JANAINA APARECIDA SOARES VALENTE

BEBIDA A BASE DE PERMEADO ADICIONADO DE EXTRATO
ANTOCIANICO DA CASCA DA JABUTICABA  (Myrciaria jaboticabaVell.
Berg): ELABORACAO E CARACTERIZACAO

Dissertagdo apresentada a Universidade Fec
de Vigcosa, como parte das exigéncias
Programa de POs-Graduacdo em Ciéncii
Tecnologia de Alimentos, para obtencéo
titulo deMagister Scientiae

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2015



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vigosa — Campus Vigosa

n
Valente, Janaina Aparecida Soares, 1990-

V154h Bebida a base de permeado adicionado de extrato antocian

2015 casca da jabuticalidyrciaria jaboticaba Vell. Ber): elaboracao e
caracterizacdo / Janaina Aparecida Soares Valente. - Vicosa, MC
2015.

xii, 75f. :il. ; 29 cm.

Inclui apéndice.

Orientador: Edimar Aparecida Filomeno Fontes.
Dissertacao (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliogréficas: f.57-71.

1. Bebidas nao alcodlicas. 2. Jabuticabavi$rciaria jaboticaba.
4. Corantes naturais. 5. Compostos fendlicos. 6. Antocianinas.
I. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de Tecnologia (
Alimentos. Programa de Pés-graduacdo em Ciéncia e Tecnologie
Alimentos. Il. Titulo.

CDD 22 ed. 663.6




JANAINA APARECIDA SOARES VALENTE

BEBIDA A BASE DE PERMEADO ADICIONADO DE EXTRATO
ANTOCIANICO DA CASCA DA JABUTICABA (Myrciaria jaboticaba (Vell.)
Berg): ELABORACAO E CARACTERIZACAO

Dissertacao apresentada a Universidade Fec
de Vigcosa, como parte das exigéncias
Programa de POs-Graduacdo em Ciénci
Tecnologia de Alimentos, para obtencéo
titulo deMagister Scientiae

APROVADA: 19 de novembro de 2015.

Antonio Fernandes de Carvalho Paulo César Stringheta
(Coorientador) (Coorientador)

Erica Nascif Rufino Vireira

Edimar Aparecida Filomeno Fontes
(Orientadora)






Ao0s meus pais, Monica e Luiz Carlos.
A minha irm3 Jéssica.
A0 meu namoraddrenato.

Todo meu agradecimento, admiragao e carinho.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo dom da vida, por estar sempre ao meu lado em todos os
momentos, por ser meu alicerce e me por guiar sempre rumo as minhas conquistas. A
Maria, Mae Santissima, pelas inUmeras vezes que me colocou no colo nos momentos de
prova e aflicao.

Aos meus pais, Monica e Luiz Carlos, por nunca emadisforcos para que
meus sonhos se transformassem em realidade, pelo amor incondicional, pela dedicacéo,
pelo carinho e pelo incentivo em todos os momentos.

A minha irm3, Jéssi@ao meu cunhado, Mario, pelo zelo, pelo carinho e pela
amizade, por sempre acreditarem em mim, danedergca mesmo estando a mais de
7.947,50 km.

Ao Renato, pela paciéncia, pelo amor, pela fidelidade e por ter estado sempre
ao meu lado, em todos 0os momentos.

A minha familia (v0, tios, tias, primos e primas), pelo incentivo incanséavel,
pelas oracdes e pela torcida.

As minhas irmas de coracdo, Ana Carolina e Ménica. Carol, sempre amiga,
conselheira, companhiaide laboratérioa qual foi meu Google nas diavidas e o meu
sorriso nos momentos de alegria e descontracdo. Monica, quem me deu suporte para
aguentar os momentos dificesgual mesmo a distancia estava pronta para ajudar.

Ao Instituto Federal do Sudeste de Minas Gel@@npus Rio Pomba,
responsavel pela minha formacao.

A Universidade Federal de Vigosa e ao Programa de Pos-Graduac&o em Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos, pela oportunidade de realizar este Curso.

A Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG),
pela concessédo da bolsa de estudo.

A professora Edimar Aparecida Filomeno Fontes, pela oriergagéizade,
pelos conhecimentos, pelas experiéncias, pelos ensinamentos compartilhados e por ter
acreditado no meu trabalho.

Ao meu coorientador, Professor Anténio Fernandes, pelo fornecimento do
permeado, pela utilizacdo do laboratoério e pelo incentivo constante.

Ao meu coorientador, Professor Paulo César Stringheta, pela acolhida, pelos
ensinamentos compartilhados, pelas sugestdes para o aprimoramento deste trabalho e

pela utilizacdo do laboratorio.



Ao amigo, Josemario, pela ajuda incondicional a todos os pedidos e pela
paciéncia e amizade.

Ao estagiario, lago, pelo apoio, pela colaboracéo e pelo trabalho dedicado ao
meu experimento com tanto zelo e cuidado.

A Rachel Sabionagual com muito carinho me ensinou a fazer as andlises de
atividade antioxidante e fendlicos totais.

A Cristiane Cesario, funcionaria do laboratério de Anélise de Alimentos, por
sua presteza e dedicacédo e por todas as conversas.

Ao Senhor Fernando, do Departamento de Zootecnial enquajudou nas
andlises de minerais.

As amigas do laboratério de frutas e hortalicas, Marcela, Ariana, Daniele,
Patricia, Carolina e Aline, as quais nunca mediram esforcos para me ajudar.

A empresa Duas Rodas Industrial, pelo fornecimento do aroma de frutas
vermelhas.

Ao Kléber Picanco, por ter disponibilizado a academia Bioforma para a analise
sensorial de Bebidas Isotbnicas; e a todos os clientes dessa academia, 0os quais
contribuiram de maneira educada e atenciosa.

A todos os professores e funcionarios do Departamento de Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal de Vicosa, pelos ensinamentos e momentos
compartilhados durante o mestrado.

A todos aqueles que, de alguma forma, contribuiram para minha formacéo e me

auxiliaram na realizag&o deste trabalho, meus mais sinceros agradecimentos.



BIOGRAFIA

JANAINA APARECIDA SOARES VALENTE, filha de Ménica Soares
Rosado Valente e Luis Carlos Valente, nasceu em 08 de outubr®@estdVicosa,
MG.

Iniciou seus estudos na Escola Estadual Effie Rolfs, em Vicosa, onde cursou o
ensino Fundamental e o Médio, concluindo-os em dezembro de 2007.

Em margco de 2009, ingressou no Instituto Federal de Educacédo, Ciéncia e
Tecnologia do Sudeste de Minas Gerais (IFEBimpusRio Pomba, Rio Pomba, MG,
no Curso de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

Em dezembro de 2012, graduseiem Bacharel em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos por esse IFET.

Em agosto de 2013, iniciou seus estudos no Curso de PdOs-Graduagdo em
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vicosa (UFV), Vicosa, MG,

submetendsea defesa da sua dissertacdo em novembro de 2015.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS ..ottt ettt e e e e e e e e e e e e e e s s s bbbt ae e et e e e eeaaaeaaaaaeaaaeaseanaans Vil
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e b e s seteneeaaeaaaeeeeens viii
RESUMO ..ottt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e s e s s s e et b et e eeeeeeeeeeeaeaaeaeaaeaeeaaaas (D SRR
AB S T R A C T ..ttt ettt e e e e e e et e e e e e e e e e bbb b ——————— ittt ttaaaaaaaaaaaaaaeaaaaa i annrrrrrnares Xivererenn

1. INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt et et e et eae et eae et ese et ens et e s s tesn et et ete s eae s erenas 1
2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt ettt ete ettt taeteste st e s ennetestesteaennanens 2
2.1. Permeado da URIafiltraG80. ........uu et y
2.2. CasCa da JaDULICADA. ..o e e e
PR B N 0] (o Toi = 1 [T T PP RPTRPPPP £
2.3.1. EXIratoS da ANTOCIANING .. .coeeeeeeeeiieeieeeeeiieiir e e e e e e e e e e et et et eeae bbb e s e e e e e e e e eaeeeeeeeeessnnnsnnnneeeeas T
2.4, ANTOXIAANTES .....iiiiiiiiiiiiiiiie et e e e e e ettt et et ettt e e e e eeeaeeaeaaaaaaaaansaabbbb bbb ts e et e e eeaaaaeeeas 10
2.5. COMPOSIOS FENOIICOS ...ttt e et e e e e et e e e e e e e annnereeae s 1(
P T ©o ] (o] 111411 1 F- PSP T PP PRI 12
P == o Lo = RS {0 (] o 1RSSR 1!
3. MATERIAL E METODOS .....ooitiiieee ettt ettt ettt eae st ateataanaesaeetesteanaannesaesreareenes 17
R I Y = L (= = T o 1 = USSR 17
3.1.1. Permeado da URIafiltraGaO ...........ooiiiiiiiee e 1
3.1.2. CaSCa A€ JADULICADA.......ciiiiieieeie ettt e e e e e e e e e e as 1
3.2. Obtencéo do extrato de antocianinas da casca de jabuticaba................cccooiiiiiiiiiiiiiiiiii, ]
3.3. Elaboracao da DEDITA ...........uuuiuiiiiiei et a e e e e e e e e 1
3.4. Delineamento eXPeriMeENtal......... ... 1€
3.5. ANAIISES fISICAS € QUIMMICAS ......iiieiieiiie et e e et e e e e e e snareeeeeeeans 2(
TR T R o PSSR 2(
3.5.2. ACIAEZ TIHUIAVEI ... .ttt e e e e e e e e e e e e e e s b b b e e ee s 20
3.5.3. NIFOGENIO TOTA ...ttt et e e e e e e e e e e e e e e e e e enneneeees 20
T o U = YOO 2(
3.5.5. Residuo Mineral FIXO (RMF) ........oooiiiieie e e e e e 20
3.5.6. SOIAOS SOIUVEIS TOLAIS ...t e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s s nnnnnnenennes 2(
K R OF= 14 oTo] [0 [ 7= (0 1S3 (0] =T £ PPPPPUPRURUPRR 2:
TR TR TR = Tod (0 1] = UUPTPRT 2!
3.5.9. Determinacan d€ MINEIAIS ..........coiiviiiiiiiiiee e e e e e e e e ee et e e e e e e e e e e e e e e eeeereaaa e e s 2!
3.5.10. Medida da OSmMOIAldAdE..........ccoeiiieeeeee e e e e e e e 22
3.5.11. ANALISE COIOTMELIICA ...cciiiiiiiiitiee ettt e e e e ettt e e e e e e e e aaeeaeaaeesaeaaanannnnnnes 22
3.5.12. COMPOSLOS FENGIICOS TOLAIS. ... .ueveeeiieiiiiiiiiie ettt e e e e e e e s e eeeeas 2:
3.5.13. ANLOCIANINGAS TOTAIS ....evveiiiiieeeeeeee ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e s s s s s s bbb bbb e e e e e e et aaaeaaaaeeeeenas 2
3.5.14. Ensaio do CAtion radiCal ABTS ......ccooiiiiiiiii e e e e e e a e e e e s 24
3.5.15. Ensaio do CAtion radiCal DPPH ...t e e e e e e e e e e 25
3.5.16. Estudo de estabilidade da bebida ..............c..uuiiiiiiii 2
3.5.16.1. Calculo da velocidade de degradac@.(K............uuvurmiiiiiiiiieeeiiiieeeeeeee e 25
3.5.16.2. Determinacgdo do tempo de meia-Viga) (L...........coooiiiiiiiiiiiiiiieeee e 26

3.6. Avaliagdo microbiologica da Debida ..........ccooiiiiiiiiiiii 26
L 0t B |V (=TS0 1] (o = 1= (0 o[ 1SS 26
B G ] o o 1 {0 o 0 1P PPRPPRPURURRRR 2€
3.6.3. Numero mais provavel de coliformae30 °C € 45°C......cccooiiiiiiiiiiiiieeee e 26
3.6.4. FUNQOS fIlamMeNtOS0S € [@VEUUIAS........ccoveiiii i 2
3.6.5.SAIMONEIIEESP. ..ttt ettt e e e e e e e aaas 27
3.7. Avaliagdo sensorial da Debida .............uueeiiiii 2



3.7.1. Preparo da DEDIAA ..........ccoe e aaaaas 2

3.7.2. Teste de aceitabilidade ..........ooooiiiiiiiee e 2
3.8. ANAIISE ESTALISTICA ....eiiiieieei it e e e bbbt e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e a e 2
4, RESULTADOS E DISCUSSAD .....coeiviiieieeee et ee et ee sttt ese e stestesaeaeneesestesteeaenseneane e 30
4.1. Caracterizag8o das MAatriaS-PriMAS ...........cceeiiiiuuriiiieaaiiiie et e e e e e aa e e s aarrrre e e e s e anrbeeeaaeeaanes 3
4.2. Caracterizac8o da Bebida ISOtONICA .........uuvuuuiiiiiiii it 3
4.3. Estudo da estabilidade da bebida iSOtONICa ...........viiiiiiii i 3
4.4. Avaliacdo microbiologia da bebida isotdnica durante estocagem .........ccccceevveeeeeeeeiieeeeeeeninnnnn. 48
4.5.1. Teste de aceitacdo da bebida ISOtONICA. .........uiiiiiiieei i 5
N 11 (=T aTor=To e [T @o ] 4 o] - SRS 5.
B.CONCLUSAOD ....cuiiiiiiteieieteiee ettt ettt s et e et b e s s ettt e e et e s e s e et et es e e s eeenene 56
6.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......covitieeeeeeeeeeee ettt n e ate st sae e 57

Vi



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 -Importéncia de minerais essenciais ao organismo humano. Adaptado de Danetdaram

=L 2210 10 ) P PPEERUPURRRRR 4
Tabela 2 -Valores médios (+ desvio-padréo) das caracteristicas fisicas-quimicas do permeado e
do extrato concentrado da casca da jabuticaba...............ccoovvriiiiiiiii 3
Tabela 3 -Caracterizacao fisica e quimica da bebida isoténica formulada com permeado da
ultrafiltracdo de leite adicionado de extrato antocianico da casca de jabuticaba. ...................c....... 3¢
Tabela 4 -Média das coordenadas de cor de amostras de bebidas estocadas em diferentes
condicdes de luz e temperatura de armazenamento em 60 dias.. .........coeeeeerrriiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee :

Tabela 5 -Valores médios (desvio-padrao) da concentracdo de antocianinas totais, polifendis
totais e atividade antioxidante pelos radicais ABTS e DPPH em amostras de bebidas estocadas en
diferentes condi¢des de luz e temperatura de armazenamento, €m 60 diaS ..........cccceeeeeeevvverieeeennns .
Tabela 6 -Estimativa dos coeficientes cinéticos para alteracdo na cor (valor a* e C*) e no teor de
antocianinas totais de bebidas isotbnicas, em diferentes condi¢cdes de armazenamento durante 60
(0= PP PPPPPPPPRPPURPPR 4
Tabela 7 Contagens microbioldgicas de mesdéfilos aerdbios, fungos filamentosos e leveduras,
psicrotroficos, coliformes a 35 %pesquisa dealmonella spgm amostras de bebida isoténica50
Tabela 8 Valor médio (desvigpadrao) das notas da bebida isoténica formulada com dois

oL 0] T (2= o] = SR 5.
Tabela 9 -indice de aceitabilidade para as diferentes formula¢des de bebidas isotonicas. ........... 53

Vil



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Cation flavilum: estrutura basica das antocianidingas. .............cccceeeeeiiiiiiieeeeeceeeeeeeeiiiiines 06
Figura 2 -Modelo de COM CIE XY Z ...t e et s s e e e e e e e e e aaeeeaeennnees 13
Figura 3 -M0Odelo de COM CIELAB ...ttt e e 14
Figura 4 - Modelo de COr CIE LCH. ....uuiiiiiiiiieiiieeee ettt 14

Figura 5 - Escala hedbnica de nove pontos para avaliar a aceitacdo da bebida isotbnica a base de
permeado de ultrafiltracdo de leite, apresentada aos provadores em temperatura de refrigeragao. -
Figura 6 - Questionério aplicado aos potenciais consumidores de bebidas isotonicas. ................. 29
Figura 7 - Bebidas estocadas nas diferentes condi¢cdes apds um periodo de 60 dias de
armazenamento. Presenca de luz a 4 °C (A); presenca de luz a 25 °C (B); auséncia de luz a 4 °C

(O =T TV T=T g Tt = W Lo (U A o e G (5 ) 3
Figura 8 - Variacdo das coordenadas de cor de bebidas isotdnicas formuladas com permeado da
ultrafiltracdo de leite adicionado de extrato antocianico da casca da jabuticaba. ........................... 4]

Figura 9 - Variagcéo da atividade antioxidante pelo radical DPPH(ABTS (B) em amostras de
bebidas de bebidas isotonicas armazenadas sob diferentes condi¢gbes de luz e temperatura durant

G0 0 [ TSRS 4!
Figura 10- Variacdo de polifendis totais (A) e das antocianinas totais (B) em amostras de bebidas
isotdnicas armazenadas sob diferentes condicfes de luz e temperaturas, durante 60 dias............. .
Figura 11 - Afinidade por bebidas isotbnicas pelos provadores. ............ccccceceeiieeeieeeeeeeeeeeeeeiiiiiinanns 54
Figura 12 - Resultado do teste de aceitacéo para a frequéncia com que 0s entrevistados consomer
[oT=] o]0 F= TSI IST0] o] g o= 30 5.
Figura 13 - Resultado do teste de aceitacdo para a preferéncia de sabores e a expectativa do
consumidor em relacdo a uma nova bebida ISOtONICA. ..........ccevvviiiiiiiiiiiiiee e 5!

viii



RESUMO

VALENTE, Janaina Aparecida Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
novembro de 2018Bebida a base de permeado adicionado de extrato antocianico

da casca da jabuticaba (Myrciaria jaboticaba vell. berg): elaboracdo e
caracterizacda Orientadora: Edimar Aparecida Filomeno Fontes. Coorientadores:
Antonio Fernandes de Carvalho e Paulo César Stringheta.

