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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi definir a condicdo de secagem que propicia melhor
desempenho na retencdo de compostos fendlicos, &cido ascérbico e microrganismos
probidticos contidos no liofilizado para o preparo de bebida probiética a base umbu-caja e
acerola. Para tanto, o kefir foi reativado por backslopping e inoculado nas proporc¢des (25%
e 50%) nas polpas isoladas de acerola e umbu-caja. A taxa de diluicdo de 25% de kefir para
75% de bebida mista, definida como ideal, foi utilizada nas formulac¢des para definir a melhor
formulacdo de bebida probidtica (9 ensaios), e avaliadas quanto a retencdo de bioativos
(polifendis e acido ascorbico) e de células viaveis de probidticos. A formulagdo com 90% de
umbu-caja e 10% de acerola, por ter obtido desempenho satisfatério na fermentacgéo, foi
submetida a delineamento experimental 23 (17 ensaios) para definir as condi¢cdes de
secagem, tendo como variaveis independentes a temperatura do ar de secagem (-30°,-34°,-
40°,-46° e -50°C), percentual de sacarose (5, 7, 10, 13 e 15) e percentual de maltodextrina
10DE (10,12,15,18 e 20). O processo utilizando a temperatura de -40°C, 10% de sacarose e
15% de maltodextrina, produziu as melhores respostas, e foi caracterizado com
higroscopicidade de 13,13g.100g™, densidade aparente de 0,52g.mL™, rendimento de
39,21% e solubilidade de 37,07%. Das polpas de frutas (umbu-caja e acerola) e das bebidas
mistas, probidtica e e liofilizada foram obtidos extratos etandlico, por extracao liquido-liquido,
para determinacdo de polifendis totais, taninos totais, capacidade antioxidante (inibicao do
DPPH*) e perfis fendlico e de acidos organicos. Métodos epecificos de extracdo foram
utilizados para quantificacdo de carotendides, antocianinas e flavonois totais. A polpa de
umbu-caja apresentou elevada concentracdo de carotendides e a de acerola teores
expressivos de polifendis totais. Entre as etapas de fermentacéo e liofilizacao os polifendis,
flavondis,taninos totais, e a capacidade antioxidante apresentaram significativo aumento.
Comportamento semelhante foi observado para o acido malico e inverso para o acido
ascorbico. Por meio do perfil fendlico foi possivel quantificar rutina, acidos siringico e
vanilico e trans-reveratrol na polpa de acerola, permanecendo apenas o flavonol e os acidos
fendlicos no liofilizado. CorrelagBes possitivas foram identificadas entre a capacidade de
sequestro de radical livre e flavondis, taninos e polifendis totais. A anélise de componentes
principais extraiu 100,00% da variancia total e caracterizou o liofilizado pelo acido malico,
polifendis, flavonois e taninos totais, e percentual de inibicio do DPPH*. Todos os dados
foram obtidos em triplicata e submetidos aos testes t-Student, DUCAN e ANOVA, analise de
variancia e teste de médias, além de andlises multivariadas e de correlagcdo. Os resultados
ressaltam a importancia da pesquisa para o fortalecimento da cadeia produtiva das frutas,
principalmente no nordeste brasileiro, onde a cultura do umbu-cajazeiro e da aceroleira tem
provocado interesses econémicos.

Palavras-chave: desidratacéo; bebida funcional; Kefir; bioativos.
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ABSTRACT

The objective of this research was to define the drying condition that provides a better
performance in the retention of phenolic compounds, ascorbic acid and probiotic
microorganisms contained in the lyophilisate for the preparation of a probiotic drink based on
umbu-caja and acerola. For this, kefir was reactivated by backslopping and inoculated in
proportions (25% and 50%) in the isolated pulps of acerola and umbu-caja. The 25% kefir to
75% mixed drink dilution rate, defined as ideal, was used in formulations to define the best
probiotic beverage formulation (9 trials), and evaluated for bioactive retention (polyphenols
and ascorbic acid) and viable probiotic cells. The formulation with 90% of umbu-caja and
10% of acerola, for having obtained satisfactory performance in the fermentation, was
submitted to an experimental design 23 (17 tests) to define the drying conditions, having as
independent variables the drying air temperature (-30 °, -34 °, -40 °, -46 ° and -50 ° C),
percentage of sucrose (5, 7, 10, 13 and 15) and percentage of maltodextrin 10DE
(10,12,15,18 and 20). The process using a temperature of -40 ° C, 10% sucrose and 15%
maltodextrin produced the best responses and was characterized with hygroscopicity of
13.139.100g -1, apparent density of 0.52g.mL -1, yield of 39.21% and solubility of 37.07%.
Liquid and liquid lyophilized extracts were obtained from liquid-liquid extraction for
determination of total polyphenols, total tannins, antioxidant capacity (inhibition of DPPH *)
and phenolic profiles of fruit pulps (umbu-caja and acerola) and mixed beverages, probiotic
and lyophilized and organic acids. Specific extraction methods were used to quantify
carotenoids, anthocyanins and total flavonols. The pulp of umbu-cajd presented high
concentration of carotenoids and that of acerola expressive contents of total polyphenols.
Among the fermentation and lyophilization stages, polyphenols, flavonols, total tannins, and
antioxidant capacity showed a significant increase. Similar behavior was observed for malic
acid and inverse for ascorbic acid. By means of the phenolic profile it was possible to
quantify rutin, mesylic and vanillic acids and trans-reveratrol in the acerola pulp, with only
flavonol and phenolic acids remaining in the freeze-dried product. Positive correlations were
identified between the free radical sequestration capacity and total flavonols, tannins and
polyphenols. Principal components analysis extracted 100.00% of the total variance and
characterized lyophilized by malic acid, polyphenols, flavonols and total tannins, and percent
inhibition of DPPH *. All data were obtained in triplicate and submitted to Student's t-test,
DUCAN and ANOVA, analysis of variance and test of means, as well as multivariate and
correlation analyzes. The results highlight the importance of the research for the
strengthening of the fruit production chain, mainly in the Brazilian northeast, where the
culture of the umbu-cajazeiro and the cherry tree has provoked economic interests.

Key-words: dehydration; functional drink; Kefir; bioactive
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de produtos com carater funcional tem crescido devido a
exigéncia e melhor informacdo dos consumidores quanto a necessidade de ndo somente
nutrir, mas buscar alimentos que tragam beneficios a sua saude. Estes alimentos interagem
no organismo juntamente com a microbiota intestinal, beneficiando sua funcionalidade
(MARTINS et al, 2013; CORONA et al, 2016). Entretanto, apesar da crescente demanda por
novos produtos, a inclusdo de probidticos em matrizes alimenticias ainda é uma area
desafiadora para pesquisas em tecnologia de alimentos (MARTIN et al, 2015).

O grande numero de produtos probidticos disponiveis ho mercado compreende
principalmente produtos lacteos. No entanto, uma grande parte da populacdo mundial é
afetada pela intolerdncia a lactose além de alergia a proteina do leite, galactosemia e
hipercolesterolemia, impossibilitando o consumo de produtos de origem lactea (ALVES et al,
2016; PERRICONE et al, 2015). Este cenéario demonstra cada vez mais a importancia do
desenvolvimento de produtos probidticos usando fontes nao lacteas (ANTUNES et al, 2013).
Nas ultimas décadas, o interesse cientifico por bebidas fermentadas n&o lacteas vem
destacando a utilizacdo do kefir de agua (CORONA et al, 2016). Este produto é formado a
partir da atividade fermentativa de uma cultura natural, fruto de simbiose complexa entre
uma grande variedade de bactérias acido lacticas e leveduras em uma matriz de
polissacarideo de granulos semi-rigidos de coloragédo esbranquicada ou caramelo (SATIR e
GUZEL-SEYDIM, 2016). Uma caracteristica que o difere de outros probiéticos é o poder de
recuperacao apos a fermentacdo com um ligeiro aumento da biomassa dos grédos (SATIR e
GUZEL-SEYDIM, 2015).

Concomitantemente, os sucos de frutas sdo amplamente consumidos em todo o
mundo por diferentes faixas etarias e sua ingestdo aumentou rapidamente nas duas ultimas
décadas devido a presencga de fitoquimicos funcionais e bioativos que oferecem excelentes
atributos sensoriais além de beneficios a salude (SZYMCZYCHA-MADEJA et al, 2014). Os
sucos ou a mistura de dois ou mais sucos de frutas podem resultar em novos produtos com
diversas vantagens devido & combinacdo de propriedades sensoriais e nutricionais
(OLUDEMI et al, 2013).

Apesar do crescente consumo, 0s sucos de fruta apresentam uma quantidade
elevada de &gua, o que aumenta 0 seu custo de transporte e necessidade de
armazenamento sob refrigeracdo para 0s ndo estéreis. Desta forma, técnicas de
conservacao sdo necessdrias para garantir a integridade microbiolégica, fisico-quimica e
sensorial desse produto. Uma das técnicas de conservagdo mais eficiente utilizada
atualmente € a encapsulacdo de ingredientes que pode ser definida como: a inclusdo de

pequenas particulas sélidas, goticulas liquidas ou gases em um material de revestimento



14

que permite a formacgdo de uma barreira fisica entre 0 meio externo e os materiais sensiveis
do nudcleo, protegendo compostos de interesse da degradacgédo pela umidade, pH e oxidacéo
(DRUSCH et al, 2012; NESTERENKO et al, 2013).

Em virtude disso, diversas técnicas de encapsulamento estdo disponiveis para uso
industrial sendo a liofilizacdo considerada como a mais eficiente na conservagdo de
nutrientes de produtos em po, devido as faixas de temperaturas de processo (SHISHIR e
CHEN, 2017). Além disso, em sucos probiéticos deve-se preservar a carga de células vivas,
ou seja, a viabilidade microbiana, parametros determinante na definicdo das variaveis do
processo (ALVES et al, 2016).

A elaboracdo de suco de fruta com alegagédo funcional abre um novo leque de
oportunidades para os consumidores, visto que a maioria dos alimentos funcionais
existentes no mercado é obtido de derivados lacteos (ALVES et al., 2016; CORONA, et al.,
2016; PERRICONE et al, 2015; ANTUNES et al, 2013; MARTINS et al, 2013). Ademais, 0s
pds obtidos de sucos de frutas representam um mercado promissor, uma vez que esta forma
fisica proporciona um produto estavel, natural e facilmente reconstituivel, o qual pode ser
usado como corante e/ou flavorizante em produtos alimenticios, agregando valor nutricional
ao produto final (BETORET et al, 2011). Desta forma, o objetivo desta pesquisa foi definir a
condicdo de secagem que propicia melhor desempenho na retencdo de compostos
fendlicos, acido ascoérbico e microrganismos probiéticos contidos no liofilizado para o

preparo de bebida probiotica a base umbu-caja e acerola.
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2. PROBLEMA DE PESQUISA E HIPOTESE

2.1. Problema de pesquisa

O desenvolvimento de novos produtos alimenticios com alegagéo funcional torna-se
cada vez mais desafiador uma vez que, deve suprir a expectativa do consumidor quanto ao
sabor e funcionalidade.

A industria de alimentos observa muitas varidveis para desenvolver ou reestruturar
produtos de caréater funcional, tais como a aceitacdo sensorial, preco, estabilidade quimica,
propriedades funcionais e conveniéncia técnica. Na categoria de alimentos com alegacgéo
funcional, o segmento de bebidas probibticas tem se destacado devido ao interesse do
consumidor nos beneficios para salde intestinal, fortalecimento da imunidade e melhora da
digestao.

Por outro lado, é crescente a procura por produtos que contenham substancias
antioxidantes capazes de diminuir ou prevenir a oxidacdo molecular, associada a diversas
patologias como doengas cardiovasculares, canceres e processos degenerativos. Nesse
contexto, como potencializar o carater funcional do liofilizado para o preparo de bebida

probidtica a base umbu-caja e acerola?

2.2. Hipé6tese

Ao utilizar diferentes faixas de temperatura de secagem e distintas proporgbes de
agentes crioprotetores no processo de liofilizacdo, serd obtida a melhor condicdo de
processamento que potencializara o carater funcional do liofilizado para o preparo de bebida

probidtica a base umbu-caja e acerola.
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3. REVISAO DE LITERATURA

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que o consumo de bebidas com caréater
funcional possui forte correlagdo com a reducdo de doencas crdnico-degenerativas,
principalmente aquelas relacionadas a saude intestinal além de diversos tipos de canceres.
A presente pesquisa busca o incentivo a adog¢do de habitos saudaveis e a inclusdo de
probiéticos em pé na dieta alimentar melhorando a saude da populagdo como um todo.

3.1. Alimentos Probi6ticos

O interesse dos consumidores em alimentos que conferem beneficios a saude levou,
nas Ultimas décadas, ao desenvolvimento de novos produtos alimentares atrelados a
conveniéncia de consumo, sabor e funcionalidade em prol da saiude humana, levando ao
crescimento do mercado de produtos probidticos (ICIER et al, 2015). Esses produtos
representam quase 43% do mercado mundial de produtos lacteos sendo, em sua maioria,
constituidos por produtos lacteos fermentados (STALIANO et al,2015).

Os alimentos funcionais influenciam positivamente um ou mais fatores biologicos,
melhorando a salde, a sensacado de bem-estar reduzindo o risco de doencas degenerativas
nado transmissiveis. Dentro desta categoria de alimentos, estdo incluidos os produtos que
contém microrganismos probiéticos (HUSSAIN et al, 2016; STALIANO et al, 2015) que,
segundo FAO/OMS (2002) séo definidos como "microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios para a saude do
hospedeiro".

