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RESUMO

Morais, Elaine Carvalho de. Avaliacdo da atividade antioxidante de iogurte com polpa de
araticum (Annona crassiflora) adicionado de 6leo essencial de capim-cidreira
(Cymbopogon citratus). Dissertacdo (Mestrado). Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e
Tecnologia de Mato Grosso — Campus Cuiaba Bela Vista, 2016. 103p.

Objetivou-se com esse trabalho verificar a atividade antioxidante da polpa de araticum, do
Oleo essencial de capim-cidreira e do iogurte elaborado com polpa e éleo essencial em
diferentes concentracbes. O iogurte foi elaborado em delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 4x2 com dois fatores, concentragdo da polpa m/m (0%,
5%, 10% e 15%) e concentragdo do oOleo v/v (0% e 0,05%), com trés repeticdes. Na polpa
de araticum foram verificados a atividade antioxidante, carotenoides e o contetudo de
compostos fendlicos. Foi realizada a caracterizagdo do 6leo essencial de capim-cidreira
por espectroscopia de Raman. Foram realizadas andlises fisico-quimicas (pH; acidez e
Aw), atividade antioxidante radicalar pelo método DPPH, indice de TBARS, parametros de
cor luminosidade (L*), indice de vermelho (a*) e indice de amarelo (b*) nas amostras de
jogurte, essas analises foram avaliadas semanalmente durante 28 dias de
armazenamento a 4°C. A polpa de araticum in natura apresentou (3 caroteno (4,54 ug/g) e
6,92 ug/g de a caroteno. Com relagao aos compostos fendlicos quando comparada a
polpa in natura com a pasteurizada ambas apresentaram valores préoximos 227,13 e
207,18 mg GAE/100g para polpa in natura e pasteurizada respectivamente. A
pasteurizacdo ndo apresentou grandes modificacdes nas caracteristicas fisico-quimicas
da polpa. Com relagéo aos resultados da analise de espectroscopia de Raman, os dados
encontraram 0s componentes mirceno, gerenial e neral. Os resultados das analises do
iogurte demostraram que o efeito do 6leo essencial ndo apresentou diferencga significativa
(p>0,05) para atividade antioxidante, porém o iogurte com a polpa de araticum apresentou
diferenca (p<0,05) em todos os tempos individualmente e, com 14 dias de avaliagéo,
houve interacdo entre polpa e 0Oleo essencial, sendo o tratamento com 15% de polpa
apresentou 31,71% de porcentagem de inibicdo do DPPH, para a variavel com 06leo
essencial e maior atividade para a variavel sem 0Oleo essencial 34,48%, sendo mais
significativo (p<0,05). O iogurte ndo apresentou altos indices de oxidagdo, de maneira
geral os iogurtes com 0%, 5% e 10% tiveram os menores valores de mg de MDA/Kg da
amostra. A adicao de 6leo essencial afetou significativamente (p<0,05) o pH das amostras
elevando os valores que variaram de 4,39 a 4,36. Em relagdo a cor houve diferenca
significativa (p<0,05) na adicdo da polpa ao iogurte, nos valores de L*, a* e b*. Quanto ao
valor de L* o iogurte sem adicdo de polpa apresentou 0s maiores valores de
luminosidade, resultando em coloragdo mais clara em relacdo as demais formulacdes. Em
relacdo ao componente a* da cor, observou-se que para o iogurte com 0% de polpa os
valores foram negativos em direcdo ao verde e positivos (+b*) em direcdo ao amarelo. O
iogurte elaborado com 15% de polpa apresentou os maiores valores de a* e b*, diferindo
estatisticamente (p<0,05) entre si. Desta forma, o iogurte elaborado com polpa de
araticum apresentou boas propriedades antioxidantes, porém o Oleo essencial sozinho
ndo atuou como antioxidante, mas houve interacao polpa e 6leo essencial retardando a
oxidacgdo lipidica. O 6leo essencial pode ser utilizado para melhorar a vida de prateleira do
produto.

Palavras-chave: oxidacao lipidica, marolo, leite fermentado, DPPH, capim-limao.
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ABSTRACT

The aim of this work was to verify the antioxidant activity of soursop pulp, the essential
lemongrass oil and yoghurt made with pulp and essential oil in different concentrations.
The yoghurt was prepared in a completely randomized design in a 4x2 factorial design
with two factors, concentration of pulp m/m (0%, 5%, 10% and 15%) and concentration of
oil viv (0% and 0.05%) with three replications. It had been verified antioxidant activity,
carotenoids and content of phenolic compounds for soursop pulp. The characterization of
the essential oil of lemongrass for Raman spectroscopy was performed. They were carried
out in yoghurt samples physical-chemical analysis (pH, acidity and aw), antioxidant activity
radical by DPPH method, TBARs index, light color parameters (L*), red index (a*) and
yellow index (b*), these analyzes were performed weekly during 28 days of storage at 4
°C. The analyses B carotene (4.54 mg/g) and 6.92 g/g of a-carotene were verified for pulp
araticum in nature. The phenolic compounds when compared to pulp in nature with
pasteurized presented values close 227.13 and 207.18 mg GAE/100g pulp for raw and
pasteurized respectively. Pasteurization process didn't show major changes in physical
and chemical characteristics of the pulp. The data found obtained of Raman spectroscopy
showed signals for myrcene, geranial and neral components. The results of the yoghurt
analysis showed that the effect of the essential oil showed no significant difference
(p>0.05) for antioxidant activity, but the yoghurt with soursop pulp showed differences
(p=<0.05) at all times individually and 14 days assessment was no interaction between the
pulp and essential oils, and treatment with 15% pulp showed 31.71% of the percentage of
inhibition of DPPH, for the variable with essential oil and higher activity for the essential oil
without variable 34.48%, with more significant (p<0.05). The yoghurt did not present high
oxidation rate, in general, the yoghurts with 0%, 5% and 10% had been the lowest values
of MDA mg/kg of the sample. The addition of essential oil affected significantly (p <0.05)
raising the average value of pH of the sample ranging of 4.39 to 4.36. However, the color
difference was significant (p <0.05) in addition to yoghurt pulp, the values of L*, a* and b*.
As for the L*, yoghurt without pulp, showed the highest luminance values, resulting in
lighter color compared to other treatments. Regarding the component, a* of the color, it
was observed that yoghurt with 0% pulp were negative values toward the green and
positive (+b*) toward yellow. Yoghurt made with 15% pulp had the highest values for a*
and b*, statistically different (p <0.05) between them. Thus, the yoghurt prepared with
araticum pulp had better antioxidant properties, although just the essential oil did not act
as an antioxidant. The interaction between pulp and essential oil retarding lipid oxidation.
The essential oil could be employed to improve dairy product and be able to accept among
yoghurt consumers.

