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RESUMO

MOURA, Cristiane de. Potencial antioxidante de extratos hidroalcoodlicos de
mirtilo, polpa de acai e goji berry: efeito na estabilidade oxidativa e sensorial em
gueijo petit suisse. 2016. 108f. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Processos
Quimicos e Bioquimicos) - Universidade Tecnologica Federal do Parana, Pato Branco,
PR, 2016.

O interesse do consumidor por alimentos saudaveis, ricos em compostos
antioxidantes € um dos fatores importantes para a reducdo de riscos de doencas e
vem incentivando os pesquisadores e a industria a desenvolver produtos e
ingredientes inovadores e funcionais. Com esse intuito, o objetivo do trabalho foi
determinar as melhores condi¢des de extracao de compostos bioativos presentes nas
amostras polpa de acai, mirtilo e goji berry utilizando a metodologia de superficie de
resposta (RSM); avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana; identificar e
guantificar os compostos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE); avaliar a
estabilidade oxidativa e sensorial do queijo petit suisse contendo o0s extratos
liofilizados das amostras estudadas. Delineamento fatorial 23 foi usado para analisar
o efeito do solvente (etanol e 4gua), tempo (30 e 60 min) e temperatura (30 °C e 60
°C) na extracao e na determinacdo de compostos fendlicos totais (TCF) e atividade
antioxidante (AA). As variaveis, tempo e temperatura apresentaram efeito positivo na
AA em seus maiores niveis, 60 min e 60 °C, respectivamente. O solvente etanol 80 %
se mostrou mais eficiente na extragdo de TCF com AA em todas as matrizes. A
identificacdo de compostos fendlicos realizada por CLAE revelou a presenca de
catequina, epicatequina, rutina, miricetina, acido caféico, acido ferrdlico e &cido
cumarico. A polpa de acai apresentou maior atividade antioxidante in vitro quando
extraida a 60 °C por 60 min, porém nenhum dos trés extratos analisados nestas
condi¢cBes apresentaram atividade antibacteriana contra as bactérias Staphylococcus
aureus e Salmonella bongori nas concentracdes testadas (95,00 a 2,34 mg/mL). A
oxidacgdo lipidica dos petit suisse foi inibida pela adicdo dos extratos liofilizados,
revelando hjhgjggreducéo na producgéo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
e proporcionando a estabilidade da cor dos produtos durante o tempo de estocagem.
O queijo petit suisse contendo extrato liofilizado de goji berry obteve maior aceitacao
sensorial entre os julgadores (75,67 %). Com estes resultados a substituicdo de
antioxidantes e ingredientes sintéticos por extratos liofilizados pode ser uma
alternativa para a elaboracdo de alimentos mais saudaveis e nutritivos, ricos em
compostos fendlicos.

Palavras-chave: Compostos fenolicos. Atividade antioxidante. Delineamento fatorial
Frutas. Queijo petit suisse.



ABSTRACT

MOURA, Cristiane de. Antioxidant potential of hydroalcoholic extracts from
blueberry, acai pulp and goji berry: effect on oxidative and sensory stability in
petit suisse cheese. 2016. 108p. Master's Dissertation (Master's degree in
Technology Chemical and Biochemical Process) - The Federal University of
Technology - Parana, Pato Branco, PR, 2016.

The consumer interest in healthy foods with high amounts of antioxidants is one of the
important factors for reducing the risk of disease and it has encouraged researchers
and industry to develop innovative and functional products and ingredients. To that
end, the objective of this research was to study the bioactive compounds present in
the acai pulp, blueberry and goji berry samples, as well as the phenolic compounds
form of extraction using the response surface methodology (RSM), antioxidant and
antimicrobial activity of it, identification and quantification of compounds by high-
performance liquid chromatography (HPLC) and, at the end, the development of petit
suisse cheeses added with freeze-dried extracts of the samples. A 23 factorial design
was used to analyze the solvent effect (ethanol and water), time (30 and 60 min) and
temperature (30 °C and 60 °C) on the extraction and determination of total phenolic
compounds (TPC) and antioxidant activity (AA). The variables time and temperature
had a positive effect on the antioxidant activity (AA) in their highest levels with 60 min
and 60 °C respectively. The ethanol solvent 80 % is more efficient in TPC extraction
with AA in all arrays. The identification of phenolic compounds performed by HPLC
revealed the presence of catechin, epicatechin, rutin, myricetin, chlorogenic acid,
coumaric acid and ferulic acid. Regarding the AA the acai pulp showed higher activity
in vitro when extracted by 60 °C for 60 min, but none of the three extracts analyzed
under these conditions showed antibacterial activity against Staphylococcus aureus
and Salmonella bongori in the concentrations tested (95.00 to 2.34 mg/mL. For petit
suisse cheeses added with phenolic extract of the samples, the sample containing goji
berry achieved greater sensory acceptance among judges (75.67%), second only to
the commercial sample used for comparison with 91.56 % of acceptance. In relation to
the storage time, the oxidation was evaluated by the level of thiobarbituric acid reactive
substances and color analysis. Both analysis were satisfactory, making the extracts
addition an alternative to preserve the product properties and give it a high content of
bioactive and nutritive compounds.

Keywords: Phenolic compounds. Antioxidant activity. Factorial design. Fruits. Petit
suisse cheeses.
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1 INTRODUCAO

A funcao dos alimentos vai além de apenas nutrir (MORAES et al., 2007; KANG,
etal., 2012; SILVA et al., 2014), mas também pode estar relacionado com a prevencao
de doencas (CASTREJON et al., 2008; PAZ et al., 2015), levando o consumidor a
optar cada vez mais por alimentos mais saudaveis (SWIECA, 2015). As frutas podem
ser uma opcao frente a essas questdes, por serem fontes naturais de antioxidantes
como as vitaminas (OLIVEIRA et al., 2011; LEONG; OEY, 2012), carotenoides
(SOUZA et al., 2014; VALDIVIELSO et al., 2015) e compostos fendlicos (KUSKOSKI
et al.,, 2006; KANG et al., 2012; PAZ et al., 2015) com expressiva atividade
antioxidante (CASTREJON et al.,2008; KOCA; KARADENIZ, 2009; KANG et al.,
2012). A acao antioxidante desses compostos pode atuar em diferentes estagios no
processo de oxidacdo, diminuindo a concentracdo de radicais livres, quelando ions e
até mesmo decompondo produtos primarios e levando a compostos nao radicalares
(BRAVO, 1998; SOARES, 2002) que auxiliam o equilibrio do sistema imunoldgico
(SIES; STAHL, 1995).

O acai e o mirtilo se destacam principalmente pela presenca de pigmentos com
origem antocianica (SU; CHIEN, 2007; KANG et al., 2011; RODRIGUES et al., 2011,
GORDON et al., 2012). Além das antocianinas, o mirtilo € uma excelente fonte de
guercetina, campeferol, miricetina, procianidinas, catequina, epicatequina, resveratrol
e vitamina C, que contribuem para a atividade antioxidante e beneficios a saude das
pessoas (RODRIGUES et al., 2011; NORBERTO et al., 2013). O acai da Amazbnia é
amplamente conhecido no Brasil, mas ja faz parte do habito alimentar da grande
maioria da populacdo mundial pelas suas propriedades farmacologicas e medicinais,
como, atividade anticarcinogénica (PORTINHO; ZIMMERMANN; BRUCK, 2012), anti-
inflamatoria (FAVACHO et al., 2011; KANG et al., 2012) e antimicrobiana (BELDA-
GALBIS et al., 2015). O acai da Amazobnia, além de suas qualidades nutricionais tem
grande importancia para o desenvolvimento da regido amazénica (GORDON et al.,
2012).

O goji berry, fruta originada de paises asiaticos, como China e Tibet, € utilizada
h& muitos anos na fitoterapia (LI; LI; ZHOU, 2007). Esta fruta € um alimento funcional
de grande importancia para a regido, especialmente para China, porém tem se
tornado cada vez mais conhecida na Europa e América de Norte (LI, LI, & ZHOU,
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2007; DONG et al., 2009). O goji berry ganhou destaque nos ultimos anos na
comunidade cientifica por apresentar atividade anti-inflamatéria (POTTERAT, 2010;
WANG et al.,, 2010) e diversos beneficios a saude, incluindo os efeitos sobre o
envelhecimento, neuroprotecéo, como estimulador do metabolismo humano, controle
da glicose em diabéticos, controle de glaucomas, e por apresentar propriedades
antioxidantes e atividade antitumoral (AMAGASE; FARNSWORTH, 2011; DONNO et
al., 2014).

Englobar compostos bioativos a produtos ja existentes no mercado pode ser
uma excelente alternativa para o aumento de produtos que contenham em sua
composicao propriedades funcionais (PRUDENCIO et al., 2008; SAITO, 2014). O
queijo petit suisse € um produto obtido pela coagulacdo do leite, porém a alta
guantidade de aditivos sintéticos como corantes e conservantes, tem prejudicado a
qualidade nutricional do produto (CARDARELLI et al., 2008; BOATTO et al., 2010).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia dos fatores: tempo,
temperatura e natureza de solventes na extracdo de compostos bioativos, por MSR,
bem como avaliar o perfil cromatografico desta classe de compostos, atividade
antioxidante e antibacteriana, e elaborar um queijo petit suisse com aplicacao de seus
extratos, e posterior avaliacdo de parametros fisico-quimicos, microbioldgicos e

sensoriais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo definir a melhor metodologia de extracdo dos
compostos fendlicos, em polpa de acai, mirtilo e goji berry, com atividade antioxidante
para aplicacdo dos extratos liofilizados em queijo petit suisse, avaliando as

propriedades fisico quimicas, oxidativas e sensoriais do produto.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a composi¢cdo centesimal das amostras mirtilo, polpa de acai e goji
berry;

e Otimizar o método de extracdo dos compostos fendlicos nos extratos das
amostras mirtilo, polpa de acai e goji berry;

e Determinar o teor de antocianinas totais na melhor condicdo de extracdo de
compostos antioxidantes nas amostras mirtilo, polpa de agai e goji berry;

e Identificar e quantificar compostos fenélicos nos extratos por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

e Avaliar o perfil espectral de carotenoides por varredura em espectrofotometro
UV-Vis de extrato etéreo em mirtilo, polpa de acai e goji berry.

e Avaliar as propriedades antioxidantes pelo método de sequestro do radical livre
DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazina) e  ABTS’ (2,2’azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido  sulfénico)), auto-oxidagdo do sistema -
caroteno/4cido linoleico e método da reducéo do Ferro (FRAP - Ferric Reducing
Antioxidant Power) em extratos das amostras extraidas na melhor condi¢éo de
extracao determinada pela MSR.

e Determinar a atividade antibacteriana pelos métodos de Concentracdo
Inibitoria Minima (CIM) e Concentracao Bactericida Minima (CBM) nos extratos

de mirtilo, polpa de acai e goji berry;
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Elaborar um queijo petit suisse enriquecido com extratos de compostos
fendlicos liofilizados de mirtilo, polpa de acai e goji berry;

Avaliar a oxidacao lipidica e a coloracdo do queijo petit suisse em diferentes
tempos de armazenamento;

Verificar os parametros microbiolégicos e fisico-quimicos do queijo petit suisse
segundo legislacao vigente.

Avaliar a aceitacdo sensorial do queijo petit suisse.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CONSUMO DE FRUTAS

A dieta pouco saudavel dos brasileiros tem sido um dos fatores mais
importantes para ocorréncia de problemas de saude (SAMUELSON, 2004). De acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) o recomendado de ingestéo diaria de
frutas e hortalicas é de 400 g, porém estudos tem demonstrado que apenas 12,8 %
dos brasileiros ingerem esta quantidade recomendada. Pode-se dizer que essa
porcentagem € pequena, visto que o Brasil é o terceiro maior produtor de frutas do
mundo, ficando apenas atras da india e China (BRASIL, 2014).

Sendo assim, o consumo de frutas ndo é apenas um resultado de sabor e
preferéncia pessoal, mas sim uma preocupacao de saude devido ao alto contetdo de
nutrientes. Além de micronutrientes, tais como minerais, fibras, vitaminas, as frutas
também apresentam altos teores de compostos bioativos, que tem sido associados a
reducdo de doencas, tais como, cancer, problemas cardiovasculares e cataratas.
Portanto, a identificacdo e quantificacdo de fitoquimicos em frutas, polpas e
subprodutos sdo de extrema importancia para fundamentar seus beneficios a saude
(CLERICI; CARVALHO-SILVA, 2011; SILVA et al., 2014).

3.2 ACAI

O acgai tem se destacado, como uma das frutas mais consumidas e exportadas
no Brasil, ganhou importancia devido seus beneficios a salde, associados a sua
composicdo quimica e a capacidade antioxidante (PORTINHO; ZIMMERMANN;
BRUCK, 2012).

O acaizeiro (Figura 1) € uma palmeira nativa da Amazénia pertencente a familia
Arecaceae e ocorre naturalmente nos estados do Para, Amazonas, Maranhdo, Amapa
e nos paises como Colémbia, Equador, Guianas, Venezuela e atualmente é cultivado
em diversos estados brasileiros (OLIVEIRA et al., 2002)
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Figura 1 - Acgaizeiro
Fonte: Carvalho (2011).

No Brasil as espécies nativas mais importantes de acaizeiro sdo Euterpe
oleracea, Euterpe edulis e Euterpe precatoria. Todas essas espécies se destacam no
setor agroindustrial como a principal fonte de extracdo de palmito através do caule e
pela utilizacéo de seus frutos, o acai (OLIVEIRA; CARVALHO; NASCIMENTO, 2000).

A palavra acai é de origem tupi — ya-¢cai — que significa fruto que chora, pelo
fato de que durante o processo de extracdo da polpa, esta flui lentamente. Embora a
terminologia vulgar seja mais conhecida como acai, outras denominacdes sao de uso
frequente, como acai do para, acai do baixo amazonas, acai de touceira, acai de
planta, jucara, jucara de touceira, entre outras (KANG et al., 2012).

O acai é uma drupa globosa (fruto carnoso com uma Unica semente) variando
de 1 a 2 cm de diametro e peso médio de 1,5 g (Figura 2). O epicarpo na maturacao
apresenta cor roxa ou verde, sendo chamado de acai roxo e acai branco,
respectivamente. O mesocarpo é uma polpa oleaginosa e comestivel, e a semente
possui 0 endocarpo volumoso, duro e fibroso. Quando completamente maduro é

recoberto por uma capa branco-acinzentada (FAVACHO et al., 2011).



21

Figura 2 - Acai
Fonte: Martins (2013).

A floracéo e frutificacdo do acai ocorrem durante todo o ano, porém com maior
frequéncia, nos periodos de janeiro a maio e setembro a dezembro, respectivamente.
Em relagcdo ao clima, é necessario que seja quente e Umido, com pequenas
amplitudes térmicas, com temperatura minima de 22 °C e umidade relativa do ar
variando entre 71% e 91% (ALVES; COHEN, 2006).

O fruto do acaizeiro normalmente s6 € consumido ap0s seu processamento,
devido ao rendimento escasso da parte comestivel e sabor relativamente insipido
(SANTOS et al., 2008). Sua polpa é o principal subproduto, entretanto, dependendo
da quantidade de agua utilizada no processo de extracdo € classificada, segundo as
normas do Ministério da Agricultura e do Abastecimento (OLIVEIRA et al., 2002)
como:

a) Acai grosso ou especial, quando apresenta teor de sélidos totais superior a 14%;
b) Acai médio ou regular, quando apresenta teor de sélidos totais entre 11% e 14%;
c) Acai fino ou popular € o produto com teor de sélidos totais entre 8% e 11%.

Quando o despolpamento € efetuado sem a adicdo de agua, obtém-se a polpa
integral de acai, que deve conter, no minimo, 40 % de solidos totais (OLIVEIRA et al.,
2002). Essa forma de obtencédo do produto é raramente encontrada no comércio e
visa basicamente o atendimento de mercados distantes devido aos maiores custos de
congelamento e de transporte. No entanto, todas as despolpadoras disponiveis no
mercado necessitam de agua para que se processe com eficiéncia (ALVES; COHEN,
2006).

O acai, principalmente pelo seu alto valor energético vem sendo considerado
na atualidade como superfruta, principalmente pelo elevado teor de lipidios, como os

acidos graxos essenciais Omega 6 e Omega 9, carboidratos, fibras, vitaminas E,
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proteinas e minerais como manganés, ferro, zinco, cobre e cromo (FAVACHO et al.,
2011).

Os polifendis sdo outra classe de compostos presentes no acai, merecem
destaque as antocianinas, responsaveis pela forte atividade antioxidante envolvendo
a eliminacao direta ou extingédo de radicais livres, bem como, a inibicao de enzimas

oxidativas que geram essas espécies reativas de oxigénio (KANG et al., 2011).

3.3 MIRTILO

O Mirtilo (Vaccinium), também conhecido como Blueberry, é pertencente a
familia Ericaceae, subfamilia Vaccinoideae e género Vaccinium; € nativo de varias
regides da Europa e dos Estados Unidos ( FACHINELLO, 2008; NORBERTO et al.,
2013). No Brasil, a sua introducao foi realizada no ano de 1983, através de uma
colecdo de plantas trazidas pela Embrapa Clima Temperado (Pelotas-RS) do grupo
Rabbiteye, realizada pelo pesquisador Alverides Machado dos Santos, e a primeira
iniciativa comercial no Pais deu-se a partir de 1990, em Vacaria (RS) (HOFFMANN,
2014).

Diversas variedades de mirtlo podem ser encontradas, entretanto, as
variedades “Highbush” domeéstico (Vaccinium corymbosium), “Lowbush” (Vaccinium
angustifolium), “Rabbiteye” (Vaccinium ashei) e Mirtilo nativo europeu (Vaccinium
myrtillus) sdo as mais conhecidas. A principal diferenca entre essas variedades é 0
tamanho dos arbustos ( WANG et al., 2012; NORBERTO et al., 2013).

O Rio Grande do Sul é apontado como o estado com maior numero de
produtores rurais de mirtilo e o estado de Sao Paulo como o maior consumidor dessa
fruta (FACHINELLO, 2008).

Para o cultivo é necessario solo acido (pH 4,0 a 5,2), com alto teor de matéria
organica (superior a 5 %), boa retencéo de umidade e drenagem. A temperatura ideal
€ com temperaturas menores ou iguais a 7,2 °C, conforme a espécie e a cultivar. O
fruto € uma baga de cor azul-escura, de formato achatado, com aproximadamente 1
a 2,5 cm de didametro e 1,5 a 4 g de peso (Figura 3) (FACHINELLO, 2008;
PERTUZATTI et al., 2014).
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Figura 3 - Arvore frutifera de mirtilo (esquerda); Fruto mirtilo (direta).
Fonte: Antunes, (2007).

O mirtlo € um fruto constituido por mais de 80% de agua, aguUcares,
principalmente glicose e frutose, compostos organicos, como o acido citrico e o acido
malico, vitaminas A e C e minerais (manganés, potassio e ferro) encontrados também
em maior quantidade (WANG; CAMP; EHLENFELDT, 2012).

Pode ser classificado como uma das frutas mais ricas em antioxidantes e tem
chamado atencdo pela elevada concentracdo de antocianinas e outros compostos

fendlicos tanto na casca quanto em sua polpa (SOUZA, 2013 ; DENG et al., 2014).

3.4 GOJI BERRY

O goji berry, é o nome dado ao fruto da planta Lycium barbarum, pertencente a
familia Solanaceae, sendo encontrada naturalmente na China, Tibet e outras partes
da Asia. Diversas espécies de Lycium sdo encontradas, porém existe ainda uma
dificuldade para identificacdo de cada espécie, sendo utilizada a espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier como uma técnica para identificagéo
(DONG et al., 2009; POTTERAT, 2010).