O permeado da ultrafiltracdo do leite € rico em sais minerais e vitaminas hidrossolaveis.
Ja a casca da jabuticaba apresenta conteudo significativo de antocianinas e consideravel
atividade antioxidante. Nesse contexto, os objetivos deste trabalho foram elaborar uma
bebida isotbnica a partir do permeado da ultrafiltragéo do leite com adicdo de extratos
antocianicos da casca da jabuticaba e avaliar a estabilidade da bebida formulada na
presenca e auséncia de luz a 4 °C e 25 °C, por um periodo de 60 dias de armazenamento.
Na caracterizacd@ durante o estudo de estabilidade da bebida, foram realizadas
andlises microbiologicas (mesofilos aerdbios, psicrotroficos, colifoarB@SC e 45 °C,

fungos filamentosos, levedurasSalmonelly, analises fisicas (coordenadas de cor: L*,

a*, b*, C* e h*)e quimicas (pH, ATT, SST, osmolalidade, minerais, antocianinas totais,
fendlicos totais, atividade antioxidante pelos radicais ABTS e DPPH). Para obter
informagdes acerca da aceitabilidade da bebida, efseiom teste de aceitagcdo com
potenciais consumidores dessa bebida. Em relacdo as analises microbi@dmgbata

nao apresentou alteracdes nas duas temperaturas de estocagem no longo dos 60 dias
avaliados. Na avaliacdo da osmolalidade (307,16 mCsMa na concentracdo do
mineral sédio (463,24 mg™), evidenciouse que a bebida se encontra dentro dos
padrbes de qualidade e identidade para essa categoria. Os resultados para pH, ATT,
SST, potassio, calcio, magnésio e fosforo foram, respectivamente, 3,56; 0,97%; 5,83
°Brix; 1204,06 mg L*; 509,87 mg ['; 162,06 mg ['; e 352,18 mg [*. O contetido de
antocianinas para a bebida formulada neste estudo foi de 15,98%mm teor de
fendlicos, 267,55mg AGE L%; e as atividades antioxidantes pelos radicais ABTS e
DPPH foram respectivamente 2,43 e 2, equivalente de troloxnL™. Pelas
coordenadas de cor, as bebidas formuladas apresentaram tonalidades de cores claras e
vivas, com um elevado valor de C* (38,00), que tenderam ao vermelho e um angulo h*
(29,90°). O estudo da estabilidade das bebidas revelou que o conteiddo de compostos
bioativos é determinante no tempo de vida (glagl. Tanto a luz quanto a temperatura
exerceram efeito na estabilidade das antocianinas, na atividade antioxidante e aa cor, e

condicao de refrigeracao (4 °C) e auséncia de luz apresentaram ser a mais eficientes no
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armazenamento dessas bebidas. O teste de aceitabilidade, envolvendo 100 provadores
nao treinados, evidenciou que a bebida isotbnica teve boa aceitacdo por parte do
publico-alvo, os quais sé@o os praticantes de exercicios fisitogmdes os atributos

(cor, sabor, aroma e impressao global), tanto para formulacdo com aroma de goiaba
como para a de frutas vermelhas, que se situaram entre as rfgtas6ligeiramenté,

e 8, “ gostei muito”. A inteng¢do de compra revelou que 57% dos entrevistados gostam
moderadamente de bebidas isotbnicas e 35% consomem o produto pelo menos uma vez
por semana. Concluiu-se que o permeadoma excelente base para formulacdo de
bebidas isotdnicas por ser rico em sais minerais, e a utilizagdo de corantes naturais
como antocianina, além de colorir o produto, pode trazer beneficios a salde pela

presenca de compostos bioativos.



ABSTRACT

VALENTE, Janaina Aparecida Soares, MSc, Universidade Federal de Vicosa,
November, 2015Drink the basis of permeate added anthocyanin extract from the

bark of jabuticaba (Myrciaria jabuticaba Vell berg.): Preparation and
characterization. Advisor: Edimar Aparecida Filomeno Font€o-Advisors: Antonio
Fernandes de Carvalho and Paulo César Stringheta.

The permeate from milk ultrafiltration is rich in minerals and water soluble vitamins,
the bark of jabuticaba presents significant content of anthocyanins and considerable
antioxidant activity. In this context, this study aimed to develop isotonic drinks from the
milk ultrafiltration permeateadded anthocyanin extracts from the bark of jabuticaba. It
also aimed to assess the stability of beverages formulated in the presence and absence of
light at 4 °C and 25 °C over a period of 60 days. During the characterization and study
of stability of the drinks were conducted microbiological analysis (aerobic mesophilic,
psychrotrophic, 35 °C coliforms, filamentous fungi and yeast and Salmonella), physical
analysis (color coordinates: L*, a*, b*, C* e h*) and chemical analysis (pH, ATT, SST,
osmolality, anthocyanins, phenolic, antioxidant activity by ABTS and DPPH). To get
information about the acceptability of the drink was carried out acceptance testing with
potential consumers of this drink. In microbiology aspect, the drink had no change in
the two storage temperatures over the 60 days. In the evaluation of osmolality (307.16
mOsmol.L™") and mineral sodium concentration (463.24 niy indicated that the drink

is within the standards of quality and identity for this category. The results obtained for
pH, ATT, SST, potassium, calcium, magnesium and phosphorus were: 3.56; 0.97%;
5.83 °Brix; 1204.06 mg t; 509.87 mg [}; 162.06 mg [}; 352.18 mg [*. The
anthocyanin content for the drink in this study was formulated 15,98 rig thie
phenolic content was 267,55 mg AGE land the antioxidant activity by ABTS and
DPPH was respectively 2.43 and 2.72 uM equivalent of troloX.rRelas coordenadas

de cor, as bebidas formuladas apresentaram tonalidades de cores claras e vivas, com um
elevado valor de C* (38,00), que tenderam ao vermelho e um angulo h* (29,90°).
According to coordinates of color, formulated drinks showed shades of light and vivid
colors with a high value of C* (38.00), which tended to turn red and a slight angle h*
(29,90°).The study of the stability of the drinks revealed that the content of bioactive
compounds are determining the lifetime thereof. Both the light and the temperature have
a negative effect on the stability of anthocyanins, the antioxidant activity and color,

whereas the refrigeration condition (4 °C) and the absence of light proved to be the most
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efficient storage of these drinks. The acceptance test, which involved 100 untrained
tasters, showed that the isotonic drink was well received by its consumer target
audience, the physically active in all the attributes (color, taste, flavor and overall
impression) for both formulation with guava flavor and formulation with berries, the
score was between grades 6 (like slightly) and e 8 (liked a lot). Market research revealed
that 57% of respondents moderately like isotonic drinks and 35% consume the product
at least once a week.In summary, the permeate is an excellent basis for the formulation
of sports drinks due to it being rich in minerals and the use of natural dyes like
anthocyanin in its formulation. The anthocyanin are interesting because they add color
the product and they bring health benefits due to the presence of bioactive compounds.

Xii



Xiii



1. INTRODUCAO

O segmento de bebidas isotonicas tem buscado introduzir novos sabores para
atender & demanda crescente por novos produtos, isso pode ser em parte explicado pela
busca por produtos mais naturais, que refletirdo em uma melhor qualidade de vida.
Desse modo, o emprego de matérias-primas, que agregam vantagens nutricionais e
naturais na producao dessas bebidas, surge como um diferencial.

O uso de extratos de antocianinas da casca da jabuticaba em bebidas torna-se
muito interessante por esses possuielevado teor de compostos fendlicos totais,
antocianinas e atividade antioxidante, compostos que trazem benéficos a saude. Os
compostos fendlicos sédo: antioxidantes de ocorréncia natural, incluidos na categoria de
interruptores de radicais livres e eficientes na prevencdo da autoxidacdo. As
antocianinas estao entre 0s grupos mais importantes de pigmentos naturais extraidos das
plantas, sdo soluveis em agua e ocorrem em quase todas as plantas vasculares. A intensa
coloracdo das antocianinas, associada a sua alta solubilidade em &gua e aos relatos
crescentes de seus beneficios para a salde, atrai inumeros estudos de viabilidade do uso
dessa classe de pigmentos como corantes na industria de alimentos.

O permeado, derivado do fracionamento dos constituintes do leite, resulta em
um subproduto que é composto por lactose, sais minerais, eletrélitos, compostos
nitrogenados, vitaminas e agua. Os minerais calcio, potassio, s6dio e magnésio séo
nutrientes que compdem o permeado e, como tal, podem ser aproveitados em vista de
seus beneficios para a salde humana. Esses minerais sdo essenciais para a alimentacao
humana, devendo ser ingeridos diariamente.

As bebidas isotbnicas encontradas no mercado sdo a base de agua, sais
mineraise carboidratos, ideais para reposi¢cao de liquidos e eletrélitos perdidos atravé
do suor durante atividade fisica. E chamado isoténico por possuirem formulacio
semelhante ao plasma, o que facilita a absorcao. A bebida elaborada neste trabalho além
de ter o beneficio da hidratacdo, possui também os beneficios do uso de um corante
natural que esta associado a atividade antioxidante e aos compostos fendlicos. Aléem da
utilizagdo do permeado do leite, um produto natural que contém o0s minerais essenciais
na elaboragéo desta bebida.

Desse modo, este trabalho teve como objetivo elaborar uma bebida a base do
permeado obtido do processo de ultrafiltracdo do leite com adicdo do corante natural de
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antocianina extraido da casca da jabuticaba, tendo como objetivos especificos obter e
caracterizar o extrato de antocianina da casca da jabuticaba para ser utilizado como
corante natural; formular e caracterizar a bebida isotbnica a partir do permeado da
ultrafiltracdo do leite com adicdo do corante natural extraido da casca da jabuticaba;
realizar analises fisicas e quimicas do extrato antocianico e das bebidas isotdnicas (pH,
acidez total titulavel, solidos solUveis totais, osmolalidade, antocianinas, fendlicos
totais, atividade antioxidante pelos radicais ABTS e DPPH e medida da cor (L*, a*, b*,
C* e h¥)); efetuar analises microbioldgicas das bebidas (mesofilos aerobios,
psicrotroficos, coliformes 30 °C e 45 °C, fungos filamentosos e leved@alsnenella

spp); fazer um estudo de estabilidade das bebidas formuladas com permeado da
ultrafiltracdo e do extrato de antocianina da casca da jabuticaba na auséncia e exposicao
a luz e no armazenadstemperaturas de %€ e 25°C durante estocagem por 60 dias;
efetivar a andlise sensorial do produto, empregando o teste de aceitacdo para avaliar o
grau em que os consumidores gostam ou desgostam do produto; e avaliar a intencao de

compra dos consumidores em relacédo a bebida isatdni

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Permeado da Ultrafiltracao



A ultrafiltracdo (UF) € um processo de separacdo por membranas. Esse
processo € utilizado quando se deseja purificar e fracionar solu¢cdes contendo
macromoléculas. A fracao proteica do leite € retida pelas membranas de UF, enquanto a
lactose permeia pelas membranas, constituindo o permeado (YEE et al., 2007). O
transporte de massa por meio da membrana pode ser efetuado por difusédo e, ou,
conveccao, induzido por acdo de forcas motrizes como gradientes de pressao,
temperatura, concentracdo ou potencial elétrico (AFONSO; PINHO, 1998; AFONSO;
PINHO, 2000; CHOLLAGI, 2009). A corrente de alimentacdo ao passar pelo médulo
da membrana é decomposta em duas outras correntes: o retentado ou concentrado, que é
a fracdo retida pela membrana;, e o permeado, que € a fracdo que permeia
preferencialmente pela membrana (CATARINO et al., 2013).

A separacdo dependera do valor da massa molecular deGugrteff( da
membrana, representado teoricamente pela massa molecular da menor molécula retida
pela membrana. Nesse sentido, € importante destacar que a ultrafiltracdo também se
caracteriza pelo uso de membranas com diametro de poro entrgrg, 807,12 um e
pressdes de até 7,0 bar (BENITO, 1980).

O permeado obtido por ultrafiltracdo é praticamente estéril, desprovido de
proteinas e gorduras, mas com grandes possibilidades de utilizacdo. Desse permeado,
podese fazer extracdo da lactose, que pode ser hidrolisada por via quimica ou
enzimatica. A hidrélise da lactose oferecendustria de laticinios a possibilidade de
valorizar o permeado dentro das industrias de chocolates, doces e biscoitos
(CONDACK,1993).

A riboflavina ou vitamina B2 € o pigmento nativo do leite, apresentando
coloracdo amarelo-alaranjada. Esse pigmento permanece no permeado da ultrafiltracéo
em razao do seu carater hidrofilico e da baixa massa.mMglesar de ser mais estavel
em meio acido e possuir boa retencdo nos alimentos durante processamentos térmicos
convencionais, perdas da coloracdo podem ocorrer em atividade de agua elevada, com
temperaturas acima da ambiente e por degradacao fotoquimica (DAMODARAN et al.,
2010.

Outras vitaminas hidrossoluveis também passam pelos poros da membrana,
como acido pantoténico, biotina, acido nicotinico e tiamina, permanecendo no
permeado da ultrafiltracdo. Entre essas vitaminas, a biotina e os acidos pantoténico e
nicotinico sa@o resistentes ao processo de pasteurizacdo, que é aplicado usualmente no
leite (DAMODARAN et al., 2010).



Os minerais, contendo baixa massa molecular, também permeiam a membrana,
permanecendo no permeado. Calcio, potassio, sédio, magrfésioro sdo nutrientes
que compdem o permeado e, como tal, podem ser aproveitados em vista de seus
beneficios para a salde humana. Esses minerais sdo essenciais para a alimentacéo
humana, devendo ser ingeridos diariamehia.Tabela 1, encontrase as funcdes

desses minerais e as fontes alimentares mais comuns.

Tabela 1- Importancia de minerais essenciais ao organismo humano. Adaptado de
Damodaram et al. (2010)

Mineral Funcéo Fontes alimentares

Mineralizacdo de ossos e dente:
coagulacéao do sangue, secrecdc  LEITE, iogurte, sucos

Célcio hormonios e neurotransmissor.  fortificados e brocolis.

Magnésio Cofator de diversas enzimas. Vegetais verdes e folhosos
LEITE.

Cation predominante no liquido  Presente na maioria dos

Saodio extracelular, controle do volume ¢ alimentos. Alimentos
liquido extracelular e pressdo  processados contém nivei

sanguinea. variaveis de sédio
adicionado.

Principal cétion no fluido
Potéssio intracelular auxilia a manutencac LEITE, batatas, bananas.
do equilibrio hidrico e promove ¢
crescimento muscular.

Fosforo Atua na formacéo de dentes e LEITE, carne bovina,
ossos; faz parte das membrana castanha-do-para, ovos ¢
celulares do organismo humanao peixes.

participa do metabolismo dos
glicidios; e age na contracdo do
musculos.

Como o permeado €é rico em macrominerais e eletrélitos, estudos se
intensificaram nessa area paeutilizar o permeado, produzindo por meio dele e de

outros ingredientes bebidas com elevado fator hidroeletrolitico e repositor de sais,



produto muito bem aceito pelos consumidores, principalmente por atletas (OLIVEIRA
et al., 2006).

2.2. Casca da Jabuticaba

A jabuticabeira € uma arvore frutifera nativa do Brasil, com casca avermelhada
quase preta, polpa esbranquicada mucilaginosa, de sabor agridoce e subacido,
apresentando de uma a quatro sementes (GOMES, 1983; BARROS et al., 1996;
DONADIO, 2000; BRUNINI et al., 2004; LIMA et al., 2008). O cultivo da jabuticaba é
mais comum em regides de clima subtropical, apesar de essa se adaptar também ao
clima tropical, tolerar o frio e até geadas de curta duradfaduas espécies mais
cultivadas de jabuticaba séo: a jabuticaba Salbdyéciaria jaboticaba(Vell.) Berg) e
a jabuticaba Paulistavifrciaria cauliflora (DC.) Berg) (GOMES, 1983; DONADIO,

2000).

A casca e a semente sao ricas em fibras insollUveis e juntas representam mais de
50% do peso do fruto. A casca possui elevado teor de fibras soli¢eirsca em
minerais como o potassio, magnésio, calcio e cobre, apresentando também elevado teor
de compostos fendlicos totais; entre os fendlicos, destacam-se as antocianinas. Os
compostos fendlicos sdo justamente aqueles que concentram grupos de antioxidantes,
responsaveis principalmente pelo combate de radicais livres, agentes no processo de
envelhecimento celular. As fibras, por sua vez, auxiliam no trato digestorio; e as
soltveis atuam na reducédo do colesterol e na absorcéo de glicose (LAGE, 2014).

Por obter um elevado conteldo de compostos bioativos, principalmente na
forma de compostos fendlicos como antocianinas, que apresentam consideravel
capacidade antioxidante, ficam evidenciados a importancia e os beneficios que o
consumo desse fruto pode proporcionar. Uma vez que 0S compostos se encontram na
casca, a producdo de corantes alimenticios a pattr dlém de cumprir sua funcéo
basica que é colorir, pode ainda trazer o beneficio de suas propriedades funcionais
(OLIVEIRA, 2010).

2.3. Antocianinas

As antocianinas estdo entre 0s grupos mais importantes de pigmentos naturais
extraidos das plantas (HARBORNE, 1967). E um tipo de flavonoide responsavel por

uma variedade de cores atrativas de frutas, flores e folhas, que varia do vermelho ao



azul. Sao solluveis em agua e ocorrem em quase todas as plantas vasculares, ou seja,
plantas que apresentam tecidos especializados - o xilema e o floema - para o transporte
de agua e seiva (MALLMANN, 2011).

As antocianinas e antocianidinas apresentam como estrutura basica o cation
flavila (2-fenilbenzopirilium), ilustrado na Figura 1. Nas antocianinas, as posi¢des 3, 5 e
7 contém hidroxilas, onde uma ou mais dessas hidroxilas estédo ligadas a acucares, que,
por sua vez, podem estar associados a acidos fendlicos. Dentre os acucares encontrados
pode-se citar a raminose, arabinose, glicose, galactose e xilose. Com relacéo aos acidos
fendlicos, os acidos cafeico, ferulico, cumarico e sinapico figuram entre os identificados
(BOBBIO, 1992). As antocianidinas, em contrapartida, ndo apresentam grupos
glicosidicos em sua estrutura (MARCO, 2D08

Figura 1- Cation flavilum estrutura basica das antocianidinas.