Keywords: lipid oxidation, marolo, fermented milk, DPPH, lemongrass.
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1. Introducéo

O consumo de frutos do Cerrado é uma das formas que a populagéo tradicional
brasileira encontra para agregar valor nutricional a sua dieta. Entre os frutos encontrados
no Cerrado esta o araticum (Annona crassiflora L.), considerado uma espécie de interesse
econbmico, principalmente pelo aproveitamento de seus frutos na culinaria. Além do
consumo da fruta in natura, indmeras séo as receitas de doces e bebidas que levam o
sabor de sua polpa doce, acrescida, muitas vezes, pelos sabores de outras frutas
(RIBEIRO et al., 2000).

A temperatura e o clima tipico da regido do Cerrado de Mato Grosso favorecem as
perdas pos-colheita dos frutos obtidos na regido. O processamento desses frutos
minimiza a perda e agrega valor aos produtos desenvolvidos, além de oferecer, ao longo
do ano, entre o periodo de frutificagdo, os produtos desenvolvidos, como sorvetes, doces

em compota, entre outros.

O uso de frutos do Cerrado beneficia também essa regido, que cada vez mais
perde espaco para pastagens, comprometendo a produtividade e gerando prejuizos
ambientais. Essa devastacdo contribui para a extincdo de animais e das frutas nativas
desse bioma, que sdo a base da alimentacdo de populacdes rurais, sendo de muita

importancia para seu equilibrio alimentar.

Sabe-se que o consumo regular de frutas participa da prevencdo de doencas
crdnicas ndo transmissiveis, doencas cardiovasculares além de outras enfermidades. Isso
porque as frutas possuem propriedades quimicas de grande relevancia, como atividade
antioxidante (vitamina E, vitamina C, carotenoides e polifen6is) (BRASIL, 2005;
HINNEBURG et al., 2006; SILVA et al., 2001;).

Um dos produtos que pode ser desenvolvido é o iogurte que é um leite fermentado
bastante apreciado pela populacédo de todas as idades e que pela sua diversidade vem
ganhando cada vez mais espaco na industria, pois pode ser consumido tanto natural
como acrescido de frutas em pedacos, congeladas ou em forma de polpa e ainda pode
ser aromatizado para atrair ainda mais o consumidor e melhorar o seu sabor. Além disso,

este produto pode ser uma importante fonte de célcio e proteinas.

Uma planta aromatica bem conhecida pela populacdo € o capim-cidreira

(Cymbopogon citratus D.C), bastante utilizada em infusbes na busca por alguma atividade
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medicinal. Atualmente o uso de Oleos essenciais extraidos de ervas aromaticas vem
sendo estudado como possiveis conservantes de alimentos (PRINS et al., 2008). Os
Oleos essenciais sdo constituintes volateis organicos responsaveis pela fragrancia de
muitas plantas, esses compostos tém apresentado relevante importancia em
determinadas pesquisas, por serem potencialmente Uteis no controle fitossanitério,
propiciando o desenvolvimento de técnicas que procuram diminuir os efeitos negativos de
oxidantes, radicais e microrganismos que causam prejuizos nas industrias alimenticias e
na agricultura (BAKKALI et al., 2008).

Desta forma, a adicdo de Oleo essencial de capim-cidreira pode atuar como
antioxidante no iogurte, como também as frutas por serem ricas em compostos fenélicos
podendo diminuir a velocidade da oxidacdo lipidica. O uso de 6éleo essencial pode
melhorar a aceitabilidade do produto final, pois a polpa de araticum tem sabor
caracteristico e exoético por ser um produto regional e sensivel a alguns paladares.

O iogurte a ser desenvolvido podera favorecer a agregacdo de valor ao leite
produzido nos laticinios do Estado de Mato Grosso, bem como corroborar com a melhoria
de renda das comunidades onde h& ocorréncia natural do araticum. Além de o iogurte ser
bastante consumido pela maioria dos brasileiros, pelo seu sabor levemente &cido
apresenta propriedades nutricionais, como fonte de célcio e pode ser consumido em

qualquer faixa etaria.

E possivel que o iogurte adicionado de fruto de ocorréncia natural no Cerrado e
apreciado pela populagéo local seja bem aceito pela populagdo e que a adicdo do 6leo

essencial favoreca a inovacao no setor de produtos lacteos.

Assim, objetivou-se neste trabalho analisar a atividade antioxidante da polpa de
araticum, do 6leo essencial de capim-cidreira e do iogurte elaborado com polpa e 6leo

essencial em diferentes concentracoes.

Este trabalho foi dividido em 3 capitulos: o Capitulo 1 em que foi abordada a
revisao de literatura, o Capitulo 2 denominado Compostos bioativos e caracteristicas
fisico-quimicas de polpa de araticum in natura e pasteurizada que se apresenta de
acordo com as normas da Pesquisa Agropecuaria Brasileira — PAB e o Capitulo 3
denominado Atividade antioxidante de iogurte com fruto do cerrado adicionado de
Oleo essencial de capim-cidreira (Cymbopogon citratus) que se apresenta de acordo

com as normas da Food Research International.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. logurte

2.1.1. Aspectos gerais

O leite fermentado mais importante economicamente é o iogurte, que possui uma
ampla variedade de textura e sabor, além de apresentar diferencas de acordo com a
regido onde é produzido e o tipo de microrganismos empregados, sendo suas
caracteristicas ajustadas de acordo com as preferéncias locais (SALADO e ANDRADE,
1989).

Dentre estes o mais consumido é o iogurte que segundo o Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento em seu Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade de Leites Fermentados, define iogurte como sendo “o produto cuja
fermentacdo se realiza com cultivos protosimbiodticos de Streptococcus salivarius
subsp.Thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus, os quais podem
acompanhar, de forma complementar, outras bactérias acido-lacticas que, por sua
atividade, contribuem para a determinacéo das caracteristicas do produto final” (BRASIL,
2007).

Além das caracteristicas nutricionais, o iogurte também estd associado ao uso
terapéutico, na prevencdo e tratamento de diarreia, cancer do col6n e problemas
gastrointestinais (ADOLFSSON, MEYDANI e RUSSEL, 2004; CANZI et al., 2002; GODEL,
2003).