A planta Lycium barbarum cresce até 3 m de altura, suas bagastem 1 a2 cm
de comprimento, sédo brilhantes e apresentam coloracdo vermelho-alaranjado (Figura
4). Os frutos sdo colhidos no verdo e outono e secos a sombra até que a pele se
contraia. ApOs essa pré-secagem os frutos sdo expostos ao sol tornando-o seco,
porém sua polpa ainda é mole (POTTERAT, 2010; AMAGASE; FARNSWORTH,
2011).
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Figura 4 - Goji berry

Fonte: Amagase; Farnsworth, (2011).

As propriedades medicinais presentes em goji berry, sdo oferecidas
principalmente pelo elevado teor de polissacarideos com atividades farmacolodgicas ja
comprovadas. Essas caracteristicas tém tornado o goji berry conhecido atualmente
por pessoas do mundo todo (AMAGASE; FARNSWORTH, 2011). Os principais
carotenoides, esses responsaveis pela cor caracteristica das bagas (vermelho-
alaranjado) presentes em altas concentragdes, sdo a zeaxantina, a beta-criptoxantina
e 0 beta-caroteno. Compostos fendlicos também ja foram identificados tanto nas
bagas como nas folhas da planta. Nas bagas, a quercetina é o flavonoide de maior
destaque, enquanto que nas folhas a rutina esta presente em maior quantidade.
Minerais como, potéassio, célcio, zinco, ferro, cobalto e magnésio também s&o
encontrados (LI; LI; ZHOU, 2007; WANG et al., 2010).

O goji berry desempenha um papel importante na medicina tradicional chinesa,
principalmente por melhorar o sistema imunoldgico, ajudar a visao, proteger o figado
e melhorar a circulac@o do sistema circulatério em humanos (WANG et al., 2010). O
fruto é isento de toxicidade e diversos pesquisadores vém estudando o fruto, caule e
raiz de goji berry e desenvolvendo procedimentos para seu controle de qualidade
(AMAGASE; FARNSWORTH, 2011).

3.5 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Na década de 80, o Japao langou o termo “alimentos funcionais”, com objetivo
de se desenvolver alimentos mais saudaveis, que consistiam na adicdo de
determinados compostos bioativos em alimentos que contenham pouca ou nenhuma

quantidade, para assim melhorar o envelhecimento da populacdo. Porém, o
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significado de alimentos funcionais se torna abrangente e discutido por diversos
autores (SIBBEL, 2007; ZERAIK et al., 2010; HENRY, 2010).

Henry (2010) sugeriu trés grupos que podem ser considerados como alimentos
funcionais, o primeiro podem ser considerados todos os alimentos que contenham em
sua composicdo compostos bioativos, também os alimentos que tenham sido
modificados, podendo ser enriquecidos com tais compostos e por fim os ingredientes
alimentares sintetizados. Sendo assim, um alimentos funcional pode ser natural,
modificado com a adi¢do ou remocédo de algum composto, alimentos onde um ou mais
compostos foram modificados, um alimento que a biodisponibilidade foi alterada ou
qualquer combinacédo das citadas acima.

Diversos estudos estdo sendo realizados e produtos elaborados com a
finalidade de se ter alimentos funcionais. Paz et al., (2015) estudou 8 polpas de frutas
tropicais no Brasil, relacionando suas atividades antioxidantes e antimicrobianas,
enquanto Ramful et al., (2010) estudaram 21 variedades de frutas citricas para a
elaboracdo de produtos funcionais. Kazeem e Davies, (2015) desenvolveram um
estudo relacionando diversas frutas que podem ter acéo frente a secrecédo de insulina
para melhor tratamento da diabetes, para que com as informacbes fornecidas
incentivem futuras pesquisas com o objetivo de isolar os componentes ativos para

ingredientes funcionais de alimentos.

3.6 COMPOSTOS BIOATIVOS

Nos vegetais existe a presenca de dois tipos de metabdlitos, primarios e
secundarios. Os metabdlitos primarios participam de processos de fotossintese,
respiracdo e assimilacao de nutrientes, zelando entéo pela sobrevivéncia do vegetal.
Os metabdlitos secundarios, por sua vez, sdo comumente chamados de fitoquimicos,
e estdo associados a estratégias de defesa das plantas, além disso, apresentam alta
atividade biolégica (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996; SILVA et al., 2010).

Os compostos fendlicos possuem ao menos um grupo hidroxila ligado ao anel
aromatico e podem variar de moléculas simples tais como os acidos fendlicos (Figura
5a), para compostos altamente polimerizados, tais como taninos (Figura 5b). Essa

classe de compostos apresenta mais de 8.000 substancias ja descritas e sua
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classificacdo é realizada conforme sua estrutura, nimero e posi¢do dos seus grupos

hidroxilas e outros grupos substituintes (BRAVO, 1998).
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Figura 5 - Acido fendlico (a) e Acido tanico (b)

Fonte: Bravo, (1998).

Diversas sao as formas antioxidantes que os compostos fendlicos podem atuar,
entre elas estdo, agentes redutores, sequestrantes de radicais livres, quelantes de
metais e desativadores do oxigénio singlete. Esses compostos também
desempenham um importante papel na natureza, auxiliando na maturacéo dos frutos,
protecdo contra bactérias e insetos e também no desenvolvimento sensorial como a
cor e sabor dos alimentos (PAZ et al., 2015).

Na natureza os compostos sdo encontrados na forma de ésteres ou
heterosideos, sendo entdo sollveis em agua e solventes organicos (RICE-EVANS;
MILLER; PAGANGA, 1996). Porém, nos animais existe uma maior dificuldade para
sintetizar esses compostos, ja que sdo incapazes de sintetizar o anel aromatico, assim
a sintese dos compostos fendlicos é feita apenas com os anéis aromaticos ingeridos
pela alimentac&o (SIMOES et al., 2001 apud CARPES, 2008).

Podem-se destacar duas classes principais de fendlicos, os acidos fendlicos e
os flavonoides. Os &cidos fendlicos se dividem em trés principais grupos principais, 0s
acidos benzoicos, acidos cinamicos e cumarinas (Figura 6). A variedade desses
compostos é devido ao extenso nimero de grupos funcionais que podem ser ligados
a cadeia principal (SOARES, 2002).
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Figura 6 - Estrutura basica de acidos fendlicos: (A) benzoico, (B) cinamicos e (C) cumarinas.
Fonte: Soares, (2002).

Os flavonoides possuem como estrutura basica Cs-C3-Cs (Figura 7) e fazem
parte de uma das classes mais diversificadas do reino vegetal. Nesse grupo as classes
mais comuns sdo as flavonas, flavononas, flavonoldis, isoflavonas, flavanois e
antocianinas (DAMODORAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Figura 7 - Estrutura basica de flavonoides
Fonte: Bravo, (1998)

Diversos autores vém estudando a composicao fendlica em produtos naturais,
como frutas, plantas, subprodutos e residuos. Prado (2009) estudou a composicao
fendlica de frutas como acerola, abacaxi, manga, maracuja, goiaba, pitanga e
demonstrou que todas estas frutas apresentaram boa atividade antioxidante podendo
ser excelentes fontes naturais de antioxidantes em alimentos. Autores como Pertuzatti
(2009), Reque (2012), Jesus (2013), Souza (2013), estudaram a atividade
antioxidante do mirtilo e outras pequenas frutas vermelhas, confirmando a elevada
concentracdo de compostos fendlicos e antocianinas totais, juntamente com a
presenca de carotenoides.

Melo et al. (2008), avaliaram o potencial antioxidante de polpas congeladas de
abacaxi, acerola, caja, caju, ciriguela, goiaba, graviola, manga, maracuja, pitanga,

tangerina e uva, pelos métodos de quantificacdo de compostos fendlicos e sequestro
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do radical DPPH, e tiveram como conclusdo que as polpas congeladas de frutas
podem ser vistas com uma importante fonte de antioxidante.

Souza et al. (2014) tiveram como objetivo em seus estudos, avaliar a
composicdo quimica, identificar os compostos fendlicos e verificar a atividade
antioxidante presente em pequenos frutos produzidos nas &reas subtropicais do
Brasil. As analises foram realizadas por métodos de quantificagdo de compostos
fendlicos, flavonoides, antocianinas, acido ascoérbico e determinacdo da atividade
antioxidante pelos métodos de sequestro dos radicais ABTS e DPPH e também pelo
método de inibicdo da oxidacdo do sistema beta-caroteno/acido linoleico. Na maioria
das andlises a amora-preta foi superior as outras frutas, porém todas apresentaram
valores positivos, concluindo que todos frutos podem ser fontes potenciais de
antioxidantes naturais.

Santos et al. (2008) caracterizaram polpas comerciais de acai, correlacionando
com a contribuicdo da vitamina C, carotenoides totais e compostos fendlicos com a
atividade antioxidante. Como resultados, os autores demostraram que o acgai pode ser
considerado uma importante fonte de vitamina C, bem como uma grande fonte de
antioxidantes. Em relacdo a correlacdo com a atividade antioxidante, somente as
antocianinas totais e os carotenoides totais apresentaram correlacdo positiva e
significativa.

Kuskoski et al. (2006), estudaram algumas propriedades de frutos tropicais
silvestres in natura e polpas de frutos comercializados congelados, como atividade
antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH e quantificacdo de compostos
fenolicos e antocianinas. Neste estudo os autores encontraram em ordem decrescente
de capacidade antioxidante das frutas acerola> manga> morango> uva> acai>

goiaba> amora> graviola> maracuja> cupuacu> abacaxi.

3.7 EXTRACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

Diversos sdao os autores que estudam a identificacdo e quantificacdo de
compostos fendlicos, atividade antioxidante e antimicrobiana em diversos frutos,
porém cada autor desempenha suas andlises com métodos especificos, tanto de

extracdo como identificacdo e quantificacdo. A etapa de extracdo € a etapa mais
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importante em um trabalho de pesquisa, pois os resultados das andlises que séo
realizadas posteriormente a extracdo, seja de quantificacdo ou determinacdo da
atividade, sdo obtidos em funcdo do conteldo extraido e presente no extrato.

Para a extracdo, existe uma diversidade de opc¢les, ndo necessariamente
existindo um método ideal para se trabalhar, pois cada amostra tem uma composi¢cao
distinta e diversificada, podendo um determinado solvente ser adequado em um caso
e ndo em outro. Fatores como solvente, pH, temperatura, nUmero de etapas da
extracdo, volume de solvente e tamanho das particulas das amostras séo os que mais
se alteram de um trabalho para outro (PRADO, 2009).

Kuskoski et al. (2006) extraiu os compostos bioativos de polpas de frutas de
acordo com a indicagéo para consumo, sendo 100 g para 250 mL de agua destilada.
Reque (2012) utilizou uma extracdo utilizando metanol e acetona, seguido de
centrifugacdo, para avaliar a atividade antioxidante, porém para quantificacdo de
antocianinas optou em utilizar uma solu¢do metandlica acidificada com 1 % de HCI.

A extracdo realizada por Rodrigues et al. (2011), foi realizada apenas com
metanol como solvente e deixada em ultrassom por 15 minutos a 20 °C. Apos, foi
centrifugado por 10 minutos e o sobrenadante utilizado para as andlises.

Souza et al. (2014) realizou a extracdo em duas etapas, utilizando o mesmo
procedimento apenas variando os solventes, primeiramente utilizando metanol e
depois acetona. As amostras foram deixadas em contato com o solvente durante 1
hora e ap6s centrifugadas durante 15 minutos a 25.400 x g e o sobrenadante foi

utilizado para préxima etapa. O sobrenadante final foi utilizado para as analises.

3.8 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Antioxidantes podem ser considerados como aqueles compostos que séo
capazes de diminuir ou prevenir significativamente a oxidagdo de outra substancia,
sendo que este deve ser encontrado em menor quantidade que a substancia a ser
oxidavel. Dente os diversos compostos que podem atuar nessa atividade, podem-se
citar os compostos fendlicos, enzimas antioxidantes, ligacbes de ferro, proteinas
transportadoras e outros compostos que afetam o sinal de expressao génica (BRAVO,
1998; SOARES, 2002).
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Os antioxidantes fendlicos atuam normalmente como sequestradores de
radicais, pela rapida doacdo de um atomo de hidrogénio aos radicais lipidicos,
podendo agir tanto na fase de iniciacdo quanto na propagacao do processo oxidativo
em alimentos (BRAVO, 1998).

Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas e instaveis. Podem ser
definidos como moléculas ou &tomos que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados. Essas moléculas encontram-se envolvidas em processos de
producao de energia, fagocitose, regulacao do crescimento celular, entre outros. Mas
quando em excesso, ocorre um estresse oxidativo alterando funcdes fisioldgicas
normais do organismo, como a peroxidacao de lipideos de membrana, a agressédo as
proteinas, enzimas, carboidratos e DNA, o qual pode contribuir para doencas e
envelhecimento, assim a utilizacdo de antioxidantes sdo fundamentais para que
prevenir e/ou diminuir todos os riscos causados por estes radicais livres (LI; LI; ZHOU,
2007; PORTINHO; ZIMMERMANN; BRUCK, 2012).

Além dos diversos problemas a saude, os radicais livres podem interferir na
qualidade sensorial e nutricional de diversos alimentos, por atuarem principalmente
na oxidacdo de matérias facilmente oxidaveis, como 6leos e gorduras (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

A defesa antioxidante € realizada por compostos enzimaticos produzidos no
organismo, como superoxido dismutase, glutationa peroxidase e catalases, que
removem 0 oxigénio ou compostos altamente reativos e assim protegem as células e
os tecidos contra o estresse oxidativo. Outro método de defesa sdo os compostos nao
enzimaticos, dentre esses, destacam-se algumas vitaminas, minerais, carotenoides e
compostos fenolicos, encontrados principalmente em vegetais e frutas (RAMALHO;
JORGE, 2006; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; SILVA et al., 2010).

IndUstrias de alimentos utilizam antioxidantes para evitar a deterioracdo dos
produtos, aumentando a vida de prateleira dos mesmos e mantendo o seu valor
nutricional, mas também séo de grande interesse na area da saude, pois ajudam na
protecdo das células e tecidos contra danos oxidativos (WANG; CAMP;
EHLENFELDT, 2012). Porém, a industria acaba optando em utilizar antioxidantes
sintéticos pelos custos e maior facilidade, apesar da eficacia desses compostos na
acdo antioxidante, os mesmos vém sendo questionados, uma vez que estes
compostos podem fornecer efeitos tdxicos, mutagénicos e carcinogénicos
(MERCADANTE et al., 2010).
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3.9 METODOS DE ANALISE DOS COMPOSTOS BIOATIVOS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE IN VITRO

Para a determinacdo dos teores de compostos fendlicos, antocianinas e
avaliacdo da atividade antioxidante, analises colorimétricas através de leituras em
espectrofotobmetros podem ser utilizadas.

A guantificacdo dos compostos fendlicos totais se baseia nas reacfes de oxi-
reducdo entre os compostos fendlicos e ions metalicos. Dois métodos podem ser
utilizados para tal objetivo, 0 método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu ou do azul
da Prussia modificado. O primeiro utiliza o regente de Folin-Ciocalteu, onde em
presenca de fendis em meio alcalino reduz o fosfomolibdato-fosfotungstato, a
molibdénio, resultando em uma colorag&o azul, onde a intensidade varia dependendo
do teor desses compostos. O método azul da Prussia também utiliza a reducéo de
compostos, pelos grupos hidroxi-fendlicos, de ions Fe*®a Fe*?, formando complexos
com ferrocianeto, produzindo pigmentos de coloragéo azul (SILVA et al., 2010).

A quantificacdo de antocianinas totais é realizada através do método do pH
diferencial. Os pigmentos de antocianina sofrem transformagdes estruturais
reversiveis com uma alteracédo no pH. A forma oxénio colorido predomina no pH 1,0 e
a forma de hemicetal incolor no pH 4,5. O método diferencial de pH baseia-se nesta
reacdo e permite a quantificacdo precisa e rapida das antocianinas totais (GIUSTI;
WROLSTAD, 2000).

As capacidades antioxidantes de amostras como plantas e frutas
podem ser influenciadas por muitos fatores, tais como métodos de extracdo e/ou
médodos utilizados para quantificacdo, portanto é necessario executar diferentes
avaliacbes para avaliar os diversos mecanismos de acdo que esses podem
desenvolver. A maioria das analises realizadas utiliza processos oxidativos, os quais
envolvem a adicdo de um agente iniciador para acelerar o processo, como
temperatura, agitacdo, disponibilidade de oxigénio, metal de transicAo ou mesmo
exposicao a luz (ANTOLOVICH et al., 2002).

Existem quatro passos essenciais que devem ser seguidos ao avaliar a
atividade antioxidante de substancias: a primeira etapa é a quantificacdo e

identificacdo de compostos fendlicos; a segunda etapa avalia a atividade de sequestro
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do radical livre e na terceira etapa deve ser feita a avaliacdo da habilidade do
antioxidante inibir ou retardar a oxidacao lipidica. Por fim, a Ultima e quarta etapa
depende do objetivo do estudo, podendo ser dividida em (a) e (b). A etapa (a) sugere-
se a aplicacdo em alimentos com analises especificas e (b) avaliacdo dos efeitos
antioxidantes da dieta no corpo humano (BECKER et al., 2004).

A atividade antioxidante de sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrihidrazil) pode ser expressa de duas formas, utilizando uma curva padrdo com o
antioxidante sintético Trolox, composto analogo a vitamina E, porém, solivel em
substancias polares, ou através de equacbes para determinacdo da atividade
antioxidante, porém o principio da reacdo em ambas as analises é o mesmo (BRAND-
WILLIAMS et al.,1995).

O DPPH é um radical de nitrogénio organico, estavel de cor violeta e possui
absorcdo méaxima na faixa de 515-520 nm. Na presenca de um doador de hidrogénio,
esse radical é reduzido e a intensidade de absor¢&o diminui. Quanto maior a presenca
de compostos com o poder de doar esse hidrogénio maior € a perda de coloracao,
transformando a solucdo de coloracdo violeta a amarela (Figura 8) (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006).
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Figura 8 - Reacédo do radical DPPH frente ao composto fendlico Quercetina. Diferencana
coloracdo entre o inicio e final da reacédo, ap6s os radicais serem estabilizados.
Fonte: Teixeira; Silva, (2013).

O método ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido  sulfénico)
determina a atividade antioxidante total pela captura do radical ABTS™. O principio de
reacao é semelhante ao método DPPH, porém o radical ABTS™ é formado ao inicio
da analise (Figura 9), ao contrario do DPPH* que ja é adquirido na sua forma radicalar.

A principal diferenca entre os dois radicais, € que o radical DPPH é soluvel em
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solventes organicos, enquanto o ABTS™* é sollvel tanto em dgua como em solventes
organicos, permitindo a analise de amostras tanto hidrofilicas como lipofilicas
(RUFINO et al., 2007).
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|
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ABTS *

Figura 9 - Reacéo de oxirreducéo do radical ABTS
Fonte: Rufino et al. (2007).
O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), também esta sendo

muito utilizado entre as analises antioxidantes por ser uma analise que envolve a
reducdo do Fe3* a Fe?*. Essa reacdo ocorre na presenca de 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-
triazina (TPTZ) em condi¢cdes acidas, onde ocorre a formacdo de um complexo
corado. Assim este complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe''-TPZ) é reduzido ao
complexo ferroso (Fe'-TPZ) na presenca de um antioxidante (Figura 10) (RUFINO et
al., 2006).
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cor: azul-clara cor: azul-escura

Figura 10 - Reducédo do complexo Fe3* a Fe?*
Fonte: Rufino et al. (2006).