A variedade de antocianinas existente na natureza e sua consequente
diferenciacdo em tonalidades e cores resultam da combinacédo de alguns fatores como a
guantidade e posicao das hidroxilas na molécula; ocorréncia de metilacdo em uma ou
mais hidroxilas presentes; natureza, quantidade e posi¢cdo dos acucares ligados a
estrutura da antocianina; e natureza e quantidade de acidos ligados a esses Acucares.
estrutura quimica basica é derivada das seis antocianidinas mais comuns: pelargonidina,
cianidina, delfinidina, malvidina, peonidina e petunidina (VALSS et al., 2009).

A distingdo de cores também é influenciada pelo ambiente onde a antocianina

se encontra. O pH do meio, a formacéo de quelatos com cations metalicos e a presenca



de outros pigmentos podem levar a alteracdo dessa caracteristica em uma mesma
molécula (TERCI et al., 2002; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; BUCHEWEITZ,
el al., 2012).

A intensa coloracédo das antocianinas associada a sua alta solubilidade em agua
e aos relatos crescentes de seus beneficios para a saude atrai inUmeros estudos de
viabilidade do uso dessa classe de pigmentos como corantes na industria de alimentos.
As pesquisas buscam elucidar questdes importantes, como a disponibilidade do material
vegetal, a extracdo e o isolamento desses pigmentos, assim como a sua estabilizacdo. No
que se diz respeito particularmente ao ultimo ponto, as investigagcdes incluem avaliacdo
do efeito do pH, da temperatura e da presenca de copigmentos na estabilidade das
antocianinas (LOPES et al., 200PATdAS. et al., 2010; CAVALCANTI et al., 2011).

Esses pigmentos podem ainda sofrer alteracdo de cor, decorrente de reacdes quimicas
que podem ocorrer ao longo da preparagdo ou do processamento do alimento
(HAMERSKI, L. et al., 2013).

Extratos ricos em antocianinas sdo comercializados na forma de concentrado
liquido ou em p6 e sdo obtidos, por exemplo, a partir de casca de uva, groselha,
cenoura, repolho, milho roxo, jabuticaba, entre outros. Os extratos sédo aplicados em
diversos produtos, incluindo doces, geleias, laticinios, refrigerantes, isotdnicos, bebidas
alcoolicas etc. (WROLSTAD, 2004; ESCRIBANO-BAILON et al., 2004; PRODANOV
et al., 2005).

2.3.1. Extratos da Antocianina

Antocianinas concentram-se nos vacuolos das células vegetais (AGATI et al.,
2007). Geralmente, quando as frutas apresentam casca removivel, como as uvas e
jabuticabas, €as se concentram nos vacuolos celulares das cascas. J4 em frutas com
caracteristicas semelhantes as das amoras, esses compostos encontram-se em toda a
polpa (CHAOVANALIKIT; WROLSTAD, 2004; AGATI et al., 2007; HUGHES et al.,
2007).

A escolha de um método para extrair antocianinas depende, em grande parte,
do propdsito de extracdo e também da natureza dos constituintes das moléculas de
antocianinas. Entretanto, quando os pigmentos forem usados como corantes de
alimentos, o rendimento méaximo obtido, a forga tintorial e a estabilidade sdo itens de
maior relevancia (JACKMAM; SMITH, 1996).



As antocianinas sao sollveis em agua e podem ser facilmente extraidas com
solventes polares. Solventes alcodlicos, como metanol e etanol, sdo os mais utilizados
(LEE; HONG, 1992; REVILLA et al., 1998; STINTZING et al., 2002; GIUSTI;
WROLSTAD, 2003; TERCI, 2004; CHEN et al., 2006).

O meio &cido também faz com que as antocianinas encontrem-se
predominantemente na forma de cétion flavilium, que apresenta coloracdo vermelha em
solucéo aquosa (REVILLA et al., 1998). O fate a cation flavilium ser estavel em
meio acido torna indicavel a utilizacdo de solventes contendo acidos organicos ou
minerais na extracdo de antocianinas de frutas, como &cidos cloridrico, férmico e
acético. No entanto, o uso de solventes acidos paraireatrtocianinas deve ser
cauteloso, pois @xcesso de acido pode levar a formacédo de antocianidinas e outros
flavonoides por hidrélise (CIPRIANO, 2011).

Apesar da toxidez, solventes como metanol e acetona sdo muito utilizados para
a extragdo de antocianinas (NICOUE et al., 2007; KIM et al., 2004). Porém, para
algumas aplicacbes do extrato, como para as industrias cosmeética, farmacéutica e
alimenticia, o uso desses solventes tem restricbes, ndo s6 pela toxicidade como também
pelo custo elevado e impacto ambiental dos residuos (GARCIAVIGUERA et al., 1998).
Diante das limitacbes de uso desses solventes, a extracdo com etanol ou agua €
recomendada especialmente quando a extracdo se faz com fim alimenticio. Entretanto, o
emprego desses solventes também possui limitacdes de uso como menor eficiéncia de
extracdo em comparagdo aos outros solventes, além de menor durabilidade de seus
extratos (NICOUE et al., 2007; TERCI, 2004).

Um fator que influencia na quantidade de antocianinas extraida é a temperatura
de extracdo. Elevar a temperatura de extracao facilita a liberacdo das antocianinas dos
vacuolos celulares das frutas, além de aumentar a permeabilidade do solvente nas
estruturas celulares, elevando assim a quantidade de antocianinas extraida e reduzindo o
tempo de extragdo (JU; HOWAR et al., 2005). No entanto, o0 aumento da temperatura
nao deve excedea 60 °C, pois acentua a degradacdo posterior dos extratos de
antocianinas, recomendando-se, assim, que a extracdo ocorra entre 25 °C e 55 °C
(AURELIO et al., 2008; JU; HOWAR et al.,, 2005; TERCI, 2004). Os extratos de
antocianinas obtidos a partir de frutas e flores sdo quase sempre encontrados como uma
mistura de antocianinas, e também podem conter clorofilas e pigmentos pertencentes ao
grupo de carotenoides. Dessa forma, muitas vezes, € necessario purificar, isolar e

identificar os pigmentos que compdem os extratos brutos (HARBONE et al., 1975).
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Usualmente, apés a extracdo das antocianinas, 0s extratos brutos sé&o
concentrados, utilizando evaporadores rotativos a vacuo e em temperaturas inferiores a
40 °C, até massa constante (TERCI, 2004; PAZMINO-DURAN et al., 2001), resultando
em um residuo viscoso.

As antocianinas sdo compostos pouco estaveis. Segundo Francis (1989), os
principais fatores que influenciam a estabilidade das antocianinas sdo a estrutura
quimica, o pH, a temperatura, a luz, a presenca de oxigénio, a degradacao enzimatica e
as interacbes entre os componentes dos alimentos, como acido ascorbico, ions
metalicos, acUcares e copigmentos. O grau de hidroxilacdo exerce importante efeito na
estabilidade das antocianinas, e aquelas que contém mais grupos hidroxilas em sua
estrutura s8o0 menos estaveis. Inversamente, elevado grau de metoxilacdo aumenta a
estabilidade das antocianinas (FRANCIS, 1989). Além disso, antocianinas sao
geralmente instaveis quando expostas a luz ultravioleta e visivel (IACOBUCCI;
SWEENY, 1983).

A degradacéo das antocianinas ocorre por varios mecanismos, podendo ocorrer
durante o processament@estocagem de alimentos, levando a formacao de produtos
de escurecimento insollveis ou de produtos soltveis incolores (GEOCZE, 2007).

As antocianidinas sdo menos estaveis do que as antocianinas. A cianidina-3-
glicosidio, por exemplo, apresenta tempo de meia-vida em solucdo de &cido citrico
0,01MolL™ (pH 2,8) de 65 dias, enquanto sua aglicona livre alcanca apenas 12 h nas
mesmas condi¢des (IACOBUCCI; SWEENY, 1983).

O pH exerce profunda influéncia na cor das antocianinas, assim como na sua
estabilidade, em razdo do equilibrio acido-base das diversas espécies (SAMPAIO,
2008). Cada uma dessas estruturas apresenta absor¢do caracteristica na regidao do
espectro visivel (BROUILLARD; DUBOIS, 1977). As modificacfes estruturais das
antocianinas em agua sao por causa da alta reatividade da aglicona (CONSTANT et al.,
2002). Em pH entre 1 e 2, as solu¢des antocianinas apresentam coloracdo avermelhada
intensa, caracteristica do cation flavilium (BORDIGNON et al., 2009).

Elevando-se o pH, em torno de 6, essas tornam-se @scefar razdo da
hidratacéo do cétion flavilium, com formacéao da estrutura carbinol. Com o aumento do
pH, anidrobases séo formadas e a coloracéo tende a violeta (pH entre 6,5 e 8) e ao azul
(pH entre 9 e 12). Em meio fortemente alcalino, pHs 13 e 14, ha ruptura do anel

by

heterociclico, formando-se chalconas, que conferem coloragdo amarela a solucao,



podendose precipitar, 0 que torna o processo irreversivel (HARBONE, 1994;
BROUILLARD; DUBOIS, 1977; TERCI; ROSSI, 20p2

2.4. Antioxidantes

Os antioxidantes s&o substancias que retardam ou inibem a oxidagdo de um
substrato de maneira eficaz. Geralmente, estdo presentes em baixas concentracées em
relacdo a concentracdo do substrato. Podem ser classificados em antioxidantes
enzimaticos, que sdo capazes de interagir com as enzimas que removem as espécies
reativas ao oxigénio; e ndo enzimaticos, que interagem com as espécies radiculares e
sao consumidos durante a reacdo (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004).

Pela inibicdo das reacdes em cadeia com o ferro e o cobre, 0os antioxidantes
impedem a formagé&o de radicais livres. Eles sdo capazes de interceptar os radicais livres
gerados pelo metabolismo celular ou por fontes exdégenas, bloqueam o ataque sobre
lipidios, aminoacidos, a dupla ligacdo dos &cidos graxos poli-insaturados e as bases do
DNA, evitando a formacdo de lesdes e perda da integridade celular, assim como
reparam lesBes causadas pelos radicais, removendo danos das moléculas de DNA e
reconstituindo membranas celulares danificadas (HEIM et al., 2002).

As caracteristicas de um bom antioxidante sdo: presenca de substituintes
doadores de elétrons ou de hidrogénio ao radical, em razédo de seu potencial de reducao;
capacidade de deslocamento do radical formado em sua estrutura, capacidade de quelar
metais de transicdo implicados no processo oxidativo e acesso ao local de acéao,
dependendo de sua hidrofilia ou lipofilia e de seu coeficiente de particdo (MANACH et
al., 2004).

Na industria alimenticia, o uso de antioxidantes sintéticos é muito importante
para manter a integridade dos produtos, preservando caracteristicas sensoriais e
nutricionais e prolongando a vida de prateleira dos produtos. Estudos visam a
identificacdo de antioxidantes de fontes naturais para a aplicacdo em produtos
alimenticios. Ao serem adicionados aos alimentos, os antioxidantes naturais protegem
ndo somente o produto alimenticio, mas também o organismo animal, visto que, ao
serem ingeridos, os antioxidantes combatem radicais livres, contribuindo para a reducéo

do risco de desenvolvimento de varias patologias (KUFNER, 2010).

2.5. Compostos fenolicos
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Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios importantes na formacgéo
dos pigmentos das plantas. Possuem um ou mais grupos hidroxilas ligados ao anel
aromatico. Apresentam estruturas variadas sendo encontrados como acidos fendlicos,
antocianinas e taninos. As estruturas fendlicas ligadsg®oteinas e aos acucares e
fazem parte de alcaloides e terpenoidessmassas molares dessas estruturas podem ser
baixas, como as dos &cidos cafeico e galico, ou elevadas, como as dos taninos, que
apresentam alto grau de polimerizacdo. Em sua maioria, sdo de grande polaridade e
muito reativas, além de serem suscetiveis a acdo de enzimas (KING; YOUNG, 1999).
Os compostos fendlicos geralmente encontrados em alimentos sdo &cidos fendlicos,
flavonoides, estilbenos e taninos.

Os compostos fendlicos sdo antioxidantes de ocorréncia natural. A capacidade
antioxidante deles é por causa, principalmente, das suas propriedades redutoras e
depende do nimero e da posi¢ao das hidroxilas presentes na molécula, assim como da
concentracdo desses compostos no alimento (BROINIZI et al., 2007; MELO et al.,
2008).

A eficiéncia do antioxidante € determinada pelos grupos funcionais presentes,
pela posicdo no anel aromético e pelo tamanho da cadeia. Compostos fendlicos sdo
incluidos na categoria de interruptores de radicais livres e séo eficientes na prevencgao
da autoxidacao. A acdo antioxidante desses compostos tem importante papel na reducéo
da oxidacdo lipidica em tecidos vegetal e animal. Quando os compostos fendlicos
reagem com os radicais livres, os radicais formados sdo estaveis, o que impede a
oxidagdo de varios componentes dos alimentos, particularmente acidos graxos e 0leos.
Esse poder de neutralizacdo das estruturas radicidages razdo da sua estrutura
quimica formada por pelo menos um anel aromatico com grupamentos hidroxilas
(ANGELO; JORGE, 2007; SOARES et al., 2008).

As frutas sao, geralmente, mais ricas em compostos fenolicos que outros
vegetais. Frequentemente, essas contém elevado teor de antocianidinas e antocianinas.
As principais fontes de compostos fendlicos sao as frutas citricas e frutas como cereja,
uva, ameixa e jabuticaba. Na jabuticaba, sdo encontrados em maior quantidade na casca.
Em geral, os compostos fendlicos sdo multifuncionais como antioxidantes, pois atuam
combatendo radicais livres, doando um atomo de hidrogénio de um grupo hidroxila
(OH) da sua estrutura aromatica. A estrutura aromatica é capaz de suportar um elétron
desemparelhado pelo deslocamento desse ao redor de todo o sistema de elétrons da

molécula; quela metais de transicdo como & Eeo CU; interrompe a reacdo de
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propagacédo dos radicais livres na oxidacao lipidica; modifica o potencial redox do meio;
e repara as lesdes de células atacadas por radicais livres (PODSEDEK, 2007).

Os compostos fendlicos também bloqueiam a acéo de enzimas especificas que
causam inflamacé&o; modificam as rotas metabdlicas das prostaglandinas; protegem a
agregacao plaquetéria; e inibem a ativacéo de carcindgenos (VALKO et al., 2006).

Dessa forma, os compostos fendlicos atuam por mecanismos variados,
dependendo da sua concentracdo e do tipo de composto presente no alimento, podendo
existir sinergismo ou antagonismo entre os diferentes compostos (PEDRIELLI;
SKIBSTED, 2002; HASSIMOTTO et al., 20P5

Os compostos fendlicos estdo disponiveis nos alimentos como acidos fendlicos,
flavonoides, ligninas, estilbenos, cumarinas e taninos. Eles atuam como antioxidantes
em concentracfes baixas, enquanto, em elevadas concentragdes, comportam-se como
proantioxidantes, visto que sdo susceptiveis a oxidacdo (ROBARDS, 2003),
contribuindo para reduzir o risco de doengas como catarata, cancer, aterosclerose,

isquemia, alteracdes no sistema nervoso etc. (TEMPLE, 2000).

2.6. Colorimetria

A cor é um atributo de importancia fundamental no julgamento da qualidade de
um alimento, uma vez que a apreciacdo visual € o primeiro dos sentidos a ser usado,
sendo, portanto, uma caracteristica decisiva na escolha e aceitacdo do produto (Lima et
al., 2007). Estudos tém demonstrado que a cor, assim como 0 valor nutricional,
determina na qualidade dos alimentos (DUZZIONI, 2009).

Todas as cores podem ser especificadas em termos da contribuicdo proporcional
dos componentes vermelho, verde e azul do espectro visivel, que equivale a cor da
amostra. A combinacdo das trés cores primarias, representadas pelos simbedps R (
vermelho), G ¢reen verde) e B I§lue azul) resulta, portanto, na cor da amostra que
pode ser caracterizada objetivamente e expressa por meio de valores numéricos e por
diferentes sistemas de medida (FRANCIS; CLYDESDALE,1975).

Em 1931, a Comissédo Internaciodal L’Eclairage (CIE) desenvolveu um
sistema para especificar os sinais de cor, recomendando para ser utilizado em larga
escala. Os trés atributos da cor poderiam ser expressos como uma esfera tridimensional,
manifestada numericamente por um sistema de ordens, correspondenda secor
guantificada e evidenciada de maneira objetiva e precisa. Pelo principio da sintese de

cores aditivas, todas as tonalidades partem da combinacdo das cores primarias
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(vermelho, verde e azul). Por suas caracteristicas de capacidade analitica e objetividade
€@ muito usado para o método de andlise espectral da luz refletida, reemitida ou
absorvida de um objeto, que € feita com a utilizacdo de um espectrofotbmetro
(BERTOLINI, 2010).

O sistema CIE (Figura 2), como € atualmente conhecido, baseia-se na
transformacao de func¢des das cores originarias das cores primarias conhecidas como X
(vermelho), Y (verde) e Z (azul), em que os trés valores especificam as quantidades de
cores para se descrever uma cor do espectro de luz visivel. Para o sistema CIE XYZ,
existem trés condigcbes que definem a existéncia da cor, o objeto, o iluminante e o

observador.

Fonte: LEAO, 2005.
Figura 2-Modelo de cor CIE XYZ.

Conforme Ledo (2005), o modelo de cor CIELAB (Figura 3) foi criado pela
CIE para aumentar a uniformidade das cores percebidas pelo sistema visual
humano.Nesse modelo, € determinado um espaco de cor tridimensional onde o eixo do
a* e o de b* formam um plano ortogonal ao eixo do L*. O L* representa o valor de
luminosidade da cor, o a* pode variar do verde para o vermelhode lmarelo para o

azul.
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FONTE: LEITE, 2006
Figura 3— Modelo de cor CIELAB

Conforme Minolta (2007), o modelo de cor CIE LCH (Figura 4) € muito
semelhante ao modelo de cor CIE LAB, porém em vez de utilizar coordenadas
retangulares, usase coordenadas cilindricas, em que L* indica a luminosidade
exatamente como no modelo CIE LAB; o valor C*, o croma; e h, o angulo de

tonalidade.

