300
rpm e 80 °C) e seis (pH 5, solido:liquido 1:30, 100 rpm e 80 °C) se destacaram. Deve-se ressaltar
que estes pontos ndo apresentaram a relagdo entre solido:liquido que favorece a extracdo dos

CFT, mas o efeito obtido com a analise de pH foi maior (-45,19 e -80,69 para solido:liquido e
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pH, respectivamente), sendo o pardmetro (solido:liquido) desconsiderado, assim como a
agitacdo que ndo apresentou influéncia para os compostos avaliados.

Comparando os resultados obtidos nestes dois pontos, observa-se na Tabela 10 que nas
condicdes determinadas 0 ponto seis apresentou melhor atividade antioxidante medida por

ambos os radicais, sendo apenas inferior para obtencéo de CFT.

Tabela 10 - Ensaios do planejamento experimental e respostas do teor dos compostos fendlicos totais
(CFT) e atividade antioxidante pela captura dos radicais ABTS e DPPH (base seca) para os extratos da
polpa madura do taruma em po.

ENSAIO CFT ABTS DPPH

1 99,10 + 0,63" 493,50 + 0,35 2868,33 + 12,589
2 43,25 +1,87' 198,19 + 2,441 6222,22 + 125,37
3 63,50 + 0,88 103,06 + 0,78 7191,67 + 137,50°
4 126,07 + 0,25/ 346,50 + 14,56° 8008,33 + 31,46
5 68,26 + 0,21 257,69 + 3,32 3591,67 + 36,62
6 108,06 + 0,629 717,73 + 4,30° 2758,33 + 15,009
7 173,30 + 0,24 319,55 + 0,594 2720,83 + 6,259
8 188,54 + 2,072 123,56 + 18,25 2722,50 + 82,509

9(C) 148,89 +0,17¢ 193,66 + 7,400 443333 + 158,33¢

10 (C) 144,11 + 1,82¢ 134,74 £0,73" 4520,83 + 45,83¢

11(C) 160,70 +0,17¢ 218,37 + 5,19 3903,33 + 81,45

C: Pontos centrais do planejamento. Valores expressos como média + desvio padrdo; CFT: Contetido Fendlico
Total (mg EAG.100 g* amostra); ABTS: Atividade antioxidante pelo radical ABTS (UM TROLOX.g? de
amostra); DPPH: Atividade antioxidante pelo radical DPPH, expresso em ECso (mg.L™?).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Os maiores teores de compostos fenolicos totais (Tabela 10) foram para os pontos sete
e oito gque apresentam a menor concentracdo sélido:liquido, corroborando com o descrito por
Alietal. (2017), os quais relataram que ao aumentar a quantidade do solvente ocorre 0 aumento
do rendimento, e a presenca de maiores quantidades de solvente favorecendo a extracao.

A temperatura foi a variavel que apresentou influéncia em ambas as variaveis
independentes avaliadas. O efeito é positivo para os antioxidantes (ABTS e DPPH) o que pode
demonstrar que para aumentar esses teores poderia ser utilizada o emprego de temperaturas
maiores que 80 °C. O aumento da temperatura age sobre a estrutura da membrana da célula
vegetal, deste modo a extragdo se torna mais acessivel (PRASAD et al., 2009). Todavia,
aumentar a temperatura no processo de extracdo pode gerar a degradacdo térmica e a

polimerizacgéo, principalmente dos CFT.
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Costa et al. (2013), ao avaliarem os CFT em extratos aquosos, etandlicos e acetdnicos
da polpa do Noni (Morinda citrifolia Linn.) obtiveram teores de 12,75 mg EAG.100 g%; 20,33
mg EAG.100 g amostra, e 109,81 mg EAG.100 g amostra, respectivamente. Os resultados
obtidos por estes autores (COSTA et al., 2013) para 0s extratos aquosos e etandlicos sdo
inferiores aos obtidos para os extratos do taruma, ja os extratos acetbnicos apresenta valor
proximo ao do presente estudo para o ponto. Huang et al. (2012), analisaram extratos
metanoicos de mirtilos e encontraram valores de ECso de 0,42 mg.mL?, indicando alta
capacidade antioxidante, comparado com este estudo, pois este valor é bem inferior ao do
presente estudo.

Rufino et al. (2010) ao estudarem 18 frutos brasileiros apresentaram como resultado
para ABTS valores de 64,5 uM Trolox.g™ de amostra para agai e 317 uM Trolox.g™ de amostra
para jabuticaba, ambos valores inferiores aos encontrados no presente estudo. Segundo
Sucupira et al. (2012), o radical ABTS ¢é altamente sollvel em &gua. O ensaio ABTS é mais
aplicavel para examinar antioxidantes hidrofilicos, enquanto o ensaio DPPH é mais adequado
para antioxidantes hidrofébicos (FLOEGEL et al., 2011).

As diferencas nos teores de compostos fenolicos e atividades antioxidantes pode ocorrer
por diversos motivos, a natureza de cada composto, a pureza do extrato, 0 método de extracdo
aplicado e a sua eficiéncia, sendo a principal a peculiaridade do préprio taruma quando
comparado a frutos de coloracdo similar como acai, uva, mirtilo.

Apds uma analise detalhada de todos os resultados e das respostas obtidas através do
planejamento experimental, o ponto seis foi definido como a condi¢do otimizada da extracéo
de compostos bioativos do tarumd. AplOs a determinacdo, repetiu-se a extracdo nestas
condigdes, em triplicata, para que fosse confirmada a obtencdo dos melhores resultados de
extracdo dos compostos de interesse e obteve-se valores de 104,21 + 0,02 mg EAG.100 g* para
compostos fendlicos totais, 742,71 + 52,52, uM Trolox.g™* para captura do radical ABTS e um
ECso de 2884,98 + 61,31 mg.L™* para captura do radical DPPH, confirmando o ponto seis como
amelhor condicdo e possibilitando a validacao do planejamento experimental Plackett-Burman.

5.3.2.2 Flavonoides totais, antocianinas totais e carotenoides do extrato da polpa madura do
taruma em pé

A partir da definicdo da condicdo otimizada de extracdo (ponto seis), outro extrato foi
obtido e este foi analisado de modo a conhecer mais sobre a composicéao bioativa do extrato do

taruma (Figura 14).
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Figura 14 - Teores de antocianinas (mg ECG.g* de amostra), carotenoides (mg.100 g* amostra) e
flavonoides (mg EC.g* de amostra) (base seca) obtidos no extrato da polpa madura do taruma em po.

Antocianinas (mg EC.100 g¥) 1,67 J

Carotenoides (mg. 100 g1) 2,89 I

Flavonoides (mg EC.100 g) 6.38 J

000 200 400 6,00 800
ConcentracBes
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

As antocianinas sdo compostos bioativos, dentro de uma subclasse da classe dos
flavonoides, considerados pigmentos ou corantes naturais, responsaveis pelas cores do
vermelho ao azulado na maioria das flores, frutas e vegetais e, tem efeito protetivo contra luz
ultravioleta e patdgenos, além de serem atrativas para os animais polinizadores (SIGURDSON;
TANG; GIUSTI, 2017). O interesse por estes pigmentos se deve as cores que podem ser
produzidas e aos beneficios associados ao seu consumo, sao sollveis em &gua e inertes podendo
ser aplicados em produtos alimenticios com a funcdo de corante (HE; GIUSTI, 2010;
GORDILLO et al., 2018).