A producao de iogurte no Brasil vem crescendo expressivamente, em torno de 400
mil toneladas por ano, 76% do total de produtos lacteos produzidos no pais. E pode
crescer ainda mais, pois 0s consumidores estdo cada vez mais em busca de qualidade e
dietas mais saudaveis. Porém o brasileiro consome anualmente 6,5 kg de iogurtes, nivel
baixo se comparado a Holanda (42 kg), a Franca (20,7 kg) e mesmo a Argentina (9 kg), o
gue traz um desafio para a industria na questdo de inovagdo do sabor, embalagem e
diferentes tipos para agradar cada vez mais esses consumidores (ADITIVOS
INGREDIENTES, 2015).

Apesar de baixo consumo, 0 aumento na producdo pode estar associado a
preocupacado das pessoas por produtos naturais e pelos beneficios oferecidos pelo iogurte

como: facilitar a acao das proteinas e enzimas digestivas no corpo humano, importante
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fonte de calcio, fésforo, vitaminas e carboidratos (FERREIRA et al., 2001). E descritos na

Tabela Brasileira de composi¢éo de alimentos — TACO (Tabela 1).

Tabela 1. Composig&o nutricional do iogurte natural — Taco (2011).

Constituintes logurte natural
Proteina (g/100g) 4.1
Lipideos (g/100g) 3,0
Carboidrato (g/100g) 19
Célcio (mg/100g) 143
Fésforo (mg/100g) 119
Magnésio (mg/100g) 11
Potassio (mg/100g) 71
Riboflavina (mg/100g) 0,22
Calorias/ 100g — Kcal 51

Encontram-se no mercado varios tipos de iogurte que variam quanto a
composicao, valor energético, sabor e consisténcia. Sua classificagdo quimica é baseada
na porcentagem de gordura: com creme, minimo de 6g/100g; iogurte integral, minimo de
30/100g; iogurte parcialmente desnatado, maximo de 2,99/100g; e iogurte desnatado,
maximo de 0,5g/100g. Em relacdo a acidez o iogurte deve conter de 0,6 a 1,5g de acido
lactico/100g (BRASIL, 2007).

O iogurte pode ser classificado ainda de acordo com o processo de elaboracgéo,
consisténcia, textura e adicao de ingredientes. logurte tradicional é aquele no qual o
processo de fermentacdo ocorre dentro da propria embalagem, nédo sofre
homogeneizacdo e o resultado € um produto firme; no iogurte batido o processo de
fermentagéo ocorre em fermentadeiras ou incubadoras com posterior quebra do coagulo e
0 iogurte liquido sua fermentagdo € realizada em tanques e comercializado em

embalagens plasticas tipo garrafa ou do tipo cartonadas (TAMIME e DEETH, 1980).

Outra forma de classificagdo é em relacdo ao aroma que pode ser natural que € o
iogurte tradicional com seu tipico sabor &cido acentuado; com frutas quando é produzido
por adicdo de frutas, usualmente fruta natural, congeladas, purés, polpas, pedacos ou
geleias de frutas; e ainda o iogurte aromatizado que € preparado por adicdo ao iogurte
natural, de acglcar e outros agentes adogantes, saborizantes, corantes sintéticos e/ou
isolado proteico de soja (ROBERT, 2008).
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A producao de iogurte tipo batido € a preferida entre os laticinios, pois permite a
adicdo de estabilizantes para prevenir a sinérese, que é a expulsdo gradativa do soro
devido a contracdo do gel, durante a vida de prateleira (LUCEY e SINGH, 1998).

Dependendo do tipo de iogurte, o processo pode sofrer pequenas adaptacdes

como observado no fluxograma da Figura 1.

Recepcéo e controle de matérias-primas

A 4
Enriquecimento em » .
s6lidos lacteos D Concentragéo med!ante evaporagéo a vacuo

Concentracdo | mediante filtragdo por membrana

<«——Leite ou produtos lacteos em pé

v Estabilizante

Filtracdo

v

Desaeracao

!

Homogeneizagao

v

Tratamento térmico (80 a 85°C, 30 min/90 a 95°C, 5 min)

v

Resfriamento

¢ <4— Cultivo indicador
Mistura

v

Acondicionamento (iogurte de consisténcia firme)

v

Incubagéo (iogurte, 42°C, ~4h; produtos probiéticos, 37°C)

v

Resfriamento

v

Acondicionamento | (iogurte batido e liquido)

Figura 1 — Fluxograma de fabricacdo de iogurte e outros leites fermentados (ORDONEZ,
2007).
O leite é a principal matéria-prima para elaboracdo do iogurte, o qual deve ser

higienicamente produzido, manipulado e de boa procedéncia. Apés as analises de
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requisitos basicos o leite € submetido ao processo de padronizacdo, essa etapa €
frequentemente realizada pelo ajuste do teor de gordura e pela adicdo de sélidos totais
(BEZERRA, 2010). A legislacédo brasileira estabelece a adicdo maxima de ingredientes
nao-lacteos como sendo 30% p/p, além de estabelecer uma relacdo de

estabilizantes/espessantes permitidos (BRASIL, 2007).

As culturas lacteas, Streptococcus thermophilus e Labtobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus s@o as responsaveis pelo processo de fermentacdo dos iogurtes em sua
relacdo simbidtica utilizam a lactose como substrato energético e liberam acido lactico. O
crescimento destas duas culturas resulta em menor tempo de coagulagéo do leite, maior
producdo de acido lactico proporcionando maior desenvolvimento de sabor e aroma no
iogurte (SABOYA et al., 1997; TAMIME e DEETH, 1980).

Devido a grande variedade de produtos no mercado brasileiro, a industria
alimenticia vem investindo cada vez mais em pesquisas para a formulacdo de produtos
gue potencializem ainda mais os beneficios do leite e seus derivados (BELCHIOR, 2003;
MATSUBARA, 2001). Novos produtos estdo sendo desenvolvidos a fim de atender aos
novos habitos alimentares e as exigéncias do mercado, como iogurte com baixo teor ou
sem gordura, com pouco ou sem acucar, enriquecidos com fibras, frutas ou outros
componentes (CASTRO et al., 2002).

2.1.2. Oxidacao lipidica do leite

Uma das principais reacdes que podem ocorrer durante o processamento,
armazenamento e distribuicdo dos alimentos é a oxidag&o lipidica. Ela é responsavel
pelas caracteristicas indesejaveis do produto, como desenvolvimento de sabores e odores
desagradaveis, tornando o leite e seus derivados produtos impréprios para 0 consumo.
Além disso, pode gerar alteracdes nas caracteristicas nutricionais, integridade e
seguranca dos alimentos por meio de compostos potencialmente téxicos (FRANKEL,
1993; SHERWIN, 1978).