Por fim, o método de descoloramento do (-caroteno/acido linoleico é avaliado

pela adicdo de uma amostra que contenha compostos antioxidantes que reagem com
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o radical peroxil. O resultado € a peroxidacao do acido linoleico devido as condi¢cdes
favoraveis, e assim previne que esse radical abstraia o hidrogénio da molécula
instaurada do B-caroteno, contribuindo para retardar o decaimento da coloragéo do [3-
caroteno, consequentemente se defendendo contra o ataque dos radicais livres.
Sendo assim, quanto menor for a queda de coloracdo maior sera a atividade
antioxidante da amostra analisada (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

3.10 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A resisténcia dos microrganismos frente a agentes antibacterianos tem se
tornado um problema global. Em resposta a essa resisténcia, a procura por novos
compostos com propriedades antibacterianas tem chamado a ateng&o das principais
industrias farmacéuticas, juntamente com estudos em Universidades para isolar e
identificar esses compostos (CABRAL, 2008).

Os estudos relacionados a identificagdo e isolamento de compostos com
atividades antimicrobianas tiveram inicio na década de 1940, onde o pesquisador
Osborn, avaliou a atividade de 2300 plantas contra bactérias como Staphylococcus
aureus e Escherichia coli (OSBORN, 1943).

Muitos compostos fendlicos podem possuir esta acao antimicrobiana, que esta
principalmente relacionada a inativacéo das enzimas celulares, além de mudancas na
permeabilidade das membranas celulares (SHEN et al., 2014; BELDA-GALBIS et al.,
2015).

Estudos recentes também vém destacando a atividade antimicrobiana de
produtos naturais. Cabral (2008) teve como objetivo fracionar e isolar compostos com
atividade antibacteriana da propolis vermelha brasileira, demostrando sua atividade
antibacteriana tornando a prépolis vermelha uma importante fonte de agentes
antibacterianos naturais. Deng et al. (2014) analisou a atividade antimicrobiana de
extratos de folhas de mirtilo colhidos em trés estagios de maturacao da fruta (imaturo,
semi-maduros, e maduro), utilizando dois tipos de bactérias gram-positivas
(Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes), duas gram-negativas (Salmonella
Typhimurium e Escherichia coli) e o fungo Monilina Vaccinii-corybosi. Os extratos

utilizados tiveram agao antimicrobiana em todos as bactérias e fungos testados.
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Sampaio et al. (2009), Mariem et al. (2014) e Belda-Galbis et al. (2015), também
estudaram a atividade antimicrobiana de produtos naturais tais como agai e mirtilo e
bioensaios contra bactérias gram-positivas e negativas. Seus resultados mostraram o
efeito inibidor contra o crescimentos de diversas bactérias testadas como, por

exemplo, S. typhimurium, B. thuringiensis e K. pneumoniae.

3.11 QUEIJO PETIT SUISSE

“‘Petit Suisse”, um tipo de queijo francés, apresenta consisténcia de creme,
muito macio e normalmente sabor doce. No Brasil, o produto é consumido como
sobremesa e as vendas séo direcionadas principalmente para as criancas
(PRUDENCIO et al., 2008).

O queijo petit suisse é caracterizado como queijo fresco, ndo maturado, obtido
por coagulacdo do leite com coalho e/ou de enzimas especificas e/ou de bactérias
especificas, adicionado ou ndo de outras substancias alimenticias. E um queijo de
altissima umidade, a ser consumido fresco, podendo ser adicionado no maximo 30%
(m/m) de ingredientes nao lacteos, sendo assim classificado como queijo “Petit
Suisse” com adigdes (BRASIL, 2000).

Como ingredientes obrigatorios tém-se o leite e/ou leite reconstituido e
bactérias lacteas especificas elou coalho e/ou outras enzimas coagulantes
apropriadas. Os ingredientes opcionais sao leite concentrado, creme, manteiga,
gordura anidra, caseinatos alimenticios, proteinas lacteas, outros solidos de origem
lactea, soros lacteos, concentrados de soros lacteos, ainda pode ser utilizada frutas
em forma de pedacos, polpa, suco e outros a base de frutas, além de outras
substancias alimenticias como: mel, cereais, vegetais, frutas secas, chocolate;
especiarias, café e outras, s0s ou combinadas; agucares e/ou glicidios (exceto
polidlcoois); amidos e gelatina e cloreto de sédio (BRASIL, 2000).

As principais caracteristicas sensoriais do queijo petit suisse sdo a sua
consisténcia pastosa, branda ou “mole” de coloracédo branca ou de acordo com as
substéancias a ser adicionadas. O sabor e odor sao proprios do produto ou de acordo
com substancias adicionadas como aromas de frutas. Devido ao alto teor de proteinas

lacteas (minimo 6,0 %) e vitaminas lipossoluveis, calcio e fésforo o queijo “Petit
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Suisse” é considerado um queijo com alto valor nutricional (BRASIL, 2000;
PRUDENCIO et al., 2008). O queijo necessita ser envasado em materiais adequados
e conservado e comercializado a temperatura néo superior a 10 °C (BRASIL, 2000).

Devido ao uso de corantes artificiais nesse tipo de produto e por serem
destinados principalmente as criancas, existe a possibilidade de ocorrer alergias
alimentares (PRUDENCIO et al., 2008). Sendo assim, a procura por compostos
naturais que substituam esses compostos, pode ser uma alternativa ideal para uma
alimentacdo mais saudavel e sem riscos a saude.

Saito (2014) teve como objetivo o estudo da avaliagdo do efeito da adicao de
prebidticos (inulina e oligofrutose) e corante natural (extrato de casca de jabuticaba)
nas caracteristicas de queijo petit suisse. Prudencio et al. (2008) elaboraram queijos
petit suisse com e sem soro de queijo retido e avaliaram as caracteristicas fisico-
quimicas e a estabilidade dos extratos adicionados de antocianinas provenientes da

uva e beterraba vermelha.
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As etapas referentes ao desenvolvimento do projeto de estudo estdo descritas

no fluxograma de atividades (Figura 11).

Composi¢éo

centesimal

p

Gaji berry desidratado

Polpa do acai Mirtilo in natura
Trituragdo em
liquidificador
Liofilizagéo

fendlicos e Otimizagéo

Extracdo de compostos

Analises

antimicrobiolégicas

Caracterizagdo Quimica

J y

Compostos Antocianinas
fendlicos
Perfil espectral de CLAE-FR

carotenoides

v

Atividade Antioxidante

y y

DPPH FRAP
( N
B-caroteno/ ABTS
acido
\ J

Evaporagéo e liofilizagéo

L

Elaboragéo do Produto lacteo

Composicéo Andlises Analise
centesimal microbiolégicas Sensorial
Avaliacédo da

oxidacao lipidica

Andlise de Cor

Figura 11: Fluxograma das atividades a partir da matéria-prima
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4.1 MATERIAIS

As amostras foram obtidas no Mercado Municipal de Curitiba - PR e
transportadas em caixas de isopor com gelo para o laboratério de Bromatologia na
UTFPR, campus Pato Branco - PR. A escolha dos cultivares foi conforme a
disponibilidade no mercado de cada uma das frutas, bem como a sua forma de
consumo. O acai na forma de polpa especial e o mirtilo in natura foram adquiridos na
forma congelada, enquanto o goji berry na sua forma desidratada.

O goji berry e o mirtilo foram submetidos a trituracdo em liquidificador para
homogeneizacdo da amostra. O mirtilo apds trituracdo e a polpa de acai foram
liofilizados em Liofilizador (Liotop - L1019, S&o Paulo, Brasil). As trés amostras apos
serem processadas, foram embaladas em plasticos devidamente selados e

armazenadas em freezer a - 5 °C.

4.2 METODOS

4.2.1 Caracterizacao Fisico-Quimica

Para a caracterizacao fisico-quimica, foi utilizado a polpa de acai, o mirtilo in
natura e o goji berry desidratado. A caracterizacao fisico-quimica do produto (petit
suisse) seguiu a mesma metodologia realizada com as amostras, diferindo apenas em
relacdo a acucares totais que foram quantificados por diferenca. Todas as analises
foram realizadas em triplicata.

As analises de umidade, cinzas, lipidios totais, proteina, acUcares totais,
redutores e néo redutores foram realizados a partir de metodologias reconhecidas e
preconizadas pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

As fibras foram quantificadas utilizando do kit de ensaio para fibras dietéticas
totais (Total dietary fiber assay Kit — Sigma Aldrich - Cédigo TDF —100A). Inicialmente
as amostras foram desengorduras, desidratadas e adicionadas juntamente com

tampdao fosfato e a-amilase, incubadas em banho-maria por 15 min a 95 °C e logo
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apos resfriadas. ApGs esse processo o pH foi ajustado (pH 7,5) e adicionado protease,
incubado em banho-maria por 30 min a 60 °C, resfriado e ajustado o pH novamente
(pH 4,5), a amiloglucosidase foi adicionada e seguido a mesmo procedimento anterior.
Por fim, 150 mL de etanol 95% foram adicionado para precipitacdo e colocado em
repouso a temperatura ambiente por aproximadamente 12 horas.

ApGs a precipitacéo, foi realizada a filtracdo em cadinho ambientado com celite
e utilizado etanol 78%, 95% e acetona para eliminacdo de todos os interferentes. Os
cadinhos foram secos em estufa a 105 °C e apos incinerados a 525 °C por 5 horas.
Cadinhos apenas secos em estufas foram utilizados para quantificacdo de proteinas.
A quantificacéo de fibras dietéticas totais foi calculada pela equacéo 1:

% FDT = [Ramostra - Pamo?;c: - Aamostra - B x 100 (1)

Onde, R é a média dos pesos dos residuos calculados pela diferenca entre o peso
dos cadinhos secos em estufas e 0 peso do cadinho preparado com celite, P é 0 peso
médio de proteinas, A é a média do peso incinerado calculado pela diferencga entre o
peso do cadinho incinerado e o peso do cadinho preparado com celite, B é o branco

e Sw € 0 peso médio das amostras.
4.2.2 Perfil espectral de carotenoides

A avaliagdo de carotenoides totais foi realizada conforme Porcu; Rodriguez-
Amaya (2004). Inicialmente, as amostras desidradatas foram maceradas com celite e
acetona gelada, em seguida realizada a filtracdo a vacuo. Esse processo foi repetido
até que a solucéo filtrada ndo apresentasse coloragdo. O extrato cetdnico extraido da
filtrac&o foi adicionado em funil de decantacéo, juntamente com agua, éter de petrdleo
e éter etilico, até que toda transferéncia dos pigmentos seja transferida para o extrato
etéreo. Para retirar toda agua presente do extrato, sulfato de sédio anidro foi
adicionado ao extrato etéreo e transferido para um baldo volumétrico. A medida da
absorbancia foi realizada em espectrofotometro (Evolution 60s — Thermo Scientific,
Massachusetts, EUA), no intervalo de comprimento de onda de 300 a 600 nm, com
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intervalo de 10 nm. O teor de carotenoides foi obtido pela equacéo 2 e expressos em

Hg/g de amostra.

Amax x 10* xV
1% (2)
Elc—m xXm

Carotenoides totais (ug/g) =

onde, Amax é a absorbancia maxima obtida do perfil espectral, V é o volume do balédo

1%
lcm

volumétrico adicionado, ¢ é coeficiente de absorcdo e m € a massa utilizada da

amostra.

4.2.3 Extracéo e delineamento fatorial

Foi utilizado delineamento fatorial 23, totalizando-se 8 corridas em triplicata
(Tabela 1), para verificar os efeitos das variaveis como solvente (agua e etanol), tempo
(30 e 60 min) e temperatura (30 e 60 °C) de extracdo sobre o teor de compostos
fendlicos e atividade antioxidante. As variaveis independentes foram X1 o solvente,
variavel X2 o tempo de extracdo (min) e a variavel X3 a temperatura de extracdo (°C)
(Tabela 2), enquanto as variaveis dependentes utilizadas foram atividade antioxidante
através do método do sequestro do radical DPPH e a quantificacdo de compostos

fendlicos.

Tabela 1 - Planejamento Fatorial 2% para extracdo de compostos antioxidantes em polpa de acai,
mirtilo e goji berry.

Ensaios Solvente Tempo Temperatura
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
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Tabela 2 - Condicdes e Variaveis utilizadas para extracdo de compostos antioxidantes em polpa
de acai, mirtilo e goji berry.

Variavel (-1) (+1)
X1 Solvente ~ Aguapura Etanol 80 %
X2 Tempo 30 min 60 min
X3 Temperatura 30 °C 60 °C

A extracdo dos compostos antioxidantes foi realizada conforme Prado (2009),
com pequenas modificagcoes. Os solventes selecionados para o estudo de otimizacao
foram o etanol 80 % (v/v) e a agua. A escolha do solvente se deve principalmente a
facilidade de manipulacdo, a baixa toxicidade e a necessidade de aplicacdo em
alimentos. Para a extracdo, 3 g das amostras liofilizadas foram transferidas para
erlenmeyers e adicionados 30 mL dos solventes separadamente e submetidos a
agitacdo em Shaker (SL 222, Piracicaba, Brasil) a 200 rpm segundo o delineamento
experimental demonstrado na Tabela 1. Em seguida, os extratos foram transferidos
para tubo Falcon e centrifugados a 6000 rpm (Hermle Z 200 A) durante 15 minutos.
Na sequéncia os extratos foram filtrados e armazenados em frascos hermeticamente
fechados, sob abrigo de luz e em freezer a - 5 °C para posterior analise. Cada extracéo

foi realizada em triplicata, totalizando 24 ensaios para cada fruta.

4.2.4 Teor de Compostos fendlicos

A determinacdo de compostos fendlicos foi realizada em triplicata de acordo
com o0 método espectrofotométrico de Folin-Ciocateau, descrito por Singleton et al.
(1999). Os respectivos extratos foram transferidos para tubos de ensaio e adicionados
2,5 mL do reagente de Folin-Ciocateau (1:10). Apds 5 minutos de repouso da mistura,
foram adicionados 2,0 mL de uma solugcdo de Na2COs 4%. As solugdes foram
incubadas em local escuro, a temperatura ambiente e ap0s 2 horas, foi realizada a
leitura da absorbancia a 740nm. O padrao utilizado para curva padréo foi o acido
galico e os resultados expressos em mg equivalente em acido galico (EAG) /g de

amostra.
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4.2.5 Teor de Antocianinas totais

As antocianinas foram determinadas pelo método descrito pela AOAC (2005),
através da diferenca de pH. A reacao ocorreu transferindo 0,5 mL de amostra para
tubo de ensaio contendo 2,0 mL de solug¢édo tampéo cloreto de potassio (pH 1,0) e
uma aliquota de 0,5 mL de amostra para outro tubo de ensaio contendo 2,0 mL de
solucéo tampéo acetato de sédio (pH 4,5). Apos 20 minutos realizou-se a leitura das
absorbancias das amostras dos dois tampdes nos comprimentos de onda 520 e 700
nm em espectrofotometro Bel Photonics (Modelo 2000 UV, Osasco, Brasil). Os
ensaios foram realizados em triplicata.

Os resultados foram expressos em mg/100g e calculados pela equacédo a

seqguir.

mg )_ Ax MW x DF x 103

100g/ ®

Antocianinas (
ex1

Onde, MW é o peso molecular para a cianidina-3-glicosidio (449,2 g/mol); DF a
diluigho da amostra; € = absortividade molar da cianidina-3-glicosidio (26900
L/mol.cm); 108 = fator de converséo de g para mg; A é representado na equacao 4,

gue segue abaixo:

A = (Abs 520 — Abs 700 )pH 1,0 — (Abs520 — Abs 700) pH4,5 (4)
4.2.6 Atividade Antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada por métodos distintos
descritos a seguir para as amostras polpa de acai, mirtilo, goji berry e para o

antioxidante sintético eritorbato de sédio.

4.2.6.1 Atividade de sequestro do radical DPPHe
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A medida da atividade sequestrante do radical DPPH foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995). Para avaliacdo da
atividade antioxidante os extratos foram reagidos com o radical estavel DPPH em uma
solucéo de etanol. Na forma de radical, o DPPHe+ possui uma absorcéo caracteristica
a 517 nm. A mistura de reacao foi constituida da adicdo das amostras, etanol anidro
e a solucdo alcodlica do radical DPPH 0,3 mM. Os resultados foram expressos em
duas maneiras distintas, uma através do ECso que é a quantidade de antioxidante
necessaria para reduzir a concentracao inicial do radical DPPH em 50% e expressa
também em pmol de trolox / g de amostra. A primeira € realizada com uma curva
cinética, avaliando o tempo de estabilizacdo do radical DPPH e a porcentagem de
atividade antioxidante (%AA) calculada a partir da equacdo 5. Ja a segunda é
realizada através da curva padrao utilizando o antioxidante trolox como padréo e com

tempo de reacdo de 30 min. Os ensaios foram realizados em triplicata.

(Abs(amostra) — Abs(branco))x 100

% AA = 100 —
o Abs(controle)

(5)

4.2.6.2 Atividade antioxidante pela oxidacdo acoplada do beta-caroteno e &cido

linoleico

A medida da atividade antioxidante foi determinada pela oxidac&o acoplada do
B-caroteno e do &cido linoleico, de acordo com Ahn et al. (2004). Uma solucdo de B-
caroteno foi preparada em cloroférmio, e 3 mL desta solucéo foi homogeneizada com
40 mg de acido linoleico e 400 mg de Tween 40 e em seguida, o cloroférmio foi
removido com a utilizacdo de uma corrente de gas nitrogénio, e o residuo obtido
redissolvido em 100 mL de agua aerada por 30 min. Aliquotas da emulsdo [3-
caroteno/4cido linoleico foram misturadas com os extratos e a leitura da absorbéancia
foi realizada em espectrofotdbmetro a 470 nm, no tempo inicial e em intervalos de 20
minutos durante 2 horas com incubacéo a 50 °C, para a reacdo de oxidacdo. A
amostra controle foi realizada com etanol a 80% e a emulsdo preparada

anteriormente. Os ensaios foram realizados em triplicata. A atividade antioxidante foi
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expressa pela porcentagem de inibicdo relativa em relacdo ao controle depois de 120

min de incubacéo, usando a equacao (6):

DRc — DRs

AA(%) = DRex 100

(6)

onde AA representa a atividade antioxidante, DRc a taxa de degradacdo da amostra
controle (In(a/b)/120); DRs a taxa de degradacdo da amostra contento a substancia
teste (In(a/b)/120); a a absorbéancia inicial no tempo 0 e b a absorbancia depois de 100

min.