O acumulo de antocianinas ocorre apés o inicio do amadurecimento nos frutos, sendo
maior nas frutas de coloracdo vermelha e preta do que nas frutas de colora¢do amarela e branca
(SALVATIERRA et al., 2010; FENG et al., 2013; ZENG et al., 2014; AZUMA; YAKUSHUI;
SATO, 2019). Souza et al. (2014), obtiveram teores de antocianinas para amora-preta de 58,61
mg ECG.g* e para mirtilos de 29,72 mg ECG.g™!, valores estes superiores aos encontrados no
presente estudo para o extrato de taruma. Ressalta-se que as analises espectrofotometricas
podem superestimar o teor de antocianinas, uma vez que outros compostos podem ser
absorvidos no comprimento de onda pelo método de pH diferencial MACHADO et al., 2015).

Os carotenoides apresentam varia¢ao da coloracéo entre o amarelo e o vermelho e sdo
amplamente distribuidos em verduras, raizes, sementes e frutas (COSTA et al., 2010). Estes

pigmentos atuam na fotossintese como auxiliares na captacdo de energia e promovem a
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protecdo contra a foto-oxidacdo (WONDRACEK et al., 2011). Podem ter papel significativo
na salde humana, alguns carotenoides podem ter atividade provitamina A, e outros podem ser
associados a reducédo do desenvolvimento de doencas cronicas devido ao potencial antioxidante
(BRITTON, 1995; COSTA et al., 2010).

Rufino et al. (2010), obtiveram valores de carotenoides em amostras de acai, puca-preto
e, jabuticaba de 2,8 mg.100 g amostra; 4,2 mg.100 g amostra e 0,32 mg.100 g amostra,
respectivamente, sendo que o resultado obtido no presente estudo sao similares ao obtido por
estes autores para 0 acai. Estes autores relatam ainda que os carotenoides além de precursores
da vitamina A, possuem atividade antioxidante significativa. Dalla Nora et al. (2014) avaliaram
o efeito da liofilizacdo do guabiju (Myrcianthes pungens) e concluiram que este processo ajuda
na retencdo dos carotenoides, 0 que pode ter relacdo com o presente estudo ja que, previamente
a obtencdo dos extratos, as polpas do taruma foram liofilizadas.

Os flavonoides séo encontrados em frutas, vegetais, legumes, podendo ter propriedades
anti-inflamatorias. Sdo conhecidos como antioxidantes com potencial para atuar no dano
tecidual (MALEKI; CRESPO; CABANILLAS, 2019). Os teores de flavonoides para amora-
preta 87,03 mg EC.100 g%, para mirtilos 47,53 mg EC.100 g* e, para framboesa vermelha 9,62
mg EC.100 g, dados obtidos pelos estudos de Souza et al. (2014). Para as frutas escuras
(amora-preta e mirtilos) os valores foram superiores aos encontrados para o tarumé, sendo a
framboesa vermelha o fruto que mais se aproximou. O contetdo de flavonoides esta
correlacionado com o conteddo de antocianinas presentes no extrato, ja que estes pigmentos
sdo uma classe destes compostos, portanto, os teores de flavonoides possuem relacdo com os

teores de antocianinas, justificando os teores obtidos no presente estudo.

5.3.2.3 Identificacdo de compostos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os compostos identificados no extrato do tarum4, estdo apresentados na Figura 15. Dos
10 compostos padrdes disponiveis para esta analise, quatro foram identificados nos extratos. O
acido fumarico foi encontrado em maior quantidade, sendo o principal acido presente nos
extratos do tarumd, seguido do acido p-cumarico. Outros compostos fendlicos observados em
pequenas quantidades nos extratos do taruma foram o &cido géalico e o &cido caféico. Segundo
descrito por Zorzi et al. (2019), as concentracfes de polifendis em alimentos diferenciam-se
muito dependendo de varios fatores, como composi¢do genética, tecnologia, estacao, espécies

de cultivares e a particularidade de cada fruto.



74

Figura 15 - Compostos identificados e os tempos de retencdo obtidos na analise de cromatografia
liquido de alta eficiéncia — CLAE para o extrato da polpa madura do taruma em pé.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

O extrato aquoso analisado no presente estudo apresentou a identificagdo de acidos
fenolicos que sdo subdivididos em &cidos hidroxicianimicos (acido caféico, p-cumarico) e
acidos hidrobenzoicos (acido géalico) que sdo derivados de moléculas ndo fendlicas dos acidos
cinamico e benzoico, apresentam um carater acido pela presenca de um grupo carboxilico na
molécula (IGNAT; VOLF; POPA, 2011; SKINNER; HUNTER, 2013; HELENO et al., 2015).
O &cido fumarico é um acido organico, um composto nao-fendlico, oriundo da degradacéo do
acido malico (TORRES, 2014).

Brum et al. (2013), ao realizarem uma triagem dos extratos aquosos e etandlicos das
folhas de Vitex megapotamica, obtiveram uma prospeccdo de compostos positivos para
heterosideos antocianicos, fenois e taninos, catequinas, flavonadis, flavanonas, flavanonois e
xantonas, esteroides e triterpenoides (esterdides livres), heterosideos cardioativos, fendis com
posicao orto e meta livres, fendis com a posicao para livre, cumarinas, cidos organicos. Porém,
para o extrato aquoso do p6 da polpa madura do taruma somente os heterosideos antocianicos
foram detectados, a ndo identificacdo dos demais compostos ndo necessariamente implica na
auséncia destes, mas sim uma pequena quantidade presente no extrato. Os autores citam ainda
que estes resultados indicam a presenga de metabolitos secundarios relacionados a a¢des no
tratamento de doencas como hipertensao arterial, reumatismo, como agente antioxidante, anti-

inflamatdrio, cicatrizante, anticoagulante, relaxante muscular.
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Os compostos ndo detectados no extrato podem ter sofrido alteragcbes oriundas do
amadurecimento. Belwal et al. (2019) descrevem que o aumento e a diminuigdo dos polifendis
ocorrem durante as fases de amadurecimento dos frutos, por exemplo, o acido clorogénico
diminui com o amadurecimento, a catequina apresenta maior concentracdo em frutos imaturos.
Esses valores aumentados na fase imatura estdo relacionados com uma das fungdes
desempenhadas por estes compostos sendo importantes por atuarem na defesa dos frutos e
fornecendo a coloracao destes quando chegam a maturacdo completa.

Estudos de Cittan et al. (2018) demonstraram que a técnica de extracdo e o solvente
utilizado possuem um papel fundamental na eficiéncia da extragdo dos compostos de matrizes
vegetais. Ao utilizarem metanol como solvente e aplicando a técnica de extracdo assistida por
ultrassom para obtencdo de extratos de frutos de Tilia cordata alcancaram quantidades maiores
de compostos fendlicos quando comparada a infusdo. Para estes autores a técnica de infuséo
com &gua ndo extraiu alguns compostos ou estes foram obtidos em pequenas quantidades ndo

sendo detectados, como por exemplo a quercetina e o kaempferol.
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5.4 CONCLUSAO

A andlise das varidveis no processo de extragdo de compostos fenodlicos totais e
atividade antioxidante demonstrou bons resultados, considerando que a extracao foi realizada
com a agua como solvente extrator. O teor de CFT e as atividades antioxidantes do taruma
indicaram que este pode ser uma potencial matéria-prima a ser utilizada em produtos
farmacéuticos, alimentos funcionais, cosméticos e aditivos alimentares. Um segundo
planejamento poderia ser realizado, no qual os ensaios teriam valores de variaveis aproximados
aqueles obtidos no ponto 6timo deste processo (pH 5,0; razéo sélido/liquido de 1:30; agitacédo
de 100 rpm e temperatura de 80 °C) possibilitando encontrar o melhor ponto da a extragdo dos
compostos de interesse.