As espécies microbianas mais utilizadas em alimentos funcionais pertencem aos
géneros de lactobacillus e bifidobacterium. Pesquisas foram desenvolvidas para a
determinag&o da origem das cepas, toleréncia as condi¢des hostis do estbmago e intestino
delgado e capacidade de aderir as superficies do intestino (BUSTAMANTE et al, 2015). No
entanto, o critério final para selecionar uma estirpe probiética bem-sucedida é a capacidade
de conferir aos consumidores beneficios & satde humana (GREPPI et al, 2017).

Neste contexto, a capacidade de adeséo das células probidticas ao epitélio intestinal
permite que o0s probidticos exercam seus efeitos benéficos por mais tempo por meio de
moléculas localizadas nas superficies bacterianas servindo como conectores que podem
interagir, especificamente, com receptores hospedeiros no tecido intestinal e induzir vias de
sinalizagéo resultando em efeitos probiéticos (UROIC et al, 2016).

Na pratica, os probioticos desempenham um papel importante, por exemplo, na
manutencdo da microbiota intestinal natural, protecdo contra patégenos gastrointestinais,

metabolismo da lactose, diarreia infantil, além de beneficios extra intestinais, tais como,
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reducdo do nivel de colesterol e pressao sanguinea, prevenc¢éo de alguns tipos de cancer e
reducéo da incidéncia de doencas urogenitais e respiratorias (GIL-RODRIGUEZ et al, 2015).

O numero de microrganismos vidveis no momento do consumo é extremamente
importante para fornecer os beneficios esperados para a saude. Consequentemente, a
sobrevivéncia probidtica durante o processamento e 0 armazenamento de produtos
probidticos deve ser monitorada. Embora o nimero ideal de microrganismos probiéticos
viaveis ndo tenha sido estabelecido, niveis entre 10° a 10° UFC.g" s&do mundialmente
aceitos (ABADIA-GARCIA et al, 2013). Além da sobrevivéncia probiotica no produto final, as
caracteristicas sensoriais sdo importantes para aceitagdo e consumo desses alimentos
(SILVA et al, 2015).

Sucos de frutas e produtos a base de chocolate sdo alimentos probioticos atrativos,
mas pouco disponiveis no mercado. Estes produtos tém como objetivo alcangar grupos
populacionais que, geralmente, ndo tém acesso a uma alimentacdo saudavel por diversas
razbes. Além disso, alimentos probidticos nao lacteos, como o0s sucos de frutas
fermentados, isentos de lactose e de soja, podem proporcionar manutencéo da satude em
consumidores preocupados com a ingestdo de determinadas substancias ou portadores de

alguma intolerancia alimentar (GAWKOWSKY e CHIKINDAS, 2013).

3.2. A versatilidade e importancia do Kefir

O Kefir € uma bebida tradicionalmente russa, de baixo teor alcodlico, que utiliza o
leite como substrato inicial para acdo fermentativa dos seus graos, uma cultura de iniciagdo
natural, que contém uma mistura simbio6tica microbiana complexa composta por bactérias
lacticas (por exemplo, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus, dentre
outros) e leveduras (Por exemplo, Kluyveromyces e Saccharomyces) em uma matriz de
polissacarideos de granulos semi-duros (NIKOLAOU et al, 2017; GAROFALO et al, 2015).

Essa bebida probidtica foi de grande importancia popular durante o século XX,
devido a pesquisas que investigaram sua contribuicdo para a saude, passando 0s
fermentados a serem usados no tratamento de tuberculose, cancer e distlurbios
gastrointestinais (BERGILLOS-MECA et al, 2015).

Os gréos de Kefir podem ser usados também para fermentar diferentes substratos
além do leite. Estes incluem soro de queijo, melaco ou xaropes de aglucar bem como
residuos agroindustriais, como iniciador do processo fermentativo na producéo de queijo e
recentemente para fermentacdo de varios vegetais e sucos de frutas (NIKOLAOU et al,
2017; CORONA et al, 2016; RANDAZZO et al, 2016; SATIR, 2016; CUI et al, 2013;
PUERARI et al, 2012).
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O kefir ndo lacteo, em agua, é preparado com uma solugao de sacarose com ou sem
extratos de frutas a serem fermentados pelos microrganismos presentes nos gréos de kefir.
Essa bebida apresenta coloracdo amarelada e esta composta de dioxido de carbono, etanol,
acido acético, acido lactico e véarios compostos resultantes do processo fermentativo
incluindo compostos aromaticos volateis, a depender da composi¢cdo e das interacdes
microbioldgicas do kefir (FELS et al, 2018; CORONA et al, 2016; LAUREYS e DE VUYST,
2014).

Sucos de frutas contém agua, aclcar, proteinas, aminoacidos, vitaminas e minerais,
sendo um meio adequado e rico para crescimento microbiano podendo ser usados para
preparar bebidas fermentadas, como vinho e outros produtos (ALVES el al, 2016). Além
disso, a fermentacdo desses substratos confere as bebidas gosto acido, refrescancia, ligeira
carbonatacgéo e baixo teor alcodlico e de acido acético (CORONA et al, 2016).

Como o consumo de vegetais é fortemente aconselhado por muitos governos para
reduzir o risco de varias doengas, sua fermentacdo pode ampliar a escolha e promover o
consumo desses produtos. Ao longo dos anos, novos e diversos métodos para
processamento de frutas surgiram como forma de minimizar perdas de producdo, aumentar
a renda de pequenos agricultores e introduzir novos produtos no mercado (RANDAZZO et
al, 2016).

O desenvolvimento de bebidas fermentadas a base de suco de frutas com kefir pode
ser percebido pelos consumidores como uma alternativa saudavel devido aos numerosos
efeitos positivos do kefir, bem como dos vegetais a satde humana, (PUERARI et al, 2012).
Além disso, substratos alternativos utilizados na producéo de bebidas fermentadas com kefir
possui uma forma ideal de conversao dos acucares em acidos orgéanicos e alcool, baseado
na biotecnologia, para manutencdo e/ou melhoria da seguranca alimentar, nutricional e
sensorial das bebidas fermentadas (FIORDA et al,2016).

3.3. Frutas tropicais e uso industrial

O consumo de frutas ndo é apenas resultado do gosto e preferéncias pessoais, mas
também depende da preocupacdo com a saude, valor nutricional e acesso a informacgdes
sobre os beneficios dos compostos bioativos contidos nestes vegetais (SILVA et al, 2014;
SOUZA et al, 2012). Além dos nutrientes essenciais, a maioria das frutas apresenta
quantidades consideraveis de micronutrientes, como minerais, fibras, vitaminas e compostos
fitoquimicos secundarios com comprovada importancia desses micronutrientes para a saude
humana (RUFINO et al, 2010; SILVA et al, 2014).

O Brasil possui uma grande quantidade de espécies de frutas exéticas e nativas,

subexploradas por meio do extrativismo vegetal e em pequenas areas de producdo, porém
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despertam o0 interesse da agroindustria, podendo ser fonte de renda para grupos
populacionais vulneraveis habitantes na regido de cultivo. Ademais, o consumo de frutas
tropicais e nativas esta aumentando nos mercados domeésticos e internacionais devido ao
crescente reconhecimento de seu valor nutricional e terapéutico (SILVA et al, 2014 ).

A regido nordeste do Brasil é conhecida pela fruticultura em grande escala com
cultivo de espécies tropicais e subtropicais. Esta regido apresenta condi¢cdes climaticas
favoraveis, tais como temperaturas elevadas, incidéncia solar intensa e baixa umidade, além
de ter regibes favorecidas por mananciais de agua que propiciam a irrigacdo. Ademais, a
regido tem espécies de frutos exdéticos, com destaque ao género Spondias, muito
apreciados, tais como o0 caja (Spondias mombin L.), umbu (Spondias tuberosa Arruda
Camara) e o umbu-caja (Spondia tuberosa x Spondia mobin), cujo consumo ainda depende
do extrativismo vegetal (SOUZA et al, 2012).

Sendo importante ressaltar que na composicdo destes frutos estdo presentes
compostos bioativos que garantem a atividade antioxidante, associada positivamente a
protecdo contra 0 estresse oxidativo no organismo, uma das causas mais importantes de

doencas cronicas degenerativas ndo transmissiveis (ALMEIDA et al, 2011).

3.3.1. Umbu-caja (Spondia tuberosa x Spondia mobin)

Embora a origem do fruto seja desconhecida, o umbu-cajd (Spondias sp) é
considerado um hibrido interespecifico da 'cajazeira’ (Spondias mombin L.) com ‘'umbuzeiro'
(Spondias tuberosa Arruda), tipico da regido semiarida do Nordeste brasileiro derivando em
uma espécie nativa. Esta espécie é tolerante a escassez hidrica, atinge 6 a 8 m de altura e
até 20 m de diametro de copa, tendo arquitetura de planta muito semelhante ao umbuzeiro,
porém com maior porte (NARAIN, GALVAO e MADRUGA, 2007; CARVALHO et al, 2008,
LIRA JUNIOR et al, 2005).

O fruto da umbu-cajazeira é caracterizado como uma drupa arredondada, de cor
amarela, casca fina e lisa, com endocarpo grande, branco, suberoso e enrugado, localizado
na parte central do fruto, no interior do qual se encontram os l6culos, que podem ou ndo
conter uma semente. A umbu-cajazeira apresenta cerca de 90% dos endocarpos
desprovidos de sementes 0 que torna inviavel a sua propagagdo sexual, sendo
tradicionalmente propagada pelo método vegetativo assexuado, estaquia (SILVA et al,
2015).

Apesar da grande importancia econémica na producdo de sucos processados, O
umbu-caja € uma espécie subutilizada de alto potencial para o agronegocio, possuindo
alguns exemplares xerofiticos em alguns estados do Nordeste do Brasil, tais como Rio
Grande do Norte, Ceard, Piaui, Pernambuco e Bahia (RUFINO et al, 2010).



20

A producdo de umbu-cajia, embora ndo quantificada no Brasil, € considerada de
menor escala. Os frutos aumentaram a participacdo no agronegdécio da regido Nordeste,
principalmente no comércio, através de processamento de frutas com grande aceitagdo no
mercado devido ao seu sabor, aroma de excelente qualidade e boas caracteristicas
agroindustriais, com o rendimento da polpa acima de 60 % e soélidos solUveis de cerca de
10°Brix, sendo usado como matéria-prima em sucos, picolé, sorvete e néctares (SOUZA et
al, 2012).

Entretanto, apesar do umbu-caja ter alto potencial no Nordeste, onde ha
predominancia, h& poucas planta¢cdes comerciais. As frutas sdo principalmente consumidas
na regidao de plantio e o excedente é vendido para outras regides do pais em forma de polpa
(NARAIN, GALVAO e MADRUGA, 2007).

Vérios fatores influenciam as caracteristicas fisicas e fisico-quimicas das frutas, entre
0s quais se destacam a constituicdo genética, condi¢cdes edafoclimatica, cultivo e tratamento
pés-colheita (RODRIGUES et al, 2012). Apesar de ser um produto de extrativismo, para
aproveitar todo o potencial de comercializacdo de frutos de umbu-cajd é importante
conhecer o ciclo vegetativo da planta e condicbes de maturacdo, como mudancas de
coloracao, textura e sabor, além das variacdes de compostos volateis. O alto potencial
antioxidante do umbu-cajd estd associado a concentracdo de compostos fendlicos,
principalmente taninos (ZERAIK et al, 2016; OMENA et al, 2012).

A disponibilidade sazonal das frutas de umbu-caja e sua curta vida util limitam o
potencial de comercializacao. Técnicas de conservacéo, tais como extracdo e congelamento
de polpas é uma alternativa ao consumo de frutas frescas (PAZ et al, 2015; SILVA et al,
2014).

3.3.2. Acerola

Acerola (Malpighia emarginata DC) € uma fruta nativa das Américas com maiores
plantacdes localizadas no Brasil (MALEGORI et al, 2017). O sabor agradavel e altos niveis
de compostos antioxidantes, como &cido ascorbico, carotenoides e compostos fendlicos
incluindo antocianinas e flavonéides, levaram a um aumento do seu consumo como fruta
fresca ou em produtos industrializados, tais como polpas, sucos, geleias, cremes, xaropes e
licores (BELWAL et al., 2018; SILVA, DUARTE e BARROZO, 2016).

Além de seus beneficios nutricionais a acerola tem polpa suculenta e refrescante,
sabor caracteristico e gosto &cido, atributos sensoriais adequados para elaborag&o de sucos
e bebidas fermentadas (CAPPATO et al, 2018).

Entretanto, a acerola é uma fruta climatérica e altamente perecivel, necessitando

rapida e agil comercializacdo e processamento. Neste Ultimo, as etapas de processos
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térmicos envolvendo transferéncia de calor (aguecimento, resfriamento e congelamento)
necessitam de dimensionamento e condigbes que potencializem a preservacdo dos
nutrientes e caracteristicas sensoriais (PEREIRA, RESENDE e GIAROLA, 2014).

3.4. Compostos Bioativos em Frutas

Compostos bioativos estdo presentes em pequenas quantidades nos alimentos e séo
considerados como ingredientes ndo nutritivos, mas vitais para a manutencdo da salde
humana (BARROS et al, 2017). Nas frutas podem ser encontradas diversas classes de

bioativo, dentre as quais podemos destacar os fenélicos e carotenoides.