Em produtos lacteos esse processo oxidativo resulta da aceleracao dos processos
de oxidacéo ja iniciadas no leite cru e a extensao dessa oxidacdo pode ser influenciada
por varios fatores incluindo a presenca de pro-oxidantes, como 0s metais de transicao
(cobre - Cu* e ferro - Fe*"), e os antioxidantes naturais, como os tocoferdis e o &cido
ascorbico (HAVEMOSE et al., 2004; KRISTENSEN et al., 2004; SIDHU et al., 1975;).
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Componentes do leite como a caseina atuam inibindo a peroxidacao lipidica.
Zulueta et al. (2009) mediram a capacidade antioxidante do leite de vaca e do soro do
leite UHT e pasteurizado, os resultados mostraram que a caseina € responsavel pela
atividade antioxidante do leite e ndo houve diferenca significativa entre o leite UHT e
pasteurizado. Porém, quando comparado com o soro do leite, o leite pasteurizado obteve
maior atividade antioxidante que o UHT, devido ao maior teor de proteina existente no
soro do leite pasteurizado que no leite UHT que € submetido a tratamento térmico com

temperatura mais elevada e neste caso ocorre a desnaturacéo albumina devido ao calor.

No iogurte as bactérias lacteas podem atuar inibindo a oxidag&o, pois mesmo apos
sete dias de elaboragcédo do iogurte elas podem estar metabolicamente ativas e assim o
iogurte apresentar maior atividade antioxidante (PAPADIMITRIOU et al., 2007).

O leite que chega aos laticinios deve ter uma alta capacidade antioxidante para
que chegue aos consumidores com qualidade e nédo sofra implicacbes como o
desenvolvimento de off-flavor e perda da qualidade nutricional. No leite a gordura é
representada em forma de glébulos esféricos envoltos por uma membrana, que possui
48% de fracao lipidica onde a maioria sao fosfolipideos e triglicerideos. O aumento de
acidos graxos insaturados favorece a oxidacao lipidica, com isso varios estudos tém
relatado a influéncia da alimentacdo oferecida as vacas na composi¢cdo do leite,
melhorando assim a estabilidade oxidativa deste (COLLOMB et al., 2002; HAVEMOSE et
al., 2004; STOCKDALE et al., 2003).

A oxidagdo lipidica consiste em trés fases distintas: iniciacdo, propagacdo e
terminacdo (Figura 2). O inicio desses processos depende do substrato e de fatores
externos como exposicdo a luz, temperatura e a presengca de compostos pro-oxidantes
(FRANKEL, 1993).

Na etapa de iniciagdo ocorre a formagéo de radicais livres devido a retirada de um
atomo de hidrogénio do carbono metilénico da molécula do acido graxo. Em seguida
ocorre a propagacgao caracterizada por varias reagées em cadeia de radicais livres, onde
sdo convertidos em (outros radicais) produtos primarios da oxidacéo lipidica (peroxidos e
hidroperéxidos) resultando processo autocatalitico. Com o fim dos substratos as reacdes
de propagacdo vao se cessando e inicia-se a fase de terminacdo com a formacdo de
produtos finais estaveis ou nédo reativos. Os principais produtos finais da oxidacéo lipidica

envolvem os derivados da decomposicdo de hidroperdxidos, como alcoois, aldeidos,
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cetonas, ésteres e outros hidrocarbonetos (ESTERBAUER, 1993; KUBOW, 1992;
RAMALHO e JORGE, 2006).

Iniciacao RH> R + H°
Propagacdo—>R®* + O, - ROO®

ROO®*+ RH - ROOH + R*

Terminacdo ROO®"+R® > ROOR
ROO® + ROO® > ROOR + O, Produtos estaveis

R*+ R" > RR

Figura 2 - Mecanismo das fases da oxidacgao lipidica (RAMALHO e JORGE, 2006).

H = Acido graxo insaturado; R® = Radical livre; ROO® = Radical peréxido; ROOH = Radical
hidroperoxido.

Os hidroperéxidos sdo produtos primarios da oxidacdo lipidica, podem reagir
facilmente com &cidos graxos que conduzem a formacgdo de produtos secundarios da
oxidacao, como os aldeidos, alcenos, cetonas, alcoois e hidrocarbonetos . A quantificacéo
dos produtos de decomposicdo dos hidroperoxidos € realizada através do principal
produto formado no processo oxidativo o malonaldeido (MDA), um aldeido com 3 4tomos
de carbono e detectado através do indice de TBARS ou pelo teste do acido 2-acido
tiobarbitirico (TBA). (ST. ANGELO, 1996:;).

A técnica é baseada na reagdo da uma molécula de MDA que reage com uma
molécula de TBA e forma um complexo que é detectado em comprimento de onda a 532-
535 nm, os resultados sdo normalmente expressos em mg, de MDA por kg de amostra (
ROSMINI, et al., 1996; RAHARJO; SOFOS; SCHMIDT, 1992).

A primeira vez que se utilizou o teste do &cido 2-acido tiobarbiturico (TBA), foi para
estudar a oxidacao lipidica em leite (PATTON e KURTZ, 1951). Desde entdo varios

estudos foram realizados utilizando o indice de TBARS para quantificar o malonaldeido
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em produtos lacteos (ALFARO et al., 2015; FENAILLE et al.,, 2001; MIGUEL, 2004;
SILVESTRE et al., 2012; SERRA et al., 2008).

2.2. Antioxidantes

Antioxidantes s&@o substancias capazes de prevenir os efeitos deletérios da
oxidacgdao, inibindo o inicio da lipoperoxidagdo, sequestrando radicais livres e/ou quelando
ions metalicos (MORAIS et al., 2009). Uma substancia pode ser denominada antioxidante,
quando presente em baixas concentracbes que atrasam ou inibem a oxidacdo, quando
comparada a um substrato oxidavel (HANDELMAN, 2001; SIES e STAHL, 1995).

Os antioxidantes podem atuar no organismo de diversas formas, como na
protecdo das células contra os radicais livres, impedindo sua formagéo e reparo contra
danos ja causados por estes radicais. Os antioxidantes podem ser divididos em duas
classes: com atividade enzimatica e sem atividade enzimatica. Os antioxidantes
provenientes de atividade enzimatica sdo capazes de bloquear a iniciagdo da oxidagao,
as enzimas removem as espécies reativas ao oxigénio. E os ndo enzimaticos interagem
com espécies radicalares e sdo consumidos durante a reagéo. Nesta classificagdo estao
incluso os antioxidantes naturais e sintéticos (MOREIRA e MANCINI-FILHO, 2004).