Muitos fatores podem influenciar as analises de flavonoides, antocianinas e
carotenoides, mesmo o fruto tendo coloracdo roxa o p6 obtido apresentou uma coloracdo em
tom amarronzado, o que pode ter influenciado principalmente nos resultados para as
antocianinas. Dos 10 compostos quantificados no fruto do taruma através da anélise de
cromatografia, o acido fumarico um acido organico, foi encontrado em maior quantidade nos
extratos, seguido dos acidos fendlicos p-cumarico, galico e caféico. A ndo deteccdo de outros
compostos ndo necessariamente refere-se a auséncia destes, pode ser que as quantidades
presentes no extrato estavam abaixo do limite de deteccdo implicando na ndo identificacdo o
que dificultou a identificacdo. Os resultados obtidos com uso de agua para extracdo devem ser
ressaltados, pois o extrato apresentou teores de compostos bioativos em quantidades relevantes

com a aplicacdo de uma técnica simples e facil.
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6. APLICACAO DO EXTRATO DE TARUMA (Vitex megapotamica)
COMO ANTIOXIDANTE EM HAMBURGUERES BOVINOS
CONGELADOS

6.1 INTRODUCAO

A oxidacdo lipidica é uma das causas de deterioracdo dos derivados carneos, devido,
principalmente, ao elevado conteddo de gordura presente nestes produtos. Os processos
oxidativos ocasionam alteracdes na coloracdo e no odor, afetando diretamente sua qualidade.
Mudangas decorrentes deste processo sdo irreversiveis e contribuem para o desenvolvimento
de caracteristicas sensoriais inaceitaveis, sobretudo, quando se trata de produtos congelados,
como hambdrgueres, por estes possuirem vida Util determinada pelo grau destas reacdes
(GEORGANTELIS et al., 2007).

Para minimizar estas reacdes um dos meios utilizados € a aplicacdo de antioxidantes, 0s
quais séo substancias que possuem capacidade de retardar ou evitar reacdes de deterioragéo
como a rancidez e a descoloragdo (LIMA, 2014; MATTQOS, 2017). O interesse para aplicacéo
de aditivos naturais em produtos carneos, faz com que matérias-primas extraidas de frutos sejam
estudados e utilizados para este fim. Para o uso de antioxidantes naturais em alimentos, estes
aditivos devem ser seguros, de facil homogeneizacdo, eficiente em baixas concentraces, livre
de odores, sabores, termoestavel e economicamente viavel (MILANI et al., 2012).

O taruma (Vitex megapotamica) tem ocorréncia em diversas regides brasileiras, possui
cor negra-violacea quando maduro e pode ser considerado fonte promissora de um agente
antioxidante em produtos carneos, todavia ainda poucos sdo os estudos que abordam esse fruto
(CALDEIRA et al., 2004; VIANNA, KOEHLER, 2007; COSMO et al., 2009). Estudos
realizados nas com folhas do tarumd@ demonstraram que os extratos obtidos a partir destas
apresentaram niveis de compostos bioativos quantitativamente igual a outras fontes naturais,
indicando possibilidade de uso em larga escala para tais aplicagdes.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da aplicacdo do
extrato de taruma como potencial antioxidante na estabilidade durante o armazenamento sob

congelamento.
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6.2 MATERIAIS E METODOS
6.2.1 Obtencao dos antioxidantes e demais ingredientes

O extrato da polpa madura do taruma (Vitex megapotamica) em p6 foi preparado a partir
da metodologia descrita por Gruz et al. (2013) e por Rufino et al. (2007a), com modificacdes.
A extragdo utilizou dgua como solvente extrator, em uma propor¢do de amostra e solvente de
1:30 (m/v). A mistura foi homogeneizada e em seguida a leitura em pHmetro (mMPA210, MS
Technopon, Brasil) foi realizada para ajuste do pH para 5,0 com utilizagdo de solucdes estoque
conforme descritas por Gomori (1995). A mistura foi agitada em agitador orbital shaker (Luca-
223, Lucadema, Brasil) com velocidade de agitacdo de 100 rpm por 3 horas, a 80 °C. Ap0s, 0s
solidos suspensos foram filtrados e o extrato filtrado foi envolto em papel aluminio e
armazenado sob refrigeracdo (5 °C) em geladeira convencional (Eletrolux, Brasil) até aplicagéo.

Os antioxidantes comerciais eritorbato de sodio e licresse (extraido da raiz de
Glycyrrhiza glabra popularmente conhecido como alcaguz) foram fornecidos pela empresa ICL
Brasil. As matérias-primas e ingredientes (carne bovina, gordura bovina, sal, cebola desidratada
em po, alho desidratado em pd, pimenta preta em pd, proteina texturizada de soja) foram

adquiridos no comércio local de Pinhalzinho - SC.

6.2.2 Formulacéo dos hamburgueres

A formulagdo utilizada para a elaboracdo dos hamburgueres seguiu-se a metodologia
descrita por Ferreira et al. (2019), com modificacdes (Tabela 11). Os hamburgueres foram
elaborados por bateladas e em triplicata para cada tratamento, diferindo apenas quanto ao
antioxidante utilizado: sem adicdo de antioxidante (CONTROLE), eritorbato de sodio 0,1%
(ERI), licresse 0,1% (LIC), extrato de taruma 0,5% (EX), mistura de eritorbato de sodio 0,05%
e extrato de taruma 0,25% (ERI/EX).

O volume de extrato adicionado aos hamburgueres foi calculado a partir dos resultados
obtidos nos célculos de equivaléncia em relacdo a capacidade antioxidante (DPPH, ABTS) do

eritorbato de sédio.
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Tabela 11 - Formulacdo da massa dos hamburgueres.

Formulagdes

Ingredientes (%) Controle ERI LIC EX ERI/EX

Carne bovina 75,0 75,0 75,0 75,0 75,0

Gordura bovina 7,4 7,4 7,4 7.4 7,4

Sal 1,5 1,5 15 15 15

Cebola desidratada em pé 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Alho desidratado em pé 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

Pimenta preta em po 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Proteina texturizada de soja 4 4 4 4 4

Agua 11,9 11,8 11,8 11,4 11,6

Eritorbato de sddio - 0,1 - - 0,05
Licresse - - 0,1 - -

Extrato de taruma - - - 0,5 0,25

Tratamentos: Controle: sem adi¢do de antioxidantes; ERI: Formulagdo com eritorbato de sédio; LIC:
Formulagéo com licresse; EX: Formulagdo com extrato do tarumd; ERI/EX: Formulagdo com eritorbato de
sodio e extrato do taruma.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

A elaboracdo dos hamburgueres foi realizada de acordo com as seguintes etapas:
remoc¢ao manual do tecido conjuntivo e gorduroso, corte e trituracdo da carne e da gordura
bovina em moedor industrial com disco de 8 mm (MSI-10, Becker, Brasil), quantificacdo das
matérias-primas e ingredientes de acordo com a Tabela 11, seguida da adicdo em recipiente na
seguinte ordem: carne bovina magra, gordura bovina, proteina de soja, sal, cebola desidratado
em po, alho desidratado em po, pimenta preta em pd, antioxidante e agua. Os antioxidantes
eritorbato de sodio e licresse foram dissolvidos na agua utilizada na formulacéo para facilitar a
solubilizacdo destes. A homogeneizagdo destes foi realizada de forma manual, durante 10
minutos, sendo realizada na sequéncia a moldagem dos hamburgueres em formas de ago inox
com diametro de 8 cm (50 g de massa), desenformagem, embalados em sacos alimenticios de
polietileno e armazenamento sob congelamento a -12 °C em freezer convencional (Consul,

Brasil) até 0 momento das analises.
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6.2.3 Andlises do produto
6.2.3.1 Caracterizacdo fisico-quimicas

Os hamburgueres foram avaliados em triplicata, através das determinagdes de: umidade
(método 925.45 (b)); extrato etéreo pelo método Soxhlet (método 920.39 (c)); proteina (método
920.152) fator de conversdo 6,25; cinzas (método 940.26) da AOAC (2016).