4.2.6.3 Atividade antioxidante total pelo método de reducéo do ferro - FRAP (Ferric

Reducing Antioxidant Power)

Para a determinacao da atividade antioxidante por meio da reducgéo do ferro
(FRAP) foi utilizada a metodologia descrita por Kukic et al. (2008), com pequenas
modificacdes. O reagente FRAP foi preparado no momento da analise, através da
mistura de 25 mL de tampéao acetato (300 mM, pH 3,6), 2,5 mL de solucdo TPTZ (10
mM TPTZ em 40 mM HCI) e 2,5 mL de FeClz (20mM) em solugdo aquosa. Uma
aliquota de 100uL dos extratos foram adicionados a 3 mL do reagente FRAP e
incubado a 37 °C em banho-maria por 30 minutos. As absorbancias foram medidas
apos esse tempo e o0 espectrofotdmetro zerado com a solugdo FRAP. A curva de
calibracdo foi desenvolvida com sulfato ferroso (200-2000 uM), e os resultados

expressos em pmol Fe?*/mg. Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.2.6.4 Atividade antioxidante frente ao ABTS+

A capacidade de sequestrar o radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico (ABTS*) foi determinada segundo o método descrito por Re et al.
(1999). O radical ABTS™ é gerado a partir da reacao da solucédo aquosa de ABTS* (7
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pmol) com persulfato de potassio 140 mM. Esta solugao foi mantida ao abrigo da luz,
em temperatura ambiente por 16 h e em seguida, diluida em etanol até obter, em
comprimento de onda de 734 nm, uma medida de absorbancia de 0,7 + 0,05. Os
extratos foram adicionados a solucdo do ABTS™, e a absorbancia registrada, em
comprimento de onda de 734 nm, apdés 6 minutos de repouso. A capacidade
antioxidante da amostra é calculada em relacdo a atividade do antioxidante sintético
Trolox (6- hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico), nas mesmas
condicbes, e os resultados expressos em capacidade antioxidante equivalente ao

Trolox (umol TEAC/g). Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.2.7 Identificacdo e Quantificacdo de Compostos Fendlicos Individuais

Os extratos preparados na melhor condicdo do delineamento fatorial, foram
rotaevaporados a 40 °C em evaporador rotativo (Fisatom® 802, Sdo Paulo, Brazil) e
liofilizados para assim serem ressuspendidos na fase movel na propor¢éao de 0,1 g em
1,0 mL de acetonitrila:dgua:acido acético (40:58:2). Para eliminacdo de impurezas, a
amostra foi adicionada em cartucho Chromafix C18 previamente pré ativado com 4,0
mL de metanol e 4,0 mL de agua acidificada (pH 2). Para eliminacdo dos &cidos
organicos simples foram adicionados 4,0 mL de agua deionizada acidificada e por fim
2,0 mL de metanol ao cartucho para extracdo de acidos fendlicos e flavonoides
(WANG et al., 2010).

Aliguotas de 10 pL foram injetadas em um cromatografo a liquido (Varian,
model 920-LC, Walnut Creek, C.A, US) e para separacdao foi utilizada uma coluna de
fase reversa C-18 (Varian, 250 mm x 4.6 mm, 5 um). Um sistema de gradiente binério
foi utilizado para o fracionamento (Tabela 3), o qual foi constituido de fase movel “A”
contendo agua:acido acético (98:2) e a fase “B” acetonitrila:agua:acido acético
(40:58:2).

A taxa de fluxo da fase mével foi de 1 mL/min e a temperatura durante a analise
foi mantida a 30 °C. Para a deteccao dos compostos fendlicos um detector de arranjos
de diodos foi utilizado, com comprimentos de onda ajustados para 280 e 360 nm, ja o

software Galaxie foi utilizado para adquirir e gerar os dados.
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Tabela 3 - Gradiente de concentracao para eluicdo dos compostos, constituido de Fase A e
Fase B

Tempo % de Fase A* % de Fase B**
00 — 02 min 95 5
02 — 15 min 80 20
15 - 25 min 75 25
25— 32 min 15 85
32 - 36 min 5 95
36 — 45 min 95 5

*Fase A: agua:acido acético (98:2) ; **Fase B: acetonitrila:agua:acido acético (40:58:2)

As curvas de calibracdo e de regresséao linear com base nas areas dos picos
foram utilizadas para identificar e quantificar os picos correspondentes aos 12 padrdes
externos (grau cromatogréafico), sendo eles: acido gélico, catequina, &cido vanilico,
acido caféico, epicatequina, acido cumarico, acido ferrdlico, rutina, acido salicilico,
miricetina, resveratrol e quercetina. Todos os padrdes foram diluidos na fase “B”
(acetonitrila:agua:acido acético) nas seguintes concentracdes: 2 pg/mL; 4 ug/mL; 8
pug/mL; 16 pg/mL; 30 pg/mL. O teor de compostos fendlicos foi expresso para cada
composto identificado em mg/g de amostra. A determinacao dos compostos fendlicos

foi realizada em triplicata.

4.2.8 Atividade Antibacteriana dos Extratos

4.2.8.1 Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Esse método foi realizado por microdiluicdo em placa de 96 pocos de acordo
com a metodologia de CLSI, 2005. Os micro-organismos utilizados para a
determinacdo da atividade antimicrobiana foram Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Salmonella Bongori (ATCC 43975), ambas foram adquiridas liofilizadas e
reativadas em caldo BHI (Brain heart infusion) por incubacéao de 4 horas e passadas
para agar BHI por mais 24 horas de incubacéo.

Apos a preparacéo das bactérias, colénias foram ressuspendidas em tubos de
ensaios contendo soro fisiolégico esterilizado, para padronizar essa solugéo o valor
de absorbancia foi ajustado para 0,135 a 660 nm em espectrofotbmetro, o que

equivale a 1 — 2x108 UFC/mL na escala de Mc Farland, (UFC = Unidade formadora
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de coldnias). Com a concentracao ja ajustada, um volume de 50 pL das suspensdes
bacterianas foi inoculado em 50 mL de caldo BHI devidamente esterilizado.

Para iniciar o procedimento da reacdo nas placas de 96 pocos, foram pipetados
190 pL de caldo BHI inoculado, e em seguida adicionado 10 pL dos extratos, com
diversas concentragdes, em seguidas incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas. Para
confirmacéo dos testes, o caldo BHI inoculado foi adicionado na placa juntamente com
etanol 80% v/v, etanol P.A. e o antibidtico clorafenicol 0,12 % m/v, como controles
positivos e negativos.

Passadas as 24 horas de incubacéo, foram adicionados 30 pyL do corante
resazurina (0,01 % m/v). Nos pocos onde houve mudanca na coloracédo, isto é,
mudanca de azul para qualquer outra cor, o resultado é negativo, ou seja, houve
crescimento bacteriano jA nos po¢os que a coloracdo permaneceu inalterada, o

resultado é positivo, ou seja, ndo houve crescimento bacteriano.

4.2.8.2 Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Essa analise foi realizada com base nos resultados obtidos no teste da CIM,
onde uma aliquota de 10 pL provenientes dos poc¢os onde ndo houve crescimento
bacteriano, ou seja, resultado positivo, foi transferida para placas de Petri contendo
meio de cultura agar BHI e logo ap6s levada a estufa por 24 horas a 37 °C. A CBM foi
considerada a menor concentracao que causou 99,9 % de morte celular, ou seja, sem

crescimento bacteriano visivel sobre o agar (CLSI, 2005).

4.2.9 Elaboragéo de petit suisse

Para a elaboracéo do queijo petit suisse com extratos fenolicos liofilizados das
frutas mirtilo, goji berry e polpa especial de acai foi utilizado o Laboratério de laticinios
de Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — Campus de Medianeira.

Na elaboragcdo do queijo foram utilizadas duas partes iguais de leite

pasteurizado com 3% de gordura e uma parte de creme de leite a 35 a 40% de
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gordura. Para a coagulagéo foi utilizado cloreto de calcio a 40%, fermento latico
(cultura tipo “O” contendo (Lactococcus lactis ssp. lactis e Lactococcus lactis ssp.
cremoris) a base de 2% e coalho liquido (1/20 da dose normal). A coagulacao ocorreu
em 45 minutos a temperatura de 32 °C. Apds a coagulacdo, a massa foi quebrada
lentamente e homogeneizada por 15 minutos até atingir o ponto. A seguir, foi realizada
a dessoraragem por 24 horas a temperatura ambiente. Terminada a dessoragem,
homogeneizou-se a massa para obter uma aparéncia pastosa e fina, e adicionou-se
0 aclcar. A massa foi dividida em quatro partes para condimentacdo com extratos
liofiizados das amostras de polpa de acai (1%), mirtilo (1%) e goji berry (1%) e
também adicionado sorbato de potassio (0,03%) sendo a seguir embaladas em
frascos de vidro hermeticamente fechados e armazenados a 10 °C. A elaboracédo do
queijo Petit Suisse, de acordo com Albuquerque (2002) com adaptacdes, €
apresentado no fluxograma na Figura 12.

'a N
Leite e Creme de . Adicdo de CaCl a 40%
leite pasteurizado AQU%CZ'TSNO a e Fermento lactico
padronizado 1) mesofiicoa2 %
\ 7
&3 N
Quebra da massa Coagulacédo a 32 °C Adicao de coalho
por 45 min : liquido
\ »
Primeira Ponto da Massa Homogeneizagao
mexedura ‘ Dessoragem total da massa
por 15 min
Polpa de acai (1%) ( A L
: : Adigdo dos Adicao de
extratos fendlicos agucar
Mirtilo (1%) S (10%)
Goji berry (1%) ! i
Sorbato de Potassio Armazenamento
a10°C

Figura 12 - Fluxograma para elaboracéo do queijo petit suisse.

4.2.10 Analise Microbiologica do queijo tipo Petit Suisse
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As andlises microbiologicas foram realizadas no Laboratério para Garantia de
Qualidade (LGQ) localizado em Francisco Beltrdo - PR e no Laboratorio de Qualidade
Agroindustrial localizado em Pato Branco — PR, logo apos a elaboracao dos produtos.
Foram realizadas as analises microbiologicas previstas pelo Regulamento Técnico
Geral para Fixacdo de Requisitos Microbioldgicos de Queijos, para queijos de muita
alta umidade com bactérias lacteas em forma viavel e abundante, de acordo com a
RDC n° 12, de 2 de Janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), onde preconiza: Coliformes a
45 ©°Cl/g, Estafilococos coagulase positiva/g, Salmonella sp/25g e Listeria

monocytogenes/25g.

4.2.11 Substéancias reativas ao acido 2-tiobarbitarico (TBARS)

O teste de oxidacdo lipidica foi realizado através da quantificacdo das
substancias reativas ao acido 2-tiobarbitdrico (TBARS), que esta entre as principais
metodologias utilizadas para acompanhar o processo de oxidacdo lipidica em
alimentos. O malonaldeido, produto secundario da oxidacdo de acido graxos
polinsaturados, reage com o acido 2-tiobarbittrico formando um complexo cromogénio
gue apresenta absorcdo maxima entre 520-532 nm (DAHLE et al., 1962). Este teste
foi realizado a cada 7 dias de armazenamento até o periodo final da vida util do
produto (28 dias).

Em um tubo Falcon, 5 g do queijo petit suisse e 25 mL de solu¢cdo de acido
tricloroacético (TCA) foram homogeneizados durante 1 min. Apds esse tempo foi
realizada a filtracdo e uma aliquota de 4 mL do filtrado foi transferido para um tubo de
ensaio com rosca, com 5 mL de TBA e 1 mL de TCA e incubada em banho-maria por
45 minutos a 100 °C, desenvolvendo a cor caracteristica da reacao, resfriado logo em
seguida em banho de gelo e realizada a leitura em espectrofotbmetro a 532 nm
(MIGUEL, 2009).
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4.2.12 Andlise de cor

Para avaliacdo no tempo de armazenamento foi realizada a analise de cor no
primeiro e ultimo dia da vida util do queijo petit suisse (30 dias) para 0s queijos com
adicao dos extratos liofilizados de goji berry, mirtilo, polpa de acai e controle (massa
adicionado de sorbato de potassio). Os parametros analisados foram L*,a*,b* através
do equipamento Colorimetro Konica Minolta (Modelo CR-400 - New Jersey, USA) e
afim de se verificar a diferenga de coloragdo o AE foi calculado, a partir da seguinte

equacao:

AE = {/(AL2 + Aa? + Ab?) (7)

Onde:
AL = variagédo do L* no tempo 0 e 30 dias;
Aa = variagéo do a* no tempo 0 e 30 dias;

Ab = variagdo do b* no tempo 0 e 30 dias.

4.2.13 Avaliagéo hedonica

A realizacdo desse trabalho foi aprovada pelo Comité de ética em pesquisa da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR), sob parecer n®1.103.775 com
data de relatoria 11 de junho de 2015, sendo conduzido de acordo com as diretrizes
estabelecidas da Resolucdo 466, de 12 de dezembro de 2012, do Conselho Nacional
da Saude. A analise sensorial foi realizada apds a obtencdo dos resultados das
analises microbiologicas previstas no Regulamento Técnico Geral para Fixacdo de
Requisitos Microbiologicos de Queijos, para queijos de muita alta umidade com
bactérias lacteas em forma viavel e abundante, de acordo com a RDC n° 12, de 2 de
Janeiro de 2001.

Para avaliacdo sensorial do queijo petit suisse foi utilizado o teste de aceitagéo,

utilizando a escala hedonica, teste de preferéncia através do teste de ordenagéo e
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intencéo de compra (Apéndice A). O numero de julgadores para os testes foi de 100
julgadores néo treinados (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Foram entregues aos julgadores quatro amostras codificadas de petit suisse de
forma monddica e aleatdria para que ndo houvesse comparacdo entre as amostras,
guando analisados os atributos sensoriais e impressao global. As amostras foram:
queijo petit suisse adicionado extrato liofilizado de polpa de acai, queijo petit suisse
adicionado extrato liofilizado de mirtilo e queijo petit suisse adicionado extrato
liofilizado de goji berry, e também uma amostra adquirida do mercado local no sabor
morango.

Ao iniciar o teste foi solicitado que os julgadores preenchessem sua idade, sexo
e frequéncia de consumo de queijo petit suisse, em uma escala de 7 pontos, variando
desde “consumo diariamente” até o “nunca consumo”.

Na escala hedonica, foi avaliada a aceitacdo dos atributos sensoriais, sendo
eles: cor, odor, aparéncia, textura e impresséao global do produto, com escala de nove
pontos, variando de 9 que significa “gostei muitissimo” até 1 que é “desgostei
muitissimo”.

Para o teste de preferéncia, o julgador foi orientado em ordenar de acordo com
a sua preferéncia, sendo a amostra mais preferida classificada com o nimero 1, a
segunda pelo numero 2, e assim até que todas as amostras sejam classificadas. O
teste de intencdo de compra, o julgador relatou se compraria as amostras, se caso

sim, qual ou quais comprariam, se tivesse disponivel para venda.

4.2.14 Analise Estatistica

Todas as determinagbes foram realizadas em triplicata, os dados foram
avaliados através de analise de variancia (ANOVA). As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey e teste t de Student, considerando o nivel de significancia de 5%,
utilizando o software Statistic® verséo 7.7 beta.

Em relagcdo a analise sensorial, os dados referentes aos atributos cor, odor,
aparéncia e sabor foram comparados através de suas médias por teste Tukey
considerando nivel de significancia de 95 %. Para o atributo impressao global, a

porcentagem de aceitacao foi calculada a partir das médias das notas dadas por todos
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os julgadores. Para o teste de ordenacéo, utilizou-se a tabela de Newel e MacFarlane
para os niveis de significancia de 5%, para obter a diferenca critica entre os totais de
ordenacao (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Os testes de analise multivariada e regressao logistica multinominal (analise de
Wald) também foram utilizados para avaliar o efeito das variaveis sobre a aceitacéo

das amostras de queijo petit suisse, utilizando o software Statistic® versao 7.7 beta
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5 RESULTADOS

5.1 COMPOSICAO CENTESIMAL

Os valores referentes a composi¢cdo centesimal da polpa de acai, mirtilo in

natura e goji berry estéo representados na Tabela 4.

Tabela 4 - Composic¢ao centesimal das frutas mirtilo, goji berry e polpa de acai em base seca

Pardmetros Polpa de Acai* Mirtilo Goji berry
Cinzas (g/100g) 3,651° + 0,089 0,956¢ + 0,006 4,6952 + 0,228
Lipideos (g/100g) 37,6372+ 0,101 1,510° + 0,008 1,296¢ + 0,0002
Proteinas (g/100g) 1,263¢ + 0,006 3,987 £ 0,079 17,6162 + 0,388

Fibras dietéticas totais (g/100g) 41,7432 + 0,058 19,8900 + 0,085 27,331¢ + 0,987
Carboidratos totais (g/100g) 15,605°¢ + 0,137 73,4432 £ 0,432 49,117° + 0,851
Média + Desvio Padrdo. Médias seguidas de letras diferentes em uma mesma linha diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Ao analisar as respostas obtidas através da Tabela 4, é possivel verificar que
todas as amostras diferiram significativamente (p<0,05) em relacdo a cada analise
realizada. Isso pode ser explicado por serem amostras totalmente distintas, com
composicao e propriedades diferentes. A polpa de acai na sua forma especial tem
parametros de umidade, proteinas, lipideos estabelecidos pela legislacdo vigente
(BRASIL, 2000). A umidade deve ser no maximo de 86%, 5 g/100 gms (grama de
matéria seca) de proteina e 20 g/100 gms de lipideos. Dentre estes parametros,
apenas a quantidade de lipideos esta de acordo com 0 que preconiza a legislacao,
sendo de 37,58 g/100 gms. Ja em relacdo as proteinas os valores estdo abaixo no
estabelecido sendo de 1,26 g/100 gms e umidade de 87,895%.

Estudos relacionados ao acai tém mostrado a falta do controle de qualidade de
polpas industrializadas, sendo necessario um cuidado maior com 0s parametros
utilizados para o despolpamento e comercializagao das polpas dessa fruta. Fregonesi
et al. (2010) estudaram diferentes marcas de polpa de acai e a umidade variou de
86,60 a 92,89%, Nascimento et al. (2008), também avaliaram a polpa de acai e
obtiveram umidade de 89,18%, e para lipideos e proteinas os resultados foram de
4,61% e 0,17%, respectivamente, valores semelhantes ao desse estudo (4,55% e

0,15% para lipideos e proteinas, respectivamente).
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Em relacdo as cinzas a polpa de acai apresentou 0,44 %. Apesar de ndo
existirem na legislacdo, essa analise € muito importante por expressar o teor de
substancias inorganicas encontradas nas amostras. Valores semelhantes foram
encontrados por Fregonesi et al. (2010) e Nascimento et al. (2008), variando de 0,16
a 0,39%.

Em relacdo aos carboidratos totais e fibras dietéticas totais, a maioria dos
trabalhos encontrados na literatura apresentam seus resultados calculados por
diferenca, porém com a soma desses se assemelha com os encontrados na literatura,
como Nascimento et al. (2008).

Para o mirtilo ndo existem padrdes estabelecidos, por se tratar de um alimento
in natura, porém pode ser caracterizado como um fruto com elevado teor de agua,
com 81,594%. O valor € proximo ao relatado por Moraes et al. (2007), que estudaram
diversas cultivares de mirtilo e seus resultados variaram 81,3 a 83% de umidade e
para os resultados de lipideos, proteinas e cinzas foram de 0,25 a 0,28%, 1,4 a 1,8%
e 0,2%, respectivamente. Reque (2012) também avaliou o fruto de mirtilo, com teor
de umidade de 85,78% e 0,73% de lipideos.

Poucos dados sobre a caracterizacdo quimica de macronutrientes do goji berry
foram encontrados na literatura. Entretanto, com os resultados apresentados na tabela
4 foi possivel verificar alto teor de carboidratos totais e fibras dietéticas totais. Estudos
relatados na literatura apontam o goji berry como uma fonte rica em polissacarideos
e estes apresentam atividades benéficas a salude, como antioxidantes e
antiinflamatéria (DONG et al., 2009; POTTERAT, 2010; AMAGASE; FARNSWORTH,
2011).

5.2 CAROTENOIDES TOTAIS

Os carotenoides totais foram quantificados por espectroscopia na regido do
ultra-violeta visivel na faixa de absorcéo entre 300 a 600 nm. Os perfis espectrais
caracteristicos dos extratos sdo apresentados na Figura 13 para a polpa de acgai, goji
berry e mirtilo.