Ainda de acordo com seu mecanismo de agéo eles podem ser classificados como:
primarios que agem como sequestradores de radicais livres e bloqueadores de reagdes
em cadeia ou secundarios, atuando no retardamento da etapa de iniciacdo da
autoxidacdo por diferentes mecanismos que incluem complexacdo de metais, sequestro
de oxigénio, decomposicao de hidroperdxidos para formar espécie nao radical, dentre
outros. Os antioxidantes sao agentes responsaveis pela inibicdo e reducédo das lesbes

causadas pelos radicais livres nas células (ADEGOKE et al., 1998).

Os radicais livres sdo atomos quimicamente ativos ou moléculas com existéncia
independente que apresentam um ou mais elétrons ndo pareados na sua Orbita externa
(HALLIWELL e GUTTERDGE, 1999). Entre os radicais livres podemos destacar o
superoéxido (O,), a hidroxila (OH"), o hidroperoxido (HO,), o 6xido nitrico (NO) e o dioxido
de nitrogénio (NO;) (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Dentre estes o radical hidroxila e
peroxido de hidrogénio sdo 0s mais reativos na indugdo de lesdes nas moléculas
celulares (ANDERSON, 2000).
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Apesar de uma pequena quantidade ser necesséaria para manutencdo da vida, a
producdo excessiva de radicais livres, maior do que sua velocidade de remocéo pode
levar a diversas formas de dano celular. Em um organismo esse desequilibrio de geracdo
excessiva de radicais livres € conhecido como estresse oxidativo e pode gerar oxidacdo
de substratos biolégicos (LUCESOLI e FRAGA, 1995). O estresse oxidativo esta
relacionado ao desenvolvimento de varias doencas, como o proprio envelhecimento e
outras doencas entre as quais o0 cancer, a aterosclerose, doenca de Parkinson entre
outras (BUZZINI e MATSUDO, 1990; HERTOG et al., 1993).

Atualmente pesquisas relacionadas aos antioxidantes vém crescendo e forma
significativa. Estudos clinicos e epidemiolégicos apresentaram evidéncias de que o0s
antioxidantes fornecem a manutencado do equilibrio entre a producédo e a eliminacdo de
espécies reativas de oxigénio inibindo e/ou reduzindo os danos causados pelos radicais
livres nas células (VIEIRA, 2011). Com isso vem ocorrendo a procura por produtos
naturais com potencial atividade antioxidante para ajudar a reduzir as lesbes do estresse
oxidativo no corpo humano a fim de substitui-los pelos antioxidantes sintéticos, ja que sua
seguranca vem sendo questionada por causa dos seus efeitos colaterais (ITO et al., 1983;
SOARES et al., 2009).

Muitos desses compostos antioxidantes naturais tém sido isolados de frutas,
folhas, raizes e sementes para a realizacdo de estudos que comprovem a sua agéo
antioxidante (MANCINI-FILHO e VAN-VOIIJ, 1998). Diversas técnicas sao utilizadas para
determinar atividade antioxidante in vitro, dentre elas podemos destacar o método de

sequestro de radicais livres — DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila).

O método DPPH é um método rapido, simples e pratico, sendo um dos mais
utilizados. E baseado na capacidade antioxidante de um composto em sequestrar radicais
livres, este radical é estavel apresenta coloragdo violeta e quando ha adicdo de
substancias que podem ceder &omo de hidrogénio acontece um descoramento da
solucdo, tornando-se amarelada, de acordo com o numero de elétrons capturado. O
DPPH tem um declinio da absorbéncia e possui absorcdo na faixa de comprimento de
onda 515-520 nm (BRAND-WILLIAMS et al., 1995; CHANDRASEKAR et al., 2006;
SUCUPIRA et al, 2012).

O indice de TBARS também pode ser utilizado para medir atividade antioxidante, a

partir da formacdo do malonaldeido (MDA) que reage com o acido tiobarbitarico (TBA)
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formando um complexo de coloracdo résea que absorve a 532 nm. Conforme reduz a
intensidade da coloracdo a acao antioxidante da amostra retarda a formagcdo do MDA,
uma baixa absorbancia indica uma elevada atividade antioxidante (MOON e
SHIBAMOTO, 2009; NILE; KHOBRAGADE; PARK, 2012).

Por meio de uma dieta mais saudavel podemos consumir alimentos ricos em
compostos com propriedades antioxidantes, como flavonoides, polifenois, carotenoides,
tocoferdis e acido ascérbico. O emprego desses nutrientes antioxidantes, visando a uma
melhor qualidade de vida, tem atraido cada vez mais o interesse da populacdo e dos
pesquisadores (BIANCHI e ANTUNES, 1999). Atualmente tem aumentado o consumo de
frutos nativos o que tem despertado o estudo em busca de possiveis atividades
antioxidantes e beneficios a salude. Assim como o emprego de Oleos essenciais em

alimentos que esta despertando interesse por possivel acdo antioxidante.

2.3 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais (OE) sdo compostos naturais volateis, extraidos de plantas
aromaticas como metabdlitos secundarios. Normalmente sé&o obtidos por hidro-destilagéo,
desenvolvido pela primeira vez pelos arabes na ldade Média. Possuem propriedades
antiséptica e medicinais, que podem ser utilizadas na inddstria alimenticia, farmacéutica e
na agricultura (BAKKALI et al., 2008). S&o considerados quimicamente como misturas
complexas de substancias volateis, liquidas a temperatura ambiente, de aspecto incolor
ou ligeiramente amarelo apds extracdo, apresentam sabor &cido e picante, além de
possuir pouca solubilidade em agua. Em geral ndo sao muito estaveis, sobretudo na
presenca da luz, ar, calor, umidade e metais (SIMOES e SPITZER, 2007).

O mercado mundial de OE é vasto e o Brasil tem lugar de destaque na producéo
de OE ficando ao lado dos 4 maiores paises produtores mundiais. Esse destaque deve-se
aos OE de citricos que sao considerados subprodutos da industria de sucos. Além disso,
o Brasil encontra-se entre os grandes exportadores de 6leo essencial de laranja, liméo,
lima entre outros, como destaque temos o0 6leo essencial de menta japonesa que em
2012 contribuiu com 14% das importacdes. Além do OE de laranja que em 2012 o Pais
exportou cerca de 30 mil toneladas, sendo o mais relevante na balanca comercial
nacional. (BAIN & COMPANY, 2014; BIZZO; REZENDE; HOVELL, 2009).
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Os 0Oleos essenciais sao onstituidos basicamente por ésteres de acidos graxos,
mono e sesquiterpenos, fenilpropanonas, alcoois aldeidados e, em alguns casos, por
hidrocarbonetos alifaticos, entre outros. (SANTOS et al., 2004; VIANA et al., 1998).