6.2.3.2 Estabilidade dos hambdrgueres durante o armazenamento sob congelamento

Os hamburgueres foram analisados, em triplicata, nos tempos 1, 30, 60, 150 e 180 dias
de armazenamento, quanto ao pH, a cor e as substancias reativas ao acido tiobarbitdrico -
TBARS.

6.2.3.2.1 pH

O pH foi medido com pHmetro de bancada (mPA210, MS Technopon, Brasil) em uma
suspensdo resultante da mistura de 5 g de amostra com 50 mL de agua destilada, homogeneizada

com bastdo de vidro, de acordo com Fernandez-Lo6pez et al. (2006), com modificacdes.

6.2.3.2.2 Cor

A coloracdo das amostras foi determinada objetivamente pela reflectancia, utilizando
colorimetro Minolta, (modelo CR-410, HunterLab, Brasil), sequindo a metodologia definida
pelo fabricante, através do sistema CIELAB; onde os valores de L* (luminosidade) variou de
preto (0) a branco (100), a* (de verde (-a*) a vermelho (+a*)) e b* (de azul (-b*) a amarelo
(+b*)) foram usadas para definir um espaco de cor tridimensional. O valor de croma (C* = (a*?
+ b*?)12 ¢ 0 &ngulo de Hue (°Hue= tan"* b*/a*), que indica a cor observada, também foram
calculados. A variagdo de cor (AE) foi calculada pela variagao dos parametros L*, a* e b*, de

acordo com Lopes; Mattietto; Menezes (2005), como mostrado na Equacgéo (2).

AE = [(AL)? + (4a")? + (4b9)?] 72 (2)
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6.2.3.2.3 Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico - TBARS

O indice de TBARS foi determinado utilizando o método espectrofotométrico descrito
por Jo e Ahn (1998) e adaptado por Marangoni e Moura (2011), com modificacdes. Foram
utilizados 5 g de amostra de cada formulacdo, em triplicata, sendo estes homogeneizados com
bastdo de vidro, com 30 mL de solucdo de &cido tricloroacético (TCA) 7,5%. A mistura foi
filtrada em papel filtro qualitativo (Qualy 12,5 cm, J. Prolab, Brasil). Uma aliquota de 2 mL do
filtrado foi transferido para tubo de ensaio com tampa e 2 mL de solucdo de &cido tiobarbitarico
(TBA) 0,02 M foi adicionado. Os tubos foram aquecidos em banho-maria digital (SSD 5L,
Solidsteel, Brasil) por 20 minutos a 100 °C, resfriados até temperatura ambiente com auxilio de
banho com agua resfriada e a leitura da absorbéncia foi realizada em espectrofotdmetro (80 SA,
Femto, Brasil) a 532 nm.

Para a curva padrdo utilizou-se o composto padrdo 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP).
Preparou-se uma solu¢do com 10 pl de TEP em 100 mL de &gua destilada. A quantificacdo do
TBARS foi realizada através da curva padréo construida com TEP (Apéndice 8), o célculo foi
realizado utilizando a equagio da reta obtida na curva, o R? deve ser o mais proximo de 1. Os
calculos da curva padréo tiveram os valores nos eixos x (concentracdo) e y (absorbancia)
plotados. Através da regressao linear e da equacdo da reta foi obtida a concentracdo da amostra
e os resultados foram expressos em mg de MDA kg™ de amostra.

6.2.3.3 Caracterizacdo fisica e tecnolégica

A avaliacéo dos hamburgueres foi realizada em triplicata, no 60° dia de armazenamento,
quanto as analises de atividade de &gua, forca de cisalhamento, rendimento na cocgédo,

porcentagem de encolhimento, e capacidade de retencao de agua.

6.2.3.3.1 Atividade de agua

A atividade de agua (Aw), a 25 °C, foram mensuradas em determinador de Aw (Pre

Water Activity Analyzer, Decagon, Brasil), de acordo com as instrugcfes do fabricante.
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6.2.3.3.2 Forga de cisalhamento

A leitura da forca de cisalhamento (N) necessaria para o corte das amostras foram
realizadas em analisador de textura (Brookfield, CT3 Texture Analyzer) com lamina Warner
Bratzler, velocidade de 5 mm.s*, carga de Trigger de 1,0 N e distancia de 50% para a
profundidade do corte. A analise foi efetuada com amostras dos hamburgueres crus com 1,0 cm
de largura, 4,0 cm de comprimento e 0,8 cm de altura (ABULARACH; ROCHA; FELICIO,
1998), com adaptacdes.

6.2.3.3.3 Rendimento na cocgéo

O rendimento na coc¢do (RC) foi determinado conforme descrito por Seabra et al.
(2002) com modificacbes. Os hamburgueres foram descongelados a 4 °C por 24 horas, em
seguida foram quantificados e mantidos em chapa elétrica industrial (C-80, Venancio, Brasil),
por aproximadamente 12 min. a 150 °C, virando a cada 2 min. até a temperatura interna das
amostras atingir 72 + 2 °C, monitorada por termémetro digital. O percentual de rendimento na

coccdo foi calculado pela razéo entre a massa da amostra cozida e a massa da amostra crua.

6.2.3.3.4 Porcentagem de encolhimento

A porcentagem de encolhimento (PE) foi determinada segundo Berry (1992) e Seabra
et al. (2002) com adaptacGes, obtidos através do uso de paquimetro sendo o resultado obtido
através da Equacéo (3):

(MDCRU — MDCOZ)
MDCRU

PE (%) = x 100 (3)
Onde,
*MDCRU: média do didmetro da amostra cru;

*MDCOZ: média do didmetro da amostra cozida.
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6.2.3.3.5 Capacidade de retencdo de agua

As amostras de hamburguer (10 g) foram cortadas em tamanho padrdo de 3 x 3 x 0,8
em seguida colocadas sobre papel filtro qualitativo (Whatman tipo 40 com 125 mm de
diametro), previamente seco, entre duas placas acrilicas, e sobre estas foi colocado um cilindro
de 5 kg por 10 min. A amostra de carne resultante foi quantificada e a quantidade de agua
perdida calculada, determinada com modificages conforme metodologia descrita por Sobrinho
(1999), citado por Bertolo (2018).

6.2.4 Avaliacdo estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada com o Software STATISTICA 13.2 Trial
(Statsoft), pela andlise de variancia (ANOVA) e teste de comparacdo de média de Tukey a 5%
de significancia.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Caracterizacao fisico-quimicas

As analises de umidade, extrato etéreo, proteina e cinzas ndo apresentaram diferenca
significativa (p>0,05) entre as amostras (Tabela 12), o que demonstra que a adi¢do do extrato
aquoso do tarumd ndo alterou as caracteristicas fisico-quimicas do produto, indicando a
possibilidade de aplicacdo deste extrato na formulacdo de hamburgueres de carne bovina. Os
resultados estdo de acordo com as recomendacOes da legislacdo vigente denominada
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Hambudrguer (BRASIL, 2000) que

estabelece os seguintes limites: maximo de 23% de gordura e minimo de 15% de proteina.