3.4.1. Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos, amplo e complexo grupo de substancias, englobam desde
moléculas simples até outras com alto grau de polimerizagéo, esta presente na alimentagcéo
em uma variedade de vegetais e de produtos industrializados.

A acao antioxidante dos polifendis esta diretamente relacionada a sua molécula e o
interesse nesses fitoterapicos tem aumentado desde que foram associados a reducédo no
indice de doencas crbnicas nao transmissiveis (DCNT), a exemplo das doencas
cardiovasculares, cancer, doencas neuroldgicas e diabetes (SHAHIDI e AMBIGAIPALAN,
2015). Ademais, atribui-se esses outros efeitos benéficos a salde, devido a sua acao
antioxidante sobre as lipoproteinas de baixa densidade (LDL), inducdo do relaxamento
vascular e reducéo da agregacao plaquetaria (FALCAO et al, 2007).

A atividade antioxidante é atribuida aos ions de hidrogénio (H") dos grupos hidroxila,
localizados em varias posicdes dos anéis, as duplas ligacdes dos anéis benzénicos e a
dupla ligacéo da funcéo oxo (-C=0) de algumas moléculas, cuja atividade biolégica depende
da biodisponibilidade, absor¢cdo e metabolizacdo que, por sua vez, estdo relacionadas a
estruturacao quimica, grau de polimerizacéo e solubilidade desses compostos (GONZAGA
et al, 2008; MIRA et al, 2008; KOSIR et al, 2004).

De acordo com a literatura, os compostos fendlicos estdo divididos em: flavonoides
(isoflavondides, antocianidinas, flavanois, flavondéis, flavanonas e flavonas) e né&o
flavonoides (&cidos hidroxicindmico e hidroxibenzoico, estilbenoides, ligndides e cumarinas).
Os flavonoides séo caracterizados pela estrutura base constituida por dois anéis aromaticos
ligados por um anel pirano (Figura 1) e podem ser encontrados no estado livre ou
associados com outros flavonoides, acucares, ndo flavonoides, ou ainda combinacdes
destas moléculas. Os ndo flavonoides (Figura 2) incluem os estilbenos e derivados de
acidos benzoico e cindmico (KADERIDES e GOULA, 2017; BATAGLION et al, 2015).
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Figura 1. Estrutura quimica basica dos flavonoides.
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Figura 2. Estrutura quimica béasica dos acidos benzoico (a) e cinamicos (b).

Nas espécies frutiferas nativas e exdticas de paises tropicais, 0s compostos
fendlicos estdo presentes em grandes quantidades, aumentando assim o interesse da

indastria de alimentos por estas frutas e seus subprodutos (SOUZA et al, 2012).
3.4.2 Acido Ascorbico

O &cido ascorbico € um dos antioxidantes mais importantes em plantas por proteger
as células do estresse oxidativo interagindo enzimaticamente e ndao enzimaticamente com
espécies reativas de oxigénio. Além disso, € co-fator chave para varias enzimas participando
da regulacdo da fotossintese, biossintese de horménio e senescéncia das plantas (ZHANG
et al, 2015).

O &cido ascorbico atua como co-fator em diversos processos fisiologicos
(hidroxilacdo de prolina e lisina na sintese de colageno e outras proteinas do tecido
conjuntivo, sintese de norepinefrina e hormoénios adrenais, a ativagdo de hormoénios
peptidicos e a sintese de carnitina) e como antioxidante reduzindo o risco de arteriosclerose,
doencas cardiovasculares e alguns tipos de cancer (FELIPE et al, 2013; DU et al, 2012).

Apesar de sua importancia, devido a uma mutag¢éo na enzima biossintética GLDH, os
seres humanos nao conseguem sintetizar o acido ascorbico e devem obté-lo por meio da

dieta diaria pela ingestdo, principalmente, de frutas citricas e vegetais folhosos (ZHANG et
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al, 2015). Nos ultimos anos, para atender aos requisitos de salde e a crescente demanda
dos consumidores por alimentos altamente nutricionais, o metabolismo do &cido ascérbico
nas plantas foi amplamente investigado e varios esforcos foram feitos para melhorar seus
niveis em frutas e hortalicas (MA et al, 2012; MA et al, 2014, GALLIE, 2013).

3.5. Encapsulamento por Liofilizacao

Uma caracteristica dos componentes alimentares bioativos é a suscetibilidade a
rapida inativacdo ou degradagdo. Em virtude disso, os métodos de encapsulamento
surgiram como processos que retardam as degradacdes e/ou evitam a degradacdo até que
0 produto seja consumido. Esses componentes bioativos incluem lipidios, vitaminas,
peptideos, &cidos graxos, antioxidantes, minerais e também células vivas, como os
probidticos (VOS et al, 2010).

A liofilizagdo € a técnica mais adequada para a desidratagcdo de materiais
encapsulados sensiveis ao calor (RAY, RAYCHAUDHURI e CHAKRABORTY, 2016;
ATALAR e DERVISOGLU, 2015; VOS et al, 2010), por proporcionar estabilidade ao produto
por meio das operagbes principais, congelamento, sublimacdo e dessorgédo
(RAY;RAYCHAUDHURI e CHAKRABORTY, 2016). Este processo realiza adsor¢do a longo
prazo cuja preservacdo de alimentos sensiveis ao calor e outros materiais bioldgicos esta
fundamentada no fendmeno de sublimacdo preservando a maioria das propriedades iniciais
da matéria-prima, tais como forma, dimensfes, aparéncia, sabor, cor, textura e atividade
biol6gica (ATALAR e DERVISOGLU, 2015).

Entretanto, a eficiéncia da protecdo ou da liberacdo controlada depende,
principalmente, da composicao e estrutura do material de parede (agente encapsulante). Os
materiais de parede mais usados sdo goma arabica, maltodextrina, amidos emulsificantes e
proteina de soro de leite. (RAY, RAYCHAUDHURI e CHAKRABORTY, 2016; CEBALLOS e
GIRALDO, 2012). Estas microparticulas podem fazer parte dos ingredientes utilizados para
fabricagdo de produtos alimenticios ou serem formadas durante o processamento. A
principal finalidade da microencapsulacéo é o aprisionamento de componentes de interesse,
tais como aromas, lipidios, corantes, agentes antioxidantes, microrganismos, ingredientes
ativos de frutos e cereais entre outros compostos bioativos (JOYE e MCCLEMENTS, 2014;
SILVA et al, 2013).

Diferentes substancias de peso molecular elevado como maltodextrina e goma
arabica tém sido relatadas como boas alternativas para serem utilizadas como agentes de
carreadores em sucos de fruta (FAZAELI et al,2012; PHISUT, 2012). Estas substancias

agem aumentando a transi¢ao vitrea e reduzindo a aderéncia e incrustacoes, produzindo um
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fluido em po livre e com melhor propriedade e comportamento fisico-quimico (KRISHNAIAH
et al, 2014).

O encapsulamento é investigado como um meio de fornecer protegcdo aos
microrganismos quando estes sdo introduzidos no trato intestinal (CORONA-HERNANDEZ
et al, 2013; FEUCHT e KWAK, 2013). Para aplica¢gbes alimentares, o encapsulamento de
probidticos é bastante utilizado devido a simplicidade, n&do toxicidade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade e baixo custo dos agentes encapsulantes (WANG et al, 2015). Os
estudos sobre os efeitos do encapsulamento na protecdo de bactérias nas condicbes
gastrointestinais mostraram vantagens do encapsulado probiético em comparacdo com
células livres sob condic¢des gastricas in vitro (HUQ et al, 2013).

Ademais, a microencapsulacdo pode oferecer vantagens para melhorar a
manipulacdo de culturas probioticas, bem como para o0 mascaramento do sabor e aroma
resultante da producéo de diferentes compostos metabdlicos produzidos na fermentacao de
alimentos (YONEKURA et al, 2014).

A selecdo de materiais encapsulantes e adocdo de tecnologias otimizadas na
fabricagdo de microcépsulas probidticas é de extrema importancia e reflete, estritamente, a
preservacdo de propriedades morfolégicas e funcionais das capsulas. Os agentes
encapsulantes desempenham um papel primordial na determinacéo do tamanho, morfologia,
textura, porosidade e outras propriedades relevantes das capsulas que influenciam o
sucesso da protecao dos probidticos (PRISCO et al, 2015).

Neste contexto, os biopolimeros de qualidade alimentar sdo as matrizes mais
investigadas e usadas para encapsulamento celular devido a sua eficacia na protecao de
probidticos em vérias condi¢cdes de estresse, como por exemplo, pH gastrico, sais biliares,
enzimas, trabalhando como barreiras fisicas reais. Além disso, a disponibilidade, baixo custo
e a biocompatibilidade também s&o requisitos relevantes (BOSNEA et al, 2014).

O po6 seco apresenta potencial econébmico relevante em relagdo aos equivalentes
liquidos. O suco de fruta em p6 pode facilmente ser manipulado e transportado devido a sua
reducdo de peso e volume, bem como tamanho reduzido da embalagem somando-se a isto
0 aumento da vida de prateleira (ISLAM et al, 2016).

Para maximizar esses efeitos, estudos mostram que a composi¢cdo e concentracdo
dos sdlidos na solugcé@o encapsulante pode melhorar a viabilidade dos probiéticos (FRITZEN-
FREIRE et al, 2013). Além disso, a sobrevivéncia e viabilidade sdo explicadas devido o
encapsulamento celular em uma matriz sélida oferecer prote¢cdo ndo s6 durante a secagem,

mas também durante o armazenamento (OBEROI e SOGI, 2015).
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3.5.1. Agentes encapsulantes e crioprotetores

a) Maltodextrina

As maltodextrinas resultam da degradacdo enzimética de ligagBes glicosidicas do
amido e s&o caracterizadas por um equivalente de dextrose (DE) inferior a 20, contendo
polimeros de (1,4) D-glicose (YUSRAINI, HARIYADI e KUSNANDAR, 2013).

O equivalente de dextrose € um parametro principal que apresenta propriedades
reoldgicas e funcionais das maltodextrinas. No entanto, as maltodextrinas com mesmo valor
DE podem apresentar propriedades fisico-quimicas diferentes, devido a possibilidade de
serem produzidas a partir de amidos de diferentes origens botanicas e, portanto, com
diferentes estruturas, amilose e amilopectina (PYCIA, JUSZCZAK e GALKOWSKA, 2015).

A maltodextrina melhora a qualidade dos produtos desidratados, diminuindo a
viscosidade e aumentando a estabilidade do produto (NURHADI, ROOS e MAIDANNYK,
2016). Estas acdes tém sido atribuidas a capacidade da maltodextrina de absorver agua
formando uma barreira protetora de umidade na superficie higroscépica das particulas e
pela capacidade de aumentar a temperatura de transicdo vitrea (VALENZUELA e
AGUILERA, 2015; YUSRAINI, HARIYADI e KUSNANDAR, 2013).

Por proporcionar boa protecdo contra a oxidagdo as maltodextrinas tém sido
utilizadas em produtos onde ganhos significantes de umidade sdo indesejaveis (BULE,
SINGHAL e KENNEDY, 2010).

b) Sacarose

As etapas que compfBem o0 processo encapsulamento de microrganismos por
liofilizagdo muitas vezes levam & danos e injurias celulares além de alteragbes na
permeabilidade da membrana celular, levando ao aumento da sensibilidade a alguns
agentes seletivos, aumento da fase de adaptacdo do microrganismos e necessidade de
incremento nutricional (HUBALEK, 2003).

O emprego de agentes crioprotetores no armazenamento de microrganismos
congelados surgiu como uma acdo para minimizar os danos celulares. Estes agentes
incluem diversos compostos quimicos (simples ou complexos), incluindo alguns agucares
gue séo capazes de evitar os danos causados pela desidratac&o celular, devido ao processo
de congelamento. Os agentes permitem estabilizacdo da bicamada lipidica, promovendo
alteracBes na permeabilidade e na separacdo lateral dos componentes da membrana
plasmética. Assim, alguns acucares como a sacarose e a trealose estabilizam a bicamada

de fosfolipidios, mantendo sua capacidade de transporte de calcio, inibicdo da fusdo de
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membranas e manutencdo dos lipidios numa fase fluida na auséncia de agua (AGUIAR et
al, 2012).

O efeito crioprotetor da sacarose tem sido frequentemente utlizada para a
criopreservacdo de microrganismos em concentracbes de 1 a 68%p/p. Sendo importante
destacar que a escolha destas substancias é influenciada pelo microrganismo alvo da
liofilizacdo, porém compostos como o leite desnatado, soro, trealose, glicerol, betaina,
adonitol, sacarose, glicose, lactose e alguns polimeros como dextrana e polietilenoglicol
podem oferecer protecéo para muitas espécies (HUBALEK, 2003; PAOLI, 2005).

Diante do exposto, o desenvolvimento do liofilizado para o preparo de bebida
probidtica a base umbu-caja e acerola surge como alternativa para os consumidores com
alergias ao leite ou soja além de ser fonte de compostos bioativos relevantes para a
prevencdo de doencas como também fortalecer a preservacgédo de frutas tipicas do Nordeste

brasileiro.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Este item sera apresentado no formato de dois artigos cientificos.