L=100

White

+b
Yellow

L=0
Black

FONTE: MINOLTA, 2007
Figura 4- Modelo de cor CIE LCH.

Com o desenvolvimento de técnicas de medicdo Optica e os varios padrbes
definidos pelas CIE, os olhos foram substituidos por aparelhos e fun¢cdes matematicas

para calcularem as cores e suas diferengas (SCHANDA, 2007).
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Em termos mais compreensiveis, a coordenada L* representa quanto mais clara
Oou mais escura é a amostra, com valores variando de 0 (totalmente preta) a 100
(totalmente branca). A coordenada a* pode assumir valore@dverde) a +100
(vermelha); e a coordenada de cromaticidade b* pode variaib@eazul) a +70
(amarela) (ALVES et al., 2008).

A saturacdo (c*) representa a intensidade de uma cor particular, indicando a
pureza da cor em relacdo ao branco, sendo definida pela quantidade de cinza que
contém uma cor: quanto mais cinza ou mais neutra for, menos brilhante ou menos

7

"saturada" € a cor. Um maior valor de c* indica maior pureza ou intensidade da cor.

2.7. Bebidas isotbnicas

As bebidas isotbnicas sdo repositores hidroliticos formulados a partir da
concentracdo variada de eletrélitos, associada concentracbes variadas de
carboidratos, com o objetivo de reposicéo hidrica e eletrolitica decorrentes da pratica de
exercicios fisicos (CASTRO et al., 2006). Segundo Petrus e Faria (2005), uma bebida
isotdnica é aquela que apresenta concentracdo de substancias ou minerais semelhantes
aos encontrados nos fluidos organicos. O balango entre os eletrélitos (minerais) evita a
desidratacdo durante a pratica esportiva. Um isotbnico deve possuir pressdo osmoética
semelhante a do sangue humano. Essa caracteristica permite que a bebida seja
rapidamente absorvida apds o consumo.

Os eletrolitos estdo envolvidos na maioria dos processos biolégicos e os mais
importantes sdo: sddio, cloreto, potassio, calcio, magnésio e fasfses devem estar
presentes na composicdo de bebidas isotbnicas, a fim de possibilitar a réapida
recuperacao das perdas desses minerais pela pele e urina durante a EréticiciEs
fisicos (SILVA et al., 2006).

Segundo a RDC 18 da ANVISA (BRASIL, 2010), os suplementos
hidroeletroliticos para atletas devem atender aos seguintes requisitos:

* A concentracdo de sédio no produto pronto para consumo deve estar entre 460 e 1.150
mg L*, devendo ser utilizados sais inorganicos para fins alimenticios como fonte de
sodio.

« A osmolalidade do produto pronto para consumo deve ser inferior a 330 mOsm/kg
agua (préxima a osmolalidade plasmatica, para facilitar a restauragéo hidrica).

* Os carboidratos podem constituir até 8% (m/v) do produto pronto para consumo.
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+ As vitaminas e minerais podem ser adicionadas ao suplemento, conforme o
regulamento técnico especifico sobre adi¢cdo de nutrientes essenciais.

« O potéssio pode ser adicionado ao produto em até 700'mg L

O produto ndo pode ser adicionado de outros nutrientes e ndo nutrientes.

» O suplemento n&o pode ser adicionado de fibras alimentares.

+ O produto pode ser comercializado em diferentes formas de apresentagdo, como
tablete, comprimido, po, gel, liquido, capsula, barra, entre outras, desde que atenda aos
requisitos especificos estabelecidos anteriormente.

Sichert-Hellert e Kersting (2001) retata que o consumo de vitaminas do
complexo B aumentou entre jovens e adolescentes na Alemanha em razdo do consumo
de bebidas fortificadas, como isotdnicos e energéticos. Campbell e Geik (2004)
discutiram sobre as necessidades nutricionais de atletas idosos, uma vez que mudancas
na manutencdo da temperatura corporal associadas a idade desses atletas levam a
aumento da susceptibilidade a desidratacdo. Esses autores enfatizdieta como
sendo a ferramenta para a manutencdo de saude e desempenho durante os exercicios
fisicos, levando em consideracao a necessidade de suplementacdo de certas vitaminas e
minerais, como as vitaminas B2, B6, B12, D, E, o acido folico e os minerais célcio e
ferro, o que pode ser obtido por meio de bebidas isotonicas.

Para garantir a seguranca do consumidor que procura essas bebidas, é
necessario que o nivel dos micronutrientes obed&scammended Dietary Allowance
(RDA), também conhecido como o nivel de ingestdo diaria (MARCHIONI et al., 2004).
Para adultos jovens, homens e mulheres, na faixa etaria de 19 a 24 anos, a RDA visa
valores entre 500 e 2.400 mg de sodio por dia (RDA, 1989). Uma embalagem de 500
mL de uma bebida isotdnica contém 225 mg de sédio, o que significa menos de um
décimo da quantia maxima apresentada pela RDA (PONTES, 2004).

Acompanhando a tendéncia mundial, o segmento de bebidas isotbnicas vem
ampliando seu mercado, introduzindo novos sabores e atendendo a demanda crescente
por novos produtos (DE MARCHI; MONTEIRO, 2003). Tradicionalmente, os
isotdnicos tém sido preparados utilizando-se corantes e aromatizantes artificiais, além
de conservadores. O emprego de polpas, sucos ou extratos na producéo de isotbnicos
aponta para uma nova perspectiva, agregando a bebida vantagens nutricionais, além de
responder ao forte apelo por produtos naturais (DE MARCHI e MONTEIRO,2003;
BEVERAGE WORLD INTERNATIONAL, 1998; GIESE, 1995).
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O emprego dos extratos antocianicos de frutas, como jabuticaba, como corante
e ingrediente funcional em alimentos e bebidas torna-se muito interessante por causa do
crescimento do mercado de produtos alimenticios benéficos a saude. Entretanto, existem
muitas limitacdes para a aplicacdo comercial de antocianinas em produtos alimenticios e
bebidas em raz&do da baixa estabilidade desses pigmentos, que depende da prépria
estrutura quimica, da concentracdo, do pH, da temperatura, da presenca de oxigénio, da
luz, do acido ascorbico, dos cofatores e dos aggetn. (ROSSO, 2006).

3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado nos Laboratérios de Quimica e Andlise de
Alimentos, de Inovaleite e de Corantes Naturais e Compostos Bioativos do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa,
MG.

3.1. Matéria-prima

3.1.1. Permeado da ultrafiltracado

O permeado utilizado foi obtido pela ultrafiltracdo do leite pelo sistema de
membranas do Laticinios Escola, que pertence ao Laboratério Inovaleite da UFV
Vicosa, MG.

A planta-piloto de ultrafiltracdo usada foi da marca WGM Sistemas, equipada
com membrana espiral de polisulfona/poliamida, com massa molar de corte de 10 kDa.
Durante a ultrafiltracdo do leite, utilizae temperatura entre 45 °C e 50 °C para
maximizar o fluxo de permeado, jA que nesse intervalo o leite apresenta viscosidade
minima e para minimizar a precipitacdo de sais de célcio e desnaturacdo de proteinas. A
variacao de presséao aplicada ao leite foi de 0,99 atm, sendo a pressao de entrada de 2,96
atm e a de saida de 1,97 atm. A area filtrante da membrana equivale a 6 m2.

Porcbes de le 3 L de permeado foram envasadas em embalagens de
polietieleno e mantidas congeladas (°C3a - 20°C), em freezer convencional. No
momento da sua utilizacdo, amostras de permeado foram previamente dadasnge
em geladeira (£ 5 9por 24 h.

3.1.2. Casca de Jabuticaba
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Foram coletados 30 kg da fruta de jabuticaba da esfp@ciaria jaboticaba
(Vell) Berg cv ‘Sabara’ na fruticultura da Universidade Federal de Vigosa, safra
2014/2015. As frutas foram higienizadas em tanques de imersédo de agua contendo 100
mg/L de hipoclorito de sédio a 5% de cloro ativo, por 15 min. Em seguida, essas foram
despolpadas manualmente, e as cascas foram congeladas em nitrogénio liquido,
embaladas em embalagem de polietileno e, posteriormente, mantidas sob congelamento
(-18°C a -26C). No momento das andliseslo preparo dos extratos, amostras da casca
da fruta foram descongelalaob refrigeracdo (5C) por 24 h, de acordo com as

quantidades necessarias nas etapas de extracao.

3.2. Obtencéo do extrato de antocianinas da casca de jabuticaba

O pigmento foi extraido segundo metodologia proposta por Cipriano)(2011
que brevemente sera detalhada.

Cerca de 5 g de casca de jabuticaba foram triturados em liquidificador
doméstico (marca Mondial) com etanol 70% (v/v) (1:2 cascas/solvente) e acidificado
apos a trituracdo com solucéo de acido citrico 6%, até pH 3,0. Em seguida, a mistura foi
deixada em repouso, protegida da luz e sob refrigeracédo (4 °C =1 °C) por 24 h. O
material foi filtrado em tecido fino de nailon e novamente em papel-filtro quantitativo
watman n°® 1, e o volume foi completado para 25 mL em baldo volumétrico com a
solucéo extratora.

O extrato obtido foi concentrado até eliminagéo total do solvente em evaporador
rotativo (Laborota, 4000) a 40 °C, protegido da luz. O extrato foi concentrado até atingir
um teor de solidos soluveis totais de aproximadamente 9 °Brix. O armazenamento dos
extratos concentrados foi feito em frascos ambar, com a temperatura de refrigeracéo de

4 °C, até a utilizacao deles.

3.3. Elaboracéo da bebida

Para chegar a formulacéo final da bebida isoténica desse experimento, foram
realizados testes preliminares, em laboratério, com diferentes concentracdes de extrato
concentrado da casca da jabuticaba (3,0% (v/v); 3,5% (v/v); 4,0% (v/v); e 5,0%gV/V)),
fim de adquirir uma bebida com osmolalidade entre 290 e 330 RES5m

Escolhida a melhor formulacéo, ou seja, aquela que obteve a osmolalidade entre
290 e 330 mOskg’, foi elaborada a bebida final em maior escala para se dazer

estudo de estabilidade. Parasgs foi adicionado ao permeado a sucralose na
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concentracdo de 0,0075% (m/v). Houve um pré-aquecimento em micro-ondas até atingir
a temperatura de 40 °C. O frasco contendo a mistura foi deixado em banho-maria até
atingir a temperatura de pasteurizacdo (62,8 &@30 min). Apdés os 30 min de
pasteurizacdo, foi preparado um banho de gelo e feito um resfriamento rapido, até
atingir a temperatura de 40 °C, para a adicdo dos conservantes sorbato de potassio
(0,01% (m/v) e benzoato de sédio (0,05% (m/v). Houve novamente um resfriamento em
banho de gelo até atingir a temperatura de 20 °C para a adicdo do extrato antocianico da
casca da jabuticaba 3,5% (v/v) e do aromatizante idéntico ao natural sabor frutas
vermelhas 0,01% (v/v). As bebidas foram distribuidas em frascos de vidros com
capacidade de aproximadamente 60 mL, que foram previamente higienizados por 30

min em agua em ebulicdo e secos em estufas.

3.4. Delineamento experimental

O experimento para estudo da estabilidade da bebida foi conduzido no
delineamento inteiramente casualizado em esquema de parcela subdividida, sendo na
parcela tratamentofiz a 4 °C; luz a 25 °C; auséncia de luz a 4e°ayyséncia de luz a
25 °C. Na subparcela, foi o tempo de estocagem de amostras de bebidas em cada
tratamento, totalizando nove tempos (O, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 dias) para as
variaveis pH, acidez, osmolalidade, sélidos soluveis totais, compostos fendlicos e
atividade antioxidate; 13 tempos (0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 piaa
as variaveis de cor e antocianinas totais; e trés tempos (0, 30 e 60 dias) para as analises
microbiolégicas.

As formulacdes de bebidas foram distribuidas em frascos de vidros
transparentes ou ambar de capacidade de 60 mL, hermeticamente fechados com tampa
de plastico.

Para avalia o efeito da luz, frascos transparentes foram colocados sob
lampadas fluorescentes (40W2500 lumens), correspondente a luz do dia, mantendo
distancia em torno de 5 cm entre si, protegidas de qualquer outra fonte de 162; a 25
os demais, em geladeira display 8C4

Os frascos ambar foram distribuidos e colocados em caixas fechadas de
papeldao e armazenados em geladeira (4 °C) e em temperatura ambiente (25 °C).

Todo experimento foi feito em trés repeticbes experimentais, e as analises

fisicas, quimicas e microbiologicas foram feitas em duplicata.
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3.5. Andlises fisicas e quimicas

3.5.1.pH

Realizouse pelo método eletrométrico, pela via direta e pela imersdo do
potencidmetro nas amostras. A leitura foi feita em equipamento digital (marca MS
Technopon Equipamentos Especiais, modelo mPA-210 e eletrodo modelo AF 405),

seguindo as normas descritas do Instituto Adolfo Lutz (2008).

3.5.2. Acidez titulavel

Determinouse por titulacdo com solucdo padronizada de NaOH (0, 1Ll
tendoa fenolftaleina como indicador de acordo com metodologia descrita no Instituto
Adolfo Lutz (2008). O resultado foi expresso em % de &cido latico {rpara o

permeado, enquanto na bebida a acidez foi expressa em % de acido citfijo (m-v

3.5.3. Nitrogénio Total

A discriminacdo do teor de nitrogénio total no permeado foi realizada pelo

método Kjeldahl modificado.

3.5.4. Agua

O teor de 4gua falefinido pela perda de massa das amostras em estufa a 105 +
2 °C, com remocao da agua e das substancias volateis. O método baseia-se na secagem
de exatamente 5 g da amostra, dispostos em cadinhos, em estufa durante 4 h, e pesagem
a cada 30 min até massa constante. O residuo obtido apos a evaporacéo representa o teor

de solidos totais da amostra (Instituto Adolfo Lutz, 2008).

3.5.5. Residuo Mineral Fixo (RMF)

Fez-se a determinacdo de cinzas por incineracdo das amostras em mufla a
temperatura de aproximadamente 550 °C até se obterem cinzas claras.

Pesaram-se, diretamente em cadinho, previamente aquecido em estufa 105 °C,
exatamente cerca de 5 g de amostra. Os cadinhos foram levados a mufla a 550 °C e

incinerados por 3 h ou até peso constante.

3.5.6. Solidos sollveis totais
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Discriminouse por leitura direta em temperatura ambiente, em refratobmetro de
bancada Abbé com escala graduad@®¥ix, previamente calibrado com agua destilada

de acordo com as orientacfes descritas no Instituto Adolfo Lutz (2008).

3.5.7. Carboidratos totais

Esse componente foi definido por meio da diferenca percentual da soma das

analises de agua, proteina, cinzas e lipideos totais.

3.5.8. Lactose

O teor percentual (m/v) de lactose foi determinado por meio do método da
Cloramina-T. O método consiste em uma valoracao indireta redox, na que previamente
se extraiu a lactose, sendo esse separado do resto dos componentes do leite. (PEREIRA
et al, 2001).

3.5.9. Determinacao de minerais

Antes de realizar a determinacdo dos minerais, foi feita a desmineralizagéo de
todas as vidrarias. Para isso, os materiais foram colocados de molho por 24 h em
solucéo de HCI 20% v/v e depois enxaguados com agua deionizada por trés vezes.

Para definir os minerais sodio, potassio, calcio, magnésio e fosfaro
amostras de permeado e da bebida, foi feita, primeiramente, a digestdo das amostras, em
que foram colocados hL de cada amostra, em erlermyer 25 mL, sendo, em seguida,
adicionados de 1B1L de solucéo de nitroperclérico (3+1 v/v). No interior de capela de
exaustdo, as amostras foram aquecidas em chapas aquecedoras até fervura branda (~120
°C) e mantidas nessa condicdo até a formacdo de solucdo limpida, sem coloragéo
amarela. Apés resfriamento, as amostras digeridas foram transferidas para um baldo
volumétrico de 25 mL, completado com agua deionizada. Posteriormente, foram
transferidas a tubos de ensaio apropriados.

Para determinar o sodio e potassio por fotometria de chama (marca Sorning,
modelo 400), as amostras digeridas foram novamente diluidas de 1:10 (v/v) e 1:5 (v/v).

O equipamento provido com lampadas para sédio e potassio foi devidamente
calibrado com os padrées da marca Merck para sddio e potassio nas concentracdes de 1,
2, 5 e 10 mg/L. Em seguida, foram feitas as leituras das amostras de permeado e da

bebida. Para o calculo, foi usada a curva analitica apropriada para esses minerais.
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J& para definir o célcio, magnésio e fosforo por absor¢cdo atémica, 1 mL das
amostras foi colocada em recipiente apropriado, acrescentando de solucdo de
cloreto de estréncio 3000 mg/L e 8 mL de agua deionizada, resultando em uma diluicdo
final de 1:125 (v/v). A leitura foi feita em espectrometro de absorcdo atdémica, marca
GBC, modelo Avanta Sigma, equipado com lampada para calcio, magnésio e fésforo.

Para célculo das concentragfes, foi utilizada a curva analitica apropriada para

calcio e magnésio e fésforo.

3.5.10. Medida da Osmolalidade

A fim de medir a osmolalidade das formulacdes das bebidas nos testes
preliminares para caracteriza bebida, durante os estudos de estabilidade foi wsado
método Crioscopio, que se baseia no abaixamento do ponto de congelamento para
calcular o valor dessa osmolalidade.