Tabela 12 - Caracterizacao fisico-quimica (base imida) dos hamburgueres bovinos elaborado com
diferentes antioxidantes.

Amostras
Analises (%)
CONT ERI LIC EX ERI/EX
Umidade 72,42 + 0,828 72,08 + 0,352 72,03 + 0,628 72,00 + 0,442 72,66 + 0,872
Proteina 19,12 + 0,412 19,67 + 0,502 19,11 + 0,468 18,73 + 0,292 18,56 + 0,872
Extrato Etéreo 5,68 + 0,342 5,16 £ 0,082 5,30 £ 0,202 5,42 £0,122 5,56 + 0,282
Cinzas 2,67+0,172 2,70 £ 0,262 2,79 £0,152 2,63 £0,09? 2,71 £ 0,062

Valores expressos como média + desvio padréo. Tratamentos: CONT: controle - sem adi¢8o de antioxidantes; ERI:
eritorbato de sédio (0,1%); LIC: licresse (0,1%); EX: extrato do taruma (0,5%); ERI/EX: eritorbato de sddio e
extrato do tarumé (0,05%/0,25%). Médias seguidas de mesma letra, na mesma linha, ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey no nivel de 5% de significancia.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Os teores de proteina e cinzas estdo proximos aos encontrados por Rosa et al. (2013)
que realizou a aplicacdo de extrato de farinha de alfarroba (Ceratonia siliqgua L.) em
hambdrgueres, obtendo valores que variaram de 18,60% a 19,90% (proteina) e 2,33% a 2,61%
(cinzas); e por Ferreira et al. (2019) com aplicacdo de extratos de Brosimum gaudichaudii e
Pyrostegia venusta em hamburgueres com valores variando de 19,05% a 19,54% (proteina) e
2,55% a 2,99% (cinzas). Estes ltimos autores obtiveram hamburgueres com teores de umidade
variando de 72,98% a 73,52%, proximos aos obtidos para os hambudrgueres com extrato aquoso

do taruma.
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O teor de extrato etéreo é varidvel em todos os estudos devido as caracteristicas de cada
matéria-prima utilizada. O estudo de Ziegler et al. (2020) que avaliou o enriquecimento
nutricional de hamburgueres com adi¢éo de farinhas de plantas alimenticias ndo convencionais,
0s quais apresentaram resultados entre 6,57% - 7,69%, sendo proximos aos obtidos neste
trabalho.

6.3.2 Estabilidade dos hambdrgueres durante o armazenamento sob congelamento

O perfil colorimétrico das formulacGes dos hamburgueres foi avaliado para identificar
as mudancas na coloracéo que ocorrem durante o periodo de armazenamento (Figura 16 e 17).
Segundo Fletcher et al. (2000) a cor das carnes € um atributo de qualidade, sendo um dos
primeiros aspectos a serem avaliados pelos consumidores, associada ao seu frescor e tem
influéncia direta na deciséo dos consumidores.

Quanto a coloracédo, observou-se que para L* (Figura 16 A) as amostras diminuiram
entre 0 1° e 0s 180° dias de armazenamento, com excec¢do do EX que ndo apresentou diferenca
significativa, demonstrando que a adi¢do do extrato foi capaz de inibir o escurecimento dos
hamburgueres. O escurecimento ocorre pelo processo de oxidacdo da mioglobina que gera
transformacdes no pigmento oximioglobina (vermelho) em metamioglobina tornando o produto
com uma coloracdo marrom-acinzentada (HALLENSTVEDT et al., 2012; UTRERA et al.,
2014) . Borella et al. (2019), observaram que as amostras de hamburguer com adigdo de extrato
de alecrim em concentracdes de 0,03% e 0,06% se mantiveram com menor variagdo, se
mantendo desta maneira durante 120 dias de armazenamento. Segundo Bafidn et al. (2007), a
adicdo de extratos vegetais ndo afetou os valores de L* de hamburgueres de carne bovina, 0s
quais foram considerados estaveis durante 0 armazenamento a 4 °C.

Os hamburgueres apresentaram uma tendéncia a reducdo da cor vermelha (parametro
a*) (Figura 16 B), a qual pode ser considerada um efeito negativo, afetando a aparéncia e
aceitacdo do produto perante os consumidores (VIDAL; PRESTES, 2014). A diminuicdo do a*
pode ocorrer através do processamento da carne alterando sua coloragdo, outro fator é o
congelamento que favorece a tonalidade pardacenta resultante da dificuldade de penetracdo de
O2 e por conduzir eletrélitos que favorecem a metamioglobina (marrom-acinzentada), a medida
gue ocorre 0 aumento deste pigmento os valores dos parametros tendem a diminuir
(ORDONEZ, 2005; SALUENA et al., 2019). Zahid et al. (2020) e Gahruie et al. (2017) também

relataram a diminuicdo do a* para as amostras de hambudrguer com adicéo de extratos naturais.
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Figura 16 - Resultados da cor instrumental L* (A), a* (B), b* (C) durante o armazenamento sob

congelamento das amostras de hamburguer bovino elaborado sem e com diferentes antioxidantes.
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Valores expressos como média + desvio padrdo. Tratamentos: CONT: controle - sem adicdo de antioxidantes; ERI: eritorbato
de sodio (0,1%); LIC: licresse (0,1%); EX: extrato do taruma (0,5%); ERI/EX: eritorbato de sodio e extrato do taruma
(0,05%/0,25%). Em cada linha, diferentes letras mindsculas indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) para a
mesma amostra nos diferentes periodos de armazenamento; Em cada coluna, diferentes letras maitsculas indicam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre as amostras para 0 mesmo periodo de armazenamento.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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Todas amostras apresentaram uma reducédo (p>0,05) no parametro b* (Figura 16 C) ao
longo do armazenamento. Borella et al. (2019) relataram que as diferengas nos valores do b*
durante o tempo de armazenamento, estao relacionadas ao processo de oxidacdo que tende a se
fixar durante este periodo resultando no aumento da coloragdo amarela devido ao rango. No
presente estudo pode-se deduzir que os antioxidantes utilizados foram capazes de controlar o
rango, uma vez que os valores de b* ndo aumentaram em nenhuma das amostras. Ziegler et al.
(2020), observaram a reducdo significativa nos valores de b*, demonstrando que a coloracéo
amarela dos hamburgueres foi reduzida.

O angulo °Hue (Figura 17 A) e a C* (Figura 17 B) est&o relacionadas com a percepcao
da cor visual (SALUENA et al., 2019). Para as formulagdes CONT e ERI/EX os valores de
°Hue apresentaram significativo aumento aos 180 dias de armazenamento. As demais
formulacGes ERI, LIC, EX foram estaveis por todo periodo avaliado.

A reducdo do valor de °Hue estd associada ao declinio da coloracdo vermelha
(YOUSUF; SRIVASTAVA, 2017). Zahid et al. (2020) em seus estudos encontraram reducédo
para os hamburgueres com adicdo hidroxitolueno butilado (BHT), &cido ascorbico e extrato de
cravo, em comparacdo ao controle (sem adicdo de antioxidantes), fato que corrobora com o
encontrado para as formulagdes ERI, LIC e EX, comparadas a CONT e a ERI/EX. Estes autores
relatam que os resultados encontrados indicam que os antioxidantes adicionados nas
formulacGes se mostraram efetivos contra descolora¢Ges durante o armazenamento congelado
de hamburgueres de carne bovina, demonstrando que a adi¢do do extrato de taruméd (EX) se
assemelha ao eritorbato de sédio (ERI) que é um antioxidante comercial ja utilizado pela
indUstria. Outros estudos também relataram esta reducdo no angulo de °Hue nas formulacdes
com adi¢do de antioxidantes comparadas ao aumento do controle como Bafion et al. (2007),
Mancini et al. (2012), Rosa et al. (2013).