5.1. ARTIGO 1. LIOFILIZADO DE UMBU-CAJA E ACEROLA PROBIOTICO RICO EM
COMPOSTOS BIOATIVOS.

RESUMO

A utilizacdo de sucos de frutas desidratados que mantenham as caracteristicas
sensoriais e presenca de bioativos vem crescendo por ser mais pratico. Dentre os
compostos com alegacdes funcionais, os probioticos tem se destacado, principalmente o
kefir, por melhorar a salde intestinal e elevar a imunidade. O objetivo desta pesquisa foi
determinar determinar a melhor formulacdo de liofilizado de umbu-caja e acerola probidtico,
que apresente maior retengdo de compostos fendlicos, acido ascoérbico e viabilidade
microbiologica. Para tanto, o kefir foi reativado por backslopping e inoculado nas proporc¢des
(25% e 50%) nas polpas isoladas de acerola e umbu-caja. A taxa de diluicdo de 25% de
kefir para 75% de bebida mista, definida como ideal, foi utilizada nas formulagbes para
definir a melhor formulacdo de bebida probidtica (9 ensaios), e avaliadas quanto a retencéo
de bioativos (polifendis e acido ascorbico) e de células viaveis de probidticos. A formulagéo
com 90% de umbu-caja e 10% de acerola, por ter obtido desempenho satisfatério na
fermentagdo, foi submetida a delineamento experimental 23 (17 ensaios) para definir as
condicbes de secagem, tendo como variaveis independentes a temperatura do ar de
secagem (-30°,-34°,-40°,-46° e -50°C), percentual de sacarose (5, 7, 10, 13 e 15) e
percentual de maltodextrina 10DE (10,12,15,18 e 20). O processo utilizando a temperatura
de -40°C, 10% de sacarose e 15% de maltodextrina, produziu as melhores respostas, e foi
caracterizado com higroscopicidade de 13,13g.100g™, densidade aparente de 0,52g.mL™,
rendimento de 39,21% e solubilidade de 37,07%. Todos os dados foram obtidos em triplicata
e submetidos aos testes t-Student, DUCAN e ANOVA, andlise de variancia e teste de
médias, além de andlises multivariadas e de correlagdo. Os dados obtidos proporcionaram o
desenvolvimento de protocolos cientificos para elaboragdo de liofilizado a base bebida
probidtica de umbu-caji e acerola em conformidade com os padrfes da Legislacéo vigente.
Os resultados ressaltam a importancia da pesquisa para o fortalecimento da cadeia
produtiva das frutas, principalmente no nordeste brasileiro, onde a cultura do umbu-cajazeiro

e da aceroleira tem provocado interesses econdmicos.

Palavras-chave: sucos, liofilizagéo, kefir
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ABSTRACT
The use of dehydrated fruit juices that maintain the sensorial characteristics and presence of
bioactive products has been growing because it is more practical. Among the compounds
with functional claims, probiotics has been prominent, mainly kefir, for improving intestinal
health and elevating immunity. The objective of this research was to determine the best
freeze-dried formulation of umbu-caja and acerola probiotic, which shows higher retention of
phenolic compounds, ascorbic acid and microbiological viability. For this, kefir was
reactivated by backslopping and inoculated in proportions (25% and 50%) in the isolated
pulps of acerola and umbu-caja. The 25% kefir to 75% mixed drink dilution rate, defined as
ideal, was used in formulations to define the best probiotic beverage formulation (9 trials),
and evaluated for bioactive retention (polyphenols and ascorbic acid) and viable probiotic
cells. The formulation with 90% of umbu-cajd and 10% of acerola, for having obtained
satisfactory performance in the fermentation, was submitted to an experimental design 23 (17
tests) to define the drying conditions, having as independent variables the drying air
temperature (-30 °, -34 °, -40 °, -46 ° and -50 ° C), percentage of sucrose (5, 7, 10, 13 and
15) and percentage of maltodextrin 10DE (10,12,15,18 and 20). The process using a
temperature of -40 ° C, 10% sucrose and 15% maltodextrin produced the best responses
and was characterized with hygroscopicity of 13.13g.100g -1, apparent density of 0.52g.mL -
1, yield of 39.21% and solubility of 37.07%. All data were obtained in triplicate and submitted
to Student's t-test, DUCAN and ANOVA, analysis of variance and test of means, as well as
multivariate and correlation analyzes. The data obtained provided the development of
scientific protocols for the preparation of the lyophilized probiotic beverage base of umbu-
caja and acerola in accordance with the standards of the current legislation. The results
highlight the importance of the research for the strengthening of the fruit production chain,
mainly in the Brazilian northeast, where the culture of the umbu-cajazeiro and the cherry tree

has provoked economic interests.

Key-word: juices, freeze-drying, kefir.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o consumo de frutas tropicais tem aumentado no mercado
brasileiro e internacional devido ao crescente reconhecimento do seu valor como preventivo
de doencas. Entretanto, o Brasil possui um grande nimero de espécies frutiferas nativas e
exoticas pouco exploradas, com potencial interesse para agroindustrias e possivel fonte de
renda para o pequeno agricultor (DUTRA et al, 2017; RUFINO et al, 2010).

O uso dessas frutas para o desenvolvimento de novos produtos com apelo funcional
atende ao mercado consumidor, cada vez mais focado em produtos que tragam beneficios a
saude, principalmente, produtos probidticos de fontes ndo lacteas (CORONA et al, 2016;
ANTUNES et al, 2013; MARTINS et al, 2013).

Além disso, os sucos de frutas, por serem pereciveis, necessitam de uma cadeia de
elaboragédo, transporte e armazenamento que garanta estabilidade fisico-quimica e
microbiologica. O emprego de técnicas de conservagdo de alta eficiéncia, como o
encapsulamento, preserva os componentes de interesse por meio de revestimento que
permite a formag&o de uma barreira fisica entre o meio externo e os materiais sensiveis do
nucleo, protegendo esses compostos da umidade, pH e oxidacdo (DRUSCH et al., 2012;
NESTERENKO et al., 2013). Dentre estas técnicas a liofilizacdo, com maior eficiéncia para
produtos em po6, emprega secagem por sublimacdo da agua (SHISHIR e CHEN, 2017), com
a vantagem de preservar a viabilidade microbiolégica de microrganismos probiéticos
(ALVES et al., 2016).

A elaboracédo de suco de fruta com efeito probiético em base ndo lactea abre um
novo leque de oportunidades para os consumidores (ALVES et al., 2016; CORONA, et al.,
2016; PERRICONE et al., 2015). Ademais, a apresentacdo na forma de pés representa um
mercado promissor, uma vez que nesta forma fisica temos aumento da estabilidade,
facilidade de reconstituicdo, possibilidade de uso como corante e flavorizante em produtos
alimenticios e elevacao do valor nutricional (BETORET et al., 2011).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo determinar a melhor
formulacdo de liofilizado de umbu-caja e acerola probiético, que apresente maior retencao

de compostos fendlicos, acido ascorbico e viabilidade microbiolégica.
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MATERIAL E METODOS

Amostra e local de realizacdo da pesquisa e obtencéo da matéria-prima

As polpas de umbu-caja e acerola utilizadas foram extraidas de frutos adquiridos no
Centro de Abastecimento Alimentar de Pernambuco no estddio maduro, segundo sua
coloragdo uniforme. Os frutos foram selecionados, lavados, sanitizados com agua clorada
(teor de cloro ativo de 2,38%v/v) e despolpados utilizando uma centrifuga para alimentos
(Juicer Philips Walita 1000w). As polpas obtidas foram acondicionadas em sacos de
polietiieno de alta densidade e imediatamente congeladas (-20°+1°C) e mantidas até o
momento da utiliza¢&o.

Para obtencg&o do liofilizado de umbu-caja e acerola probiotico foram utilizados os
Laboratérios de Microbiologia do Departamento de Tecnologia Rural e o Laboratério
Multiusuario do Centro de Apoio a Pesquisa (Cenapesq) da UFRPE. As andlises fisico-
quimicas foram realizadas nos Laboratdrios de Analises Fisico-quimicas de Alimentos do
Departamento de Ciéncias Domésticas da UFRPE e no Laboratorio de Experimentacéo e
Analises de Alimentos — Nonete Barbosa Guerra do Departamento de Nutricdo da UFPE. As
analises microbiolégicas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia do Departamento
de Tecnologia Rural da UFRPE.

Obtencéo e ativacéo do kefir

Os gréos de kefir de agua liofilizados foram adquiridos na Probiéticos Brasil® (S&o
Paulo. Os grdos de Kefir continham, segundo o fornecedor, uma simbiose de 14
microrganismos identificados pela empresa: bactérias (Lactobacillus brevis, Lactobacillus
casei, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus hordei, Lactobacillus nagelii, Leuconostoc
citreum, Leuconostoc mesenteroides, Acetobacter fabarum, Acetobacter orientalis,
Streptococcus lactis) e leveduras (Hanseniaospora valbyensis, Lachancea fermentati,
Saccharomyces cerevisiae, Zygotorulaspora florentina). A reativagdo dos microrganismos
liofilizados foi feita por backslopping, seguindo recomendac¢es do fornecedor, no qual os
grédos de kefir liofilizados (0,125 g) foram inoculados em &gua (300 mL) com agucar
mascavo (20g) a 30°+1°C por 48h, para o desenvolvimento do inoculante e subsequente

troca do inéculo.
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Preparo do liofilizado de umbu-caja e acerola probidtico

Selecédo da taxa de diluicdo da bebida probidtica

As taxas de diluicdo, 50% e 75%, foram estabelecidas em fungédo do “Regulamento
Técnico Para Fixagdo dos PadrBes de Identidade e Qualidade Gerais Para Suco Tropical”
da Instrucdo Normativa N° 12, de 4 de setembro de 2003 que determina que “O Suco
Tropical, cuja quantidade minima de polpa de uma determinada fruta ndo tenha sido fixada
em Regulamento Técnico especifico, deve conter um minimo de 50% (m/m) da respectiva
polpa, ressalvado o caso de fruta com acidez alta ou contetdo de polpa muito elevado ou
sabor muito forte que, neste caso, o contetido de polpa ndo deve ser inferior a 356%(m/m)”.

As polpas de umbu-caja e acerola foram submetidas a testes preliminares cuja
finalidade foi determinar a taxa de diluicAo que seria utilizada nas bebidas probioticas, de
modo que, para cada 75% e 50%m/m das polpas isoladas de umbu-caja e acerola foram
adicionados, respectivamente, 25% e 50% do fermentado de graos de kefir. Em seguida, 0s
guatro ensaios contendo 100 mL das bebidas foram submetidos a fermentagdo em estufa
por 24 horas a 30°+0,5°C. Posteriormente, foi realizada anélise da adaptabilidade do kefir as

polpas por meio da andlise de determinacdo do numero de células viaveis.

Sele¢&o da melhor formulagéo

Foram utilizadas 9 formulacbes nos tratamentos para elaboracdo da bebida
probidtica (Tabela 1) e a taxa de diluicdo definida no teste preliminar perfazendo um volume
total de 100 mL das bebidas mistas que foram submetidos a fermentagcdo por 24 horas a
300+1°C.
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Tabela 1. Formulacfes usadas nos tratamentos para elaboracédo da bebida probidtica.

Combinacéo Umbu-caja Acerola

(%) (%)
1 90 10
2 80 20
3 70 30
4 60 40
5 50 50
6 40 60
7 30 70
8 20 80
9 10 90

A seleg¢@o da melhor formulagdo do produto considerou como indicadores o maior
namero de células probidticas viaveis e as maiores taxas de retencdo de polifendis totais e

de acido ascoérbico.

Secagem em Liofilizador

Planejamento fatorial para escolha da melhor condi¢cdo de encapsulamento

Os ensaios foram realizados por meio de um delineamento composto central
rotacional 2% completo com 17 ensaios. O planejamento tem como objetivo avaliar a
influéncia das variaveis independentes (temperatura de secagem e concentragdo dos
agentes carreadores — sacarose e maltodextrina) sobre as varidveis dependentes (umidade
e atividade de 4gua - excludente e viabilidade microbiologica — determinante).

Apoés determinagcdo dos melhores ensaios do planejamento anterior, as amostras
foram submetidas as andlises para determinar a taxa de retencdo do &cido ascoérbico e
polifendis totais.

As Tabelas 2 e 3 apresentam os niveis codificados e decodificados das variaveis

independentes.
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Tabela 2. Niveis codificados das variaveis independentes planejamento fatorial 2°.

Codificacao Sacarose (%) Maltodextrina (%) Temperatura (°C)
-1,68 5 10 -30
-1 7 12 -34
0 10 15 -40
1 13 18 - 46
1,68 15 20 -50

Tabela 3. Niveis decodificados das variaveis independentes planejamento fatorial 2°.

Ensaio Aclcar(%) Maltodextrina (%) Temperatura (°C)
1 7 12 -34
2 13 12 -34
3 7 18 -34
4 13 18 -34
5 7 12 -46
6 13 12 -46
7 7 18 -46
8 13 18 -46
9 5 15 -40

10 15 15 -40
11 10 10 -40
12 10 20 -40
13 10 15 -30
14 10 15 -50
15 10 15 -40
16 10 15 -40
17 10 15 -40

Preparacéo das amostras para processo de secagem

Para cada ensaio do planejamento, a bebida mista foi submetida a fermentagéo
(Tabela 1), por agitacdo manual e auxilio de bastdo de vidro estéril aos agentes
encapsulantes (Tabela 2), vertidos em placas de petri (90x15mm) estéreis e descartaveis
com tampa (20mL por placa), congelados a -40°+1°C por 24h. Em seguida, as amostras
foram submetidas ao processo de secagem em Liofilizador Piloto® sob vacuo constante de
0,133Pa por 16 horas e temperaturas descritas no planejamento fatorial (Tabela 2). Os
agentes carreadores utilizados foram a maltodextrina dextrose equivalente 10 (DE) e

sacarose. O produto em pé foi coletado e acondicionado em potes de polietileno (50mL)
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descartaveis, estéreis e fechados hermeticamente, sendo armazenados sob congelamento
(-20°C).