O espectro para a polpa de acai mostrou absor¢des nos comprimentos de onda
de 406,5 (ombro), 426,5 (Amax) € 447 nm (Figura 13A), caracteristica do carotenoide
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majoritario como sendo provavelmente [-zeacaroteno conforme observado em
Goodwin (1976) cujos comprimentos de onda sao 406, 428 (Amax) € 454. A partir do
provavel carotenoide majoritario, a quantificacdo do conteudo total de carotenoides foi
de 564,06 + 0,670 ug/g de amostra.

Em relacdo ao espectro obtido para o goji berry, este mostrou absorcbes a
4245 (ombro), 450 (Amax) € 479 nm (Figura 13B). O conteudo total de carotenoides
foi calculado utilizando o carotenoide majoritario identificado como sendo a
Zeaxantina, quando comparado aos dados de literatura (424, 449 (Amax) € 476 nm)
(GOODWIN, 1976) e foi igual a 3758,86 = 0,890 ug/g de amostra.

Para o mirtilo, a quantificacdo de carotenoides nao foi possivel devido ao baixo
teor dessa classe de compostos no solvente extrator empregado, como visto na Figura
13C.
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Figura 13 - Perfis espectrais em éter de petréleo das amostras polpa de acgai (A), goji berry (B) e
Mirtilo (C).
Onde: A: comprimento de onda; A: absorbancia

Os carotenoides sdo facilmente encontrados na natureza, atuando como
pigmentos fotoprotetores na fotossintese e como estabilizadores de membranas. A

forma de quantificacdo e extracdo pode ser realizada por diversas maneiras, néao
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havendo um protocolo Unico para extracdo (GOMES, 2007). O método mais utilizado
€ por cromatografia liquida de alta eficiéncia, porém sao necessarios altos custos para
tal analise, necessitando de coluna e padrbes especificos (JACQUES; PERTUZATTI;
BARCIA, 2010; OLIVEIRA et al., 2011). Sendo assim, a quantificacdo por
espectroscopia UV-Vis pode ser uma opgado para se avaliar o perfil espectral das
amostras analisadas.

Estudos na literatura apontam o0 acai como uma excelente fonte de
carotenoides, Kang et al. (2012), avaliando a bioatividade do fruto de acai relataram a
presenca de compostos como 3-caroteno, licopeno, luteina, astaxantina e zeaxantina,
totalizando uma concentracéo de 963,7 ug/g. O valor € superior ao observado nesse
estudo, e pode ser explicado pelo método empregado de quantificacdo e também pela
sua matriz de estudo. Santos et al. (2008) observaram em seus estudos o teor de
carotenoides de 32,6 ug/g. Esses valores refletem o quanto os resultados podem
diferir guando extraidos e/ou analisados de maneiras distintas.

Em estudo com diversas variedades de mirtilo, Pertuzatti et al. (2014) obtiveram
o teor de carotenoides totais que variaram de 1,99 a 35,3 ug/g de amostra seca.
Estudos poderiam ser realizados utilizando uma maior concentragdo da amostra e
extracdo com diferentes solventes.

O goji berry obteve o maior teor de carotenoides entre as amostras analisadas.
Potterat (2010) relata em seus estudos que a classe de carotenoides presente em
amostras de goji berry é o segundo maior grupo de metabdlitos, sendo a zeaxantina
0 carotenoide majoritario com cerca de 56 %. Wang et al. (2010) isolaram os
carotenoides B-caroteno, criptoxantina, neoxantina e zeaxantina e obtiveram um teor
de 1510,93 mg/g, sendo a zeaxantina o carotenoide em maior concentracdo (1326

mg/qg), valor este superior ao relatado no presente estudo.

5.3 PREPARACAO DO EXTRATO E DESENHO EXPERIMENTAL

As amostras de polpa de acai, mirtilo e goji berry foram desidratadas e moidas,
conforme observados nas figuras 14, 15 e 16, respectivamente, para a elaboracéo

dos extratos.
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Figura 16 - Goji berry: Desidratado e triturado

Os extratos em todos 0s ensaios obtiveram uma coloracao especifica de cada
amostra, apenas diferindo de acordo com os solventes (agua e etanol 80%), podendo
ser causado pela diversidade de compostos que cada solvente através da sua
polaridade pode extrair, dando cores distintas para cada extracdo. Os extratos
também apresentaram aspecto homogéneo e facil separacdo do sobrenadante apos

a centrifugacéao (Figuras 17 — 19).
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Figura 19 - Extratos para delineamento fatorial: Polpa de agai.

O teor de compostos fendlicos totais (TCF) e atividade antioxidante (AA) nos
respectivos extratos das amostras apds serem sujeitos aos varios tratamentos (Al ao
A8) de acordo com o delineamento fatorial (item 4.2.3) estdo sumarizados na Tabela
5.
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Tabela 5 - Resultados referentes ao delineamento fatorial para compostos fendlicos e DPPH determinados em polpa de agai, mirtilo e goji berry

Variaveis Polpa de Acai Mirtilo Goji berry
Ensaios X1 X2 X3 TCF AA TCF AA TCF AA
(min) (°C) (mgde EAG/g) (umolde Trolox/g) (mgde EAG/g) (umol de Trolox/g) (mgde EAG/g) (umol de Trolox/g)
Al Agua 30 30 18,6820 + 1,74 31,93+ 0,73 6,01¢ + 0,51 9,18°+ 0,36 15,280 + 0,62 8,89¢ + 0,57
A2 Etanol 30 30 14,46¢ £+ 1,13 45,73+ 3,85 13,33¢+ 0,77 30,510 + 2,34 11,77¢ £ 0,25 14,40 + 0,65
A3 Agua 60 30 19,0220 + 1,31 31,60°+ 1,24 6,19¢ + 0,38 8,89¢+ 0,53 15,74° + 1,04 9,369+ 0,78
Ad Etanol 60 30 15,55 + 0,3 52,443 + 0,52 15,04bc + 0,61 32,96 + 0,67 15,28° + 0,60 15,390 + 0,67
A5 Agua 30 60 17,90%c¢ + 1,76 31,77¢+ 2,07 6,93¢ + 0,35 10,40¢ + 0,62 16,59° + 0,30 9,79¢ + 0,57
A6 Etanol 30 60 15,60 + 0,26 47,140 £ 2,55 15,762 + 0,62 32,870+ 1,41 13,840 + 1,08 16,29 + 1,28
A7 Agua 60 60 21,312+ 1,08 27,22¢+ 0,95 8,984+ 0,81 12,43¢ + 1,06 21,622+ 2,02 11,86¢d + 0,99
A8 Etanol 60 60 18,692 + 1,45 57,912+ 4,18 16,912 + 0,35 49,532 + 3,42 16,59° + 1,08 19,402 + 1,66

Médias + desvio padrdo. Ensaios Al a A8 — combinacdo de solventes, tempo e temperatura; X1: varidvel solvente; X2: variavel tempo (min); X3: variavel
temperatura (°C); TCF: Teor de compostos fendlicos totais; AA: Atividade antioxidante pelo método sequestro do radical DPPH; EAG: equivalente em &cido
galico; Médias seguidas de letras iguais em uma mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p=0,05);
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A média total do TCF nos extratos de polpa de agai variou de 14,46 a 21,31 mg
de EAG/g de amostra e atividade antioxidante (AA) de 27,22 a 57,91 pmol de Trolox/g
de amostra. O TCF da polpa de acai extraidos no ensaio Al (agua, 30°C, 30 min), A3
(dgua, 60°C, 30 min), A5 (dgua, 30°C, 60 min), A7 (agua, 60°C, 60 min) e A8 (etanal,
60°C, 60 min) ndo diferiram estatisticamente pelo teste de Tukey. O menor teor de
TCF foi encontrado no ensaio A2 (etanol, 30°C, 30 min) e ndo diferiu significativamente
dos ensaios A4 (etanol, 60°C, 30 min), A5 (agua, 30°C, 60 min) e A6 (etanol, 30°C, 60
min). O maior teor de TCF nas amostras de polpa de acai foi encontrado no ensaio
A7, porém com a menor AA (Tabela 5).

Kuskoski et al. (2006) estudaram diversas frutas e para o extrato de acai o
resultado para compostos fendlicos foi de 1,36 mg EAG/g de amostra fresca de acai
e 6,9 umol de trolox / g peso da matéria fresca de agai. Paz et al. (2015) encontraram
valores de 1,808 mg EAG/g de amostra e 1,574 mg de Trolox/ g de amostra seca de
acai, para compostos fendlicos e atividade antioxidante, respectivamente. Kang et al.
(2012) estudando a bioatividade do acai obtiveram como resultado de 73,0 a 31,2 mg
EAG/g de amostra seca e 133,4 a 320,3 umol de trolox/g de amostra para atividade
antioxidante pelo método DPPH

O extrato de mirtilo apresentou uma variagao de 6,01 a 16,91 mg de EAG/g de
amostra e 8,89 a 49,53 umol de trolox/g de amostra para TCF e AA, respetivamente.
O maior teor de compostos fendlicos totais encontrado no mirtilo foi no tratamento A8
e nao diferiu estatisticamente do tratamento A6. Nessa condicdo (ensaio A8) os
compostos extraidos do mirtilo apresentaram a maior AA e o valor diferiu
significativamente dos demais tratamentos (Tabela 5).

Castrejon et al. (2008) estudando variedades de mirtilo em diferentes estagios
de amadurecimento, obtiveram teores de compostos fenélicos que variaram entre 17,3
a 52,6 mg EAG/g de amostra, enquanto Pertuzatti et al. (2014), também avaliando
diversas variedades de mirtilo, tiveram suas respostas para compostos fendlicos
variando de 1,622 a 3,457 mg EAG/ g de amostra. Em relac&o a atividade antioxidante
para o mirtilo, Rodrigues et al. (2011) obtiveram resultados que variaram de 10,142 a
20,55 pmol de trolox/g.

J& o extrato de goji berry apresentou uma variacdo de 11,77 a 21,62 mg de
EAG/g de amostra e a atividade antioxidante de 8,89 a 19,40 umol de Trolox/g de
amostra. O tratamento A7 apresentou o maior TCF e diferiu significativamente dos

demais tratamentos. No entanto, os maiores valores de AA para essa amostra foram
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encontrados no ensaio A8 (Tabela 5). Estudando a atividade antioxidante e compostos
fendlicos do goji berry, Donno et al. (2014) determinaram em seus estudos, teores de
compostos fendlicos que variaram de 255,87 a 281,81 mg EAG/g de amostra de goji
berry.

Comparando os resultados com os apresentados nesse estudo, muitos acabam
sendo distintos pela diversidade de extracdes e solventes utilizados para 0 mesmo.
Sendo assim, resultados encontrados na literatura sao dificeis de comparar devido a
diversidade de extracbes que podem ser realizadas. Contudo, os resultados
apresentados encontram-se satisfatorios e as frutas podem ser classificadas como

fontes de compostos bioativos e atividade antioxidante.

5.3.1 Andlise de variancia (ANOVA) Superficie de resposta

A metodologia de superficie de resposta foi realizada através de delineamento
fatorial 23, utilizando-se trés fatores, solvente, tempo e temperatura de extragdo. Os
efeitos de cada varidvel independente (fatores) foram analisados por analise de
variancia (ANOVA). A tabela 6 apresenta a andlise de variancia (ANOVA) utilizada
para validacéo estatistica e verificacdo do modelo. E possivel verificar que na maioria
dos casos, principalmente quando tratadas as variaveis isoladas, isto €, sem a
interacdo entre pelo menos duas delas, houve significancia variando a temperatura,
tempo e solvente. A Unica variavel independente ndo significativa, foi a temperatura
para a amostra polpa de acai e resposta AA.

Os resultados significativos sdo possiveis de serem observados a partir do p-
valor, onde todos os valores menores que 0,05, sao significativos ao nivel de
significancia de 5%. A analise do p-valor € um instrumento util para avaliar a
significancia dos coeficientes, de maneira que quanto menor o p-valor, maior a
significancia do coeficiente de variacdo correspondente.

O teste F também pode ser utilizado para verificagdo da diferenca significativa.
O Fcarc foi superior ao Fabelado (4.45) Nnos casos em que houve diferenca significativa, e
em alguns casos chegando a ser aproximadamente 80 vezes maior que O Ftabelado
(Tabela 6). A menor razdo encontrada na andlise de variancia foi 5,85. Estes

resultados mostram que os modelos foram bem ajustados aos dados empiricos.



Tabela 6 - Andlise de Variancia (ANOVA) para as variaveis dependentes TCF e AA em polpa de acgai, mirtilo e goji berry.

Amostra: Acai* / Variavel dependente; Compostos fendlicos Amostra: Acai* / Variavel dependente: Atividade antioxidante
Fatores Soma dos Média dos F-calculado p-valor Soma dos G.L Média dos F-calculado p-valor
Quadrados "~ Quadrados Quadrados "~ Quadrados
Solvente (X1) 59,7242 1 59,72415 39,54818 0,000008  2442,325 1 2442,325 350,8172 0,000000
Tempo (X2) 23,6017 1 23,60167 15,62857 0,001026 59,633 1 59,633 8,5657 0,009414
Temperatura (X3) 12,4993 1 12,49927 8,27677 0,010461 2,026 1 2,026 0,2910 0,596571
X1;X2 0,0661 1 0,06615 0,04380 0,836708 187,416 1 187,416 26,9206 0,000074
X1;X3 2,8704 1 2,87042 1,90073 0,185869 48,932 1 48,932 7,0286 0,016800
X2;X3 9,6774 1 9,67740 6,40819 0,021515 0,010 1 0,010 0,0014 0,970142
Residuo 25,6728 17 1,51016 118,351 17 6,962
Total 134,1118 23 2858,692 23
Fatores Amostra: Mirtilo /Variavel dependente: Compostos fendlicos Amostra: Mirtilo / Variavel dependente: Atividade antioxidante
Solvente (X1) 412,4275 1 412,4275 1108,144  0,000000 4132,223 1 4132,223 730,878 0,000
Tempo (X2) 8,8452 1 8,8452 23,766 0,000142 163,104 1 163,104 28,849 0,000
Temperatura (X3) 19,2425 1 19,2425 51,702 0,000002 210,326 1 210,326 37,201 0,000
X1;X2 0,0176 1 0,0176 0,047 0,830418 113,144 1 113,144 20,012 0,000
X1;X3 0,0513 1 0,0513 0,138 0,714928 75,275 1 75,275 13,314 0,002
X2;X3 0,8932 1 0,8932 2,400 0,139755 102,308 1 102,308 18,096 0,001
Residuo 6,3270 17 0,3722 96,114 17 5,654
Total 447,8044 23 4892,494 23
Fatores Amostra: Goji berry / Varidvel dependente: Compostos fendélicos Amostra: Goji berry / Varidvel dependente: Atividade antioxidante
Solvente (X1) 51,8322 1 51,83220 32,09225 0,000028 245,504 1,000 245,504 276,756 0,000
Tempo (X2) 51,8910 1 51,89100 32,12866 0,000028 16,537 1,000 16,537 18,642 0,000
Temperatura (X3) 41,8968 1 41,89684 25,94070  0,000090 32,313 1,000 32,313 36,426 0,000
X1;X2 0,2262 1 0,22620 0,14006 0,712853 0,910 1,000 0,910 1,026 0,325
X1;X3 5,4626 1 5,46260 3,38221 0,083437 2,331 1,000 2,331 2,628 0,123
X2;X3 5,4435 1 5,44354 3,37040 0,083932 5,191 1,000 5,191 5,852 0,027
Residuo 27,4567 17 1,61510 15,080 17,000 0,887
Total 184,2091 23 317,867 23,000

G.L. = Graus de liberdade; Resultados em negrito referem-se a diferencas significativos (p<0,05);

62
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Os efeitos de cada variavel independente foram calculados pela analise de
variancia e exemplificados pelo grafico de Pareto. Os efeitos significativos para o
mirtilo foram todos positivos, tanto para a TCF (Figura 20.a) quanto para a variavel AA
(Figura 20.b).
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Figura 20 - Gréafico de Pareto para a amostra mirtilo e varidveis dependentes: teor de compostos
fenolicos (A) e atividade antioxidante (B);
X1: Solvente; X2: tempo; X3: temperatura. Xa;Xb: interagcdo entre as variaveis.

Para a polpa de acai, as variaveis independentes em relacdo a resposta
compostos fendlicos tiveram um efeito positivo e significativo nas variaveis tempo,
temperatura e a interacdo tempo e temperatura. Para a variavel solvente, esta também
foi significativa, porém com efeito negativo. A resposta AA apresentou efeitos positivos
e significativos para as variaveis independentes solvente, tempo, e interacdo entre

solvente e tempo e solvente e temperatura (Figura 21).
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Figura 21 - Gréafico de Pareto para a amostra polpa de acai e variaveis dependentes: teor de
compostos fendlicos (A) e atividade antioxidante (B);
X1: Solvente; X2: tempo; X3: temperatura. Xa;Xb: interacao entre as variaveis.
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Para o goji berry, as variaveis independentes (fatores) solvente, tempo e
temperatura foram significativos sobre a atividade antioxidante. Porém, o solvente
apresentou um efeito negativo sobre a resposta compostos fendlicos, enquanto que
tempo e temperatura obtiveram um efeito positivo. Para a variavel dependente
atividade antioxidante, as variaveis tempo, solvente, temperatura e a interacao entre

solvente e temperatura apresentaram efeito positivo e significativo (Figura 22).
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Figura 22 - Gréafico de Pareto para a amostra goji berry e variaveis dependentes: teor de
compostos fendlicos (A) e atividade antioxidante (B);
X1: Solvente; X2: tempo; X3: temperatura; Xa;Xb: interagdo entre as variaveis.

Os dados obtidos foram analisados por regressao linear multipla e os modelos
matematicos que representam os teores de compostos fendlicos e atividade
antioxidante pelo método DPPH foram expressos pelas equacdes 8 a 13, levando-se

em consideracao somente os termos significativos (Tabela 7).

Tabela 7 - Modelos gerados por regressdo linear maltipla para as varidveis dependentes,
compostos fendlicos e DPPH em funcé&o dos fatores; solvente, tempo e temperatura

Coeficiente de

Equacéao Modelo Gerado Correlacdo (R?)
8 TCF agai = 17,655 — 1,578x1 + 0,992x2 + 0,722x3 + 0,635x1x2 0,8085
9 AA acai = 40.717 + 10.088x1 + 1.57x2 + 2.794x1x2 + 1.428x2x3 0,9439
10 TCF mirtilo = 11,255 + 4,145x1 + 0,607x2 + 0,895x3 0,9808
11 AA mirtilo = 23,345 + 13,122x1 + 2,607x2 + 2,960x3 09734
+ 2,171x1x2 + 1,771x1x3 + 2,065x2x3 ’
12 TCF goji berry = 15,840 - 1,470x1 + 1,470x2 + 1,321x3 0,8509
AA goji berry = 13,172 + 3,198x1 + 0,830x2 + 1,160x3
13 9 g + 0,312x1x3 0,9358

Respostas: TCF: Teor de compostos fendlicos; AA: atividade antioxidante - Xi1: solvente; Xz2: tempo; Xas:
temperatura.
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Para cada equacéo é possivel verificar os altos coeficientes de correlagéo,
indicando um bom ajuste do modelo aos dados experimentais. Os coeficientes de
variacado se apresentaram na faixa entre de 0,8085 e 0,9808, o que denota que 80%
a 98% das variacOes dos dados podem ser explicadas pelo modelo para cada caso
analisado. Cada modelo de regresséao linear multipla pode gerar uma superficie de
resposta (Figuras 23 - 25). Nas superficies de resposta, a varidvel dependente
analisada, compostos fendlicos e atividade antioxidante estdo mostradas (eixo z) em
funcdo das variaveis independentes (fatores) tipo de solvente, tempo e temperatura
de extracao.