A C* ao longo do armazenamento apresentaram reducdo nos valores para as
formulacdes. Esses resultados ja eram esperados devido as mudangas ocorridas na coloracao
como demonstrado pelos demais parametros de cor analisados, essa redu¢édo na intensidade de
saturacdo esta associa-se a oxidagdo que reduz a vivacidade da cor avermelhada da carne.
Estudos como os de Bafion et al. (2007), Zahid et al. (2020) relataram esta mesma reducao em

suas amostras de hamburguer.
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Figura 17 - Resultados da cor instrumental °Hue (A), *C (B), AE (C) durante o armazenamento sob
congelamento das amostras de hamburguer bovino elaborado sem e com diferentes antioxidantes.
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Valores expressos como média + desvio padrdo. Tratamentos: CONT: controle - sem adigdo de antioxidantes; ERI:
eritorbato de sodio (0,1%); LIC: licresse (0,1%); EX: extrato do tarumé (0,5%); ERI/EX: eritorbato de sodio e extrato do taruma
(0,05%/0,25%). Em cada linha, diferentes letras mindsculas indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) para a
mesma amostra nos diferentes periodos de armazenamento; Em cada coluna, diferentes letras maiGsculas indicam diferengas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre as amostras para 0 mesmo periodo de armazenamento.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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A diferenca geral de cor em relacdo ao controle foi calculada através do AE (Figura 17
C). Segundo Manicini; Hunt (2005), esta varidvel mede as mudancas totais de cor
contabilizando as mudancas combinadas em L*, a* e b*. Este pardmetro € muito bom para
rastrear alteracdo da metamioglobina, no entanto, interpretar os resultados quantitativos em
termos visuais das cores ndo é simples, devido as mudancas de cores que ocorrem durante a
oxidagdo ser quase imperceptiveis visualmente em alguns casos. Ressalta-se que os limites para
estes parametros dependem das caracteristicas da amostra (SALUENA et al., 2019).

De acordo com Francis; Clydesdale (1975), citado por Grasso et al. (2019), se AE<1 as
diferencas de cor ndo séo visiveis para o olho humano, 1<AE<3 as diferengas ndo séo visiveis,
AE>3 as diferencas de cor séo visiveis. Os resultados do presente estudo sdo relacionados a
diferenca geral de cores entre a amostra CONT. No dia 1 de armazenamento todas as amostras
apresentaram diferencas visiveis; nos dia 30 e 60 as amostras ndo apresentam alteracdes visiveis
de coloracdo, nos 150 dias somente a amostra EX ndo apresentou diferenca visivel, no dltimo
dia de armazenamento as amostras ERI e ERI/EX demonstram mudanga na coloragdo visivel.

Desta forma, a amostra EX foi a Gnica que ap6s o dia 1 de armazenamento ndo gerou
um AE perceptivel ao olho humano até os 180 dias. Romero et al. (2020), avaliaram o efeito de
polpas liofilizadas de Eugenia uniflora L. (pitanga) e Opuntia ficus (figueira da india) na
estabilidade oxidativa de hamburgueres bovinos enriquecidos com acidos graxos n-3, e
obtiveram resultados proximos aos encontrados no presente estudo. Estes autores relatam ainda
que a coloracdo vermelha da casca de uma das variedades de Opuntia ficus utilizada pode ter
corroborado para que esta amostra apresente AE<3, algo semelhante pode ter ocorrido para a
amostra EX devido a cor do extrato de taruma ser em um tom avermelhado.

Os parédmetros de cor apresentaram diminui¢do ao longo do armazenamento o que
evidéncia o escurecimento, a reducdo principalmente dos valores de a* impactam de modo
negativo, pois a reducdo da cor vermelha torna o produto menos atraente como pode-se
observar visualmente nas imagens dos hamburgueres (Figura 18). Ressalta-se que os valores
quantitativos de °Hue e de C* demonstram que as amostras estdo numa faixa de coloragao
vermelha ndo apresentando grande variagdo ao longo dos 180 dias, mas apresentou
visualmente a perda da intensidade da cor para todas as amostras, sendo visualmente
percebido nos hamburgueres que a amostra EX manteve a intensidade da coloracao vermelha,
indicando que a adicdo do extrato de tarum@ pode ser um potencial estabilizador de cor natural

em hamburgueres congelados.
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A partir dos 60 dias os hamburgueres apresentaram mudancas visuais na coloragdo
cada vez mais intensas, cada amostra se comportou de uma maneira impar com o passar do
periodo de armazenamento (Figura 18). A amostra LIC (C), apresentou comportamento
préximo ao observado para a amostra EX (D), resultados que demonstram que a adi¢cdo de
antioxidantes naturais apresenta agdo similar e no caso do EX melhor estabilidade na cor do
que a adicdo do eritorbato de sddio, antioxidante comercial comumente utilizado.

Alguns parametros podem ter sofrido alteracdo com a adicdo dos antioxidantes
naturais devido a prépria coloragdo dos mesmos e como relatado por Rosa et al. (2013) pela
presenca de compostos como os taninos que causam descoloracdo pela combinagdo com o
ferro da mioglobina retardando a oxidacdo lipidica como relatado. Porém, a mistura dos
antioxidantes na amostra ERI/EX (E) ndo demonstrou efetividade como a amostra EX,
podendo a eficiéncia desta mistura ter sido afetada pela concentracdo utilizada, sendo uma
possibilidade aumentar a concentracdo do extrato de taruma ja que este se demonstrou maior

eficiéncia.
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Figura 18 - Amostras das formula¢fes dos hamburgueres de carne bovina elaborados sem e com
diferentes antioxidantes: controle — sem antioxidantes (A), eritorbato de sodio (B), licresse (C), extrato
de taruma (D) e eritorbato de sédio/extrato de taruma (E) ao longo do armazenamento.
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Na Figura 19, estdo apresentados os resultados da analise de pH das diferentes

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

formulacBes durante o armazenamento, indicando que ndo houve diferenga significativa
(p>0,05) entre 0 1° e 0 60° dia. Por outra lado, entre 0 150° e 180° dias, as variagdes observadas
nas amostras foram significativas (p<0,05).
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Figura 19 - Resultados para anélise de pH durante o armazenamento sob congelamento das amostras
de hamburguer bovino elaborado sem e com diferentes antioxidantes.
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Valores expressos como média + desvio padrdo. Tratamentos: CONT: controle - sem adicdo de antioxidantes; ERI:
eritorbato de sodio (0,1%); LIC: licresse (0,1%); EX: extrato do taruma (0,5%); ERI/EX: eritorbato de sodio e
extrato do taruma (0,05%/0,25%).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

O aumento nos valores de pH com o tempo de armazenamento também foram
observados por Mancini et al. (2020) que avaliaram os efeitos de alho em p6 e sal na qualidade
e na carga microbiana de hamburgueres de carne de coelho e obtiveram valores de pH de 5,89
a 5,97 durante 7 dias de armazenamento; Borella et al. (2019) estudaram a adi¢do de alecrim
(Rosmarinus officinalis) em hamburgueres de carne bovina pelo periodo de armazenamento
similar ao do presente estudo, obtendo valores de pH que variaram de 6,43 a 6,99 no periodo
de 120 dias; Abdelhakam et al. (2019) estudaram as caracteristicas de qualidade do
hambdrguer bovino enriquecido com bagaco de uva vermelha em p6 pelo periodo de 3 meses
e encontraram valores de pH de 6,22 a 6,93 todos o0s autores apresentaram resultados similares
ou préximos ao do presente estudo. O aumento do pH pode estar relacionado a alcalinizagao
da carne aumentando os niveis de nitrogénio amoniacal e a degradacdo de proteinas e
aminoéacidos por bactérias Gram negativas (MOKHTAR et al., 2014; ABDELHAKAM et al.,
2019; MANCINI et al., 2020).