Para fazer as andlises, foram pipetados 2,5 mL de amostras. Fez-se a leitura
direta do abaixamento do ponto de congelamento num crioscopio marca ITR modelo
MK540, previamente calibrado com solucdes padrédo. Com os valores de abaixamento
do ponto de congelamento obtidos no crioscopio em °C, foi possivel calcular a
osmolalidade expressa em mOsmdlEquacao )

AT,

Osmolalidade = (K ) -1000

¢ 1)
em que:
ATc = Abaixamento do ponto de congelamerf®)(

K= Constante crioscépica da agua (1,86 °Cragl" ).
3.5.11. Anédlise colorimétrica

A avaliacdo objetiva da cor das amostras da bebida foi realizada utilizando o
colorimetroColor Questll (Hunter Lab, Reston, VA), conectado a computador provido
do sistemasoftware Universal. O equipamento foi devidamente calibrado para
reflectancia incluida, utilizando um angulo de observador de 10° e iluminante D65, com
posicionamento dos dispositivos protetor de luz, azulejo branco calibrado e azulejo
cinza calibrado na porta de reflectancia.

As amostras foram transferidas para uma cubeta de quartzo apropriada, com

capacidade para 50 mL para que as leituras fossem feitas.
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Os valores de tonalidade (h*) e saturagédo (C*) foram calculados a partir dos
valores de a* e b*, conforme as Equacbes 2 e 3

C*=+va” +b* ()

h* = Arc tan(b*/a*) 3)

Os dados da Equacao (3) foramltiplicados por 180/m para expressar 0S
resultados da tonalidade em graus (h*).

Um dos métodos mais utilizados para céalculo de diferencas de cor é Delta E
(AE) — (CIE1976), que usa os valores numéricos do modelo CIE LAB, conforme a

equacao

AE = \/(AL*)? + (Aa* )2+ (Ab*)? (4)

3.5.12. Compostos fendlicos totais

As andlises de compostos fendlicos totais ektratos e das bebidas foram
feitas segundo metodologia citada por Singleton e Rossi (1965), com modificacdes que
utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu.

Em tubo de ensaio, foram misturados 0,6mL de amostra e 3,0 mL de reagente
folin-Ciocalteu (Laborclin, 2N) diluidos em agua destilada (1:10 v/v). Os tubos foram
homogeneizados em agitador de tubos. Ap6s 3 min de agitacéo, foram adicionados 2,4
mL de solucéo saturada de 8&; (7,5% m/v). Os tubos permaneceram em repouso,
ao abrigo da luz, por 1 h, para que entdo fosse realizada a leitura de absorbancia, em
espectofotdmetro (Rayleigh, modé)y'-9200) em 760 nm.

O indice de Polifenotis Totais (IPT) foi determinado a partir da curva-padréo de
acido galico (P.A, Vetec) de concentracao, variando entre 0 e 200" n@g resultados
foram expressos em &cido galico equivalente (mg AGE-tom base na equacio

obtida na curva analitica.

3.5.13. Antocianinas totais

O teor de antocianinas totais dos extratos e das bebidas foi determinado por
espectrofotometria, de acordo com Fuleki e Francis (1968), utilizando o método de

quantificacdo por pH Unico, que consistiu na transferéncia de uma aliquota da amostra
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(3,5 mL) para um baldo volumétrico de 5 mL, tendo o volume completado com uma
mistura de 85 partes de solugcdo Etanol 95% com 15 partes da solu¢cdo HCI 1,5 N. Em
seguida, ézse a leitura da absorbancia, em espectofotdmetro (Rayleigh, modelo UV-
9200) em 535 nm.

Para os célculos, usee-0 Coeficiente de Extincdo médiosgEios1cm 98,2
L.cm™.g%), que corresponde & cianidina-3-glicosideo (FULEKI e FRANCIS, 1958).

teor de antocianinas foi obtido pela Equacéo 5.
A =¢gb-C 5)

em que:
A = Absorbancia (Abs) em 535 nm.

g= Coeficiente de extingdo médio (98,2- L cuj).
C’ = Concentragdo (g-L™).

b = Espessura da cubeta (1cm).

3.5.14. Ensaio do cétion radical ABTS

A atividade antioxidante definida pelo ensaio do cation radical ABTS foi
realizada segundo metodologia descrita por Re et al. (1999), com modificacdes.

Em um recipiente ambar, foi misturada uma solucdo de ABTS 7-hilrel
persulfato de potéassio 2,45 mnot na proporcéo 1:1 (v/v), que permaneceu ao abrigo
da luz durante 12 a 16 h para a geracdo do cation croméforo "ABABOS esse
periodo, o radical foi diluido em etanol 80% até que se atingisse absorbancia de 0,700 *
0,005, no comprimento de onda 734 nm (espectofotbmetro Rayleigh, modelo UV-
9200).

Em tubos de ensaio, foram adicionados 0,5mL de diferentes diluicbes da
amostra e 3,5 mL de solucdo ABTS seguido de homogeneizacdo em agitador de
tubos. A absorbancia foi entdo lida apds 6 min de reacdo, no comprimento de onda de
734 nm.

A atividade antioxidante total foi expressa pelo valor da atividade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC), em mrviof. O valor da TEAC foi calculado com base
na curva analitica de Trolox, preparada com solu¢cbes do padrdo de concentracdes, que

variavam entre 4,0 e 100,0 mniot, nas mesmas condicdes das amostras.
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3.5.15. Ensaio do cation radical DPPH

A atividade antioxidante também foi discriminada pelo ensaio do cétion radical
DPPH, segundo metodologia descrita por Brand-Willams et al. (1995), com
modificacdes.

Foi preparada uma solucdo metandlica de DPPH com concentracdo de 0,6
mmolL™. Em ambiente escuro, foram transferidas aliquotas de 0,1 mL de diferentes
diluicdes da amostra para tubos de ensaio, onde foram adicionados 2,9 mL da solucéo
metandlica do radical DPPH. Em seguida, homogeneizem agitador de tubos.

Feito isso, os tubos foram deixados em repouso ao abrigo da luz durante 25
min. Apos esse periodo, foi feita a leitura da absorbancia a 515 nm (espectofotbmetro
Rayleigh, modelo UV-9200, previamente calibrado com metanol (branco)).

Para quantificaa atividade antioxidante, foi elaborado previamente uma curva
analitica de diferentes diluicbes metandlicas da solugdo padrao Trolox, com
concerragbes que variaram entre 0,698 e 0,12 nirfplnas mesmas condicbes das

amostras.

3.5.16. Estudo de estabilidade da bebida

Neste estudo, foi avaliada a cinética de degradacdo ou alteracdo das variaveis
de cor e antocianinas totais durante o periodo de 60 dias de armazenamento das bebidas
formuladas com o permeado da ultrafiltracdo contendo extrato antocianesdala
jabuticaba frente as condicGes de luz (auséncia e presenca) e tempef@tie2C).

Para isso, foram determinados a velocidade de degradaga® ¢kkempo de meia-vida

(ty2 — tempo necessario para degradar ou alterar em 50% a variavel analisada ).

3.5.16.1. Calculo da velocidade de degradacgaq)k

Para determimmaa constante de velocidade de degradacdo ou alteracdo, foi

admitidaa cinética de 12 ordem e sua estimativa ocorreu conforme Equacao (6
In (/¢ ) =—ka-t 6)

em queC € a concentracdo ou o valor da variavel apos o tempo de armazenamento das
bebidas isotbnicas sob condi¢des de luz e temperatura contrq@exfzosto no estudo;

C,, a inicial no tempo zerogka velocidade de degradacao ou alteracao; e t, o tempo.
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Por andlise de regresséo linear, as velocidades de degradagddteracéo
foram estimadas para cada combinacédo de luz e temperatura.

3.5.16.2. Determinacao do tempo de meia-vidag)

A partir dos valores obtidos parg koram calculados para cada condi¢cdo os
valores deif, a partir da relacdo apresentada na Equacao 7.

. 2 o
1, = k,

3.6. Avaliacdo microbioldgica da bebida

3.6.1. Mesdfilos aerdbios

A enumeracao de mesofilos aerdbios consistiu na aplicacdo da técaica
plate, utilizando aplicacéo direta da bebida e de suas diluicdes em Agar Padrdo para
Contagem (PCA), incubacdo em temperatura de 36 = 1 °C por 48 h e contagem das
colénias, sendo os resultados expressos em-IEE usandoa metodologia APHA
(DOWES, 2001) e descrita na Instrucdo Normativa 62 do Ministério da Agricultura
(BRASIL, 2003).

3.6.2. Psicrotroéficos

A contagem de microrganismos psicrotréficos foi determinada segundo Cousin
et al. (2001), utilizando-se PCA e incubacdo a 7 °C por 10 dias. Para a contagem das
colénias de psicrotroficos, foram selecionadas as placas contendo de 25 a 250 colbnias
e, posteriormente, foi calculado o numero de Unidades Formadoras de Colénias (UFC

por mL do produto.

3.6.3. Numero mais provavel de coliformes a 30 °C e 45 °C

Realizouse a analise microbiologica de coliformes a 30 °C e a 45 °C pela
técnica do Numero Mais Provavel (NMP), de acordo com Kornacki e Johnson (2001),
utilizando-se caldo Lauril Sulfato Triptose para o teste presuntivo, caldo Bile Verde
Brilhante para confirmar coliformes 36 °C e a 30 °C e Caldo EC para comprovar
coliformes que fermentam a 45 °C. O resultado foi expresso em NMP por mL de
bebida.
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3.6.4. Fungos filamentosos e leveduras

Para a contagem de fungos filamentosos e leveduras, foram inoculados 0,1 mL
de cada uma das diluicdes sobre a superficie de placas contendo Agar batata dextrose,
em duplicata. As placas foram incubadas em temperatura de 25 °C, por seis dias.
Selecionaranse para a leitura as placas com 15 a 150 colbnias, e os resultados foram
expressos em UF@IL™, seguindoa metodologia APHA (DOWES, 2001), descrita ha
Instrucdo Normativa 62 do Ministério da Agricultura (BRASIL, 2003).

3.6.5.Salmonella ssp.

Para identificar a auséncia ou presenc&almonellafoi utilizado o agar
salmonella-shigella. As placas foram incubadas em temperatura de 36 °C, de 18 a 24 h.

Quando a identificacdo deu negativa apos 24 h, essas foram reincubadas por mais 24 h.

3.7. Avaliagdo sensorial da bebida

3.7.1. Preparo da bebida

A bebida foi elaborada com todos os padrfes de higiene necessarios de forma a
nao haver risco de contaminagdo, tendo assim cuidados ao manipular o alimento e
sanitiza os utensilios a serem usados para a elaboracdo da formulacdo. Para certificar
gque ndo houve contaminacdo durante o processamento, foram feitas analises
microbioldgicas (coliformes totais e termotolerantes).

Foram feitas duas formulacdes de bebidas isotonicas, uma com aroma de frutas
vermelhasg outra, de goiaba. As bebidas foram distribuidas em frascos de vidros com
capacidade de aproximadamente 300 mL, que foram previamente higienizados por 30

min em agua em ebulicéo.

3.7.2. Teste de aceitabilidade

As avaliacdes foram realizadas em uma academia localizada no municipio de
Vicosa, MG, e autorizadas pelo Comité de Etica (CAAE 48143415.1.0000.5153).
A aceitacdo foi avaliada por um numero de 100 provadores néo treinados,
utilizando a escala hedbdnica de nove pontos (Figura 5). As amostras (duas amostras)
foram apresentadas refrigeradas’@, em copos descartaveis de 50 mL. Esses foram

marcados com um cddigo de trés digitos, sendo apresentados de maneira aleatoria aos
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julgadores. A cada avaliacdo, os julgadores foram instruidos a enxaguar a boca com
agua para retirar possiveis residuos no interior da boca.

Nome: _Data:
Vocé esta recebendo duas amostras codificadas, avalie as amostra utilizando a escala abaixo

para descrever o quanto vocé gostou e desgostou dos produtos. Marque a numeracgao que melhor
reflita seu julgamento.

9- Gostei extremamente Cor:
8- Gostei muito 735 259
7- Gostei moderadamente Sabor: _

6- Gostei ligeiramente 735 259
5- Indiferente

4- Desgostei ligeiramente Aroma:
3- Desgostei moderadamente 735 259
2- Desgostei muito

1- Desgostei extremamente Impressao global:

735 259

Comentarios:

Figura 5 - Escala heddnica de nove pontos para agadieeitacdo da bebida isotbnica a
base de permeado de ultrafiltracdo de leite, apresentada aos provadores em temperatura

de refrigeracao.

Também foi avaliado o grau de interesse dos consumidores em relacdo a bebida
isotbnica pela aplicacdo de um questionario (Figura 6). As perguntas avaliaram a
frequéncia de consumo usual dos avaliadores, o sexo, a faixa etaria, os sabores
preferenciais e as expectativas em relacdo a uma bebida isoténica.

Foi avaliado o indice de Aceitabilidade (IA) da bebida. Para o célculo, foi

adotada a expresséao:

IA(%) = %- 100 (8)

A= nota média obtida para o produto.
B= nota maxima dada ao produto.

O IA com boarepercussdo tem sido considerado > 70%.
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SEXO: () Feminino () Masculino

FAIXA ETARIA: () Abaixode 20 ( ) Entre 20 e 29 ( ) Entre 30 e 39
( )Entre40e49 ( )Entre50e 59 () Acima de 60

1

Qual a sua afinidade por bebida isotbnica
() Gosta muito

() Gosta moderadamente

() Indiferente

() Desgosta moderadamente

() Desgosta muito

2

Quais sabores vocé mais gosta?
( )Limdo ( ) Maracuja ( )Péssego ( )Guarana ( ) Morango

( )Maga ( ) Goiaba () Frutas vermelhas () Outros

3- Qual a frequiéncia de consumo de bebida isotdnica?
() Mais de uma vez por semana

() Uma vez por semana

( ) Uma vez a cada 15 dias

() Umavez no més

() Menos de uma vez no més

4- Cite em ordem de preferéncia o que vocé esperaria de uma nova bebida isotdnica.

() Que seja saborosa () Que seja nutritiva (Vitaminas e minerais)
() Que seja refrescante () Que tenha baixa caloria
() Que seja barata () Que tenha atividade antioxidante

5

Vocé possui intolerancia a lactose?
( )Sim ( ) Nao

Figura 6 - Questionario aplicado aos potenciais consumidores de bebidas isotbnicas.

3.8. Andlise estatistica

Os dados foram interpretados por analise de variancia (ANOVA), utilizando
teste t (analise sensorial) e teste de tukey (andlises fisicas e quémicéas®l de 5% de
probabilidade. Para efetuar as andlises estatisticas, uskzoysrogramaStatistical
Analyses SystelfSAS), versao 9.2 licenciado para uso pela Universidade Federal de

Vigosa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao das matériaprimas

Na Tabela 2, evidenciarse os resultados da caracterizacédo fisica e da quimica
do permeado e extrato concentrado da casca da jabuticaba.

Tabela 2—- Valores médios (+ desvio-padrdo) das caracteristicas fisicas-quimicas do

permeade extrato concentrado da casca da jabuticaba.

Caracteristicas Permeado Extrato
Agua, % (m/v) 95,59 + 0,18 -
Nitrogénio total, % (m/v) 0,047 £ 0,001 -
Cinzas, % (M/v) 0,03 +0,01 -
Lactose, % (m/v) 4,07+ 0,16 -
Ph 6,35+0,51 2,95 +0,06
Acidez total titulavel, % (m/v) 0,063 + 0,0058" 4,47 + 0,27
Solidos soluveis totais (°Brix) 4,4 +£0,41 8,88 +0,16
Osmolalidade, mOsmar* 230,43 + 0,65 -
Sédio (mg [ 454,17 +7,22 -
Potassio (mg 1) 1175,00 + 25,03 -
Célcio (mg LY 512,11 + 8,46 -
Magnésio (mg L) 165,28 + 32,38 -
Fosforo (mg ) 351,07 + 11,63 -
Luminosidade (L*) 70,99 £ 0,31 26,09 £ 2,25
Coordenada* -5,39+£0,17 5,67 +2,13
Coordenada b* 13,63 +£0,70 0,95+0,51
indice de saturacéo C 14,66 £ 0,71 5,01 +3,42
Angulo de tonalidade (h*) 111,58 £ 0,41 9,02 +2,30
Antocianinas totais, mbo0 g* i 112,1 + 2,59
Polifenois totais, mg AGHEOO g i 839,74 + 8,49
Atividade antioxidant®PPH (uM i 76,32 £ 0,61
equivalente de trolox/qg)
Atividade antioxidant&\BTS (uM 78,45 + 0,63

equivalente de trolox/qg)

*Os valores representam a média de trés repetices das analises em dtifliqaesso em acido latico

e @ Expresso em acido citrico. AGE = acido galico equivalente.



O teor de agua do permeado apresentou-se elevado, como era de se esperar,
visto que, ao passar pelo processo de ultrafiltragdo, grande parte dos sélidos
representados pelas proteinas ficou retida na membrana, obtendo assim um teor de
95,59%. A lactose, o0 nitrogénio total e as cinzas somam aproximadamente 4,14%,
constituindo o permeado.

O valor de pH (6,35) no permeado se encontrou dentro dos valores encontrados
por outros autores como Fontes et al. (2015), os quais obtiveram o valor de 6,58 para o
permeado obtido da ultrafiltracdo de soro de leite e Faedo et al. (2013), os quais
alcangaram 6,70 para o permeado da ultrafiltagdo do leite. O valor de pH do extrato da
casca de jabuticaba foi de 2,95. O baixo valor de pH apresentado foi em razdo da adigéo
de &cido citrico durante a etapa de extracdo. O meio muito acido é importante, uma vez
gue ajuda na extracdo do pigmento da matriz estudada e também na manutencdo da
coloracdo vermelha das antocianinas.

A acidez do permeado deste trabalho foi condizente com o pH, visto que
engquanto esse se apresentou préximo da neutralidade, aquela exibiu valores muito
baixos. Os resultados de Fontes et al. (2015) corroboraram com o0s resultados desta
pesquisa, visto que esses obtiveram 0,056 % de acidez expressa em acido latico para o
permeado da ultrafiltracdo do soro de leite.

A acidez do extrato foi de 4,47%, valor préximo ao encontrado por Zicker
(2011), o qual avaliou a caracterizacdo do extrato aquoso de jabuticaba processado em
trés periodos de tempo, sendo esses de 45, 30 e 15 s, encontrando valores de 4,35%,
4,06% e 4,15% expresso em acido citrico, respectivamente.