A composicao quimica dos 6leos essenciais pode variar de acordo com o tipo de
extracdo, estado do ciclo vegetativo da planta, composi¢do de solo, temperatura, tempo
de exposicao solar, entre outros fatores (MASOTTI et al., 2003; ANGIONI et al., 2006).

Os efeitos antibacterianos, antiparasitarios, antifingicas, inseticida e mais
recentemente antioxidante dos 6leos essenciais sdo bem conhecidos, motivo pelo qual
tém se tornado comercialmente importantes sobretudo para a indastria farmacéutica,
agrondmica, alimentos, sanitarios, cosméticos e perfumes (MORAIS, et al., 2006; PERRY
et al., 2003; SOUSA; SERRA; MELO, 2012).

Recentemente muitos Oleos essenciais e compostos isolados destes tém sido
reconhecidos como poderosos antioxidantes naturais, os quais poderiam ser utilizados
como substitutos dos antioxidantes sintéticos, BHT - hidroxitolueno de butila e BHA -
hidroxianisol de butila (BOZIN et al., 2006; RUBERTO e BARATTA, 2000).

2.3.1 Aplicagéo de 6leo essencial em alimentos como atividade antioxidante

Algumas pesquisas tém utilizado 6leos essenciais em alimentos com intuito de

obter uma possivel atividade antioxidante ou antimicrobiana.

Bertolin et al. (2010) analisaram o potencial antioxidante de 6leos essenciais de
alecrim e de manjericdo nas propor¢des de 0,05 e 0,1 %, na oxidacg&o lipidica de charque
de carne bovina, os resultados mostraram que durante o periodo de armazenamento, 0s
tratamentos com Oleos essenciais apresentaram menores valores de peréxidos em
relacdo ao tratamento controle (sem adicdo de antioxidante) e o maior potencial
antioxidante foi de 53,6% para amostra contendo 0,1% de 6leo essencial de manjericéo.
Podendo assim os 6leos essenciais tornarem-se uma alternativa no retardamento da

oxidacao lipidica em charque e produtos similares.

Boroski et al. (2012) verificaram a eficiéncia do extrato e 6leo essencial de orégano
(Origanum vulgare) no aumento da atividade antioxidante de bebidas lacteas enriquecidas
com 2g/100g de 6leo de linhaca e observaram que tanto o 6leo essencial quanto o extrato
de orégano nao afetaram a estabilidade do produto e que ambos podem ser utilizados

para inibir a oxidagéo durante o armazenamento.



27

Silveira (2012) avaliou a atividade antimicrobiana e antioxidante do 6leo essencial
de louro (Laurus nobilis) em linguica frescal toscana com diferentes concentracées 0,01%
e 0,05% e constataram que nao houve diferenca significativa nos valores de Thars em
relacdo ao controle, além de reduzir a contaminacdo por -coliformes totais, na

concentracao de 0,1% de 6leo adicionado.

Ugalde (2014) desenvolveu filmes biopoliméricos a base de amido de milho
incorporados com 6leo essencial comercial de cravo-da-india botdo (Eugenia
caryophyllata) e determinou a atividade antioxidante quando utilizados no envelopamento
de salsichas. Foi observado efeito antioxidante do 6leo essencial no produto elaborado,
havendo diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos (controle, filme de amido
sem OE e filme de amido com 1% de OE) com relacéo aos valores de TBA ao final dos 15

dias de armazenamento refrigerado.

Assim podemos destacar que as pesquisas com a utilizacdo de OE em alimentos
para garantir um possivel efeito antioxidante esta crescendo bastante nos ultimos anos,
com a possibilidade de substituicdo dos antioxidantes sintéticos. Porém vale ressaltar que
essas pesquisas devem ter continuadade afim de conseguir estudar o efeito desses OE

em diversas matrizes alimentares.

2.3.2 Capim — cidreira (Cymbopogon citratus)

O capim-cidreira (Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf), popularmente conhecido no
Brasil como capim-cidreira ou capim-santo, pertence a familia Poaceae, uma das maiores
familias de plantas, nativa da india adaptada ao clima tropical e sub-tropical desenvolve-
se bem em todo o Brasil. E uma erva aromética, perene e robusta, cresce formando

touceiras de até um metro ou mais de altura (Reitz, 1982).

O cha preparado das suas folhas é largamente utilizado pela medicina popular e
abrange uma larga utilizacdo para alteracGes digestivas, tosse, diurético, febre, anti-
inflamatério das vias urinarias dentre outras (DUBEY et al., 1997; COSTA et al., 2005).

Por ser uma erva aromatica cujas folhas possuem o 6leo essencial com intenso
aroma de lim&o, encontrado em células oleriferas, pode ser utilizado pela indUstria como
aromatizante de alimentos e bebidas, em perfumarias e pela industria farmacéutica como
percursores da vitamina A. Possui atividade antibacteriana, anticonvulsionante,
antiespasmaodico e analgésico (LORENZI e MATOS, 2002; PRINS et al., 2008). O citral
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formado da mistura dos estereosémeros geranial e neral (Figura 3) é apontado em varios
trabalhos como sendo o componente majoritario (47% a 85%) do 6leo essencial de capim-
cidreira e responsavel pelas atividades atribuidas a esse éleo como atividade antioxidante
(PRINS et al., 2008; SIDIBE et al., 2001; PINO e ROSADO, 2000).

@]
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Figura 3 — Estrutura quimica dos isémeros geranial e neral (BAKKALI et al., 2008).

Os estudos da aplicacédo de OE de capim-cidreira contra salmonella typhimurium e
contra agentes patogénicos de origem alimentar e bactérias associadas a deterioracao de
alimentos foram observados por Machado et al. (2013). O d4leo essencial teve efeito
positivo, pois inibiu o crescimento de todas as espécies bacterianas, Gram-positivas e
Gram-negativas (MACHADO et al., 2012).

Além de atividade antimicrobiana o potencial antioxidante do capim-limao tem sido
estudado por pesquisadores como Guimaraes et al. (2011) que verificaram que o 6leo
essencial de capim-limdo e o seu constituinte majoritario citral apresentaram atividade
antioxidante no ensaio de oxidagdo do sistema B-caroteno/acido linoleico. A atividade

antioxidante também foi relatada por Sacchetti et al. (2005).

Tais relatos na literatura possibilitam a aplicagdo do OE de capim-cidreira pra
estudo de atividade antioxidante. No entanto, a acdo do matriz alimentar pode interferir

neste potencial.