Andlises Microbioldgicas

Determinacédo do numero de células viaveis

Para a determinacdo microbioldgica, aliquotas de 25 mL dos fermentados foram
diluidas com 225 mL de solugdo 0,1%v/v de &agua peptonada estéril (107). Apods
homogeneizacdo foram realizadas diluicdes sucessivas até 10°. Apds a realizagdo das
diluicdes, foram retiradas aliquotas de 1 mL, em triplicata, das trés ultimas diluicdes e
inoculadas pelo método de contagem por plagueamento em profundidade, em placas de
petri  (90x15mm) descartaveis, separadas e vazias has quais foram vertidos
aproximadamente 15mL de meio de cultura Agar MRS Kasvi®, previamente fundido e
resfriado a 45°+1°C. ApOs completa solidificacdo, as placas foram incubadas em estufa a
30°+1°C por 48h. A contagem das coldnias foi realizada com o auxilio de contador de

colbnias com lupa. Os resultados foram expressos em logUFC.g™.

Perfil cinético de crescimento microbiano

Foi realizado o perfil cinético de crescimento microbiano para o conhecimento do
maior niamero de células viaveis em relacdo ao tempo de fermentacdo. Estabelecido o
melhor tempo de incubacdo do kefir foi possivel padronizar o tempo da fermentacdo do
in6culo antes da inoculacéo nas bebidas mistas. A melhor combinacédo das bebidas mistas
também foi submetida ao perfil cinético visando melhor entendimento do comportamento e
adaptabilidade dos microrganismos a bebida. Para tanto, o kefir foi previamente fermentado
por 48h e diluido na bebida mista na propor¢do 1:4. As amostras foram analisadas nos
seguintes tempos: 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 24, 48 e 72 h para determinar seu crescimento ao

longo do tempo. Os resultados foram expressos em logUFC.mL™* (MESQUITA et al., 2017).
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Andlises Fisico-quimicas
Caracterizacao classica das amostras
Teor de solidos solaveis (SS)

O teor de SS foi determinado utilizando o refratdmetro Atago® (modelo Master-T),
com escala de 0 a 32 °Brix. Uma aliquota da amostra foi colocada sobre o prisma do
aparelho e realizada leitura direta do teor de sélidos solUveis expresso em °Brix.

Potencial hidrogeniénico (pH)

Foi determinado com medicéo direta no pHmetro digital Tecnal® (modelo TEC-5),

devidamente aferido com solug&o tampé&o de pH 4,0 e 7,0.

Atividade de agua (Aw)

A atividade de agua foi determinada por meio do aparelho analisador de atividade de
adgua Aqualab® (modelo 4TE), a 25°C. Este equipamento se baseia no método da
temperatura do ponto de orvalho por resfriamento e condensagdo em espelho, para

determinar a atividade de agua.

Teor de umidade

Para determinacéo, foi utilizado o aparelho determinador de umidade Marte® (modelo
IDSO) que operou na temperatura de 105°C durante 30 minutos. Os resultados foram

expressos em porcentagem de umidade.

Densidade Aparente

Foram transferidas 2g da amostra para proveta graduada de 10mL, sob agitacéo
manual continua e sincronizada. A densidade foi calculada de acordo com a equag&o Dp=
m/v onde, m é a massa da amostra(g) e v o volume total do p6 compactado na proveta (mL)
(BARBOSA-CANOVA et al., 2005).
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Higroscopicidade

Foi determinada de acordo com a metodologia proposta por Cai e Corke (2000). As
amostras (1g) foram colocadas em um recipiente hermético contendo uma solu¢éo saturada
de cloreto de sédio (umidade relativa de 75,29%) a 25°C e, ap0s uma semana foram
pesadas, sendo a higroscopicidade expressa em g de umidade adsorvida por 100g de

massa seca da amostra (g.100g™).

Solubilidade

Foi determinada de acordo com a metodologia descrita por Cano-Chauca et al.
(2005), diluindo 1g da amostra em 100 mL de agua destilada, agitando em agitador
magnético Fisatom® (modelo 752), por 5 minutos. Em seguida, a solucéo foi centrifugada a
3.000 rpm por 5 minutos, em centrifuga Cientec® (modelo CT-6000R). Posteriormente, uma
aliquota de 25 mL do sobrenadante foi retirada e colocada em placa de Petri, esterilizada e
previamente pesada. A solucdo aquosa foi entdo levada para estufa com circulagédo e
renovacédo de ar Marconi® (modelo MA-035), a 105°C por 5 h. Ao término do processo, a
placa foi pesada em balanca analitica com resolugédo de 0,00001g, e a solubilidade obtida

por meio da diferenca de peso.

Determinacédo de composto bioativos

Obtencé&o dos extratos

Extratos etandlicos das polpas e das bebidas formuladas (bebida mista, bebida
probidtica e liofilizado) foram obtidos utilizando extracdo sequencial. Aliquotas de 5g das
amostras foi adicionado a 60mL da solugcdo extratora (solugcdo aquosa de etanol 60%v/v
acidificada com 2%p/v de &cido citrico) e colocadas em agitacdo (Agitador magnético
Fisatom® modelo 752 a 30°+2°C por 30 minutos. Em seguida, o extrato etandlico foi
centrifugado a 4000rpm em centrifuga Cientec® (modelo CT-6000R), por 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado, filtrado e o volume final aferido para 100mL com a solucdo
extratora (ANDRADE et al, 2015 - modificado: substituicdo da acetona por etanol e

acidificacdo com acido citrico). As amostras foram extraidas em triplicata.
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Polifendis totais

A concentragdo de polifendis totais foi determinada, apos diluicdo dos extratos a
0,1%v/v em &gua e reagcdo com reagente fendlico Folin-Ciocalteu estabilizada com solugéo
saturada de carbonato de sédio, por leitura da absorbancia a 725 nm em espectrofotdbmetro
Varian® 50 Bio UV/Vis, com cubeta de quartzo (percurso 6tico 1 cm). Os resultados foram
expressos, com base em curva analitica em mg.L™" de equivalentes de &cido gélico, y =
0,09860x + 0,10755 (r> = 0,9977) (GIOVANELLI e BURATTI, 2009).

Acido Ascorbico
A concentragdo de acido ascorbico foi determinada por método titulométrico
utilizando 2,6-diclofenol-indofenol como titulante e solugéo de acido acético e acido oxalico

como indicador, com ponto de virada na coloragdo rosa (AOAC, 2002).

Determinagé&o da cor objetiva

O sistema CIELAB estabelece os parametros colorimétricos definidos pelo espaco
tridimenssional da cor. Desta forma, a partir das coordenadas nos eixos L* (luminosidade),
a*(verde — valores negativos e vermelho — valores positivos) e b* (azul — valores negativos e
amarelo — valores positivos) pode-se obter a saturagdo da cor assim como o C* indicam a
contribuicdo dos valores positivos de a* e b* na coloragdo do produto (BURIN et al., 2010).

A colorimetria de triestimulos foi utilizada para obteng&do dos parametros de cor (L*,

a* e b*) com iluminante cor objetiva de 2°, por leitura direta das amostras, em auséncia de
luz, no colorimetro Minolta CR-400®. A intensidade da cor (C*) e a tonalidade cromatica
(H*) foram calculadas por meio das equagdes C* = (a** + b**)'? e H* = arctg (b*/a*),
respectivamente (CAILLE et al., 2009).

Analise Estatistica

Todos os dados foram obtidos em triplicata e os resultados apresentados como
média e desvio padrdo. Foram aplicados os testes t-Student, DUNCAN e ANOVA, todos
com nivel de significancia de p<0,05, para identificar possiveis diferencas entre as médias
no estabelecimento das proporcdes das bebidas probioticas e nas variaveis dependentes do
planejamento fatorial entre as bebidas probiéticas e as bebidas mistas em cada ensaio. As
superficies de resposta foram utilizadas para melhor mensuracdo das interagfes entre as
variaveis independentes e a viabilidade microbiolégica. A analise de componentes principais

(p<0,05) foi utilizada para agrupar os tratamentos do planejamento fatorial em funcdo das
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variaveis dependentes que apresentaram diferenca significativa entre os ensaios. Todos 0s
procedimentos estatisticos foram realizados no Statistic 7.0° software (Stat-Soft, Tulsa, OK,
USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Selec¢do dataxa de diluicdo da bebida mista

A taxa de diluicdo da bebida é determinante para padronizagdo do inéculo antes do
processo fermentativo. O pH e concentracdo de solidos soluveis totais s&o componentes
bésicos das condi¢gbes intrinsecas de alimentos submetidos a fermentacdo e fatores
importantes para o crescimento microbiano. Analisando os resultados na Tabela 4 é
possivel observar que a taxa de diluicAo € diretamente proporcional a concentragdo de
sélidos soluveis das amostras, diferindo significativamente em ambas amostras, e
inversamente proporcional ao pH para acerola porém sem interferéncia significativa (p<0,05)
no pH dos mesmos.

Com relacdo a viabilidade microbiol6gica (Tabela 4) € possivel verificar que,
independente da taxa de diluicdo, o kefir possui uma rapida adaptabilidade as frutas acidas
alcancando logUFC.g™" em niveis probiéticos, corroborando estudos realizados por Corona
et al. (2016) e Randazzo et al. (2016). Além disso, ao comparar as amostras verificou-se que
o kefir apresentou diferenca significativa (p<0,05) na amostra de umbu-caja com maior

concentracao de sélidos soluveis, independentemente do pH.

Tabela 4. Resultados da viabilidade microbiolégica, pH e sélidos sollveis das polpas

isoladas de umbu-caja e acerola em diferentes dilui¢des.

Diluicéo Kefir SS
Polpa 4 pH o v
(%) Log UFC.g ("Brix)
, 50/50 6,63° +0,04 2,51° £ 0,04 4,90° + 0,00
Umbu-caja
75/25 7,04%+ 0,05 2,51%+ 0,01 7,53+ 0,06
50/50 6,58" + 0,11 3,07" £ 0,01 2,73+ 0,06
Acerola A B A

75/25 6,77" £ 0,09 3,03° £ 0,01 4,33+ 0,01

UFC: Unidade Formadora de Col6nia; SS: sélidos soluveis. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa
pelo teste t-Student (p<0,05), sendo mindsculas para comparacdes entre diluicdes do umbu-caja e mailsculas para a acerola.

Selecdo da formulagdo usada para elaborac&o da bebida probiética

A Tabela 5 apresenta os resultados dos ensaios para escolha da melhor combinacéo

da bebida de umbu-cajd e acerola probitdtica. Todos 0s ensaios apresentaram carga
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microbiana dentro da faixa probiética (10° a 10° UFC.g™), sendo os ensaios C2, C3, C5, e
C8 com as maiores concentracdes de células viaveis.

Com relagdo a concentracdo de polifendis totais e &cido ascérbico, o ensaio C1
obteve os maiores percentuais de retengcdo em ambos bioativos, apesar de apresentar as
menores concentragbes dos compostos estudados. Os ensaios com as maiores
concentracdes de acerola na composi¢cdo da bebida probiética (C9 e C8) apresentaram
elevadas concentracdes dos bioativos, porém estes compostos sdo mais suscetiveis a
degradacédo durante o processo fermentativo. Neste contexto, observou-se que o ensaio C9,
com 90% de acerola apresentou as maiores taxas de degradacdo de ambos bioativos
(Tabela 5).

Tabela 5. Parametros de sele¢éo para o melhor ensaio da bebida de umbu-caja e acerola

probidtica
Acido Ascoérbico Polifendis Totais
Ensai M (mg.100g™) (mg.100g™)
Log UFC.g™}) ' '

° (Log UFC. BM BP % Ret. BM BP % Ret.

C1 7,04%%¢ 194,93"® 296,05%" 65,94°" 207,56™"
+0,01 +3,38 +0,00 51,88 +0,12 +0,23 214,77

Cc2 7,11%0¢ 282,47 263,16%® 120,49%¢ 247,529
+0,08 +3,06 +0,00 -6,84 +0,10 +0,20 105,43

Cc3 7,1727° 401,34% 416,67" 180,05 306,35™
+0,08 +3,76 +18,99 3,82 +0,40 +0,23 70,15

(o7} 7,108"¢ 577,00® 614,04°* 185,17" 321,03
+0,05 +3,37 +37,98 6,42 +0,22 +0,57 73,37

C5 7,201° 649,30°® 690,79 “* 285,49°¢ 378,25
+0,02 +0,31 +0,00 6,39 +7,34 +1,77 32,49

C6 7,072%¢ 890,60%° 1096,5" 320,50 438,26"
+0,00 +7,16 +37,98 23,12 +0,32 +1,09 36,74

c7 6,958 “¢ 994,15 1019,7*° 872,16°° 2756,4"2
+0,07 +10,13 +0,0 2,57 +6,65 +1,1 216,04

c8 7,137%P¢ 1204,70™° 701,75 1363,10°°  1636,00"°
+0,05 +10,13 +37,98 -41,75 +20,69 +2.46 20,02

C9 6,903° 1327,50" 975,88"¢ 1446,90* 545,47%¢
+0,03 +10,13 +18,99 -26,49 +6,21 +19,35 -62,30

VM: viabilidade microbiolégica; UFC: Unidade Formadora de Col6nia; BM: Bebida mista de umbu-caja e acerola; BP: Bebida de
umbu-caja e acerola probidtica; %Ret.: Potencial de retengéo. Letras mailsculas iguais na horizontal na mesma andlise nao diferem
significativamente teste t-Student (p<0,05); Letras minGsculas iguais na vertical na mesma analise ndo diferem significativamente
pelo teste de Duncan (p<0,05).