Segundo Geesink et al. (2000), para carne, o pH € um importante parametro de
qualidade, por estar relacionado a cor, a capacidade de retencéo de 4gua, a maciez, dentre outros

fatores. Galvdo (2006) relata que fatores como o tipo e quantidade de matérias-primas utilizadas
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na formulacdo e até o processo de coccdo do hamburguer podem ter influéncia no pH do
produto. N&o foram encontradas alteragdes de pH que pudessem afetar a intensidade da cor
vermelha dos hamburgueres no presente estudo.

Para os valores de TBARS (Figura 20) observou-se diferenca significativa (p<0,05) para
as formulagdes ao longo do armazenamento com significativo aumento dos valores nos 180
dias, resultados esperados devido a formagdo de compostos oxidativos. Os resultados do
presente estudo demonstram que a aplicacdo da antioxidantes naturais (EX e LIC) séo eficientes
na retardacdo da oxidacdo. Estudos de Selani et al. (2011), Rosa et al. (2013), Abdelhakam et
al. (2019) e Borella et al. (2019), relatam varia¢fes durante o armazenamento e que, as amostras
sem adicdo de antioxidantes foram uma das que apresentaram maiores valores de oxidagéo,

corroborando com o presente estudo.

Figura 20 - Resultados para a oxidac¢&o lipidica (TBARS) durante o armazenamento sob congelamento
das amostras de hamburguer bovino elaborado sem e com diferentes antioxidantes.
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Valores expressos como média + desvio padrdo. Tratamentos: CONT: controle - sem adi¢ao de antioxidantes; ERI:
eritorbato de sédio (0,1%); LIC: licresse (0,1%); EX: extrato do taruma (0,5%); ERI/EX: eritorbato de sddio e
extrato do taruma (0,05%/0,25%).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

De acordo com Al-Kahtani et al. (1996) citado por Selani et al. (2011), produtos carneos
que apresentam menos de 3 mg de MDA kg™ de amostra sdo considerados conservados em
relacdo a oxidacdo. Neste sentido, nenhuma das amostras apresentaram valores superiores a 3

mg de MDA kg, o maior valor alcancado foi para a amostra CONT (2,38 mg de MDA.kg™?) e
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ERI (2,10 mg de MDA kg™) nos 180 dias de armazenamento, comparada as demais amostras
estas tiveram maiores valores de oxidacdo. Em relacdo aos antioxidantes naturais (LIC e EX)
as concentracdes adicionadas nas formulagdes demonstraram-se relativamente suficientes para
manter a estabilidade oxidativa dos hamburgueres por 180 dias de armazenamento congelado,
periodo maior que o ja estipulado pela industria que é 120 dias. A formulagdo ERI/EX
apresentou comportamento similar aos antioxidantes naturais, apesar do eritorbato de sddio néo
ter demonstrado eficiéncia sozinho a mistura com o extrato aumentou a capacidade de retardar
a oxidacao.

Os valores obtidos na analise de TBARS ndo devem ser considerados pelo
aparecimento de odores ran¢osos nos produtos, pois estes podem ser influenciados pelas
especiarias e aditivos adicionados nas formulac6es dos produtos (DJENANE et al., 2002). O
TBARS juntamente com o indice de perdéxidos sdo indicadores de oxidacdo lipidica, pois
mesmo durante o congelamento pequenas taxas de oxidacdo ocorrem (TRINDADE et al.,
2008). Baixas temperaturas inibem as reacdes de deterioracdo (microbioldgica e enzimatica),

no entanto, a oxidacao lipidica ocorre normalmente em pequenas taxas (GRAU et al., 2000).

6.3.3 Caracterizacao fisica e tecnoldgica

O rendimento na coccdo (RC), a porcentagem de encolhimento (PE), a capacidade de
retencdo de agua (CRA), a atividade de agua (Aw) e a forca de cisalhamento (FC) ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre as formulacdes (Tabela
13).

Os RC encontrados no presente estudo sdo proximos aos relatados por Oliveira et al.
(2014) que avaliaram a influéncia da adicdo de farinha de semente de linhaca dourada (Linum
usitatissimum L.) em hambuargueres de carne bovina e obtiveram valores entre 72,75% a
79,80%. Maiores valores de RC resultam em menor perda de massa do hambdrguer apds
coccdo, 0 que demonstra que as formulagdes tiveram bons resultados.

As PE demonstram que a adicdo de antioxidantes ndo proporciona mudancas no
tamanho apds a coccdo dos hamburgueres. Trevisan et al. (2016), estudaram o efeito da adigédo
de fibra de aveia sobre as propriedades fisico-quimicas de hamburguer cozido e congelado com
reducdo de gordura e sal, e as amostras controle destes autores apresentaram uma porcentagem
de 20,83% de encolhimento sendo estes valores superiores aos encontrados neste trabalho.
Segundo Choi et al. (2009), o encolhimento é ocasionado pela desnaturacdo das proteinas

durante o cozimento e parcialmente pela evaporacéo de agua e a fusdo das gorduras da carne.
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Tabela 13 - Caracterizagdo fisica e tecnoldgica dos hamburgueres sem e com diferentes antioxidantes
no periodo de 10 dias de armazenamento.

Amostras
Parametros
CONT ERI LIC EX ERI/EX

RC (%) 78,23 £ 0,532 78,06 +0,20° 78,23+0,41* 78,56+0,09° 78,58+ 0,492
PE (%) 13,56 + 0,502 1294 +1,072 12,64+0,71* 13,14+152% 12,08+0,18%
CRA (%) 86,15 + 0,292 85,51+0,43* 8567+0,828 87,15+0,59* 86,84 +0,88?
Aw 0,984 + 0,00? 0,977+0,022 0,978+0,01*® 0,977+0,01*® 0,989 +0,0?

FC (N) 5,71 £ 0,202 5,42 £ 0,402 5,71 £ 0,268 5,19 £ 0,152 5,54 £ 0,432

Valores expressos como média + desvio padrdo; RC: rendimento na coc¢do; PE: porcentagem de encolhimento;
CRA: capacidade de retencdo de agua; Aw: atividade de dgua; FC: for¢a de cisalhamento (Newton). Tratamentos:
CONT: controle - sem adi¢do de antioxidantes; ERI: eritorbato de sddio (0,1%); LIC: licresse (0,1%); EX: extrato
do tarumd (0,5%); ERI/EX: eritorbato de sddio e extrato do tarumé (0,05%/0,25%). Em cada linha, diferentes
letras mindsculas indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

A CRA determina a aceitabilidade visual, a perda de massa, 0 rendimento no cozimento,
bem como as caracteristicas sensoriais da carne e dos produtos carneos (WARNER, 2017).
Fernandes; Pizato (2019) avaliaram hamburgueres de carne bovina com adicdo de farinha de
sorgo (Sorghum vulgare) em diferentes concentracdes e alcancaram valores de CRA que
variaram numa faixa de 70,60% — 92,66%, sendo que todas as formulacdes apresentaram
resultados proximos ao do presente estudo, demonstrando que a adi¢do do extrato de taruma
ndo interfere nesta caracteristica. Morén-Fuenmayor; Zamorano-Garcia (2003) descrevem que
as propriedades fisicas da carne crua (cor e textura) e a aceitacdo estdo relacionadas diretamente
com sua capacidade de ndo perder agua.