2.4 Araticum (Annona crassiflora)

O Bioma Cerrado, o segundo maior do Brasil e da América do Sul abrange uma
area de aproximadamente 204 milhdes de hectares correspondendo a 24% do territério
nacional, estendendo-se pelos estados de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Distrito Federal, Tocantins, oeste da Bahia e Minas Gerais, sul do Para e do Maranhao,
norte de Sao Paulo e Piaui (ALMEIDA, 1987; PROENCA et al., 2000). Vérias espécies de
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frutas do cerrado fazem parte da alimentacdo humana. Porém precisam ser estudadas,
apesar de terem potencial alimentar, econdmico e agroindustrial para entrarem no
mercado formal de frutas (CAVALCANTE et al., 2009).

O Cerrado possui uma diversidade de fauna e flora muito grande, com frutos com
alto potencial de exploracdo (pequi, mangaba, jatoba, buriti, jenipapo, cagaita) e que
participa da agricultura familiar das comunidades que vivem nessa regido, com isso 0
bioma esta cheio de possibilidade de aproveitamento principalmente pela populacéo local
que detém conhecimento sobre esses recursos vegetais. Podendo o aproveitamento
desses frutos ser uma alternativa de renda para essa populagdo e ganhar espago na
comércio nacional e internacional, como o licor de pequi que tem fama nacional e ja é
exportado para outros paises (AVIDOS e FERREIRA, 2000; GUARIM NETO, 2001).

Entretanto € necessario que haja maior conscientizacdo da importancia desse
bioma, pois cresce cada vez mais 0 niumero de areas que esta sendo devastada para
producdo de gréos e gado de corte oriundo do latifundio, colocando em risco de extin¢cao
varias espécies de plantas, entre elas algumas fruteiras nativas. Sendo necessaria a
implantacao de unidades de conservagéo dessas areas agregando valor a esses frutos de
origem natural (AGUIAR e CAMARGO, 2004; MYERS et al., 2000).

Entre esses frutos estd o araticum (Annona crassiflora Mart.), que pertence a
familia Annonaceae contém um nimero consideravel de espécie de plantas com carater
econbmico devido aos seus frutos (CAMPOS et. al, 2012). O araticum também conhecido
como marolo, bruto, cabeca-de-negro e pinha-do-Cerrado (BRAGA FILHO et al., 2009;
RIBEIRO et al.,2000), encontra-se amplamente distribuido no Cerrado e esta entre as 20
espécies mais utilizadas na alimentacdo regional (CAVALCANTE et al.,, 2008), sendo
tradicionalmente utilizado pela populagcédo local em forma de doces, geleias, sucos,
licores, tortas, paes, bolos, iogurtes e sorvetes ou in natura (SILVA et al.,, 2001;
ALMEIDA et al, 1987).

O araticum é um fruto que apresenta formato oval, casca amarronzada, recoberta
por escamas carnosas, chegando a pesar em média até 2 Kg e apresentando uma polpa
com até 50% de rendimento. A polpa é levemente doce de aroma agradavel varia do
réseo (mais doce e macia) ao amarelado (um pouco acida e menos macia), apresenta

grande numero de sementes. Utilizado também pela medicina popular no combate a
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diarreias, afecgbes parasitarias do couro cabeludo entre outros (ALMEIDA et al., 1987,
SILVA et al., 1997; RIBEIRO et al., 2000) (Figura 4 ).

Figura 4 — Annona crassiflora — Aspectos botanicos A: Arvore; B: caule C: Folha; D;
Flores; E: Fruto; F: Semente (KUHLMANN, 2012).

A exploracdo desses frutos tropicais ndo tradicionais tem perspectivas
promissoras, pelo seu valor nutricional, teor de vitamina C, carotenoides, compostos
fendlicos e ainda sua atividade antioxidante, podendo ser alternativa em processos
industriais (RUFINO et al., 2010).
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O fruto também apresenta grande valor nutricional como observado por Silva et al.
(2008) que analisaram a composicao centesimal, valor energético e minerais de diversos
frutos do cerrado e obtiveram valores de 90,47kcal; 76,05% de umidade; proteina 1,22%;
lipidio 3,83%; carboidrato 12,78%; fibra alimentar 4,72 e residuo mineral fixo 1,37%
(valores expressos em g/100g). Além de 29,0; 0,79; 0,43 mg/100g calcio, zinco e ferro
respectivamente, para o araticum. Indicando ser um fruto que se pode incluir na dieta

sendo fonte alternativa de nutrientes.

Além de macro e micronutrientes, o araticum contém propriedades antioxidantes,
possui teor de carotenoides - [(3-caroteno (7,0 pg/g), o que torna o fruto com papel

importante na sociedade tanto econémico, como nutricional (AGOSTINI e CECCHI, 1996).

Roesler et al. (2007) estudaram um grupo de frutas tipicas do cerrado e
guantificaram o total de compostos fendlicos e avaliaram o potencial antioxidante de
diferentes fragBes das frutas, entre elas o araticum que obteve valores de fendis totais
expressos em g acido galico equivalente 90,72 (casca); 136,90 (semente) e 20,31 (polpa),
utilizando extragéo etandlica. J4 a atividade antioxidante para o0 mesmo tipo de extrato os
valores foram de 49,18 (casca); 30,97 (semente) e 148,82 (polpa) valores expressos em
ICso (ng.mL™.m.v"). Esses resultados mostram uma aplicagcdo econdémica viavel, uma vez

que a busca por antioxidantes naturais tem aumentado nos ultimos anos.

De acordo com pesquisas realizadas pela Brasil Food Trends (2002), um dos
produtos que mais despertam o interesse do consumidor quando langado no mercado é o
iogurte, além de fazer parte da categoria que serdo mais consumidos no futuro, devido a
inovacgdes que podera trazer mais funcionalidades ao produto. Com isso o uso da polpa
de araticum podera colaborar com essa nova tendéncia do mercado, por ser um fruto

ainda néo utilizado pela industria.

Além do aratium, a graviola pertence a mesma familia (Annona muricata L.) que ja
ganhou espago no mercado, sendo utilizada em alguns produtos como iogurte, bebida
lactea e polpa de fruta. E uma fruta produzida em larga escala no Estado da Bahia e
responsavel pela geracdo de empregos diretos e indiretos, que vém crescendo com o
aumento da utilizacao do fruto pela industria (SEAGRI/BA, 2010; MORAES, 2013).