Os sdélidos soluveis totais encontrados no permeado foram de 4,4 °Brix, valor
préximo ao achado por Faedo et al. (2013), que foi de 5,2 °Brix. Ja o teor de sélidos
soluveis totais do extrato da casca de jabuticaba foi de 8,88 °Brix. Teixeira (2011) achou
valores maiores, de 9,8 °Brix, para extrato processado mecanicamente por 15 s e 10,3
°Brix, para extrato processado mecanicamente por 45 s. Cipriano (2011) encontrou
valor de 14,1°Brix. O valor de sélidos soluveis totais de 8,88 °Brix foi determinante para
a elaboragdo da bebida isotdnica, uma vez que um valor de solidos maior contribuia
para o aumento da osmolalidade da bebida final.

A osmolalidade do permeado da ultrafiltracdo apresentou um valor de 230,43
mOsmol- [}, abaixo do valor determinado pela resolucdo RDC 18, da ANVISA, de 280
a 300 mOsm-1 para bebidas isonicas. Isso quer dizer que é possivel a adicdo de

ingredientes extras sem que ultrapasse a osmolalidade, porém essa adi¢cao deve ser feita
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de modo controlado, visto que a osmolalidade inerente ao permeado j& evidencia valor
significativo.

Encontraranse no permeado 1.175 mg'Lde potassio e 454,17 mg'lde
sodio. Esses valores ja eram esperados, ja que o leite desnatado possui cerca de 2.000
mg L™ de potéssio e 650 mg'lde sédio (DE BARROS, 2008), ou seja, no processo da
ultrafiltracdo parte desses minerais foram todos para o permeado.

Fontes et al. (2015), ao avaliar o permeado da ultrafiltracdo do soro de leite,
encontraram valores de soédio, potassio, calcio e magnésio, respectivamente, de 374,4
mg L* 763,5 mg [Y; 250,7 mg [; 52,04 mg [!. Essas diferencas significativas de
minerais no permeado podem ocorrer em razéo das diferengas do processo e da matéria-
prima utilizadas como leite ou soro de leite.

Analisando o valor de L*, foi observado que o permeado apresentou-se claro.
Valores negativos de a* e positivos de b*, assim como os valores apresentados pelo
angulo de tonalidade (h*) e indice de saturacdo (C*), no sélido de cor, indicaram que a
cor do permeado encoata-se entre amarela e verde. Isso se deve a riboflavina,
pigmento presente no leite, que permanece no permeado, conferindo uma coloracao
natural ao produto. O extrato apresentou baixo valor de L* (26,09), indicando que era
escuro (opaco). Em relagdo a coordenada a*, o extrato de cascas de jabuticaba obteve o
valor de (5,67), firmando tendéncia ao vermelho (valores positivos de a*). Para a
coordenada b*, o extrato apresentou baixo valor (0,95). Visualmente, o extrato
evidenciou cor roxo-escura.

O valor de h*, que representa a tonalidade da cor, obtido para os extratos da
casca de jabuticaba foi de 9,02°, indicando que esta dentro da faixa de cor vermelha.
Para saturacdo, que expfOe a intensidade da tonalidade, o valor foi de 5,01,
estabelecendo que os extratos ricos em antocianinas sejam obtidos por meio da extracao
acida, a forma predominante é do cétitavilium, que possui coloracdo vermelho
intenso.

Ao estudar as coordenadas de cor do extrato da casca da jabuticaba, Rocha
(2013) verificou valores de L*, C* e h* de 24,71; 1,%4:10,21, respectivamente,
concluindo que esse extrato estudado apresentava coloracao roxeado-escura, corrobando
0s resultados encontrados neste estudo.

O teor de antocianinas e o de fendlicos totais do extrato de cascas de jabuticaba
foram de 112,Ing100 g'e 839,74 mg AGEO0O g, respectivamente, enquanto o valor
de atividade antioxidante fade 76,32 pM Trolox'g™ pelo radical DPPH e 78,45
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uM-Trolox-g"* pelo radical ABTS. O extrato demonstrseicom boa capacidade
antioxidante, em consequéncia da elevada concentracdo de antocianinas e fendlicos
apresentados, esses contribuem diretamente nessa resposta.

A acdo antioxidante de um composto esta diretamente relacionada com
componentes bioativos presentes, assim como depende da estrutura quimica e da
concentragdo desses fitoquimicos no alimento, cujo teor € amplamente influenciado por
fatores genéticos, condicdes ambientais, grau de maturacdo, variedade da planta etc.
(MELO et al., 2009).

Santos et al. (2010), utilizando diferentes métodos de extracdo, encontraram
valores de fendlicos totais e antocianinas totais no extrato de cascas de jabuticaba de
3600,0 mg AGE-100f e 500,41 mg- 100y respectivamente. Valores superiores ao
encontrados neste estudo. Santos et al. (2010) observaram que o solvente extrator que
proporcionou maiores teores dos compostos bioativos foi etanol acidificado, ao passo
que os métodos de extracdo que obtiveram maiores teores de compostos fendélicos foram
0S que também proporcionaram maior atividade antioxidante.

Em um estudo, Silva et al. (2010) avaliaram o teor de compostos fenélicos em
extratos de cascas de jabuticaba, encontrando valor de 636,23 mg AGE-J&0g
Cipriano (2011) achou valor de 216,99 mg AGE-190gnquanto Calloni (2014)
obteve valor de 313,7 mg AGE-100g

Silva et al. (2010) encontraram valoradeidade antioxidante de 723 uM de
Trolox- g* de extrato, valor esse superior ao encontrado neste trabalho. Leite-Legatti et
al. (2012), avaliando os compostos bioativos a&ividade antioxidante de cascas de
jabuticaba liofilizada, alcangaram o valor €g58 uM de Trolox'g® de amostra
liofilizada. Rufino et al. (2010) relataram uma atividade antioxidante de 37,5 uM de
Trolox-g* frutas inteiras frescas de jabuticabdyiciaria cauliflora). As diferencas de
resultados sédo em razdasdormas em que as amostras foram preparadas, que foram
extrato, amostra liofilizada e fresca. Os valores das atividades antioxidantes encontrados
neste estudo pelo método de ABTS e DPPH foram elevados quando comparados
estudos com extrato hidroalcodlico de uva, de 3,412umol Trolox-g'l, utilizando a
metodologia ABTSg 6,1 umol Trolox-g™, pelo método de DPPH (VEDANA et al.,
2008).

As analises das matérias-primas séo de extrema relevancia, uma &ssque e
analises indicam as possibilidades de as matérias-primas serem utilizadas para fabricar

novo produto, como 0 permeado, por possui naturalmente em sua composiCdo 0S
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minerais, que sao essenciais na alimentacao humana, devendo ser ingeridos diariamente,
e 0 extrato antocianico da casca da jabuticaba, que é um corante natural e possui
compostos bioativos. Sendo assim, a utilizacdo dessas matérias€proasssora na

elaboracéo de bebidas isotbnicas.

4.2. Caracterizacdo da Bebida Isotbnica

Os resultados das analises para caractedazabebida isotbnica estédo

representados na Tabela 3.

Tabela 3- Caracterizacfes fisica e quimica da bebida isotbnica formulada com

permeado da ultrafiltracdo de leite adicionado de extrato antocianico da casca de

jabuticaba
Caracteristicas Média + Desvio-padrao*

pH 3,56 = 0,006

Acidez total titulavel, % (m/v) em &cido citrico 0,97 + 0,07

Sdélidos soluveis totais (°Brix) 5,83 +0,29

. ol
Osmolalidade, mOsmafl 307,16 + 1,12
JORT -1
Sodio (mg L) 463,24 + 3,52
e - 1
Potassio (mg t) 1204,06 + 1,37
Ly -1
Calcio (mg L) 509,87 + 5,06
Jo 1
Magnésio (mg L) 162,06 + 2,26
z -1

Fésforo (mg L) 35218 + 2,53
Luminosidade (L*) 41,65 + 1,096

Coordenada* 33,56 + 0,79

Coordenada b* 19,31 +£1,00

indice de saturag&o (*C) 3872 +118

Angulo de tonalidade (h*) 20.90 + 0,72

Antocianinas totais, mg* 15,98 + 1,16
Polifendis totais, mg AGE™ 267,55 + 18,20
Atividade antioxidante [r)nF:_Fith equivalente de trolox’ 272 +0,116

Atividade antioxidante AnI?IESpM equivalente de trolox. 243 +0,09

*Os valores representam a média de trés repeticdes. AGE = 4cido gélico equivalente.
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O valor obtido para acidez total titulavel foi de 0,97% de &cido citrico; e o do
pH, de 3,56. A elevada acidez foi por causa da adi¢do de &cido citrico durante a etapa da
preparacdo da bebida, em que se utilizou esse acido para abaixar o pH, uma vez que a
antocianina possui coloracédo vermelha no pH proximo de 3.

Cavalcanti et al. (2010) avaliaram nove amostras de bebidas provenentes d
mercado em relagcdo as seguintes variaveis: pH e ATT. Os valores obtidos para o pH das
bebidas variaram entre 2,05 (sabor guarana e acai) e 2,93 (sabor lim&o). Para acidez
total titulavel, os valores encontrados neste estudo variaram de 0,10 % (sabor liméo) a
0,32 % de acido citrico (sabor guarana e acai).

Fontes et al. (2015), ao estudarem bebida eletrolitica a base de permeado,
encontraram um valor de pH de 3,42 e uma acidez de 0,66% de acido citrico. A essa
bebida nao foi acrescentada corante natural. Esses trabalhos demonstraram as variacdes
de resultados para o0 mesmo tipo de bebida, ou seja, isotdnica, os resultados ainda
evidenciaram que essas bebidas tém como caracteristica baixo pH.

Observou-se que o teor de solidos soluveis totais foi de 5,83 °Brix, valor
préximo encontrado por Fontes et al. (2015), que foi de 5,90 °Brix. Esse valor de
solidos soluveis totais foi essencial para o controle da osmolalidade do produto.

O valor da osmolalidade da bebida foi de 307,16 mOsnBHg consideradas
bebidas isotonicas aquelas cuja osmolalidade estdo dentro da faixa de valor osmatico do
plasma sanguineo humano, que varia de 285 mO3%n& RP5SmOsm-Kk§ essevalor
pode ser considerado até 330 mOsii-f@ra as bebidas (BRASIL, 2010).

Cipriano (2011) avaliou bebidas isotonicas formuladas com extrato de casca de
jabuticaba, extrato de polpa de acai, mistura dos extratos e uma amostra comercial,
obtendo-se o0s seguintes valores, respectivamente: 294,42; 285,95; 300,74; 359,19
mOsm- kg

As analises dos minerais, sédio, potassio, célcio, magnésio e fosforarimdica
a presenca de teores apreciaveis desses, que, de fato, devem estar presentes em bebidas
isotdnicas. Quanto a presenca de calcio, magnésio e fosforo, a resolucdo RDC 18
(BRASIL, 2010) nao faz restricdes. Entretanto, a resolucdo recomenda que bebidas
isotdnicas apresentem sédio em concentracdo minima de 460 exméxima de 1.150
mg L. Observando o valor encontrado de 463,24 mgniotou-se que o teor de sédio
se encontrava dentro da faixa exigida. Para o teor de potéssio, a resolucéo estipula que
ndo ultrapasse 700 mg'LPara a bebida, foi encontrado o valor de 1.204,06 Tg L

acima do valor permitido.

35



O permeado utilizado para elab@réebida isotbnica jA possui naturalmente
0s minerais que vem do leite. Outros isotbnicos naturais como a agua-de-coco possuem
elevada concentracdo de alguns minerais, entre eles, sédio e potassio. Apesar dessa
elevada concentracao, é um produto consumido frequentemente para reidratacdo apos o
exercicio fisico, além de ser facilmente consumida.

Observou-se que a bebida apresentou valor de L* menor, indicando maior
luminosidade, ou seja, uma bebida clara. O parametro a* forneceu um valor positivo,
indicando que e aproximou mais do eixo da cromaticidade do vermelho, indicando
coloragdo mais avermelhada nas amostras. Os valores referentes ao parametro b* foram
também positivos, o que indica a presenca da tonalidade amarela na bebida avaliada.

A bebida apresentou 38,72 para o indice de saturacdo de cor, ou seja, uma
média vivacidade. O parametro h* demonstrou a localizacdo da cor em um diagrama,
onde o angulo 0° representa vermelho puro; o 90°, o amarelo puro; o 180°, o verde puro;
e 0 270° o azul puro. No caso da bebida formulada com extratos de antocianinas, o
valor de h* foi de 29,90 Com isso, é possivel inferir que a bebida desenvolvida possui
predominancia de tonalidade vermelha.

O teor de antocianinas totais expressos em cianidina-3-glicosideo encontrado
neste estudo foi de 159L ™. Burin et al. (2011) avaliaram teores de antocianinas em
bebidas isotdnicas formuladas com extrato em pd de uva Cabernet SauVigison (
vinifera L), encontrando teores aproximados de 25,11thgpiara as amostras cujo
extrato em p6 havia sido microencapsulado com carreador maltodextrina, e 44,66mg- L
, para bebida formulada com extrato em pd microencapsulado com carreado
maltodextrina e ciclodextrina. Cipriano et al. (2011), ao elaborar bebidas isoténicas com
adicdo de extrato antocianico de jabuticaba, encontrou valor de 9,44'mg-L

O teor de polifendis totais encontrado neste estudo foi de 267,55 mg AGE- L
para a bebida. Estupinan et al. (2011) caracterizaram bebidas isotbnicas adicionadas de
extratos em pé de antocianinasAtedes BerryRubus glaucus BenthQuanto a teores
de fendlicos, esses autores obtiveram valores que variaram entre 89,9 e 101,4mg
AGE-L* para amostra de bebida que continha carreador maltodextrina (MFDA) e sem
carreador, respectivamente. Cipriano (2011), ao estudar os fendlicos totais na bebida
isotdnica com extrato antocianico da casca de jabuticaba, encontrou 93,04 mg-AGE L
Este estudo evidenciou como a bebida elaborada com extrato antocianico da casca da

jabuticaba obteve valores elevados desse composto.
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A atividade antioxidante da bebida apresentou valor deugl, Zolox. mL™
para o radical DPPD e 2,48V Trolox. mL™ para o radical ABTS. Valores elevados
guando comparados com o de Cipriano (2011),a aualiou a atividade nas amostras
de sua bebida isotbnica formulada a base de extrato de jabuticaba pela metodologia
TEAChgts, obtendo valor de 0,88 Trolox. mL™. Estupindn et al.(2011) também
avaliaram a atividade antioxidante de bebidas isotbnicas adicionadas de extratos em po
de antocianinas deAndes Berry (Rubus glaucus Benth utilizando diferentes
metodologias de avaliagcdo de atividade antioxidante. Pela metodologiaagisAC
esses pesquisadores encontraram valores que variaram ent@l0E8lox. mL™ e
0,99uM Trolox. mL™, para amostras de bebidas cujo extrato em p6 ndo continha agente
carreador e um que havia sido microencapsulado com carreador maltodextrina (MFDA),
respectivamente.

Os valores de atividade antioxidante obtidos estdo relacionados com a
concentracdo dos compostos fendlicos e das antocianinas presentes na bebida, ou seja,
ha correlacbes positivas entre as atividades antioxidantes e os teores de antocianinas e
fendlicos.

As andlises realizadas demonstraram que a bebida isoténica, formulada com o
permeado da ultrafiltracdo do leite e com o extrato da casca da jabuticaba, possui
caracteristicas relevantes que outras bebidas comercializadas ndo possuem, como

propriedades bioativas, pigmento natural e calcio em sua composicao.

4.3. Estudo da estabilidade da bebida isotOnica

O desenvolvimento de um novo produto requer o estudo de sua estabilidade
durante o armazenamento, visto que podem ocorrer alteracdes decorrentes de uma série
de transformacgdes quimicas, fisicas e microbioldgicas. Para isso, foi desenvolvido um
estudo a fim de verificar tais variagcdes/alteracdbes em amostras de bebidas isotbnicas
formuladas com permeado da ultrafiltracdo do leite adicionadas de um extrato
antocianico extraido da casca de jabuticaba, em diferentes condi¢cdes durante 60 dias de
estocagem.

N&o foi observado o efeito da exposi¢cado ou ndo da luz nas amostras de bebidas
armazenadas a°€ e 25°C durante estocagem por 60 dias (p > 0,05) para medida de
pH, acidez, osmolalidade e sélidos solluveis totais, que apresentaram valores médios de
3,54; 0,88% expresso em 4&cido citrico; 308,78 mOsnit B 5,78 °Brix,
respectivamente.
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Diferentemente, o tempo de estocagem afetou as variaveis pH, acidez, solidos
soluveis totais e osmolalidade (p < 0,05), independentemente da condi¢cdo de estocagem
na presenca ou auséncia de luz e temperatura ambiente ou de refrigeracéo (p < 0,05).

Entre as alteracOes fisicas e quimicas avaliadas, a osmolalidade teve um ligeiro
aumento nos 60 dias avaliados, tendo um valor inicial médio de 307,16 mOsmol
um valor final médio de 310,21 mOsmdl. Entretanto, ese aumento n&o
descaracterizou o produto quanto a sua isotonicidade, uma vez que sao consideradas
bebidas isotbnicas as solu¢cdes cuja concentracdo de moléculas (osmolalidade) €&
semelhante aos fluidos do corpo humano (280-340 mQ@sjndhs andlises de pH,
acidez e solidos soluveis totais obtiveram pequenas variagdes nos 60 dias analisados,
apresentando a boa estabilidade do produto.

Houve efeito da exposicédo ou ndo a luz das amostras de bebidas armazenadas a
4 °C e 25°C (p < 0,05) sobre as coordenadas de cor. Na Tabela 4, encontram-se os
valores medios das coordenadas de cor de amostras de bebidas estocadas em diferentes

condicOes de luz e temperatura de armazenamento em 60 dias.