A Aw variou de 0,98 a 0, 99, sendo que os altos valores eram esperados, ja que a matéria-
prima (carne) apresenta valores de Aw de 0,99; o que demonstra que a adigdo do extrato de
taruma ndo interferiu neste parametro, bem como os demais antioxidantes utilizados. Os valores
altos de Aw para hamburgueres ndo sao considerados um problema para a conservagdo devido
ao meétodo de armazenamento (congelamento) e o preparo instantdneo para consumo
(PIGNATA et al., 2010).
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As FC ndo diferiram significativamente entre as amostras (p>0,05). A maciez é a
caracteristica relacionada a FC, a qual tem relagdo direta com a CRA, ja que quanto maior a
retencdo de agua, menor serd a forca de cisalhamento utilizada para cortar o fragmento de carne
(ZEOLA et al., 2007), o que corrobora com os resultados encontrados no presente estudo
(Tabela 14). Silva et al. (2014), ao compararem 0s pardmetros fisico-quimicos e sensoriais de
hambdrgueres produzidos com carnes bovina e bubalina, obtiveram para hambdrgueres de
carne bovina 0,62 kgf (6,08 N), sendo este valor proximo aos encontrados para todas as
formulacGes deste estudo.

Percebe-se que a adi¢éo do extrato de taruma ndo interfere nas caracteristicas fisicas e
tecnoldgicas dos hamburgueres avaliados no presente estudo. As formula¢fes com a adi¢do do
extrato (EX, ERI/EX) apresentaram bons resultados, sendo significativos para o rendimento na

coccdo (RC), mantendo ou até melhorando as caracteristicas tecnoldgicas do produto final.
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6.4 CONCLUSAO

A aplicacdo do extrato obtido do pé da polpa madura do taruma ndo apresentou
interferéncia nas caracteristicas fisico-quimicas, na forca de cisalhamento, porcentagem de
encolhimento, capacidade de retencdo de agua, pH e Aw dos hamburgueres de carne bovina.
Durante o armazenamento por 180 dias sob congelamento, a cor instrumental apresentou
variabilidade para os parametros analisados, destacando-se a adi¢do dos antioxidantes naturais,
principalmente, o extrato de taruma em quantidade de 0,5% como potenciais estabilizadores de
cor natural em hamburgueres congelados perante adicdo do eritorbato de sdédio comumente
utilizado pela industria. A mistura entre os antioxidantes realizada na amostra ERI/EX néo foi
eficiente quando comparada com as amostras com adi¢do de antioxidantes puros, isto pode estar
relacionado a quantidade utilizada ser muito baixa, ou interferéncia de compostos presentes no
extrato.

Todas as formulagBGes apresentaram alteracfes no indice de TBARS, oriundas da
oxidacdo lipidica das amostras durante o armazenamento, quando comparada as formulacGes
contendo antioxidantes naturais (LIC e EX) ao antioxidante comercial (ERI). A aplicacdo dos
extratos naturais, de forma isolada, melhorou a estabilidade oxidativa dos hamburgueres
bovinos por 180 dias de armazenamento congelado e estes resultados demonstram uma
potencial eficiéncia do extrato de tarumd como antioxidante natural aplicado neste tipo de

produto.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A caracterizacao fisico-quimica dos frutos do taruma (Vitex megapotamica) apresentou
diferencas significativas na composicdo nos diferentes estddios de maturacdo estudados.
Destacando-se os teores significativos de minerais presentas nas polpas em ambos estadios de
maturacdo, a coloracao escura no fruto in natura e no pé obtido da polpa no estadio maduro séo
interessantes, podendo ser estudada mais profundamente como um potencial pigmento natural
com aplicacdo em diversas areas. Os resultados obtidos para as atividades anti-inflamatorias
foram significativas e podem ser exploradas em outros estudos.

A aplicacdo do planejamento experimental para otimizacdo da extracdo de compostos
bioativos demonstrou-se eficiente. O extrato obtido da polpa madura do taruma em pé apresenta
teores de compostos fenodlicos totais, atividade antioxidante, flavonoides, antocianinas,
carotenoides, e a presenca de acido organico e acidos fendlicos, podendo indicar que este
extrato pode ser uma potencial matéria-prima para produtos farmacéuticos, aditivos
alimentares. Salienta-se que estes resultados foram alcangados com uso de &gua como solvente
extrator, com aplicacao de uma técnica simples.

A adicdo do extrato aquoso de tarumd@ em hamburgueres de carne bovina em
comparacao a outros antioxidantes eritorbato de sodio e licresse, ndo alterou significativamente
as caracteristicas fisico-quimicas, nem a textura dos produtos. Mas sim, auxiliou na estabilidade
da intensidade da cor vermelha e nas caracteristicas tecnologicas dos hamburgueres. A oxidagédo
lipidica para os antioxidantes naturais se mostrou eficiente para estabilizar a oxidacdo em
comparacao ao eritorbato de sodio, um antioxidante comercial utilizado em produtos cérneos,
observou-se que as amostras de hamburgueres se mantiveram com baixa oxidacgao por 180 dias
de armazenamento, periodo superior ao de 120 dias que € o comumente utilizado pelas
industrias para validade de hambdrgueres.

Nesse sentido, sugere-se a avaliacdo de diferentes concentragdes do extrato de taruma
adicionados na formulagdo possibilitando aumentar a eficiéncia, através de técnicas de

concentracdo como o encapsulamento, além da realizacdo de anéalise sensorial.
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APENDICE

Apéndice 1 - Curva de Calibracdo - Concentracdes de Acido Gélico (mg.L™)no eixo X versus as
respectivas absorbancias no eixo Y, calcular a equacéo da reta e R2,
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Apéndice 2 - Curva de Calibracdo - Concentracdes de DPPH (M) no eixo X versus as respectivas
absorbancias no eixo Y, calcular a equagéo da reta e R
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
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Apéndice 3 - Curva obtida a partir das concentracdes dos extratos no eixo X versus as respectivas médias
das absorbancias no eixo Y, calcular a equagéo da reta e R2.
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Apéndice 4 - Curva de Calibragdo - Concentracdes de Trolox (UM) no eixo X versus as respectivas
absorbancias no eixo Y, calcular a equagdo da reta e R2.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
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Apéndice 5 - Curva obtida a partir das concentracdes dos extratos no eixo X versus as respectivas médias
das absorbancias no eixo Y, calcular a equagéo da reta e R2.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Apéndice 6 - Curva de Calibragdo - Concentracoes de Trolox (mg.mL™) no eixo X versus as respectivas
absorbancias no eixo Y, calcular a equagdo da reta e R2.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
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Apéndice 7 - Curva de Calibragdo - Concentracdes de Catequina (mg.mL?) no eixo X versus as
respectivas absorbancias no eixo Y, calcular a equagéo da reta e R2.

1.00
0,90

0,80

0,70

0.60 )
0.50 .

0.40 0.
y=04238x+ 00216
0.30 L R?=10,0013
0,20 e
0,10 '
0.00
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Concentracio (mg.mL-1)

Absorbancia em 510 nm

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Apéndice 8 - Curva de Calibragdo - Concentracdes de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) (ug.mL™?) no
eixo X versus as respectivas absorbancias no eixo Y, calcular a equacdo da reta e R2.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.