A classificacdo dos ensaios foi mensurada pela analise de componente principal —
ACP. A separacéo foi obtida utilizando a viabilidade microbiana e a retengdo dos compostos

bioativos (&cido ascorbico e polifendis)( Figura 1).
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Figura 1. Contribuicdo das variaveis (a) viabilidade microbiana (VM), percentual de retencéo do acido
ascorbico (%retAA) e percentual de retencao de polifendis totais (%retPT) e distribuicdo dos ensaios
(b) — (C1 a C9), no sistema de coordenadas definido pela primeira e segunda componente principal.

Analisando os Loadings e Scores observa-se que a CP1l (primeira componente

principal) corresponde a 53,33% da variancia total (Figura 1) onde o ensaio C1 caracteriza-

se por elevados valores de retencdo de polifendis totais (%retPT) e acido ascoérbico
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(%retAA),conforme Tabela 5. Em contrapartida, a segunda componente principal (CP2)
representa 32,87% da variancia total (Figura 1) e evidencia o ensaio C5 por possuir maior
score positivo, ou seja, maior viabilidade microbioldgica (VM). Entretanto, o ensaio C1
apresenta viabilidade microbiolégica dentro da faixa probiodtica, apesar de diferir
significativamente (p<0,05) dos ensaios com maior concentragdo microbiana (C3 e C5),
sendo este o0 ensaio escolhido. (Tabela 5).

Perfil cinético de crescimento microbiano

Em geral, a producéo de kefir e as atividades metabolicas resultantes desta simbiose
microbiana séo afetadas pela qualidade dos gréos de kefir, pela relagdo entre gréos e
substrato e pelo tempo e temperatura de incubacdo (ALTAY et al, 2013; GUZEL-SEYDIM et
al, 2011). Além disso, vérias interacdes podem determinar aumento ou diminuicdo do
namero de microrganismos de kefir (NAMBOU et al, 2014; SIEUWERTS et al, 2008). No
presente estudo, foi realizado o perfil cinético de crescimento microbiano para o
conhecimento do crescimento maximo microbiano do kefir em relacdo ao tempo de
fermentacdo e apoOs a selecdo para o melhor ensaio da bebida de umbu-caja e acerola
probittica (formulagdo C1). Além disso, o melhor ensaio foi submetido ao perfil cinético
visando melhor entendimento do comportamento e adaptabilidade dos microrganismos a
bebida.

Os perfis de crescimento foram analisados por meio da curva de crescimento
construida a partir do nimero de células viadveis em diferentes intervalos de tempo (Figura
2).
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Figura 2. Gréfico da cinética do crescimento microbiano do kefir e bebida de

umbu-caja e acerola probidtica

Observa-se que o tempo de adaptacdo do kefir aos meios foi semelhante. Nao foi

visualizada diferenca significativa (p<0,05) de crescimento nas primeiras 12 horas
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independentemente do meio ao qual o indculo estava inserido. A fase de acerelagao do kefir
(fase log) na solucdo aquosa e na bebida se intensificaram apos de 12 horas e, a partir de
15 horas, o crescimento do kefir na bebida ocorreu rapidamente atingindo seu ponto maximo
de 8,94 logUFC.g" em 24h de incubac&o, diferindo significativamente (p<0,05) do kefir na
solucéo aquosa (8,06 logUFC.g™). O kefir em solugéo aquosa s6 atingiu seu ponto maximo
de 8,84 logUFC.g™" apds 48h de incubacéo, ndo diferindo significativamente (p<0,05) da
bebida no mesmo intervalo de tempo (Figura 2). O kefir na bebida mista apresentou uma
fase estacionaria prolongada quando comparada a do kefir em solucdo aquosa. Esta fase
teve inicio com 24h de incubacao e continuou até as 72h de experimento. Em contrapartida,

o kefir em solucdo aquosa apresentou queda no crescimento logo apos as 48h.

Planejamento fatorial para escolha da melhor condi¢do de encapsulamento

Os resultados da etapa de escolha da condicdo de encapsulamento estdo
apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Varidveis independentes do planejamento fatorial para escolha da melhor condicéo de

encapsulamento dos 17 ensaios realizados com a bebida de umbu-cajé e acerola probidtica (90:10).

. Umidade VM
Ensalo o) AW (logUFCLg™)

1 5631036 0,50%0,02  3.29%0,08
> 654t029 054t001 306003
3 684014 042t001 3804002
4  576£011 052:007  3.94+001
5 621025 024t001  3.43+0,02
6  566£015 023t002  3,08+0,05
7 476t015 017002  3.70:0.04
8  469t056 016+001  3.62+011
9 845:034 060:001  2,68+0,32
10 997+029 0624001 566 +0,04
11 14,04+063 0.85:0,04  3,320,06
12 656009 045000 6.880,00
13 11744049 0624001 3854001
14 486£014 0194002  <1,0

15 3574047 0624001  670+0,02
16 3.68+065 061001 653002
17 363012 061000 645005

*<10: valores menores que 1,0 ndo sdo considerados

Os teores de umidade dos pos liofilizados obtidos no processo variaram entre 3,57%
e 14,04% estando em conformidade com os parametros estabelecidos pela legislagdo RDC
n°272/05 que recomenda, em produtos de frutas secas ou desidratadas, percentual maximo
de umidade de 25% (BRASIL, 2005).
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De acordo com a Tabela 6, a atividade de &gua dos pés obtidos variou de 0,19 a
0,85, demonstrando estabilidade microbioldégica do produto, o que impede reacdes de
fermentagcdo por parte dos microrganismos encapsulados e contaminacdes por agentes
patogénicos, corroborando com os resultados obtidos por Moayyedi et al. (2018). Além
disso, a temperatura exerce funcdo primordial nos teores de atividade de &gua e,
consequentemente, no encapsulamento da bebida probiética, obtendo os melhores
percentuais quando submetido a temperaturas inferiores a -46°C. Todavia, temperaturas
muito baixas atreladas a concentracdes ineficientes dos agentes carreadores resultaram na
autolise significativa dos microrganismos, passando o0 produto a n&o ser considerado
probidticos, como observado no ensaio 14.

No que diz respeito a viabilidade microbioldgica, o nimero de células viaveis variou
de 0 a 6,88 logUFC.g", onde foi possivel verificar que a temperatura de -40°C foi
determinantes para proporcionar maior viabilidade microbiana, sendo os ensaios 12, 15, 16
e 17 os que obtiveram melhor desempenho.

Analisando as superficies de resposta (Figuras 3 — a. b e c) foi possivel observar que
as faixas ideais das variaveis independentes para a viabilidade microbiana variam entre 13 a
22% de maltodextrina 10 DE, 8 a 13% de sacarose e -36° a -42°C de temperatura, com
pontos criticos de 10% de sacarose, 17% de maltodextrina e -38°C de temperatura de
liofilizacdo. Esta projecéo estatistica do ponto critico se assemelha aos ensaios (Tabela 6)

gue obtiveram os melhores indices de sobrevivéncia dos microrganismos.
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Figura 3. Superficies de resposta para viabilidade microbiana (logUFC.g™),
relacionando: (a) sacarose x maltodextrina, (b) sacarose x temperatura de liofilizacao,

(c) maltodextrina x temperatura de liofilizag&o.

Em virtude dos resultados acima descritos, os ensaios 12 (10% sacarose, 20%
maltodextrina e - 40°C) e o ponto central (10% sacarose, 15% maltodextrina e - 40°C) foram
os resultados com melhor eficiéncia no processo de secagem, sendo selecionados para a

segunda etapa do planejamento que visou analisar os indices de retencdo do polifendis
totais e &cido ascoérbico apos a liofilizagéo.
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A Figura 4 demonstra que o0 ensaio 12 obteve percentuais satisfatorios de bioativos,
atingindo indices de retencdo de 45,83% para polifendis totais e 96,3% para acido
ascorbico. No entanto, apesar do baixo desempenho verificado no ponto central - 65,52% de
retencdo para polifendis totais e 100% de retencéo para acido ascorbico, esta foi a condi¢cao
escolhida. Ademais, na Figura 4 é perceptivel que o unico indice com diferenca significativa
(p<0,05) entre os ensaios foi o potencial de retencdo dos polifendis totais. Desta forma os
ensaios C15 a C17, pontos centrais, foram selecionados pela melhor condicdo de

encapsulamento e sera usado para caracterizacado do produto liofilizado.
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Figura 4. Gréafico da comparacéo entre os potenciais de retencéo (Ret%) dos bioativos (acido
ascorbico - AA e polifendis totais - PT), entre os entre os ensaios 12 e Ponto Central (PC) da bebida

de umbu-caja e acerola probiotica (BP) e liofilizado de umbu-cajé e acerola probiotico (L).

Letras iguais em dois ensaios subsequentes nao diferem significativamente pelo teste t-Student (p<0,05).

Caracteristicas fisico-quimicas do melhor ensaio do liofilizado de umbu-caja e acerola

probiético

O valor encontrado para higroscopicidade foi de 13,13g.100g™ e foram percebidas
mudangas nas caracteristicas fisicas do p6 decorrente do fenbmeno caking (AGUILERA,
DEL VALLE e KAREL,1995).

A densidade aparente de produtos desidratados possibilita ajustar as condi¢cbes de
estocagem durante o processamento, embalagem e distribuicdo em escala industrial
(BARBOSA-CANOVAS et al., 2005). No produto desenvolvido a densidade foi de 0,52g.mL"
1

, 0 rendimento de 39,21% e solubilidade de 37,07%, corroborando com os valores

encontrados por Rezende, Nogueira e Narain (2018).
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Tabela 7. Pardmetros de determinacgéo da cor objetiva do liofilizado de umbu-caja e acerola

probidtico
Amostra L* a* b* C* H*
L 88,65 3,52 30,20 30,41 1,45
+0,13 +0,06 +0,07 +0,07 +0,00

L: liofilizado de umbu-caja e acerola probiético (9:1); C*: croma; H*: tonalidade

Considerando o ponto de vista psicométrico a cor € um dos primeiros parametros
percebidos pelo consumidor. Conforme os resultados da tabela 7, o produto desenvolvido foi
caracterizado por apresentarem valores positivos de b* maiores que os de a*, ou seja, cores
amarela e vermelha, respectivamente, o que indica possivel copigmentacao de flavonois e
carotenoides com interferéncia cromatica de antocianinas. A saturagéo da cor (C*) indicam a
contribuicdo dos valores positivos de a* e b* (BURIN et al, 2010) e a luminosidade (L*)
préxima a 100 que a cor é brilhante e clara. No tocante a tonalidade (H*) a medida que se
aproxima do 0° a cor tende ao vermelho. Como a contribuicdo de b* foi maior do que do a* o

produto obteve uma coloracdo com tendéncia alaranjada.

CONCLUSAO

A liofilizacdo da bebida de umbu-caja e acerola probidtica resultou em um produto
com preservacdo de compostos bioativos e microrganismos probiéticos. O liofilizado de
umbu-caja e acerola probiotico (90:10) apresentou a melhor condicdo para o
desenvolvimento do produto liofilizado. As condi¢es ideais de encapsulamento e liofilizacdo
permitiram a elaboracdo de um produto em pé com retencao de acido ascorbico e polifénois
totais presentes nas frutas utilizadas.

Por meio dos resultados obtidos foi possivel mensurar a importancia de pesquisas
para a elaboracdo de alimentos que tenham carater funcional mais amplo unindo os
beneficios do consumo de probidticos e os bioativos presentes nas matérias-primas
submetidas a fermentacdo. Neste contexto, o liofilizado de umbu-caja e acerola probiético,
rico em compostos bioativos surge como uma alternativa para os consumidores que
desejam algo pratico e saudavel e sem adi¢cdo de componentes alergénicos como o leite ou

a soja.
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6.2. Artigo 2 — PERFIL DOS FITOQUIMICOS NO LIOFILIZADO DE UMBU-CAJA E
ACEROLA PROBIOTICO.

RESUMO

Frutas apresentam valor nutricional e composicdo de micronutrientes (minerais,
fibras, vitaminas e compostos fitoquimicos secundarios) com grande importancia para a
manutencdo da salde humana. Neste contexto, o objetivo desta pesquisa foi estudar o perfil
dos fitoquimicos no liofilizado de umbu-caja e acerola probiético. A bebida mista (umbu-
caja:acerola, 9:1), foi submetida a fermentacdo com kefir de agua, adicdo de agentes
carreadores e liofilizagdo. Das polpas de frutas (umbu-caja e acerola) e das bebidas mista,
da probidtica e da liofilizada foram obtidos extratos etanolico, por extragdo liquido-liquido,
para determinagdo de polifendis totais, taninos totais, capacidade antioxidante (inibicdo do
DPPH*) e perfis fendlico e de &cidos organicos. Métodos epecificos de extragdo foram
utilizados para quantificacdo de carotenodides, antocianinas e flavonois totais. A polpa de
umbu-caja apresentou elevada concentracdo de carotendides e a de acerola teores
expressivos de polifendis totais. Entre as etapas de fermentacéo e liofilizacao os polifendis,
flavondis,taninos totais, e a capacidade antioxidante apresentaram significativo aumento.
Comportamento semelhante foi observado para o acido malico e inverso para o acido
ascorbico. Por meio do perfil fendlico foi possivel quantificar rutina, acidos siringico e
vanilico e trans-reveratrol na polpa de acerola, permanecento apenas o flavonol e os acidos
fendlicos no liofilizado. Correlagdes possitivas foram identificadas entre a capacidade de
sequestro de radical livre e flavondis, taninos e polifendis totais. A analise de componentes
principais extraiu 100,00% da variancia total e caracterizou o liofilizado pelo acido malico,
polifendis, flavondis e taninos totais, e percentual de inibicdo do DPPH*. A técnica de
secagem a frio levou ao aumento da concentracdo de alguns compostos bioativos e &cidos
organicos que contribuem com acao probiética do produto desenvolvido. Ressalta-se ainda,
gue a elaboracéo de produto liofilizado com alegacéo funcional pode gerar um promissor
espaco no mercado de aditivos alimenticios naturais pela acdo probiotica, estabilidade e

facildade de reconstituicéo.