Tabela 4— Média das coordenadas de cor de amostras de bebidas estocadas em

diferentes condi¢des de luz e temperatura de armazenamento em 60 dias

Condicao L* a* b* h* C*

Luz a 4°C 41,60'+0,96 30,33'+1,83 165%3+1,43 2858+0,81 34,568+227

Luz a 25°C 48,18+290 17,86+7,84 1844%+203 47,98+13,08 26,36+5,34

Auséncia de
41,19+1,15 31,12+280 17,76+158 29,79+3,03 35,88+2,69
luz a 4°C
Auséncia de
| o5C 4476+2,18 2649+467 20,14+122 37,76+6,16 33,48+ 3,27
uz a

* Os valores apresentados representam a média das trés repeticdes + desvio-padrao. isttdasmai
diferentes para cada coordenada de cor na mesma coluna diferem eetrengiel de 5% de
probabilidade pelo teste de tukey.

Pelos resultados obtidos, pode-se notar que, para todas as coordenadas de cor
(L*, a*, b*, C*e h*) para as bebidas armazenadas a 4 °C, tanto na auséncia como na
presenca de luz, essas nao diferem entre si (p > 0,005), enquanto as bebidas
armazenadas a 25 °C diferem entre si para as coordenadas L*, a*, h* e C*.

Durante a estocagem, foi possivel perceber que as bebidas submetidas as quatro

condi¢Oes diferentes apresentaram valores positivos de *a e b*, isto €, entre as cores
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amarela e vermelha. Os valores de luminosidade (L*) indicavam que as amostras
apresentavam coloragdo clara. Notou-se pelo valor de C* que a amostras expostas a luz
a temperatura de 25 °C evidenciou saturacdo menor (cor menos intensa) do que as
demais amostras, provando que essa coordenada é influenciada tanto pela luz quanto
pela temperatura. E interessante observar que o valor h* é mais influenciado pela
temperatura, jA que as amostras mantidas a 4 °C, independentemente da condi¢do de
exposicao a luz, apresentaram valores préximos, indicandssasgElemonstraram tom
vermelho. As amostras mantidas a 25 °C em auséncia de luz revelaram tonalidade mais
proxima do alaranjado. Ja as amostras que exibiram maior perda de coloracdo, expostas

a luz a 25 °C, ao final dos 60 dias de armazenamento, enconsacam-tonalidade

laranja-claro, tendendo a amarela, como pode ser visto na Figura 7.

Figura 7 - Bebidas estocadas nas diferentes condi¢cdes apds um periodo de 60 dias de
armazenamento. Presenga de luz a 4 °C (A); presenca de luz a 25 °C (B); auséncia de
luz a 4 °C (C)pauséncia de luz a 25° C (D).

Em um processo degradativo ao longo do tempo, as antocianinas podem sofrer
duas mudancas basicas quanto a sua coloracdo: a cor pode tornar-se gradativamente
menos intensa, pela perda de saturacao, e, ou, mudar de tonalidade, pela formacéo de
compostos de degradagéo, resultando em cores diferentes da original (CONSTANT et
al., 2003).

Maioli (2014) estudou as caracterizacdes fisica, quimica e sensorial de bebida
energética armazenada durante 39 dias em condicao refrigerada de 5 °C, temperatura
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ambiente com médias de 25 °C e temperatura de estufa a I5sSH3. autores
observaram que amostras estocadas na temperatura de 35 °C foi estatisticamente
diferente das demais, evidenciando maior perda de luminosidade em relacdo a
temperatura ambiente &etemperatura refrigerada, que sdo semelhantes. Em relacédo a
andlise de cada condi¢c&o ao longo do tempo, foi verificada diminuicdo do valor L* para
todas as temperaturas, caracterizando a perda da luminosidade da bebida (P < 0,05).

A variacao das coordenadas de cor com o tempo de estocagem esta representada
na Figura 8.

Observaranse no armazenamento das bebidas durante 60 dias, as coordenadas
de cor, que obtiveram variacéo significativa em todas as coordenadas (L*, a*, b*, C*,
h* e AE) (p < 0,05).

Os valores de L* aumentaram (p < 0,05) para as amostras estocadas a 25 °C,
ficando mais claras com o tempo de estocagem (Figura 8). Isso pode ser explicado pela
instabilidade e sensibilidade das antocianinas a luz e as temperaturas mais elevadas,
podendo ser rapidamente alteradas durante estocagem de alimentos (MALACRIDA,
2006). Aumentos nos valores de L* ja foram reportados por outros autores, como
Cipriano (2011), no estudo de antocianinas de acai e casca de jabuticaba na formulagéo
de bebidas isotonicas; Estupindn et al. (2011), em pesquisa sobre estabilidade de bebida
isotdnica adicionada de extrato em po antocanicArakes Berrye Cevallos-casals e
Cisneros-zevallos (2004), em trabalho a respeito de milho roxo e batata doce de polpa
vermelha, os quais indicaram que houve descoloracdo em razdo da degradacdo das
antocianinas.

Observou-se alteracdo significativa (p < 0,05) no valor a* para as amostras de
bebidas expostas a luz, estocada$@d 25°C, e na auséncia de luz, a 4 °C €25

Todos os fatores (tipo de bebida, tempo, condicbes de estocagem e interacdo
entre eles) influenciaram na variacéo do valor C*, (p < 0,05). Os valores de saturacéo
(C*) diminuiram ao longo do periodo de armazenamento, para todas as condicdes
avaliadas. Essa diminuicdo foi mais acentuada na presenca de luz, a 25 °C, o que
evidenciou o efeito deletério da luz nas antocianinas. Sob refrigeracdo (4 °C), foi

possivel perceber que houve menor alteracéo.
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Figura 8- Variacdo das coordenadas de cor de bebidas isotonicas formuladas com
permeado da ultrafitracdo de leite adicionado de extrato antocianico da casca da

jabuticaba.
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Esses resultados indicam que a bebida isotbnica formulada neste trabalho
obteve diminuigdo na intensidade da coloracdo vermelha (diminuicdo dos valores de
C*) em razéo da perda de antocianinas e formacédo de compostos de degradacéo, como a
pseudobase incolor ou carbinol (CEVALLOS-CASALS; CISNEROS-ZEVALLOS,
2004).

A tonalidade, representada pelo valor h*, traduz a cor propriamente dita. Houve
aumento nos valores de tonalidade (h*) para as bebidas, quando estocadas em presenca
de luz (25 °C). Entretanto, para as bebidas que foram estocadas a temperatura de 4 °C,
exerceu pouca influéncia no valor h*, ou seja, sob refrigeracdo (4 °C), as fontes de
antocianinas mantiveram a tonalidade de cor constante ao longo do tempo (Figura 8
Os resultados encontrados neste estudo iraicque houve mudanca na tonalidade das
cores das bebidas, principalmente quando estocadas em presenca de luz a 25 °C.

Em relagdo a variavel AE* (diferenga global de cor), valores maiores que 5
podem ser facilmente detectaveis pelo olho humano, e valores acima de 12 implicam
diferenca de cor absoluta, perceptiveis até mesmo por julgadores nao treinados. Para
Schubring (1999), diferencas da ordem depddlem ser descritas como “muito
pronunciadas”. Outros autores afirmaram, ainda, que limites inferiores a 1
(SCHUBRING, 1999) e 1,5 (STARK et al., 1996) ndo sao perceptiveis pelo olho
humano. Os valoseencontrados para AE* (Figura 8) evidenciaram que a bebida
isotdnica armazenada a 25 °C na presenca de luz, com 10 dias de armazenamento,
obteve uma avaliacdo da diferenca global de cor > 12, ou seja, facilmente perceptivel. Ja
as bebidas armazenadas sob refrigeracdo (4 °C) na presenca ou auséncia de luz
alcancaram valores menores do que 5.

Na Figura 9, representge a variacdo da atividade antioxidante pelo radical
ABTS e DPPH em amostras de bebidas formuladas com permeado da ultrafiltracéo de
leite adicionado de extrato antocianico de jabuticaba armazenadas sob diferentes
condicOes de luz e temperaturas durante 60 dias.

Para medida de atividade antioxidante pelo radical DPPH e ABTS, observou-se
gue houve efeito significativo (p<0,05) do tempo. Na medida da atividade antioxidante
utilizando o radical DPPH né&o houve efeito significativo (p>0,05) entre os tratamentos.
Ja a interacdo (p <0,05) entre os tratamentos e o tempo de estocagem houve efeito

significativo tanto para o radical ABTS como para o radical DPPH.
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Figura 9 - Variacdo da atividade antioxidante pelo radical DPPH @BTS (B) em

amostras de bebidas isotonicas armazenadas sob diferentes condicbes de luz e
temperatura durante 60 dias.

E possivel perceber que a atividade antioxidante da bebida oscilou bastante no
inicio do armazenamento em todas as condi¢des estudadas e logo apds 30 dias ficou
praticamente estavel independente das condi¢cdes estudzstas. resultados de

atividade antioxidante refletem adequadamente os resultados obtidos quanto aos
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polifenois totais no periodo estudado, como pode ser observado na Figura 10A, em que
os teores de fendlicos também diminuiram durante o tempo de estocagem.

Paraa andlise de polifenois totais ao longo da estocagem por 60 dias sob
diferentes condicdes, foi possivel perceber que houve efeito significativo (p <0,05)
apenas no tempo de estocagem das bebidas, apresentando que a luz e a temperatura n&o
sdo fatores determinantes que afetam a estabilidade de polifendis. Segundo Menezes
(1994), a reducédo desses compostos pode ser em razao dos processos de complexacao e
polimerizacdo de taninos. Na Figura 10 A, esta representado a variacdo de polifendis
totais durante 60 dias de estocagem sob exposi¢éo ou ndo a luz das amostras de bebidas
armazenadas a°€ e 25°C. Observou-se que em alguns pontos ha elevacéo no teor de
polifendis totais. Segundo Sellappan et al. (20@&e fato pode ter ocorrido em
decorréncia de reacdes de copigmentacao ocorridas durante o armazenamento.

Pelo comportamento das curvas repressstaal Figura 10 B, € possivel
observar com mais clareza que houve degradacdo significativa das antocianinas para
todos os tratamentos avaliados (p < 0,05), sendo mais acentuado nas amostras estocadas
a 25 °C em presenca de luz.

E interessante notar que o decaimento no teor de antocianinas totais &
condizente com o decaimento de saturacdo (C*) das bebidas isotonicas expostas a
diferentes condi¢cdes de armazenamento, reforcando o fato de que as antocianinas estao
diretamente relacionadas com a pigmentacéo final do produto.

O teor médio inicial de antocianinas totais na bebida foi de 15,98'.mg-L
Portanto, a condicdo de estocagem a 4 °C em auséncia de luz foi a que apresentou a
menor degradacdo de antocianinas totais em relacédo a quantidade inicial, o que colabora
na conclusdo de que essa condi¢do foi a melhor dentre as demais. E possivel observar
gue houve diferenca significativa no teor final de antocianinas, quando as bebidas foram
expostas a temperatura de 25 °C e as condi¢6es de luz diferentes, bem como quando as
condicdes de exposicdo a luz foram iguais e a de temperatura diferente.

As bebidas estocadas a 25 °C em presenca de luz apresentaram maior
degradagdo de compostos antocianicos, visto que essas apresentaram redugdo de
86,23% do teor total de antocianinas. Isso evidencia que a presenga de luz e a
temperatura mais elevada (25 °C), atuando em conjunto, possuem efeito altamente
deletério sobre as antocianinas; entretanto, se apenas a temperatura for reduzida até
niveis de refrigeracd@4° C ou o armazenamento for feito em auséncia de luz, torna-se

possivel amenizar esse efeito.
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Figura 10 - Variacdo de polifendis totais (A) e das antocianinas totais (B) em amostras
de bebidas isotbnicas armazenadas sob diferentes condi¢cdes de luz e temperaturas,
durante 60 dias.

Cipriano et al. (2011) também avaliaram a estabilidade de antocianinas em
bebidas isotbnicas elaboradas com extrato da casca de jabuticaba, a 25 °C em presenca
de luz. Esses autores perceberam que essa estabilidade obteve 69,19% de reducdo em
relacdo ao teor inicial nos 63° dias de estocagem e em refrigera®&) obtendo
diminuicao de 5,91%.

Na Tabela 5, encontram-se os resultados do efeito de luz e temperatura de

estocagem sobre a concentracdo de antocianinas totais, polifendis totais e atividade
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antioxidante pelos radicais ABTS e DPPH nas amostras de bebidas formuladas com
permeado da ultrafiltracdo de leite adicionada de extrato antocianico de jabuticaba.

Tabela 5 - Valores médios (desvio-padrdo) da concentracdo de antocianinas totais
polifendis totais e atividade antioxidante pelos radicais ABTS e DPPH em amostras de
bebidas estocadas em diferentes condi¢des de luz e temperatura de armazesamento,
60 dias.

) Antocianinas Pdifendis ABTS DPPH
Condicao L
(mg-LY) (mg AGE/L)  (uM trolox/mL) (UM trolox/mL)
Luz a 4°C 13,178+ 219 192,12+1,83 2,08%+1,43 2,19+ 0,81
Luz a 25°C 577+430 186,18+ 7,84 1,94+ 2,03 2,13+ 13,08

Ausénciade luza%  14,60'+1,52 194,84+280 2,16'+1,58 2,158'+ 3,03

Ausénciade luza2& 10,86+ 3,27 197,18+4,67 2,02%+1,22 2,13+ 6,16

Letras maiusculas diferentes na coluna diferem enteengiivel de 5% de probabilidade pelo teste de
tukey.

Pelos resultados apresentados na Tabela 5, foi possivel observar que a bebida
armazenada na auséncia de luz a 4 °C foi a condicdo que houve menor perda de
antocianinas ao longo do tempo de armazenagem de 60 dias, ndo diferindo da bebida
armazenada na presenca de luz a 4 °C. Ja a bebida armazenada na praseac2sde
°C foi a que sofreu maior degradacdo das antocianinas, se diferindo de todas as outras
condicdes. Nao houve diferenca entre as condicbes das bebidas para analise de
polifendis totais.

Em relacéo a atividade antioxidante pelo radical ABTS, as bebidas armazenadas
na presenca de luz a 4 °C nao se diferiram das amostras armazenadas na alg&ncia de
a 25 °C. Ja as bebidas estocadas na presenca de luz a 25 °C diferesecéaam-
conservadas na auséncia de luz a 4 °C. Pelo radical DPPH, ndo houve diferengca em
nenhuma das quatro condi¢bes avaliadas, ou seja, as bebidas guardadas sob diferentes
condi¢des nao se diferem entreesinivel de 5% de probabilidade pelo teste de tukey.

Foi feito um estudo cinético em que foi estimada a taxa de altekago (
tempo de meia-vida {f), como representado na Tabela 6.

46



Tabela 6 - Estimativa dos coeficientes cinéticos para akecar (valor a* e C*) de
antocianinas totais de bebidas isotonicas, em diferentes condicbes de armazenamento

durante 60 dias.

Variavel Condic&o Co kx 10+ (dias’) tyy(dias) R
Luz a 4°C 32,41 0,265 261,66 0,894
Valor a* Luz a 25°C 29,87 2,225 31,15 0,939
Ausénciade luza 33,67 0,315 219,84 0,901
Ausénciadeluza2& 32,20 0,814 85,57 0,969
Luz a 4°C 37,04 0,278 249,06 0,865
Valor C* Luz a 25°C 33,47 0,884 78,39 0,780
Ausénciadeluza% 38,59 0,292 237,38 0,949
Ausénciadeluza2& 37,01 0,409 169,60 0,890
Luz a 4°C 15,12 0,570 121,56 0,803
Antocianinas totais Luz a 25°C 12,15 3,418 20,27 0,901
Ausénciade luza? 15,93 0,351 197,45 0,908
Ausénciade luza 2% 15,28 1,494 46,37 0,978

t., . tempo requerido para reducdo de 50% do valor inicial (diagonstante de alteracéo (dtise Co:
Concentracdo/valor inicial

Pelos valores iniciais do valor a*, que esta dentro da faixa de tonalidade
vermelha, observogeque a taxa de alteracdo do valor a* € muito maior para a amostra
que foi estocada na presenca de luz em temperatura ambief@).(Ehtretanto, para
as amostras de bebidas que foram estocadas na temperatura de 4 °C, tanto na presenca
ou na auséncia de luz, os valores da taxa de degradacao foram bem pezemas)
necessarios aproximadamente 219 dias, cerca de sete meses, para que houvesse reducdo
de 50% no valor da coordenada a* para a bebida armazenada na auséncia de luz a 4 °C.
No entanto, pa& a amostra estocada na presenca de luz a 25 °C, seriam nesessario
aproximadamente 31 dias, pouco mais de um més, para que houvesse essa mesma
reducao no valor de a*.

O comportamento de C* (saturacdo) das bebidas foi similar aos valores de a*.
Houve uma taxa de degradacdo maior para as bebidas armazenadas na presenca ou
auséncia de luz a 25 °C. Ja as bebidas guardadas sob refrigarataecC,
independentemente da auséncia ou presenca de luz, ebiawvex taxa de degradacao
proxima, sendo necessarios aproximadamente 237 dias para reduzir em 50 % o valor de

C*, para as bebidas estocadas na auséncia de luz na temperatura de 4 °C.
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A temperatura e a luz contribuiram significativamente,(5) para reduzir o
conteudo de antocianinas durante o armazenamento, tendo em vistatapee de
degradacédo das bebidas estocadas a temperatura ambiente (25°C) foram ma#res que
das bebidas estocadas sob refrigeracdo (4°C). Em presenca de luz a 25 °C & 4 °C,
necessarios aproximadamente 20 dias e 121dias, respectivamente, para que houvesse
reducdo de 50% no valor de antocianinas. E conhecido que as antocianinas s&o
rapidamente destruidas pelo calor durante o processamento e estocagem dos alimentos.
Os mecanismos de degradacdo térmica estdo relacionados com a clivagem do anel
heterociclico da pseudobase com formacdo da chalcona, e posterior formacdo de
produtos derivados de coloragcdo marrom. (SCHWARTZ g2@l0).

Segundo Malacrida et al. (2006), a hidrélise glicosidica das antocianinas é
proporcional a velocidade de perda da cor vermelha. Logo é possivel que esse pigmento
natural tenha sofrido essa hidrélise ao longo do tempo. A cor amarelada das bebidas
expostas a luz pode ser explicada pela coloracdo resultante dos compostos oriundos da
degradacdo das antocianinas, bem como da coloracdo resultante da degradacao
fotoquimica da riboflavina, visto que, apesar de esta ser estavel a altas temperaturas,

apresenta grande sensibilidade a luz.