Para a polpa de acai, relacionando o tempo e o solvente, a &gua e o tempo de
60 minutos foram superiores, observado pelo tom avermelhado (Figura 23.a), ja
avaliando temperatura e solvente, a agua e o temperatura de 60 °C apresentaram os
melhores valores. Ao avaliar tempo e temperatura, ambos obtiveram melhores
resultados nos niveis superiores (60 °C e 60 min) (Figura 23.c). No entanto, para a
variavel dependente atividade antioxidante em polpa de acai, as melhores condicdes
de extracao foram a temperatura de 60°C, tempo de 60 minutos, porém utilizando-se
etanol a 80 % em todas as condi¢des estudadas, como observadas nas superficies
de respostas (Figuras 23d, 23e, 23f).

(A) (B)

- -

%

-

SONOUI} SOISAWOD

s

(ensowe ap 6 jov op Bw)
SOMOUS; SOIsO0dwo)
-
(easowe 9p 6 Oy # Ow)

&0




66

o
S

(egtowe op B0y op B

8

60

(ensown ap Bxo0n op ows)
HddQ
g 3% L 3% % B0

> &2
<42
<41
Bl<«
B <o

(E) (F)

#i
. R
3 $
8 gol
i §3~
£ o*e
« e
8 @ Ed
a 2
@*
Pl 8 60

30 W‘

Figura 23 - Grafico de Superficie referente & resposta Compostos fendlicos e atividade
antioxidante para a polpa de acai.

Variaveis em relacdo ao TCP: tempo e solvente (A); temperatura e solvente (B); temperatura e tempo
(C). variaveis em relacdo a AA: temperatura e tempo (D); temperatura e solvente (E); tempo e solvente

(F).

Observando as superficies de resposta para o goji berry (Figura 24), um
aumento dos teores de compostos fenélicos em goji berry foi observado para tempo
de extracdo de 60 minutos, temperatura de 60°C e utilizando-se dgua como solvente
extrator (Figura 24 A, B, C). Por outro lado, os melhores niveis de atividade
antioxidante pelo método DPPH para o goji berry, foram determinados nas seguintes
condicdes: temperatura de 60 °C, tempo de extracdo de 60 minutos e utilizando-se
etanol 80% com solvente extrator (Figura 24 D, E, F).
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Figura 24 - Grafico de Superficie referente & resposta Compostos fendlicos e Atividade
antioxidante para o extrato de goji berry.

Variaveis em relacdo a TCP: tempo e solvente (A); temperatura e solvente (B); temperatura e tempo
(C). Variaveis em relacao a AA: temperatura e tempo (D); temperatura e solvente (E); tempo e solvente

(F).

As melhores condi¢des para extracdo de compostos fenélicos em mirtilo foram
obtidas quando o etanol 80 % foi utilizado como solvente extrator com temperatura de

60°C em 60 minutos de extracdo (Figura 25 a, b, c). Por fim, os melhores resultados
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de atividade antioxidante pelo método de DPPH em mirtilo foram obtidos pelas
variaveis superiores, temperatura de 60°C, tempo de extracdo 60 minutos, porém

utilizando-se etanol 80 % como solvente extrator (Figura 25 d, e, f).
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Figura 25 - Grafico de Superficie referente a resposta Compostos fendlicos e Atividade
antioxidante para o extrato de mirtilo.

Variaveis em relacdo a TCP: temperatura e solvente (A), temperatura e tempo (B) e tempo e solvente
(C). Variaveis em relacdo a AA: temperatura e tempo (D), temperatura e solvente (E) e tempo e solvente

(F).
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Analisando-se as respostas dos teores de compostos fendlicos e DPPH nas
amostras polpa de acai, mirtilo e goji berry, as melhores condi¢des de extracdo podem
ser consideradas em temperatura de 60 °C, com tempo de extracdo de 60 minutos e
como solvente extrator a solucao etandlica 80%, por ter sido o melhor solvente para
extrair compostos com alta atividade antioxidante, mesmo que em alguns casos a
extracdo com agua resultaram em uma quantificacdo maior do teor de compostos
fendlicos.

Oldoni et al. (2015) estudando as condicbes de extracdo de compostos
bioativos de prépolis com diferentes concentracdes de etanol, tempo e temperatura,
obtiveram como melhores variaveis no processo a extracdo com etanol 80 % na
temperatura de 70 °C durante 45 min de extracdo, enquanto Melo et al., (2015)
avaliaram subprodutos de vinicolas a melhor proporcdo de etanol e tempo de
extracao, e concluiram que em concentracfes moderadas de etanol (43 % e 57 %),
combinado com as alta temperaturas (96 °C) foram as melhores condi¢cdes para a
extracdo de compostos antioxidantes. Estes estudos corroboram com os resultados
apresentados e confirmam a alta efetividade do etanol e altas temperaturas na
extracdo de compostos bioativos, como os compostos fendlicos.

Dada a importancia econdmica e nutricional das espécies, estudos referentes
ao processo de extracdo e otimizacdo das condicbes de extracdo fazem-se
necessarios, pois a obtencdo de compostos biologicamente ativos envolve varios
fatores e o delineamento experimental é uma O6tima metodologia de auxilio a
experimentacdo que permite a reducdo do niumero de ensaios sem prejuizo qualidade

da informacao.

54 TEOR DE ANTOCIANINAS TOTAIS, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE,
ANTIBACTERIANA E IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS NAS
MELHORES CONDICOES

Nas analises de determinagdo de antocianinas totais, atividade antioxidante,
identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta

eficiéncia, concentragdo inibitdria minima e bactericida minima foram utilizados
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extratos elaborados nas melhores condicdes: temperatura de 60 °C, tempo de
extragdo de 60 minutos e como solvente extrator a solugéo etandlica 80%.

5.4.1 Teor de Antocianinas totais

A quantificacdo de antocianinas totais nas amostras polpa de acai, mirtilo e goji
berry, estdo apresentadas na Tabela 8. Os resultados referentes a quantificacéo
variam de 864,167 mg/100g de amostra para o mirtilo a 4,175 mg/100g de amostra
para o goji berry. Esses resultados diferem significativamente (p < 0,05) entre si,
apesar da polpa de acai e o mirtilo apresentarem coloracdo semelhante, caracteristica
da presenca de antocianinas, a polpa de acai passou por processos industriais para
elaboracdo de sua polpa, enquanto que o mirtilo foi utilizado in natura. O goji berry
apresentou 0s menores valores no teor de antocianinas. Esse resultado € coerente,

visto que a presenca de carotenoides é predominante.

Tabela 8 - Quantificacdo de Antocianinas totais expressas em cianidina-3-glicosidio nas
amostras de polpa de acai, mirtilo e goji berry.

Amostras Antocianinas (mg/100g de amostra)
Polpa de Acai 410,236° + 1,181
Mirtilo 864,1672 + 3,615
Goji berry 4,175¢ + 0,835

Média + Desvio Padrdo. Médias seguidas de letras diferentes em uma mesma coluna diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05);

Alguns autores também avaliaram o teor de antocianinas em frutas utilizadas
no presente estudo, Rodrigues et al. (2011) em seu estudo, verificaram a
concentracdo de 40,62 a 378,31 mg/100g para diversas variedades de mirtilo. J& para
0 acai, autores como Santos et al. (2008) e Kuskoski et al. (2006), obtiveram teores
de antocianinas de 22,8 a 54,18 mg/100g. Valores superiores foram encontrados no

presente estudo, isto se deve principalmente pelo método empregado para extracao.

5.4.2 Atividade Antioxidante
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Os resultados referentes a atividade antioxidante pelos quatro métodos
empregados estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9 - Resultados referentes a atividade antioxidante pelos métodos DPPH, FRAP, ABTS e
B-caroteno para as amostras polpa de acai, mirtilo e goji berry.

Amostras DPPH/ECso FRAP ABTS B-caroteno
Polpa de Agai 0,621°+ 0,011 106,3472+ 0,613 15,2852+ 0,163 74,6592 + 0,627*
Mirtilo 0,501@ + 0,027 99,376° + 0,763 13,106 + 0,040 66,285 + 0,289*
Goji berry 2,479¢ + 0,022 47,543¢ + 0,546 10,675°+ 0,030  47,141°+ 0,459*

+ Desvio Padréo. Unidades: ECso: mg/mL; FRAP: umol de Fe?*/g de amostra); ABTS: umol Trolox/g de amostra;
B-caroteno: % de Atividade antioxidante; * Concentracgao utilizada: *0,01 g/mL **0,025 g/mL. Médias seguidas de
letras diferentes em uma mesma coluna diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05);

Neste estudo o antioxidante comercial eritorbato de sodio foi utilizado para
comparacdo com as amostras polpa de acai, mirtilo e goji berry. A atividade
antioxidante pelo método DDPH/ECso, FRAP, ABTS e B-caroteno foi: 0,049 + 0012
mg/mL, 2871,97+26,97 umol de Fe?*/g de amostra, 4777,93 + 206,00 umol Trolox/g
de amostra e 77,274 £ 0,066 %, respectivamente. Esses valores foram superiores a
das amostras analisadas, mas é aceitavel visto que o eritorbato de sodio é uma
substancia pura quando comparada com as frutas que contém diversos compostos
que podem ser extraidos no método de extracao.

O método DPPH/ECso € realizado a partir da curva cinética da porcentagem de
atividade antioxidante, observada na Figura 26. E possivel observar que com o
aumento da concentracdo, ocorre um aumento da porcentagem da atividade
antioxidante e com passar do tempo ocorre a estabilizacdo, onde todos os radicais
foram reduzidos durante a andlise. A partir do tempo de estabilizacdo é calculado a
porcentagem de atividade antioxidante e a concentracdo necessaria de amostra para
reduzir a presenca do radical DPPH em 50 % (ECso), a partir das equagdes da reta y
= 20,303x - 0,7711 (R2=0,9966), y = 79,141x + 10,647(R2 = 0,9903) e y = 60,808x +
12,292 (R2 = 0,9905), para goji berry, mirtilo e polpa de acai, respectivamente.



72

(A) (B)
100 100
80 g 4,00 80 ’ e 2,00
< s f_._._——.—-——-' ———20 < 60 / 1,00
< / ———1,00 < / - . e e
® a0 0 : e a0 2 — )
/ e ————A  ——O0® o
20 20 - - -
—_— i L ==, 53 —— Y]
o o
0 10 20 30 40 50 60 7O B8O 0 10 20 30 40 50 60 7O B8O
Tempo (min) Tempo (min)
(C)

100 _
80 i - _ : — 1,00
60 / ‘__._-—t"——_‘—_ . 0}, 67
[ e i

40 f T " ®
e 0,33
0,25
¢ 10 20 30 40 50 60 7O B8O
Tempo (min)

56 AA

Figura 26 - Curva cinética da atividade antioxidante para a analise DPPH/ECsq.
Goji berry (A); polpa de acai (B); mirtilo (C); % AA: Porcentagem de atividade antioxidante; Cores
distintas nas linhas representam as concentrag6es dos extratos utilizados (4 mg/mL a 0,20 mg/mL).

Os resultados variaram de 0,501 a 2,479 mg/mL (mirtilo e goji berry,
respectivamente), sendo que como se trata da concentracdo necessaria minima para
diminuir a presenca o radical DPPH, quanto menor for essa concentracdo maior sera
0 poder antioxidante.

O método ABTS é semelhante ao método de DPPH, onde ambos trabalham
com a reducao dos radicais presentes. O calculo para ABTS foi realizado a partir da
equacao da retay = -11,244x + 0,6891 (R2 = 0,9977) utilizando o antioxidante trolox
(antioxidante sintético, anélogo a vitamina E). A concentracdo de trolox variou de
10,675 umol Trolox/g de amostra para o goji berry a 15,285 umol Trolox/g de amostra
para a polpa de acai. Os resultados expressos na atividade antioxidante pelo método
ABTS neste trabalho sdo semelhantes aos encontrados por Santos et al. (2008) que
obtiveram uma resposta 10,21 a 52,47 ymol de Trolox/g de amostra. Ja Pertuzatti et
al. (2014) que estudaram variedades de mirtilo, apresentaram uma concentragéo de
40,30 a 260,80 umol Trolox/g.

Para a analise FRAP, onde verifica-se o poder de reducédo do Fe3* para o Fe?*,
a equacdao da reta utilizada para os célculos foi y = 32,991x - 0,0507 com Rz de 0,9997
em funcéo de sulfato ferroso. O teor de Fe?* reduzido durante a reacdo variou de
47,543 (goji berry) a 106,347 umol de Fe?*/g de amostra para a polpa de acai.
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Em relacdo ao método B-caroteno, os resultados sdo obtidos a partir da
equacao 6, descrita no item 4.2.6.2, e seu resultado é expresso em % de atividade
antioxidante, variando de 74,659 a 47,141 % (polpa de acai e goji berry,
respectivamente).

Avaliando a atividade antioxidante do goji berry, Donno et al. (2014), obtiveram
uma resposta de 20,89 umol de Fe?*/g de amostra para o goji berry pelo método
FRAP, inferior ao encontrado nesse estudo. Para a analise de B-caroteno/acido
linoleico, Pertuzatti et al. (2014) obtiveram uma porcentagem de atividade antioxidante
de 60,9 % para extratos de mirtilo, resultado semelhante ao presente estudo.

Em relag&o aos resultados obtidos, as amostras diferiram significativamente
nos quatro métodos realizados. O resultado para polpa de acai foi superior nas
analises FRAP, ABTS e B-caroteno, enquanto o resultado para o mirtilo foi superior
apenas no ensaio DPPH. O goji berry em todos os ensaios obteve a menor atividade
antioxidante comparado a polpa de acai e mirtilo.

A andlise de componentes principais (ACP) foi realizada sobre o conjunto de
dados dos teores de antocianinas e de atividade antioxidante. Duas componentes
principais foram identificadas, apresentando 99,50 % da variancia explicada, PC1 com
88,16 % de variacdo, e PC2 com 11,33 % (Figura 27AB). Houve a formacé&o de trés
grupos representados pelas amostras analisadas (polpa de acai, mirtilo e goji berry) e
distribuidos nos quadrantes do grafico de escores do ACP (Figura 27A). O primeiro
grupo é representado pela polpa de acai (segundo quadrante Figura 27B), o qual
apresenta alta atividade antioxidante por ABTS, B-caroteno e FRAP. O extrato de
mirtilo (terceiro quadrante/ Figura 27b) apresentou altos teores de antocianinas. O
outro grupo, também como representante Unico foi o grupo do goji berry (quadrantes
1 e 4), que apresentou altos valores de ECso e foi a amostra mais diferente entre as
demais compravado pelos resultados. As duas variaveis dependentes mais
importantes na formacao e ocorréncia dos grupos foram a atividade antioxidante por
FRAP e ECso, levando-se em conta, suas comunalidades. A variavel menos
importante na classificacdo dos grupos foi o teor de antocianinas totais. Os
agrupamentos dos extratos das amostras polpa de acai, mirtilo e goji berry em funcéo
de suas atividades antioxidantes e do teor de antocianinas totais foram passiveis de

serem analisados por ACP.
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Figura 27 — Grafico da andlise de componentes principais: (a) Escores da atividade antioxidante
e teor de antocianinas totais; (b) Projecdo das amostras de polpa de agai, mirtilo e goji berry.

5.4.3 Identificacdo e Quantificacdo de Compostos Fendlicos

A identificagdo de compostos fenolicos nos extratos fendlicos das amostras
polpa de acai, mirtilo e goji berry foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, por comparagcdo com os tempos de retencdo, similaridade espectral e

comprimento de onda de maior absorcdo, em canais distintos com comprimentos de
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onda de 280 nm e 360 nm. Ja as quantificagbes dos mesmos foram calculadas a partir
das respectivas curvas de calibragéo.

Os compostos fendlicos identificados e quantificados estdo apresentados da
Tabela 10. E possivel visualizar a presenca dos compostos catequina e rutina nas trés
amostras estudadas. Os compostos identificados para as trés amostras, mirtilo, polpa
de acai e goji berry apresentaram diferenca significativa em relacdo a quantificacéo

dos mesmos.

Tabela 10 - Compostos fendlicos identificados por CLAE-FR em extratos fendlicos de polpa de
acai, mirtilo e goji berry.

Compostos TR A Polpa de Acai Mirtilo Goji berry
(min)  (nm) (ng/9) (ng/9) (Mg/9)

Catequina 11.64 277 22,76° + 0,001 55,912 + 0,001 50,06 + 0,002

Acido caféico 15.68 321 n.d. 16,58 + 0,001 150,522 + 0,002
Epicatequina 17.77 277 30,382+ 0,001 7,69° + 0,001 n.d.

Acido cumaérico 22.07 308 n.d. n.d. 122,90 + 0,005

Acido ferrulico 23.71 321 n.d. 118,612 + 0,002 69,02° + 0,001

Rutina 24.89 353 1,29¢ + 0,000 91,45 + 0,000 325,622+ 0,001
Miricetina 27.95 371 54,21 + 0,001 n.d. n.d.

Média + Desvio Padrdo. TR: tempo de retencdo; CF: Compostos fendlicos identificados por CLAE. A:
comprimento de onda. Médias seguidas de letras diferentes em uma mesma linha diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey e teste T de Student (p < 0,05).

As amostras diferiram significativamente em todos os compostos quando
identificados 0 mesmo compostos em duas ou trés amostras. Para a polpa de acai,
os compostos identificados foram a catequina, epicatequina, rutina e miricetina dentre
os padrdes utilizados, sendo a miricetina (54,21 pg/g) presente em maior quantidade,

enquanto em menor concentragdo a rutina, com 1,29 pg/g (Figura 28).
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Figura 28 - Cromatograma obtido por CLAE (A = 360) para o extrato liofilizado de polpa de acai.
Picos identificados: (1) Catequina; (2) Epicatequina; (3) Rutina; (4) Miricetina.

Os compostos catequina, 4cido caféico, epicatequina, acido ferrulico e a rutina
foram identificados no extrato de mirtilo, variando de 7,69 ug/g (epicatequina) a 118,61

ug/g (acido ferrulico) (Figura 29).
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Figura 29 - Cromatograma obtido por CLAE (A = 360) para o extrato liofilizado de mirtilo.
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No extrato de goji berry foram identificados 5 compostos dentre os 12 padrdes
utilizados, sendo eles: catequina, acido cafeico, acido cumarico, &cido ferrulico e
rutina. As concentracfes variaram de 50,06 pg/g para a catequina e rutina na
concentracéo de 325,62 ug/g (Figura 30).
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Figura 30 - Cromatograma obtido por CLAE (A = 360) para o extrato liofilizado de goji berry.
Picos identificados: (1) Catequina; (2) Acido Cafeico; (3) Acido cumarico; (4) Acido ferrdlico; (5) Rutina.

Estudos com identificacdo e quantificacdo de compostos fenélicos podem ser
encontrados na literatura, porém o método empregado, equipamento e condi¢des para
separacao e identificacdo sao distintos. Wang et al., (2010) identificaram em seus
trabalhos com o goji berry flavonoides como rutina, quercetina e o acido cafeico em
maiores concentracbes. Ja Donno et al. (2014) identificaram o acido cafeico,
cumarico, ferrulico e a epicatequina em concentracdes superiores. Em estudos com o
acai, compostos como &cido gélico, acido cafeico, acido vanilico ja foram identificados
por Gordon et al. (2012).