Palavras-chave: frutas, liofilizacéo, bioativos
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ABSTRACT
Fruits present nutritional value and composition of micronutrients (minerals, fibers, vitamins
and secondary phytochemicals) of great importance for the maintenance of human health. In
this context, the objective of this research was to study the phytochemical profile of the
probiotic umbu-caja and acerola lyophilizate. The mixed drink (umbu-cajé: acerola, 9: 1) was
subjected to fermentation with kefir water, addition of carrier agents and lyophilization. Liquid-
liquid extraction for determination of total polyphenols, total tannins and antioxidant capacity
(inhibition of DPPH *) were obtained from fruit pulps (umbu-caja and acerola) and mixed
juices, mixed probiotics and lyophilized mixed probiotics. and phenolic and organic acid
profiles. Specific extraction methods were used to quantify carotenoids, anthocyanins and
total flavonols. The pulp of umbu-caja presented high concentration of carotenoids and
acerola expressive of total polyphenols. Among the fermentation and lyophilization stages,
polyphenols, flavonols, total tannins and antioxidant capacity showed a significant increase.
Similar behavior was observed for malic acid and inverse for ascorbic acid. Through the
phenolic profile, it was possible to quantify rutin, mesylic and vanillic acids and trans-
reveratrol in the acerola pulp, with only flavonol and phenolic acids remaining in freeze-dried
mixed probiotic juice. Positive correlations were identified between the ability to sequester
free radicals and total flavonols, tannins and polyphenols. Principal components analysis
extracted 100.00% of the total variance and characterized lyophilized by malic acid,
polyphenols, flavonols and total tannins, and percent inhibition of DPPH *. The technique of
cold drying led to an increase in the concentration of some bioactive compounds and organic
acids that contribute to the probiotic action of the product developed. It is also important to
note that the development of lyophilized product with functional claim can generate a
promising space in the market for natural food additives for probiotic action, stability and

reconstitution.

Key words: fruits, freeze-drying, bioactive
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INTRODUCAO

O Brasil possui grande variedade de espécies de frutas exdticas e nativas, sub
exploradas por meio do extrativismo vegetal e pequenas areas de producdo, porém com
potencial para a agroindustria. Ademais, o consumo de frutas tropicais e nativas esta
aumentando nos mercados nacional e internacional devido ao crescente reconhecimento de
seu valor nutricional e terapéutico devido a composicdo de bioativos nestes vegetais (SILVA
et al.,, 2014; SOUZA et al, 2012). Além dos nutrientes essenciais, a maioria das frutas
apresenta quantidades consideraveis de micronutrientes, como minerais, fibras, vitaminas e
compostos fitoquimicos secundarios com importancia vital para a manutengcdo da saude
humana (BARROS, et al., 2017; SILVA et al., 2014; RUFINO et al., 2010).

A elaboragdo de suco de fruta com alegacdo funcional abre um novo leque de
oportunidades para os consumidores, visto que a maioria dos alimentos funcionais
existentes no mercado sao de derivados lacteos (ALVES et al., 2016; CORONA, et al., 2016;
PERRICONE et al., 2015; ANTUNES et al., 2013; MARTINS et al., 2013). Quando estes
sucos de frutas sdo associados a técnicas de desidratacdo a frio, a exemplo da liofilizagéo,
abre-se espaco para um mercado promissor de sucos desidratados, com forma fisica mais
estavel, natural e facilmente reconstituivel, que podem ser usados como corantes e/ou
flavorizantes em produtos alimenticios, agregando valor nutricional (BETORET et al., 2011).

Estes sucos de frutas, quando associados ao desenvolvimento de bebidas
fermentadas com kefir, podem ser percebidos pelos consumidores como uma alternativa
saudavel devido aos numerosos efeitos positivos dessa complexa simbiose microbiana
(PUERARI et al., 2012). Além disso, substratos alternativos utilizados na producdo de
bebidas fermentadas com kefir possui uma forma ideal de conversdo dos agUcares em
acidos organicos e alcool, baseado na biotecnologia, para manutencao e/ou melhoria da
seguranca alimentar, nutricional e sensorial (FIORDA et al.,2016).

Os sucos de duas ou mais frutas podem resultar em novos produtos com vantagens
tecnolégicas devido & combinacdo de propriedades sensoriais e nutricionais (OLUDEMI et
al., 2013). Desta forma, o objetivo desta pesquisa foi estudar o perfil dos fitoquimicos no

liofilizado de umbu-cajé e acerola probidtico.

MATERIAL E METODOS

Fermentacéo e liofilizacao da bebida mista de umbu-caja e acerola

Por meio de dados nao publicados, a bebida mista de umbu-caja e acerola (9:1), foi

submetida a fermentacdo com kefir por 24h a 30°+0,5°C, misturada por agitacdo manual aos
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agentes carreadores (15% maltodextrina DE 10 e 10% sacarose) e congelados por 24h a -
20°+1°C. Em seguida, teve inicio o processo de secagem em Liofilizador (virTis® SP
SCIENTIFIC modelo 25L) sob presséo constante de 0,1333 Pa (alto vacuo), a - 40°C por 16
horas. O produto em po6 foi acondicionado em potes de polietileno descartaveis e estéreis, e
mantidos sob congelamento (- 20°+1°C) até o momento de realizacao das analises.

Obtencdo dos extratos para quantificacdo de polifendis totais, taninos, atividade

antioxidante e perfil fendlico e de acidos orgénicos

Extratos etandlicos das polpas e das bebidas formuladas (bebida mista, bebida
probidtica e liofilizado) foram obtidos utilizando extracdo sequencial. Aliquotas de 5g das
amostras foi adicionado a 60mL da solucdo extratora (solucdo aquosa de etanol 60%v/v
acidificada com 2%p/v de &cido citrico) e colocadas em agitacdo (Agitador magnético
Fisatom® modelo 752 a 30°+2°C por 30 minutos. Em seguida, o extrato etandlico foi
centrifugado a 4000rpm em centrifuga Cientec® (modelo CT-6000R), por 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado, filtrado e o volume final aferido para 100mL com a solugéo
extratora (ANDRADE et al, 2015 — modificado: substituicdo da acetona por etanol e

acidificacdo com acido citrico). As amostras foram extraidas em triplicata.

Quantificacdo de polifendis totais

A concentragdo de polifendis totais foi determinada, apos diluicdo dos extratos a
0,1%v/v em &gua e reagdo com reagente fendlico Folin-Ciocalteu estabilizada com solugéo
saturada de carbonato de sédio, por leitura da absorbancia a 725 nm em espectrofotdmetro
Varian® 50 Bio UV/Vis, com cubeta de quartzo (percurso 6tico 1 cm). Os resultados foram
expressos, com base em curva analitica em mg.L™ de equivalentes de &cido gélico, y =
0,09860x + 0,10755 (r* = 0,9977) (GIOVANELLI e BURATTI, 2009).

Quantificacdo de taninos condensados

A concentragdo de taninos totais foi determinada segundo a metodologia utilizada
por, usando como reagente cromoforo solugdo metandlica de vanilina em meio acido e
leitura de absorbancia a 500nm. Os resultados foram expressos, com base em curva
analitica y = 0,49919x + 0,06624 (r2 = 0,9657), em mg.L™" de equivalentes de catequina
(RODRIGUES et al, 1998).
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Capacidade antioxidante

A capacidade de sequestro do DPPH* foi avaliada, conforme metodologia descrita por
Nixdorf e Hermosin-Gutierrez (2010): 100 pL do extrato, diluido a 20% com metanol, foi
adicionado em 2,9 mL de solugdo metandlica do radical DPPH* (6x10™° mol.L™"). A mistura
reagiu por 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz e a absorbancia foi
determinada a 517 nm. O percentual de inibi¢cdo foi calculado pela formula:

% de Inibi¢ao = (Aexirato — Abranco extrato )/Apppr X 100
Onde, Apppy : @absorbancia da solu¢édo de DPPH* e metanol
Acxirato - @bsorbancia do extrato

Os resultados foram expressos em % de sequestro do radical DPPH.

Carotenoides totais (extragdo e quantificacao)

A extracdo das polpas e das bebidas (BM, BP, L) foi efetuada pelo método descrito
por Rodriguez-Amaya (1999), baseada na extragdo dos carotenoides com acetona, seguida
por extragdo liquido-liqguido com éter de petréleo. Em seguida, o extrato etéreo foi filtrado
com sulfato de sédio e volume aferido em baldo volumétrico de 50 mL com éter de petrdleo.
Foi realizada leitura da absorbancia a 450nm, e a concentragdo calculada conforme a
expressao matematica:

ug equivalente de B-caroteno.g™ = volume x absorbancia x 10°
(E™ ) X peso amostra

Onde, E*,, de 2.500 - coeficiente de absortividade
Os resultados foram expressos em ug em equivalente de B-caroteno por g da

amostra.

Flavondis e antocianinas totais (extracdo e quantificacao)

A extracdo de flavonois e antocianinas totais das polpas e das bebidas (BM, BP, L) foi
efetuada pelo método descrito por Lees e Francis (1972), onde aliquotas de 2,5g da amostra
de polpas e das bebidas (BM, BP, L) foi adicionada 30mL da solucdo extratora (mistura
85:15 de solucdo aquosa de etanol 95%v/v : acido cloridrico 1,5N em agua), apés
homogeneizacdo manual as amostras permaneceram em repouso a 5°C e ao abrigo da luz,
por 12 horas. Em seguida, foram filtradas em papel de filtro (filtracdo média) e o volume
aferido para 50mL com a solucdo extratora. Apds repouso de duas horas, foi determinada a

absorbéancia do extrato a 374nm e utilizado o coeficiente de absortividade molar de 76,6
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para quantificacdo dos flavondis totais, e o0 resultado expresso em mg por 100g de

equivalente de quercetina (LEES e FRANCIS,1972).Para determinacdo da concentracdo de

antocianinas totais a absorbancia do extrato foi determinada a 535nm e utilizado o

coeficiente de absortividade molar de 98,2 para expressao do resultado em mg por 100g de
equivalente de cianidina-3-glicosideo (LEES e FRANCIS,1972).

Métodos Cromatograficos

a)

b)

Perfil de Acidos Organicos

O extrato (item 4.6.1.a) foi diluido a 10% com &gua ultra-pura (Milli-q, Millipore®) e
filtradas a 0,45um, com membrana de polipropileno néo estéril. Os acidos organicos
— oxalico, tartarico, malico, ascorbico, citrico e succinico — foram identificados
individualmente por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE — com detector
de absorcdo UV/Vis. Para quantificacdo foram preparadas solucdes aquosas da
curva analitica por meio de diluicdes, com agua ultra-pura, de mistura contendo os
seis acidos organicos, conforme se segue: acidos oxalico, tartarico e malico, 0,025 a
1,0 mg.mL™; &cido ascérbico, 0,1 a 3,0 mg.mL™ e &cidos citrico e succinico, 0,01 a
0,2 mg.mL™. A fase mével foi preparada com é&cido férmico, 0,12 %, e acetonitrila
grau HPLC, 0,1 %, em 4&gua ultra-pura (Milli-g, Millipore®). A separacdo
cromatogréfica foi realizada em cromatografo a liquido Ultimate 3000 Dionex®, com
coluna analitica Acclaim® 120 Dionex C-18 (250 x 4,6 mm, 5 um), comprimento de
onda de 212 nm, fluxo da fase mével de 0,8 mL.min™, temperatura do forno de 36°C
e volume de injec&o de 20 pL (LIMA et al, 2010 - modificado).

Perfil de Fendlico

Para identificacdo e quantificagdo dos flavonodis (rutina, miricetina, quercetina e
caempferol), acidos fendlicos (galico, siringico, elagico, caféico, vanilico, p-cumarico
e elagico) e estilbenos (cis- e trans-resveratrol) foi utilizado cromatografo liquido de
alta eficiéncia (Ultimate 3000 Dionex®, com coluna analitica Acclaim®120 Dionex C-
18, 250 mm x 4,6 mm, 5 um) fluxo da fase movel 0,6 mL.min, temperatura do forno
de 36° C, volume de injecdo de 20uL e comprimentos de onda de 220, 260, 306 e
368nm, em fungdo da maior absorb&ncia de cada composto. A fase moével foi
constituida pela solugéo A (acido fosférico, 0,5% em agua Milli-Q®:metanol (90:10)) e
solucdio B (acido fosférico, 0,5% em agua Milli-Q®:metanol (10:90)). Para separac&o

dos compostos uma mistura gradiente das solug¢des A e B foi realizada: 0 a 25min, O



67

a 20% B; 25 a 35min, 20 a 25% B; 35 a 55min, 25 a 55% B; 55 a 65min, 55 a 65% B;
65 a 75min, 65 a 80% de B e 75 a 80 min, 80 a 95% de B. A quantificacdo foi
efetuada por meio de curva analitica (0,05 a 4,0pg.mL?) em metanol, com
padronizacdo externa e as amostras diluidas a 10% com metanol e filtradas a
0,45um (LIMA et al., 2011; PORGALI e BYUKTUNCEL, 2012).