4.4. Avaliacao microbiologia da bebida isotdnica durante estocagem

O permeado utilizado pasaproducdo da bebida ja é, por si sé, praticamente
estéril. Na elaboracdo da bebida isotdnica, foi aplicado um tratamento térmico
(pasteurizacao lenta). Esses fatores contribuiram para baixa contaminacdo, mesmo se
tratando de um derivado lacteo.

Na Tabela 7, encontram-se o0s valores obtidos para as contagens
microbiolégicas de mesdfilos aerdbios, psicrotroficos, fungos filamentosos e leveduras
e pesquisa de presencasi@monella além do niamero mais provavel de colifornaes
35 °C, para as bebidas isotbnicas a base de permeado da ultrafiltracdo, estocadas nas
temperaturas de 4 °C e 25 °C na presenca e auséncia de luz, no dia de fabricacdo, 30
dias e 60 dias ap6s o processamento.

Observou-se que a bebida ndo apresentou contagem microbiologica, em todas
as condicOes analisadas. O numero mais provavel de coliformes obteve valor < 3 desse
microrganismo, indicando 6tima qualidade microbioldgica da bebida.

A resolugio RDC 12 da ANVISA (2001) nao estabelece padroes
microbioldgicos para repositores hidroeletroliticos. Para sucos, refrescos, refrigerantes e
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bebidas ndo alcodlicas, a resolugdo recomenda que o produto apresente auséncia de
coliformes a 35 °C NMP nit, para amostra indicativa, 0 que esta condizente com o
resultado obtido.

A Portaria 451 do Ministério da Saude, de 19 de setembro de 1997 (BRASIL,
1997), especifica contagens de fungos filamentosos e leveduras para sucos, refrescos,
refrigerantes e bebidas n&o alcodlicas (exceto derivados lacteos) entre 103rC10
mL?, indicando que a bebida, apesar de apresentar base lactea, ndo apresentou
contaminacgéao por fungos filamentosos e leveduras, uma vez que ndo houve crescimento
desse microorganismo durante todo o periodo de estocagem a 4 °C e 25 °C na presenca
e auséncia de luz.

Goncalves et al. (2012) estudaram a estabilidade microbiolégica de bebidas
isotdnicas elaboradas com suco concentrado congelado de frutas e hortalicas por 30
dias. As contagens de mesofilos aerdbios apresentaatavadas, com valores acima
de 16. As contagens de fungos filamentosos e leveduras obtidas por esses autores
foram baixa, menores que 1 UFC ThiEsses autores também encordma auséncia
para o numero mais provavel de colifornae3b °C e par&almonellaspp., assim como
no estudo abordado.

O né&o crescimento de microrganismos na bebida isotonica se deve a trés
fatores: ndo houve contaminacéo inicial da bebida, resultado do permeado praticamente
estéril e da pasteurizacdo da bebida; o baixo valor de pH, de apenas 3,56, que
desfavorece o crescimento de varios microrganismos, principalmente bactérias; e a
adicao de conservantes que retardam o crescimento de microorganismos.

De fato, as contagens de mesoéfilos aerdbios, psicrotroficos, fungos filamentos e
leveduras ndo sofreram alteracdes durante o periodo de armazenamento, indicando néo
ter ocorrido multiplicacdo desses microrganismos. Portanto, as boas praticas de
fabricacdo, com higiene e assepsia adequadas, devem estar presentes durante todo o

processo de producéo da bebida.
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Tabela 7 - Contagens microbiologicas de mesdfilos aerdbios, fungos filamentosos e leveduras, psicrotroficos, coliformes a 35 °@ee pesquisa

salmonellaspp. em amostras de bebida isotbnica

Microrganismo

Mesoéfilos aerébios, UFC mL*

Psicrotréficos, UFC mL*

Fungos filamentosos e leveduras, UFC mL

Coliformes a 35 °C, NMP mL*

Pesquisa de presenca e@almonella spp.
em 25mL

Tempo
(dias)

30
60

30
60

30
60

30
60

30
60

Luza4°C

<1,0x 10"
<1,0x 10"
<1,0x 10"
<1,0x 10"
<1,0x 10"

<1,0x10
<1,0x10

<1,0x 10"
<1,0x 10"
<3
<3
<3
Auséncia
Auséncia

Auséncia

Luz a 25 °C

<1,0x10"
<1,0x10"
<1,0x10"
<1,0x10"
<1,0x10"

<1,0x10
<1,0x10

<1,0x 10"
<1,0x 10"
<3
<3
<3
Auséncia
Auséncia

Auséncia

Auséncia luz a 4C

<1,0x 10"
<1,0x 10"
<1,0x 10"
<1,0x 10"
<1,0x 10"

<1,0x10
<1,0x10

<1,0x 10
<1,0x 10"
<3
<3
<3
Auséncia
Auséncia

Auséncia

Auséncia luz a 25 °C

<1,0x10"
<1,0x10"
<1,0x10"
<1,0x10"
<1,0x10"

<1,0x10
<1,0x10

<1,0x 10"
<1,0x 10"
<3
<3
<3
Auséncia
Auséncia

Auséncia




A atividade do &cido benzoico e seus sais derivados € efetiva em alimentos
com pH entre 2,5 e 4,0 (ARAUJO, 2011). Pode-se notar, entdo, que 0s conservantes
adicionados possuem atividade efetiva na bebida isotonica, que apresentou pH em torno
de 3,56, impossibilitando o crescimento de fungos filamentosos e leveduras nos 60 dias
de estocagem em que foi analisado.

Para um alimento com valor de pH baixo, como encontrado para a bebida
isotdnica elaborada, a necessidade de se utilizarem conservantes quimicos pode ser
guestionada, uma vez que 0 numero de microrganismos esapazcrescer e se
multiplicarem nesse valor de pH é bastante reduzido. Entretanto, estudos adicionais
devem ser realizados para verificar ou ndo da necessidade desses.

Avaliando os resultados alcancados para as bebidas armazenadas em
temperatura ambiente e de refrigeracdo na presenca de luz, concluiu-se que o aspecto
microbiolégico ndo representou fator determinante na vida de prateleira do produto
durante o periodo nas condicdes estudadas e nem evidenciaram diferencas
microbiolégicas entre as duas temperaturas de estocagem, indicando que a bebida
poderia ser armazenada em temperatura ambiente sem perdas na conservacdo do

produto.

4.5. Andlise sensorial

4.5.1. Teste de aceitacdo da bebida isotbnica

A avaliacdo da aceitacdo de um produto pelo consumidor € um ponto
primordial em seu desenvolvimento. Essa bebida isotonica elaborada precisa de boa
aceitacao pelo consumidor para possibilitar seu langamento no mercado.

O resultado referente a analise sensorial com aplicacdo de teste de aceitacéo
para diferentes atributos (cor, sabor, aroma e impressao global) formulados com
permeado da ultrafitragcdo de leite adicionado de extrato antocianico da casca da
jabuticaba e aromatizante natural de frutas vermelhas e goiaba emsesraraabela 8.

A analise de aceitabilidade demonstrou que a bebida isotbnica teve boa
aceitacdo por parte dos potenciais consumidores, os praticantes de exercicios fisicos.
Para os atributos de cor, sabor, aroma e impressao global, a formulacdo da bebida com
aroma de goiaba situou-se entre as notas‘gbstei ligeiramente”, e 7, “gostei
moderadamente”. Ja para as bebidas adicionadas de aroma de frutas vermelhas, os

mesmos atributos citados anteriormente obtiveram notas entre“gadktei
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moderadamente”, e 8, gostei muito”(Tabela 9). Para todos os atributos cor, sabor,
aroma e impressao global houve diferenca significativa (p <0,05) entre a bebida
formulada com o aroma de frutas vermelhas e a com o aroma de goiaba (p <0,05).

Tabela 8 - Valor médio (desvipadrdao) das notas da bebida isotonica formulada com

dois aromatizantes

Atributos

Impressao

Formulagéo Cor Sabor Aroma
global

Aroma de goiaba 6,88+ 1,31 6,85+ 1,38 6,64+161 6,92'+1,27

Aroma de frutas vermelhe 7,22+ 1,21 7,4%+ 1,17 725+123 7,48+1,13

Os valores apresentados representam a média de 100 julgadores + desvio-padréo.

Petrus e Faria (2005) encontraram nota 7,1 ad@hida isotbnica preparada
convencionalmente dois dias apds do processamento; e 6,6 e 6,4, apds 16 e 26 semanas
de estocagem, respectivamente. Cipriano (2011) encontrou pontuacdo de 6,86 para
bebida isotdnica adicionada de extrato de casca de jabuticaba. Observou-se que a média
das notas obtida para a bebida isotbnica elaborada se encontra préxima das médias das
bebidas elaboradas pelos autores citados.

Considerando que neste trabalho a matéria-prima utilizada trata-se de um
subproduto da industria lacteacomumente descartado em efluentes, surtindo efeitos
prejudiciais ao meio ambiente e apresenta como objetivo o desenvolvimento de um
produto que proporcione o0 aproveitamento e a transformacdo de um residuo em
coproduto industrial, a bebida apresentou boa aceitagdo pelos consumidores,
constituindo um produto atrativo para fabricacdo em larga escala.

Segundo Teixeira et al. (1987), para que o produto seja considerado aceito, em
termos de suas propriedades sensoriais, € necessario que esse obtenha um indice de
Aceitabilidade (IA) de, no minimo, 70%, o que pbde ser verificado nas duas
formulacdes avaliadas, ja que apresentaram IA superior ao minimo estabelecido para

todos os atributos avaliados (Tabela 9).
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Tabela 9- indice de aceitabilidade para as diferentes formulacées de bebidas isotdnicas

indice de aceitabilidade (%)

F laca 5
ormulacao Cor Sabor Aroma Impresséao
global
Aroma de goiaba 76,4 76,1 73,8 76,8
Aroma de frutas vermelhas 80,2 83,2 80,6 83,1

Considera-se que, ao se desenvolver um novo produto, um dos pontos
fundamentais € avaliar sua aceitabilidade, a fim de predizer seu comportamento frente
ao mercado consumidor (MOSCATTO; PRUDENCIO-FERREIRA; HAULY, 2004).
Com base nas médias das notas para a aceitabilidade e no valor do IA, péde-se verificar

gue todas as bebidas apresentaram boa aceitabilidade.

4.5.2. Intencdo de Compra

A partir de um formulario previamente estabelecido, conforme representado na
Figura 8, o perfil de possiveis consumidores de bebidas isotbnicas foi elaborado, tendo
como base os praticantes de exercicios fisicos em uma academia localizada em Vigosa,
MG.

Na entrevista, foram abordadas caracteristicas dos possiveis consumidores,
como sexo, faixa etéria, afinidade por bebidas isotdnicas, frequéncia de consumo dess
produto, sabores preferidos e expectativas do consumidor em relacdo a uma bebida
isotonica.

Dos 100 julgadores que foram solicitados a participar voluntariamente da
andlise sensorial da bebida isotdnica, 66% eram do sexo masculino; e 34%, do
feminino. Desses, 62% possuiam idade entre 20 e 29 anos; 15% abaixo de 20 anos; 12%
entre 30 e 39 anos; e 11% possuiam idade acima de 40 anos.

Nas Figuras 11 e 12, represenén resultado obtido quanto a afinidade por
bebidas isotdnicas e a frequéncia de consumo, respectivamente.

Os resultados evidenciaram que grande parte dos entrevistados gosta de bebidas
isotonicas: aproximadamente 57% gostam moderadamente; e 17% gostam muito.
Quanto a frequéncia de consumo, apesar de muitos entrevistados consumirem o produto
menos de uma vez por més, aproximadamente 74 % consomem bebidas isotdnicas pelo

menos uma vez por més; e 5 % consomem até mesmo mais de uma vez por semana.
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m Afinidade por bebida isotbnica

Figura 11 - Afinidade por bebidas isotbnicas pelos provadores.
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Figura 12 - Resultado do teste de aceitacdo para a frequéncia com que 0s entrevistados

consomem bebidas isotbnicas.

Esses resultados demonsam que ha grande mercado potencial para bebidas
isotdnicas, e que a bebida elaborada possui um mercado consumidor bastante atrativo.
Na Figura 13, evidenciaeo resultado obtido quanto a preferéncia de sabores e

a expectativa do consumidor em relacdo a uma nova bebida isotonica.
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Preferéncia de sabores Preferéncia de uma nova bebida isotonica
Atividade
[l iid;

Outros

ante

Figura 13 - Resultado do teste de aceitacao para a preferéncia de salmpsaativa

do consumidor em relacdo a uma nova bebida isotbnica.

Pelos resultados, a preferéncia de sabores dos consumidores que participaram
da pesquisa por bebidas isotbnicas € pelo sabor de limédo, seguida pelo de frutas

vermelhas e maracuja. Esses consumidores esperam que essa bebida tenha baixa caloria,

seja saborosa e nutritiva.
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5. CONCLUSAO

O conhecimento das caracteristicas fisicas e quimicas do permeado e da bebida
isotdnica foi fundamental para confirmar que o permeado da ultrafiltracdo pode ser
utilizado como base para elaboracéo de bebidas isotbnicas.

A casca de jabuticaba apresentou ser boa fonte de antocianinas e compostos
fendlicos, evidenciando elevada atividade antioxidante, o que justifica a sua utilizagédo
como corantes naturais em alimentos, como em bebidas isotdnicas.

O estudo da estabilidade foi de extrema relevancia, uma vez que houve
variagbes das caracteristicas bioativas (compostos fendlicos, antocianinas, atividade
antioxidante) e das coordenadas de cor da bebida durante o periodo de estocagem de 60
dias. As condicdes de armazenamento afetaram a estabilidade das bebidas isotbnicas
adicionadas de extratos de antocianinas, e a refrigeracdo a 4 °C e auséncia de luz
demonstrou ser a condigdo mais eficiente no armazenamento dessas bebidas, em relagéo
a todas as variaveis avaliadas (antocianinas totais, fendlicos totais, atividade
antioxidante e coordenadas de cor).

O teste de aceitabilidade da bebida isotbnica apresentou que o produto foi bem
aceito por seu publico-alvo consumidor, ou seja, os praticantes de exerciciosAisicos.
pesquisa de mercado, juntamente com a analise sensorial, evidenciou um publico
consumidor de grande potencial, disposto a consumir bebidas isotdnicas. Portanto, esse
produto € considerado promissor para o mercado, pelas caracteristicas bioativas como
compostos fendlicos, atividade antioxidante, antocianinas e por apresentar constituintes

naturais do permeado de leite.
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Tabela 1A — Resumo da analise de variancia das variaveis pH, osmolalidade (Osmol),
sélidos sollveis totais (SST) e acidez total titulavel (ATT) em bebidas formuladas com
permeado da ultrafiltragéo de leite adicionado de extrato antocianico da casca da jabuticaba,
durante estocagem por 60 dias, em diferentes condégdapresenca e auséncia de luz e

temperatura de armazenamento

FV g.l pH Osmol SST ATT

QM P>F QM P>F QM P>F QM P >F

T 3 0,0004° 0,9150 1,232%° 0,9312 0,000%° 1,0000 0,0006n.s 0,9858
T (rep) 8 0,0026 <,0001  8,6077 <,0001 0,9698 <,0001 0,0136 <,0001
T 8 0,0012* 0,0123 17,4854* <,0001 0,0492* <,0001 0,0283* <,0001
T*t 24 0,000T° 0,9951 0,1286° 00,9764 0,0014° 0,9999 0,0002n.s 1,0000

T*t*(rep) 64 0,0004 <,0001 0,2689 <,0001 0,0061 <,0001 0,0013 <,0001
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Tabela 2A—- Resumo da andlise de variancia das variaveis dos parametros de cor luminosidade (L*), wallr a*, tonalidade (h*) e saturacéo

(C*) em bebidas formuladas com permeado da ultrafiltracdo de leite adicionado de extrato antocianicaddgalasioeaba durante estocagem por

60 dias em diferentes condi¢cGes de estocagem na presenca e auséncia de luz e temperaturas de armazenamento

FV 0.l L* a* b* h* C*

QM P>F QM P>F QM P>F QM P >F QM P >F
T 3 284,0019* 0,0001 996,6736* <,0001  60,5560* 0,0070 2160,5593* <,0001  488,4290*  <,0001
T (rep) 8 10,2844*  <,0001 13,1784* <,0001 7,0612* <,0001 24,3388* <,0001 13,6220* <,0001
t 8 12,2565* <,0001  197,0653*  <,0001 2,8552* 0,0052 280,7358* <,0001  116,1571*  <,0001
T*t 24 5,9935* <,0001 28,56812* <,0001 5,2857* <,0001 122,9871* <,0001 9,8482* <,0001
T*t*(rep) 64  1,2248* <,0001 1,4287* <,0001 0,9237* <,0001 4,7538* <,0001 1,0977* <,0001
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Tabela 3A— Resumo da analise de variancia das variaveis antocianinas, polifendis e atividade antioxidpetesotadicais DPPH e ABTS
em bebidas formuladas com permeado da ultrafiltracdo de leite adicionado de extrato antocianico da cascabdadatartteaestocagem por

60 dias em diferentes condicGes de estocagem na presenca e auséncia de luz e temperaturas de armazenamento

FV g.l Antocianinas Polifendis DPPH ABTS
QM P>F QM P>F QM P>F QM P >F
T 3 405,2702* <,0001 609,6733° 0,9898 0,02280° 0,8561 0,2278 0,0437

T (rep) 8 10,0988 <,0001 16486,98 <,0001 0,0896 <,0001 0,0528+* <,0001
T 8 78,1116* <,0001 31829,76* <,0001 1,0383* <,0001 0,4923* <,0001
T*t 24 8,4088* <,0001 158,9718*° 1,0000 0,0178* 0,0084 0,0371* 0,0253

T*t*(rep) 64 0,6183° <,0001 1168,065 <,0001 0,0083 <,0001 0,0199 <,0001
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