As divergéncias entre os valores encontrados neste trabalho frente aos de
outros pesquisadores, quantidades variadas, presenca ou auséncia de alguns
compostos nos extratos, podem estar associadas a diferencas na extracao,
sensibilidade do equipamento, solventes e metodologias distintas, onde a

temperatura, tempo de eluicdo, coluna, e também fatores associados as amostras,
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como cultivar, forma de cultivo, entre outros, podem ser 0s aspectos para essas
diferencas nos resultados.

5.4.4 Concentracao Inibitoria Minima e Concentragdo Bactericida Minima

A concentracgéo inibitéria minima foi realizada com as bactérias Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e Salmonella Bongori (ATCC 43975). Os extratos das amostras,
polpa de acai, mirtilo e goji berry, foram preparados nas concentracdes de 95,00
mg/mL a 2,34 mg/mL. Em nenhuma das concentracfes testadas ocorreu inibicdo no
crescimento bacteriano, visualizado nos pocos A a G, conforme a Figura 31. Os poc¢os
localizados na linha H foram utilizados para os controles positivos e negativos,
utilizando etanol P.A. (pocos 1, 2, 3), etanol 80 % (pocos 4, 5, 6), antibidtico
clorofenicol 0,12 % nos pocos 7, 8, 9 e por fim nos pocos 10, 11 e 12 apenas 0 meio
contento a bactéria. Visualmente é possivel observar que o etanol P.A. e etanol 80 %
ndo apresentaram inibicdo contra as bactérias testadas, enquanto o antibiotico
clorofenicol 0,12 % apresentou inibicdo visualizado pela forte coloracdo azul,
caracteristica da inibicdo bactericida.

Figura 31 - Placa de 96 poc¢os ap0s ser adicionado corante Resazurina para a andlise de CIM.
Placa a direita contendo bactéria Salmonella bongori e a esquerda Staphylococcus aureus. Pogos 1, 2,
3 e 4 contento extrato de polpa de acai, 5, 6, 7 e 8 extratos de mirtilo e 9, 10, 11 e 12 extratos de goji
berry. Concentracdes variando de 95 mg.mL* a 2,34 mg.mL-! nos pocos A a G, respectivamente.
Linha H: controle negativo (Pocos 1 a 6) e positivo (7 a 9), pocos 10 a 12 contento apenas a bactéria.

Estudos realizados com amostras de acai e mirtilo ja foram relatados na

literatura contra bactérias gram positivas e gram negativas e seus resultados
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mostram-se satisfatérios contra diversas bactérias (SHEN et al., 2014; MARIEM et al.,
2014; BELDA-GALBIS et al., 2015).

Apesar da auséncia da acéo bactericida das amostras testadas nesse estudo,
nao se pode afirmar que as amostras estudas ndo apresentem essa atividade. Demais
estudos devem ser realizados diversificando a concentragdo dos extratos e maneira
de extracdo desses compostos, pois € possivel verificar que nas concentracdes
testadas os compostos extraidos ndo foram capazes na inibicdo do crescimento das
bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Salmonella bongori (ATCC 43975).

5.5 CARACTERIZACAO DO QUEIJO PETIT SUISSE

5.5.1 Composicao Fisico Quimica do Leite e creme de leite

As analises realizadas como controle do creme de leite e do leite utilizadas para
fabricacdo do queijo petit suisse, estdo descritas nas Tabelas 11 e 12,

respectivamente.

Tabela 11 - Andlise fisico-quimica do creme de leite

Andélises Valor Pratico Valor teérico
Acidez (ac. lactico/100mL) 0,062 + 0,001 Méaximo: 0,20
Matéria Gorda (g/100g) 48,872 + 0,317 Minimo: 45

Tabela 12 - Andlises fisico-quimica do leite

Anélises Valor Pratico  Valor tedrico
pH 6,8 6,6 — 6,8
Acidez (ac. lactico/100mL) 0,15 0,14 a0,16
Crioscopia (°H) - 0,533 0,530 a -0,550
Densidade (15/15 °C, g/mL) 1,032 1,028 a 1,034
Proteina (g/1009) 3,2 Minimo de 2,9
Gordura (g/100g) 3,2 Minimo de 3,0
Peroxidase + +
Fosfatase - -
EST( Extrato seco total) (%) 11,22 Minimo 11,5

ESD (Extrato seco desengordurado) (%) 8,92 Minimo 8,4
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Todos os resultados foram comparados com a legislag&o vigente e encontram-
se de acordo com os parametros estabelecidos para o leite (BRASIL, 2002) e para o
creme de leite (BRASIL, 2012), sendo assim em qualidade satisfatéria para
elaboracao do queijo petit suisse.

5.5.2 Elaboracéo do Queijo Petit Suisse

A elaboracéo do queijo petit suisse ocorreu através da coagulacéo curta de 45
minutos, obtendo massa lisa e homogénia. A quebra da massa foi realizada durante
15 minutos para melhor eliminacdo do soro, obtendo assim a massa base para o

queijo petit suisse (Figura 32).

Figura 32 - Elabdfagao do queijo petit uisse.
(A): Homogeneizacao e coagulacao da massa; (B): Corte da massa; (C): Quebra da massa; (D)
Dessoragem.

Apbs adicao dos extratos liofilizados das amostras mirtilo, polpa de acai e goji
berry, obtiveram-se os produtos com cores distintas e massa caracteristica do queijo
petit suisse (Figura 33).
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Figura 33 - Queijo petit suisse adicionados extratos fendlicos liofilizados de polpa de acai (A),
mirtilo (B) e goji berry (C).

As analises microbioldgicas foram realizadas conforme legislacdo vigente e os
resultados estdo apresentados na Tabela 13. Todos os resultados referentes as
analises microbiologicas estdo de acordo com a legislacéo vigente, sendo assim, em

Otima qualidade para a realizacdo da analise sensorial.

Tabela 13 - Anéalise microbioldgica para queijos de muita alta umidade com bactérias lacteas
em forma viavel e abundante

Anélises Resultados Pad FOes ga

Legislacéo
Coliformes (NMPY/mL) (44,5 °C) <3,0 NMPY/mL 5x10?
Estafilococos/coag. Pos <1,0 UFC2 g/mL 5x 102
Salmonelas sp/25g Ausente Ausente
Listeria monocytongenes 259 Ausente Ausente

(1) UFC: Unidade formadora de coldnias.
(2) NMP: NUmero mais provavel

A composicado centesimal do queijo petit suisse elaborado com extratos
liofilizados das amostras polpa de acai, mirtilo e goji berry esta apresenta na Tabela
14.

Tabela 14 - Composicao fisico quimica do queijo petit suisse com adicdo de extratos de
compostos fendlicos liofilizados

Analises PSA PSM PSG
Umidade (%) 53,1442 + 1,018 53,6912 + 0,085 53,4782 + 0,725
Cinzas (%) 0,6802 + 0,004 0,6262 + 0,026 0,6442 + 0,035
Lipideos (%) 20,3952 + 0,443 20,0732+ 0,044 20,1902 + 0,427
Proteina (%) 6,3062 £ 0,410 6,2922 + 0,743 6,5072 + 0,886
Fibra Bruta (%) 5,0822 + 0,662 5,0922 £ 0,315 51732+ 0,251
Carboidratos totais* (%) 14,3932 £ 0,278 14,2262 + 0,123 14,0082 £ 0,225
Extrato Seco Total (%) 46,8562 + 0,159 46,8092 + 0,085 46,5222 + 0,725
Gordura no Extrato Seco (%) 43,2012 + 0,653 42,88220,067 43,298 + 0,654
Acidez (°D) 0,2962 + 0,003 0,3212+ 0,036 0,324 + 0,004

*Carboidratos totais calculados por diferenca. PSA: petit suisse com extrato de acai; PSG: petit suisse
com extrato de goji berry; PSM: petit suisse com extrato de mirtilo. Médias seguidas de letras iguais em
uma mesma linha néo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p=0,05);
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Os resultados apresentados n&o diferem significativamente em todos os
tratamentos e em todas as andlises. Esse resultado é explicado pelo fato de ter sido
elaborado apenas uma massa e serem separados os tratamentos, onde apenas diferiu
o extrato liofilizado das respectivas amostras. Conclui-se, portanto, ndo haver
alteracdo de composicao quimica dos produtos em fungéo dos extratos adicionados.

De acordo com o regulamento Técnico de Identidade de Qualidade de Leite e
Derivados (BRASIL, 2000) o queijo petit suisse € um queijo de muita alta umidade
(superior a 55%). No presente estudo, a umidade permaneceu em torno de 53%, esse
resultado pode ser explicado pela adigéo do extrato liofilizado e ndo de uma polpa que
contém alta umidade, proporcionando o0 queijo petit suisse o alto teor de umidade
citado na legislacdo. A matéria gorda no extrato seco é outro aspecto importante,
onde os queijos que contenham entre 25,0 a 44,9% sao classificados em queijo
semigordo, como o queijo elaborado no presente estudo, variando de 42,9 a 43,3%.
A porcentagem de proteinas também é preconizada no regulamento técnico de
identidade de Qualidade de leite e derivados com o minimo de 6%, os trés produtos
elaborados dentro do padrao estabelecido.

As demais andlises ndo tém seus padrbes estabelecidos pelo regulamento,
apesar de terem importancia para conhecer as propriedades nutricionais do produto.

5.5.3 Analise de Cor

A cor na maioria dos alimentos pode ser fator essencial para aceitacdo ou
rejeicao pelo consumidor frente ao um novo produto. Quando a cor agrada dificilmente
este alimento ndo sera consumido ou pelo menos provado. Porém, dizer qual a cor de
um respectivo produto, pode ser um trabalho um pouco mais complexo, pelo fato de
gue muitas pessoas acabam tendo perspectivas de cores diferentes, além que
diversas condi¢cdes podem afetar a tonalidade da cor.

O parametro L* indica a luminosidade, podendo variar de zero (preto) a 100
(branco). Os parametros a* e b* representam as coordenadas cromaticas. A
coordenada a* varia do +a* (vermelho) ao -a* (verde), enquanto a coordenada b* varia
do +b* (amerelo) ao —b* (azul) (KONICA MINOLTA, 1998). Sendo assim, 0 espago de
cores L*a*b* ou também chamado de Espaco CIE Lab, foi criado pela CIE



(Comission Internacionale de L’Eclairage) em 1976 para reduzir problemas do espaco

de cor (KONICA MINOLTA, 1998; QUEK et al., 2007).

Os valores referentes aos parametros L*a*b* para as amostras de queijo petit

suisse estao apresentados na Tabela 14.

Tabela 15 - Anélise de cor de queijo petit suisse com extratos liofilizados das amostras, polpa

de acai, mirtilo, goji berry e controle

Tratamentos 0 dias 30 dias
PSG 55,602 + 0,01 54,678 + 0,04
L* PSM 47,33+ 0,01 46,880 + 0,01
PSA 38,61P2 + 0,01 38,53Pb + 0,01
PSSP 55,118+ 0,01 55,1942 + 0,01
PSG -2,11¢¢ + 0,01 -1,50% + 0,00
a* PSM 0,928+ 0,01 1,25B2 + 0,01
PSA 2,747 £ 0,04 3,4972 £ 0,00
PSSP -2,30P2 + 0,01 -2,46P5 + 0,01
PSG 12,554 + 0,01 12,75% + 0,01
b PSM 3,94Pb + 0,01 5,49P2 + 0,00
PSA 5,28¢P + 0,02 6,40 + 0,01
PSSP 11,4782+ 0,01 11,0285 + 0,00

Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo. Médias seguidas de letras iguais mailsculas em
uma mesma coluna e parametro nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p>0,05);
Médias seguidas de letras iguais mindsculas em uma mesma linha ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste t de Student (p>0,05); PSA: petit suisse com extrato de polpa de agai; PSG: petit suisse
com extrato de goji berry; PSSP: queijo petit suisse adicionado de sorbato de potassio. PSM: petit
suisse com extrato de mirtilo.

As amostras nos parametros L*, a*,b* nos tempos 0 e 30 dias diferiram
significativamente, confirmando a diferenca na coloracdo das amostras adicionados
dos extratos liofilizados. Isso confirma a existéncia de diferentes tipos de compostos
gue podem ser extraidos no processo e que dao cores caracteristicas para cada
amostra. O extrato liofilizado de polpa de acai e mirtilo, apresentam grande variedade
de compostos, como as antocianinas, que apresentam coloracdo azul-roxo,
proporcionando uma luminosidade mais baixa comparada com as demais amostras.
Saito (2014), observou em seus estudos uma forte correlagcdo entre as variaveis
luminosidade (L*) e teor de antocianinas totais ao adicionar extratos de jabuticaba ao
queijo petit suisse. O alto valor de L* referente ao petit suisse adicionado de extrato
de goji berry também é esperado pela tonalidade do extrato obtido.

Em relacdo aos dias de armazenamento, os parametros L*, a* b¥*,
apresentaram diferenca significativa em todas as amostras. Isso se deve
possivelmente pela degradagdo de alguns compostos presentes, que podem ser

influenciados pela presencga de luz, oxigénio, embalagem, pH, entre outros.
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Para a avaliagdo do tempo de armazenamento, o célculo do AE foi realizado,
utilizando as variaveis AL*, Aa* e Ab*. De acordo com Martinez et al. (2001), para que
diferencas de cor sejam percebidas visualmente, os valores de AE devem ser maiores
que 2,7. Takatsui (2011) afirma que os estudos referentes ao limite da diferenca
euclidiana (AE) sdo escassos e necessitam de cautela para cada caso, para 0 mesmo
autor valores iguais ou inferiores a 3,7 ndo podem ser perceptiveis a visdo humana.
Ja para Stokes et al. (1992), valores de AE superiores a 2,15 séo percebido a olho na.
Apesar dos distintos valores relatados na literatura, todos os valores apresentados
sao inferiores a 1,65 (Figura 34) e diferem estatisticamente entre si, para os tempos 0
e 30 dias de armazenamento, sendo assim ndo perceptiveis ao olho humano, apesar

da diferenca significativa apontada nos parametros L*, a*, b*.

Figura 34: Diferenca total de cor (AE) entre o periodo de armazenamento em relagdo ao tempo
inicial (tempo 0)

a
1,65

c
1,14

PSG

PSA: queijo petit suisse adicionado de extrato de compostos fendlicos de polpa de acai. PSM: queijo
petit suisse adicionado de extrato de compostos fendélicos de mirtilo. PSG: queijo petit suisse
adicionado de extrato de compostos fendlicos de goji berry. PSSP: queijo petit suisse adicionado de
sorbato de potassio

d
0,48

DIFERENCA TOTAL DE COR (AE)

b
1,34
PSA
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5.5.4 Substancias Reativas ao Acido 2-tiobarbittrico (TBARS)

A andlise do acido 2-tiobarbitdrico se baseia na reacdo entre o acido com os
produtos de decomposicédo, sendo o malonaldeido o principal composto formado

durante a oxidac&o. Assim a molécula de malonaldeido reage com duas moléculas de
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acido 2-tiobarbiturico, formando um complexo de coloracdo avermelhada, observada
no comprimento de onda de 532 nm.

A analise da reacdo do acido tiobarbitarico foi realizada para quatro os
tratamentos do queijo petit suisse (mirtilo, polpa de acai, goji berry e controle), durante

o tempo O, 7, 14, 21 e 28 dias, conforme Tabela 16.

Tabela 16 - Valores médios referentes a analise TBARS nos diferentes tratamentos e durante o
periodo de armazenamento do produto.

TBARS (mg de malonaldeido/100 g de amostra)

Dias
PSA PSM PSG PSSP
0 0,05°C + 0,01 0,1428 + 0,01 0,213A + 0,04 0,1328 + 0,03
7 0,102¢ + 0,02 0,1428 + 0,03 0,232A + 0,03 0,1528 + 0,02
14 0,07°€ + 0,01 0,1528 + 0,02 0,18~ + 0,01 0,142B £ 0,01
21 0,06C £ 0,01 0,1328 + 0,01 0,17b¢A + 0,01 0,122 + 0,01
28 0,06°€ + 0,03 0,10°BC + 0,01 0,13¢AB + 0,02 0,152A + 0,05

+ desvio padréo. Letras minascula diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p<0,05) pelo
teste Tukey. Letras mailsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente (p<0,05) pelo
teste Tukey. PSA: queijo petit suisse adicionado de extrato de compostos fendlicos de polpa de agai.
PSM: queijo petit suisse adicionado de extrato de compostos fenélicos de mirtilo. PSG: queijo petit
suisse adicionado de extrato de compostos fenélicos de goji berry. PSSP: queijo petit suisse adicionado
de sorbato de potassio.

Em relacdo ao tempo 0, isto é, ao primeiro dia apds a elaboracéo do produto, a
amostra PSG apresentou a maior concentracdo de malonaldeido por 100 gramas de
amostra, diferindo significativamente entre as demais O PSM e PSSP (amostra
adicionada de apenas sorbato de potassio), ndo diferiram significativamente e por fim
0 PSA obteve a menor concentracao de malonaldeido. Com 7 dias de armazenamento
até 21 dias, o mesmo perfil foi observado, permanecendo o PSG com a maior
concentracédo de malonaldeido e o PSA com a menor propor¢do. No 28° dia, o PSG
nao diferiu significativamente do PSM e do PSSP e novamente o PSA diferiu
significativamente entre os demais, tendo a menor concentragdo de malonaldeido.

Em relagéo a cada amostra e os dias de armazenamento, o0 comportamento do
PSA, PSM e PSG apresentou caracteristicas semelhantes. Ocorreu um aumento na
concentracdo de malonaldeido no 7° dia para a amostra contendo PSA e PSG. Ja
para o PSM, a maior concentracdo foi no 14° dia. Apés os respectivos dias ocorre o
decaimento na concentracdo até o 28° dia, ultimo dia de analise. Na amostra PSSP
mostrou um aumento nos 7° e 28° dias, porém nao houve diferenca significativa em

todos os dias de armazenamento.
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S&o0 escassos os trabalhos apresentados na literatura que utilizam o TBARS
para avaliar a oxidacdo em queijo petit suisse, contudo, trabalhos que avaliam a
estabilidade oxidativa de produtos lacteos sdo relatados. Valor préximo ao relatado
nesse estudo foi obtido por Unalan et al. (2013) que avaliaram a estabilidade oxidativa
em queijo fresco Kashar e obtiveram como resultado aos 35 dias de armazenamento
a 4 °C a concentracao de 0,125 mg MDA/100 g de queijo. Ja Miguel, Valdez e Rossi,
(2004) desenvolveram um sorvete de iogurte e aos 30 dias obtiveram uma
concentracdo de 4,32 mg de malonaldeido/g de amostra.

Contudo, é possivel verificar a eficacia na adicdo de compostos bioativos
extraidos das amostras, mirtilo, goji berry e polpa de acai em queijo petit suisse,
obtendo um produto de excelente qualidade nutricional e funcional além de nao conter

compostos sintéticos para conservagao do mesmo.

5.5.5 Avaliacédo hedodnica

A avaliagdo hedonica foi realizada no dia 15/09/2015 das 8 h as 12 h no
Laboratorio de Tecnologia de Alimentos da Universidade Tecnoldgica Federal do
Parand (UTFPR — Campus Pato Branco), com aprovacdo do comité de ética sob
parecer n° 1.103.775, divulgado pelo comité de ética em Pesquisa (CEP) na data de
11/06/2015. Os julgadores receberam quatro amostras de queijo petit suisse, trés
elaboradas no laboratério de laticinios da UTFPR — Campus Medianeira e adicionados
extratos liofilizados das amostras polpa de agai, mirtilo e goji berry, e uma quarta
amostra foi adquirida no mercado local, de sabor morango.