Analise Estatistica

Todos os dados foram obtidos em triplicata e os resultados apresentados como
média e desvio padréo Foram aplicados os testes t-Student, DUNCAN e ANOVA, todos com
nivel de significancia de p<0,05, para identificar possiveis diferencas entre as médias das
diferentes bebidas (BM, BP e L). A analise de componentes principais (ACP), p<0,05, foi
utilizada para agrupar os sucos em fungdo das variaveis que apresentaram diferencas
significativas. Correlagdes entre atividade antioxidante e compostos bioativos foi avaliada
pela correlagdo de Person, sendo considerada forte para valores superiores a 0,90. Todos
os procedimentos estatisticos foram realizados empregando o Statistic 7.0° software (Stat-
Soft, Tulsa, OK, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises realizadas tiveram como controle os extratos das polpas isoladas de
umbu-caja e acerola.

A tabela 1 apresenta os resultados dos fitoquimicos para as polpas de umbu-caja e

acerola.

Tabela 1. Composigéo de fitoquimicos em polpas isoladas de umbu-caja e acerola.

Inib.
Polpa CcT PT ANTT FLT TT DPPH*
(%)
Umbu-caja 5,542 58,90 0,15 4,10 0,20° o5 14
+0,01 +0,85 +0,00 +6,23 +0,02 ’
Acerola 2,81° 706,60° 4,13° 6,45% 1,422 4830
+0,00 +6,24 +0,22 +0,09 +0,01 '

CT: carotenoides totais, em ug/g; PT: polifendis totais, em mg.100g™; ANTT: antocianinas totais, em mg.100g™7; FLT:
flavonéis totais, em mg.100g™; TT: taninos totais, em mg.100g™"; INIB DPPH*: inibicsio do DPPH*. Letras diferentes na
mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras pelo teste t-Student (p<0,05).

A acerola apresenta concentracdo superior dos compostos estudados, exceto,

carotenoides totais. Os valores de flavonois encontrados na acerola corroboram com o0s
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achados de Musser et al (2004) em amostras do banco ativo de Germoplasma de
Pernambuco (5,9 a 22,2mg em equivalente de quercetina 100g™).

Outro ponto relevante sdo as altas concentracbes de carotenoides presentes no
umbu-caja, sendo superior aos encontrados por Rufino et al (2010) ao analisar compostos
bioativos e capacidades antioxidantes de 18 espécies tropicais ndo tradicionais do Brasil
(2010).

As bebidas (BM, BP, L) apresentam diferencas significativas (p<0,05) para os
bioativos estudados (Tabela 2). Os resultados demonstram um decréscimo significativo dos
fendlicos e acréscimo de carotenoides em funcédo da propor¢éo das polpas na bebida mista,

com consequente diminuicdo da atividade antioxidante.

Tabela 2. Composic¢éo de fitoquimicos da bebida mista de umbu-caja e acerola,

bebida de umbu-caja e acerola probidtica e liofilizado de umbu-caja e acerola

probidtico
Inibic&o
Amostra CT PT ANTT FLT TT DPPH* (%)

BM 3,63° 131,10° 1,12° 3,35° 0,105° 10.32
+0,01 +3,10 +0,03 0,01 +0,010 ’

BP 3,87° 239,01° 3,98° 3,16° 0,510° 00 72
+0,01 +1,42 +4.65 +0,16 +0,010 '

L 3,61° 696,57° 1,90° 4,74% 2,239° 96.97
+0,06 +3,97 0,12 0,21 +0,012 ’

BM: Bebida mista de umbu-caja:acerola (9:1); BP: Bebida de umbu-caja:acerola probidtica (9:1); L: e liofilizado de
umbu-caja e acerola probiotico (9:1); CT: carotenoides totais; PT: polifendis totais; ANTT: antocianinas totais; FLT:
flavondis totais; TT: taninos totais; INIB DPPH*: inibicdo do DPPH*. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa entre as amostras pelo teste de Duncan (p<0,05).

O aumento nos teores de bioativos, a excecdo das antocianinas e carotenoides
totais, ap6s a liofilizacdo ocorreu devido a diminuicdo do volume pela secagem, com
consequente elevacdo na acdo de sequestro de radicais livres (RUFINO, 2010; PESSUTO
et al., 2009). Verificou-se que perdas significativas dos carotenoides totais e antocianinas
totais durante o processo de microencapsulamento por liofilizagdo podem ter ocorrido devido
a formacgé&o de poros nas microparticulas decorrente da sublimacdo da Agua neste processo
causando liberagdo antecipada do componente encapsulado e, consequentemente, sua
degradacdo (REZENDE, NOGUEIRA e NAIRIN, 2018).

Fortes correlacbes positivas e significativas (p<0,05) foram observadas entre a
inibicdo de radicais livres e flavonois totais (r = +0,95) e polifendis e taninos totais (r =

+1,00).
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Tabela 3. Resultados dos acidos organicos nas polpas isoladas de umbu-caja e acerola.
Concentracdo (mg.100g™)

Polpa

AOX ATR AML AAS ASC

TS b b
Umbu-caja 4,00 ND 69,60 7,16 ND

+0,01 +0,06 +0,01

Acerola 4,80% 93,74%
+0,00 ND ND +0,04 ND

AOX: &cido oxalico; ATR: acido tartarico; AML: &cido malico; AAS: L-acido ascérbico; ASC: acido succinico; ND:
ndo detectado. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras pelo teste t-
Student (p<0,05).
Ao analisar os acidos organicos nas polpas isoladas (Tabela 3) sdo evidentes
concentracdes significativamente (p<0,05) superiores de &cido oxalico e ascorbico na

acerola e presenca de &cido mélico no umbu-caja.

Tabela 4. Perfil de acidos organicos da bebida mista de umbu-caja e acerola,

bebida de umbu-caja e acerola probidtica e liofilizado de umbu-caja e acerola

probidtico
Concentracdo (mg.100g™
Amostra  —5x ATR AQML( : EA)S ASC
b C
e w D m
C a
L
a
g WY e e MO

BM: Bebida mista de umbu-caja:acerola (9:1); BP: Bebida de umbu-caja:acerola probidtica (9:1); L e liofilizado de
umbu-caja e acerola probiotico (9:1); AOX: acido oxalico; ATR: &cido tartarico; AML: &cido malico; AAS: acido
ascorbico; ASC: &cido succinico; ND: ndo detectado. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa entre as amostras pelo teste de Duncan (p<0,05).

Apesar da diminuicdo de todos os acidos quantificados apds elaboracdo da bebida
mista (Tabelas 3 e 4), podemos observar aumento significativo (p<0,05) no acido L-
ascorbico decorrente do processo de fermentagdo. Em decorréncia do processo de
liofilizac&o, foi possivel a quantificacdo do acido oxalico e o aumento significativo (<0,05) do
acido médlico devido a concentracdo da bebida pelo processo de secagem indicando
eficiéncia crioprotetora da maltodextrina e da sacarose (HUBALEK, 2003; PAOLI, 2005).
Entretanto, o significativo decréscimo do acido ascorbico no liofilizado de umbu-caja e
acerola probiético demonstra a instabilidade deste &acido com relacdo ao processo de
secagem utilizado.

Na tabela 5 é possivel observar a complexidade de compostos fendlicos na acerola

com relacdo ao umbu-caja, inclusive com concentragdo mais elevada de rutina.
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Tabela 5. Perfil fendlico das polpas isoladas de umbu-caja e acerola.

Concentracdo (mg.100g™)

Polpa Rutina Acido Acido
o S t-resveratrol
Vanilico Siringico
Umbu-caja  0,030° ND ND ND
+0,001
Acerola 1,106% 0,045 0,043 0,021
+0,002 +0,002 +0,001 +0,001

ND: ndo detectado. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre as amostras

pelo teste t-Student (p<0,05).

O perfil fendlico segue o comportamento dos demais compostos estudados ao
apresentarem aumento significativo dos compostos, exceto rutina, apos liofilizacdo, (Tabelas
5 e 6). O estilbeno, trans-resveratrol, detectado na polpa de acerola, apresenta instabilidade
ao método de secagem, ndo sendo detectado no BP (Tabela 6). Entretanto, apesar de
variagOes significativas de concentragéo, a rutina é o flavonol presente em todas as etapas,
corroborando Barros e colaboradores (2017) ao identificarem rutina em polpa de fruta do
bioma amazbnico. Estes mesmos autores reportaram presenca de acido vanilico nessas

frutas.

Tabela 6. Perfil fendlico das bebidas mista de umbu-caja e acerola, bebida

probiética e liofilizado de umbu-caja e acerola probiotico

Concentracéo (mg.100g™)
Amostra Acido Acido

Rutina L . t-resveratrol
Vanilico Siringico
BM 0,0412
0,001 ND ND ND
BMP 0,030°
0,000 ND ND ND
LBMP 0,009°¢ 0,122 0,008 ND
+0,000 +0,002 +0,000

BM: Bebida mista de umbu-caja:acerola (9:1); BP: Bebida de umbu-caja:acerola probidtica (9:1); L:
liofilizado de umbu-caja e acerola probiético (9:1); ND: ndo detectado. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa entre as amostras pelo teste de Duncan (p<0,05).

Anédlise Multivariada

A classificacdo dos ensaios foi realizada através da anélise de componente principal
— ACP (RODRIGUEZ-DELGADO et al.,, 2002). A separacdo foi obtida utilizando os

compostos bioativos, atividade antioxidante e &cidos orgéanicos (Figura 1).
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Figura 1. Contribuicéo das variaveis (a) - %INIB: percentual de inibicAo do DPPH*; TANT:
taninos totais; PT: polifendis totais; FLAVON: flavonois totais; ANT: antocianinas; ASC: 4cido
succinico - e distribuicdo dos ensaios (b) - AC (acerola), UC (umbu-caja), BM ( bebida
mista), BP (bebida probidtica) e L (liofilizado de umbu-caja e acerola probiético), no sistema
de coordenadas definido pela primeira e segunda componente principal.

Analisando os Loadings e Scores foi possivel observar que a CP1l (primeira

componente principal) corresponde a 57,03% da variancia total (Figura 1) onde a polpa de
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acerola foi caracterizada pelo &cido ascoérbico, rutina e polifendis totais conforme tabelas 1 e
3. Em contrapartida, a segunda componente principal (CP2) representa 30,01% da variéncia
total (Figura 1) e evidencia que o liofilizado de umbu-caja e acerola probidtico é
caracterizada pela atividade antioxidante e &cido mélico.

Considerando apenas BM, BP e L foi realizada a andlise de componente principal —
ACP, usando como variaveis os mesmos compostos do primeiro PCA (Figura 2).
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Figura 2. Contribuicdo das variaveis (a) - %INIB: percentual de inibicdo do DPPH*; TANT: taninos
totais; PT: polifendis totais; FLAVON: flavondis totais; ANT: antocianinas; AS: acido succinico - e
distribuicdo dos ensaios (b) - BM (bebida mista), BP (bebida probidtica) e L (liofilizado de umbu-caja e
acerola probidtico), no sistema de coordenadas definido pela primeira e segunda componente
principal.
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Analisando os Loadings e Scores foi possivel observar que a CP1l (primeira
componente principal) corresponde a 65,06% da variancia total (Figura 2), caracterizando o
liofilizado de umbu-caja e acerola probiético pelo &cido malico, polifendis totais, flavonais,
taninos totais e percentual de inibicdo do DPPH*, conforme tabelas 2 e 4. Ainda em CP1 os
bebida mista e bebida probidtica sdo caracterizados pela rutina e &cido citrico. A segunda
componente principal (CP2) representa 34,94% da variancia total (Figura 2) e evidencia que
o bebida probibtica € caracterizado pelo acido ascérbico e antocianinas totais corroborando

os dados das tabelas 2 e 4.

CONCLUSAO

Os resultados demonstram que houve um aumento da concentragdo de alguns
compostos bioativos e acidos organicos no liofilizado de umbu-caja e acerola probiotico, que
contribuem com a capacidade antioxidante deste produto além de ser uma alternativa para a
indastria de alimentos investir em algo préatico, saudavel, sem adicdo de componentes

alergénicos e que pode gerar beneficios a satde humana.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Por meio dos resultados desta pesquisa foi possivel verificar que diferentes faixas de
temperatura e distintas proporcdes de agentes crioprotetores no processo de liofilizacdo
interferem significativamente na viabilidade microbiol6gica das bebidas probiotticas.

Além disso, foi verificada uma tendéncia a adaptacdo do kefir ao umbu-caja em
comparacgédo a acerola sendo necessario estudos futuros sobre a composicao fisico-quimica
dessas frutas para melhor entendimento deste comportamento microbiolégico.

Estudos futuros sobre a eficiéncia dos agentes encapsulantes na retencdo dos
compostos bioativos durante os processos de liofilizagdo necessitam ser desenvolvidos para
potencializar o carater funcional de bebidas probi6ticas liofilizadas.

Desta forma, 0 avango nas pesquisas, no que diz respeito a fermentagdo de sucos
de frutas brasileiras utilizando kefir € necessério para tragar perfis bioativos e sensoriais que
corroborem para uma melhor eficiéncia nos métodos de secagem a frio e aceitagdo dos

produtos elaborados.