A analise foi realizada com 100 julgadores néo treinados, sendo esses 52 do
sexo feminino e 48 do sexo masculino. A idade média dos julgadores foi de 22 anos,
contudo 90% dos julgadores presentes tinham idade entre 18 a 29 anos, 6% de 30 a
39 anos, 2% de 40 a 49 anos e 2% de 50 a 59 anos. O perfil das idades é resultado
do local de realizacdo dos testes hedonica.

Em relacdo a frequéncia de consumo do queijo petit suisse, o0s julgadores em
sua maioria consomem esse produto “nem todo o més”, correspondendo a 41% do
total de julgadores presentes. Nenhum dos julgadores presentes consomem esse

produto diariamente e “nunca consome” foi a segunda maior porcentagem (19%) de
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7

consumo (Figura 35). Isso é coerente devido a idade dos julgadores, ja que a
midia/marketing expde esse produto destinado para criangas e nao a jovens e/ou

adultos.
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Figura 35 - Frequéncia de consumo de queijo petit suisse pelos julgadores (%).

Para cada produto, atributos de cor, odor, aparéncia e sabor foram analisados
por cada julgador através de escala estrutural de 9 pontos, variando desde “desgostei

FaN {3

muitissimo” (nota 1) até “gostei muitissimo” (nota 9) (Tabela 17).

Tabela 17 - Média das notas dadas pelos julgadores para avaliacdo das amostras

Atributos PSA PSM PSG PSC
Cor 4,1349¢ 4,74¢c8 7,20bA 8,32aA
Odor 5,71¢cA 5,68¢A 6,37°C 7,91a8
Aparéncia 4,15dc 4,81¢8 7,080A8B 8,322~
Sabor 4,858 5,71cA 6,65PBC 8,232AB

*Escala hedonica: 1: desgostei muitissimo; 2: desgostei muito; 3: desgostei regularmente; 4: desgostei
ligeiramente; 5: indiferente; 6: gostei ligeiramente; 7: gostei regularmente; 8: gostei muito; 9: gostei
muitissimo/ Médias seguidas de letras iguais mindsculas na mesma linha ndo diferem
significativamente. Médias seguidas de letras iguais mailsculas na mesma coluna ndo diferem
significativamente (p<0,05). PSA: petit suisse com extrato de polpa de acai; PSG: petit suisse com
extrato de goji berry; PSC: petit suisse adquirido no comercio local; PSM: petit suisse com extrato de
mirtilo.

Em analise a escala hedbnica para os atributos odor, cor, sabor e aparéncia, a
amostra comercial (PSC) apresentou-se superior e diferente das demais amostras (p
< 0,05). Entre as amostras elaboradas com extratos liofilizados, o queijo petit suisse

com extrato de goji berry (PSG), também diferiu significativamente das demais e
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obteve maior nota em relacéo a todos os atributos avaliados, seguido do queijo petit
suisse com extrato de mirtilo (PSM) e queijo petit suisse com extrato de polpa de acai
(PSA) com as menores notas atribuidas pelos julgadores. O Unico atributo que nao
apresentou diferenca significativa foi o odor para as amostras PSA e PSM.

Para as amostras analisadas individualmente em relacdo aos atributos, é
possivel avaliar quais foram significativos para a avaliagcdo global do julgador. Em
todas as amostras, a cor e aparéncia nao tiveram diferenca significativa entre si e
diferiram-se entre os demais atributos. Para as amostras PSG e PSC, a cor e a
aparéncia, obtiveram as maiores notas na avaliagdo, porém para o PSA e PSM essas
notas foram as menores comparadas aos demais atributos, ressaltando a importancia
da qualidade visual do produto. Avaliando a amostra PSA, o atributo odor obteve maior
nota entre os demais, ja para a amostra PSM o odor e o sabor foram superiores.

A impressdo global foi outro atributo utilizado para avaliar as amostras
individualmente, onde o célculo da aceitacdo do consumidor para cada amostra foi
realizado e seu resultado expresso em porcentagem de aceitacdo (Figura 36). A
amostra comercial obteve aceitacdo de 91,56% enquanto o PSA obteve a menor

porcentagem de aceitacdo (55,78%) e todas diferiram significativamente entre si.
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Figura 36 — indice de aceitabilidade para as amostras de queijo petit suisse.
PSA: petit suisse com extrato de polpa de acai; PSG: petit suisse com extrato de goji berry; PSC: petit
suisse adquirido no comercio local; PSM: petit suisse com extrato de mirtilo. Médias seguidas de letras
diferentes minusculas diferem significativamente (p < 0,05).

Segundo Dutcosky (2007), a repercussao é favoravel quando o indice de

aceitabilidade for maior ou igual 70%, sendo assim, apenas a amostra contendo
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extrato liofilizado de goji berry foi aceita pelo consumidor entre as elaboradas e a
comercial que ja é reconhecida e aprovada pelos consumidores em geral.

A porcentagem de aceitacdo das amostras pode ser esclarecida por diferentes
guestdes que podem ter prejudicado a aceitacdo dos consumidores quando recebiam
0s queijos com adigdo dos extratos liofilizados. E possivel que se os julgadores
soubessem o0 que realmente estavam provando, ndo teria um impacto negativo em
relacdo a aparéncia e coloracdo da amostra, onde as mesmas apresentaram-se
diferentes das amostras comerciais ja aceitas pelo consumidor, por serem isentas de
corantes, aromas e espessantes. Saito (2014), avaliou em seus estudos a
aceitabilidade de queijo petit suisse sem a informacdo do produto e com as
informacdes nutricionais necessarias, e obteve um aumento significativo em relagéo
as notas referentes a cor e consisténcia, e concluiu que a disponibilizacdo de
informacgdes sobre o produto ao consumidor pode influenciar positivamente na sua
aceitacéo e escolha no momento da compra. Veiga et al., (2000) avaliaram 6 amostras
comerciais de queijo petit suisse e obtiveram como indices de aceitacdo 43,66 a 84%,
0s autores acreditam que as menores notas sejam causadas pela alta sinérese visual
e sabor desagradavel.

Afim de se verificar a preferéncia entre as amostras aplicou-se o teste de
ordenacdo e a partir da soma dos valores atribuidos pelos julgadores, representados

pela Tabela 18.

Tabela 18 - Médulos das diferencas entre os pares da soma total da ordenacdo da preferéncia

Amostras PSA PSG PSC PSM

Somatoério 358° 226°¢ 119¢ 296°
Diferenga Versus PSA - 132 239 62
Diferenga Versus PSG - - 107 70
Diferenga Versus PSC - - - 177

PSA.: petit suisse com extrato de polpa de acgai; PSG: petit suisse com extrato de goji berry; PSC: petit
suisse adquirido no comercio local; PSM: petit suisse com extrato de mirtilo. Pares de soma de ordens
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (quanto a preferéncia), pelo teste de Friedman (Ttabelado
=47), a 5 % de probabilidade.

E possivel verificar a partir da Tabela 18, que as amostras diferiram
significativamente entre si em relagdo a preferéncia do consumido. Isso & possivel
concluir a partir da diferenca do somatério entre duas amostras e comparadas ao valor
critico de diferenca de soma de ordens (diferenca minima significativa) obtido na
Tabela de Newell e Macfarlane (IAL, 2008).
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Com a diferenca significativa comprovada em todas as amostras, é possivel
afirmar que a amostra PSC obteve maior preferéncia pelos julgadores, seguida do
PSG. Entretanto, a amostra menos preferida, que obteve maior somatoria, foi a PSA.
Estes resultados corroboram com a porcentagem de aceitacdo obtida através da
impressao global, onde as maiores porcentagens de aceitacdo foram para o PSC e
PSG.

Outro importante aspecto a ser abordado € a intencdo de compra pelo
consumidor. Os resultados evidenciaram que 98% dos julgadores comprariam um ou
mais produtos analisados. A partir desses julgadores, a porcentagem de intengéo de
cada produto foi analisada (Figura 37). O tratamento petit suisse comercial obteve a
maior intencdo de compra (58,97%), seguida do petit suisse com extrato de goji berry
(22,44%), do petit suisse com extrato de mirtilo (14,74%) e do petit suisse com extrato

de polpa de acai (3,85%).
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Figura 37 — Teste de intencdo de compra dos diferentes tratamentos.
PSA.: petit suisse com extrato liofilizado de polpa de acai; PSG: petit suisse com extrato liofilizado de
goji berry; PSC: petit suisse adquirido no comercio local; PSM: petit suisse com extrato liofilizado de
mirtilo.

A partir dos dados analisados, é possivel verificar que as amostras PSA e PSM
apresentaram baixos indices de aceitacdo pelo julgador em todos os testes utilizados.
Novos estudos podem ser realizados variando a concentracdo dos extratos para
verificar qual porcentagem o julgador aceitaria e correlacionando com a oxidacao
lipidica e conservacéo do produto. Ao inicio da analise seria necessario comunicar ao
julgador sobre a amostra que ele ira provar, ressaltando que o0 mesmo é um produto

funcional, com alta qualidade nutricional, sem conservantes, corantes e espessantes,
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para que 0 mesmo compreenda que o produto apresenta caracteristicas diferentes do
produto fornecido no comeércio.

Com o objetivo de verificar as variaveis influentes na aceitacéo global do queijo
petit suisse, aplicou-se a analise multivariada regressao logistica multinomial. Para
realizacdo do teste, cada variavel, como idade, sexo, frequéncia de consumo, cor,
odor, sabor, aparéncia e impressédo global foi dividida em trés subgrupos, como

apresentado na Tabela 19.

Tabela 19 - Variaveis utilizadas para avaliagdo do queijo petit suisse divididas em subgrupos
para andlise de Wald.

Variavel Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Idade 18 a 20 anos 21 - 25 anos 26 — 30 anos
Frequéncia de Diariamente até N
Nem todo més Nunca
consumo mensalmente
Variaveis* Notas 1 a 3 Notas 4 a 6 Notas 7 a 9

*Cor; Odor; Aparéncia; Sabor; Impresséo Global. Varidveis: 1: desgostei muitissimo; 2: desgostei muito;
3: desgostei regularmente; 4: desgostei ligeiramente; 5: indiferente; 6: gostei ligeiramente; 7: gostei
regularmente; 8: gostei muito; 9: gostei muitissimo.

A tabela 20 apresenta a significAncia estatistica para cada variavel

independente, pelo teste de Wald.

Tabela 20 - Anélise de regressao logistica multivariada de Wald

Variaveis Wald p-valor*

Idade 0,07627 0,962581
Frequéncia de consumo 1,25778 0,868497
Cor 3,50413 0,173416

Odor 12,63543 0,001804
Aparéncia 14,67334 0,000651
Sabor 80,01851 0,000000
Género 1,03887 0,594857

*p-valor = 0,05 ndo interferem nos resultados referentes a impressao global.

Os atributos sensoriais sabor, aparéncia e odor, nessa ordem de importancia,
foram os Unicos a apresentar efeito significativo na impresséo global de queijo petit
suisse (Tabela 20). A fim de melhor compreender o efeito dessas varidveis na
aceitacdo, fez andlise por box plot (Figura 38). Em relagdo a cor, outro atributo

sensorial avaliado, nao foi verificada interferéncia nos resultados de impresséao global.
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Figura 38 — Grafico box plot referente aos atributos sensoriais: sabor, aparéncia, sabor e cor
referentes a impressao global.

Notas 1 a 3 da escala hedbnica refere-se ao 1, notas 4 a 6 da escala hedbnica refere-se ao 2, notas 7
a 9 da escala hedobnica refere-se ao 3.

A analise por box plot sugere relacéo entre: efeito significativo; linearidade entre
atributo e aceitacao; e densidade das respostas. Observa-se claramente a julgar pelos
valores da mediana, linearidade entre as notas do atributo sabor e impressao global,
além de alta densidade. O mesmo ocorre para aparéncia, segunda variavel com maior
efeito na aceitacdo. A partir do atributo odor, as notas passam a ter valores menos
densos e a linearidade entre as notas desse atributo e impressao global diminuem.
Em paralelo verifica-se redugé&o da significancia de Wald. Comportamento semelhante
ao odor é possivel verificar no atributo cor, onde a linearidade entre a cor e impresséo
global é baixo, ocasionando na auséncia na significancia de Wald.

Os resultados significativos na analise sequencial de Wald para o sabor e
aparéncia sao satisfatorios, visto que sé@o 0s principais parametros em que 0S
consumidores levam em consideracao ao avaliar e/ou adquirir produtos alimenticios.
A aparéncia de uma amostra acaba sendo o primeiro contato do consumidor com o

produto a ser adquirido, apesar da cor ndo apresentar significancia na analise, ela
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pode ser englobada na aparéncia, assim é possivel verificar que apenas a cor ndo faz
com que o consumidor goste ou ndo do produto, mas sim um conjunto de atributos,
para que a ideia do gostar ou desgostar seja evidenciada.

E possivel verificar que pelo coeficiente logistico de Wald (Tabela 20), os
atributos relacionados com as caracteristicas demograficas dos julgadores néo
interferiram (p = 0,05) nos resultados referentes a impresséo global, indicando que a
faixa de idade dos participantes, o género e que a frequéncia de consumo do queijo
petit suisse nado interferem na aceitacdo global do produto. A partir da analise por box
plot, é possivel verificar a falta de linearidade entre as caracteristicas demograficas
em relacdo a impressao global (Figura 39). Esse resultado é fundamental, visto que
0s produtos quando séo lancados para a venda, tem a intencédo de englobar o maior
namero de consumidores possiveis, independente de idade, género e a frequéncia

que esses consumidores possam consumir 0s produtos j& existentes do mercado.
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Figura 39 - Gréafico box plot referente as caracteristicas demogréficas idade, frequéncia de
consumo e género referentes aimpresséao global.

*Notas 1 a 3 da escala hed6nica refere-se ao 1, notas 4 a 6 da escala heddnica refere-se ao 2, notas 7
a 9 da escala hedobnica refere-se ao 3. Idade: 1 =18 a 20 anos; 2 = 21 — 25 anos; 3 = 26 — 30 anos.
Frequéncia de consumo: 1 = diariamente até mensalmente, 2 = nem todo més; 3 = nunca. Género: 1 =
masculino; 2 = feminino.
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6 CONCLUSAO

Entre as amostras estudadas, foi possivel observar o alto teor lipidico e de
fibras dietéticas totais presentes na polpa de acai e também um elevado teor de
carboidratos totais nas amostras de mirtilo e goji berry.

O modelo gerado pelo delineamento experimental e metodologia de superficie
de resposta (MSR) demonstrou que o tipo de solvente, a temperatura e o tempo de
extragao influenciam na extracéo dos compostos fendlicos com atividade antioxidante.
A melhor condicdo de extracdo dos compostos bioativos recomendado pelo modelo
foi a utilizacdo do etanol 80% como solvente extrator, em temperatura de 60 °C
durante 60 min de extracdo. Nesta melhor condicdo foi possivel extrair compostos
reconhecidamente bioativos como os acidos fendélicos (acido cafeico, acido cumarico
e acido ferrulico) e flavonoides (catequina, epicatequina, rutina e miricetina).

O goji berry apresentou valores inferiores de atividade antioxidante e
antocianinas totais e a polpa de acai obteve os melhores resultados de atividade
antioxidante em trés dos quatro métodos avaliados, enquanto o mirtilo apresentou o
maior teor de antocianinas totais.

Os extratos nas concentracdes testadas, ndo apresentaram inibicdo contra as
bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Salmonella bongori (ATCC 43975),
sendo considerado os mesmos valores de CIM > 95,00 mg/mL para as trés amostras,
polpa de acai, mirtilo e goji berry.

Os resultados da andlises fisico-quimicas demonstraram que o produto
elaborado, queijo Petit suisse, estava dentro dos padrdes estabelecidos pela
legislagéo brasileira, com excecdo do teor de umidade, com valores abaixo do
adequado. A andlise de cor realizada para avaliacdo da estabilidade do produto ndo
apresentou diferenca perceptivel ao olho humano na tonalidade entre o primeiro e
altimo dia de vida util do produto. Na andlise de TBARS, 0 queijo petit suisse
adicionado de extrato liofiizado de polpa de acai apresentou as menores
concentragdes de malonaldeido/100 g de amostra, corroborando com os altos valores
de atividade antioxidante encontrados para este extrato. Aos 28 dias de
armazenamento, 0s petit suisse contendo os extratos liofilizados das amostras
apresentaram um poder de inibicdo da oxidacao lipidica superior as amostras que

continham apenas o conservante sorbato de potassio, exceto para o goji berry, que
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nao obteve diferenca significativa. Isso demostra a eficiéncia da adicdo dos extratos
liofilizados em produtos lacteos, como o queijo petit suisse.

O queijo petit suisse contendo extrato liofilizado de goji berry obteve a segunda
maior aceitacdo (75,67%) entre os avaliadores. Os queijos adicionados de extratos de
polpa de acai e mirtilo apresentaram as menores aceitacbes, 55,78 e 62,78%,
respectivamente, ficando com valores de aceitagdo abaixo do recomendado para a
elaboracdo de um novo produto.

Os resultados apresentados nesse estudo podem ser Uteis para se obter
extratos ricos em compostos fendlicos com alta atividade antioxidante visando a

elaboracao de produtos lacteos funcionais.
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APENDICE A - TESTE DE ACEITACAO UTILIZADA NA ANALISE SENSORIAL

Ministério da Educacio
TUniversidade Tecnolégica Federal do Parana

Campus Pato Branco
Programa de Pds-Graduacio em Tecnologia de Processos rPR

USVERSIOADE TECHOLOGACA FEDERAL 00 PAAANA

Quimicos e Bioquimicos

TESTE DE ACEITACAO

Nome (opcional):
IDADE SEXO:()F ()M DATA

Vocé estd recebendo amostras de queijo petit suisse (tipo Danoninho®). Voce serd orientado antes
de} miciar a allwé.lise sensorial. CASO TENHO ATFRGIA OU INTOLERANCIA A PRODUTOS
LACTEOS, NAOREALTZAR A ANALISE.

FR:EQ'L—E}'CIA DE CONSUMODE QUELTOPETIT SUISSE (Tipo DanoninhoE)
Com qual frequéncia vocé consume esse produto?

AVALIACAO SENSORIAL

Apo6s a orientagdo, com base na escala hedbnica realize a avaliagio do produto quanto is suas
caracteristicas de: cor, odor, aparéncia e sabor e impressio global
()} Diariamente
()} Varias vezes por semana
() Semanalmente
() Varias vezes por més
{_} Mensalmente

() Nem todo més
() Nunca
ESCALA HEDONICA
1) Desgostei muitissimo;
2) Desgostel muito;
3) Desgostei regularmente;
4) Desgostei ligeiramente;
5) Indiferente;
&) Gostei ligeiramente;
7) Gostel regulamente;
8) Gostel muito:
2) Gostel muitissimo.
AMOSTERAS COR ODOR APARENCIA SABOR Impressdo
Global
932
289
456
734

Ordene as amostras de acordo com sua preferéncia. Atribua o n® 1 para a amostra de maior preferéncia, 2
para a segundamais preferida e assim sucessivamente:

(0932 ( 1289 ( )56 ( )734

TESTE DE ]:';I'E:\'(;:\.O DE COMPEA
* Vocé compraria algum dos produtos analisados?

(_Jsim { )nio

s Sevocérespondeu sim, qual (is) produto (s) compraria?

(.)932 ( 1289 ( 1456 ( )734