O Brasil € um dos maiores produtores de frutas, tendo um aumento de 30% no
periodo de 14 anos, na producéo de frutas frescas. Apesar desse aumento o consumo de

frutas frescas tem reduzido, devido ao aumento do consumo de bebidas de frutas prontas,
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que tem se tornado a preferéncia do consumidor, pela sua praticidade (IBRAF, 2015).
Portanto, o desenvolvimento do iogurte com polpa de araticum pode se tornar uma
alternativa para a producdo agroindustrial e ser fonte de renda para a populagéo local,

agregando ao fruto importante papel tanto econdmico como nutricional na sociedade.
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Compostos bioativos e caracteristicas fisico-quimicas de polpa de araticum in
natura e pasteurizada.
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antioxidante, o teor de compostos
fenolicos e de carotenoides de polpa de araticum in natura e pasteurizada e avaliar o efeito
da pasteurizacdo nas caracteristicas fisico-quimicas. A polpa de araticum in natura foi
adquirida em Aragarcas- GO e dividida em dois lotes: polpa in natura e polpa pasteurizada.
As polpas foram analisadas em triplicata em relacdo as varidveis: pH, acidez titulavel,
relacdo entre SS/AT, vitamina C, sélidos sollveis, atividade de agua, cor, atividade
antioxidante radicalar, compostos fendlicos e carotenoides, além da composicéo centesimal
da polpa pasteurizada. As polpas apresentaram diferenca em relacdo aos valores de
vitamina C, sélidos sollveis e atividade de agua. Os resultados mostraram que as polpas
apresentaram relevantes propriedades antioxidantes, expresso na capacidade de reduzir em
50% o radical DPPH (ICso mg/mL). Com relacdo aos compostos fendlicos ambas
apresentaram valores préximos 227,13 e 207,18 mg GAE/100g para polpa in natura e
pasteurizada respectivamente. A polpa pasteurizada apresentou 3 caroteno (8,21 ug/g) e
4,97 ug/g de a caroteno. Conclui-se que as polpas analisadas apresentam um elevado
contetdo de compostos bioativos e que o processo de pasteurizagdo nao interferiu nas
caracteristicas fisico-quimicas nem para 0os compostos bioativos analisados da polpa in
natura.

Termos para Indexacdo: marolo, tratamento térmico, fruto do Cerrado, Annona crassiflora.

Bioactive compounds and physicochemical characteristics soursop pulp (Annona
crassiflora), raw and pasteurized.

Abstract - Objective in this study was to evaluate the antioxidant potential, content of
phenolic compounds, carotenoids between pulp araticum raw and pasteurized and physico-
chemically compare. The pulp of soursop raw was acquired in Aragarcas- GO and was
separated in two portions: raw pulp and pasteurized pulp. The pulps were analyzed in
triplicate in relation to variables: pH, titrable acidity, vitamin C, solubre solid, water
activity, color, radical antioxidant activity, phenolics and carotenoids compunds, as well as
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chemical composition of pasteurized pulp. The analyses of pulps showed difference about
average values to soluble solids, water activity and vitamin C. The results showed that the
pulp had significant antioxidant properties, expressed in the ability to reduce by 50% the
DPPH value (ICso mg / ml). Compounds phenolics presented values approximated 227.13
and 207.18 mg GAE / 100g for raw and pasteurized pulp respectively. The pasteurized pulp
presented value for compounds p-carotene (8.21 mg / g) and 4.97 g / g of a-carotene. It is
concluded that the pulps have high content analyzed for bioactive compounds and
pasteurization did not affect the physicochemical characteristics between raw and
pasteurized pulp neither for biactives compounds.

Index terms: marolo, heat treatment, fruit of the Cerrado, Annona crassiflora.

Introducéo
O araticum (Annona crassiflora), também conhecido como marolo ou pinha-do-

cerrado é uma fruta tipica do Cerrado brasileiro pertencente a familia Annonaceae e
bastante apreciado pela populacdo local. Sua polpa doce de sabor caracteristico e aroma
forte pode ser consumido in natura ou na forma de doces, geleias, sucos, iogurte ou sorvete
(Almeida et al., 2008).

O consumo regular de frutas tornou-se um forte aliado da procura por uma
alimentacdo saudavel, devido ao valor nutritivo e por ser fonte de fibras, vitaminas,
minerais e antioxidantes. Estudos mostram que populacdes que tém como habito o
consumo regular de frutos e/ou outros alimentos ricos em compostos antioxidantes
apresentam baixa incidéncia de doencas degenerativas, provocadas por compostos
provenientes do estresse oxidativo (Roesler et al., 2007).

A oferta de frutas no periodo de entressafra € uma necessidade da demanda do
consumidor e diversos métodos podem ser utilizados para conservacdo de polpa de frutas,
dentre eles a pasteurizacdo. A pasteurizagdo € um dos métodos mais conhecidos e

eficientes, pois visa a inativacdo das enzimas e a destruicdo dos microrganismos
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preservando as caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais da fruta (Elez-Martinez &
Martin-Belloso, 2007) possibilitando oferecer a polpa do fruto no periodo de entressafra.

Os antioxidantes sdo compostos que agem impedindo e/ou diminuindo a formagéo
de radicais livres ou espécies reativas nao radicalares, combatem o processo oxidativo, que
sdo compostos produzidos pelo metabolismo normal do corpo e que em grande quantidade
podem provocar danos extensivos (Santos et al., 2008). Os compostos fendlicos sédo
metabolitos secundarios de plantas e que possuem efeito antioxidante.

A procura por antioxidantes naturais tem aumentado bastante nos Gltimos anos e
cada vez mais pesquisadores estdo a procura de frutas nativas que apresentem essa
propriedade. Essas frutas podem conter compostos em quantidade minima suficiente que
podem proteger as células contra processos degenerativos (Neves, 2012; Hinneburg et al.,
2006; Jayaprakasha & Jaganmohan, 2000).

A incorporacdo na dieta alimentar de frutas regionais estimula a oferta de novos
produtos buscando melhorar a qualidade nutricional da alimentacdo dessas comunidades
locais, pois conhecem a fruta consumida na regido. No entanto, a temperatura da
pasteurizacdo pode comprometer a atividade dos compostos encontrados nessas frutas, bem
como alterar as caracteristicas fisico-quimicas da polpa. Relatos na literatura sobre
influéncia da temperatura da pasteurizacdo sobre teor de carotenoides e vitamina C sdo
contraditérios (Plaza et al., 2006; Lee & Coates, 2003) pois dependem do tipo de matriz
alimentar, podendo influenciar na cor bem como no sabor do produto final.

Diante do exposto este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial antioxidante, o
teor de compostos fendlicos e de carotenoides de polpa de araticum in natura e

pasteurizada e avaliar o efeito da pasteurizagdo nas caracteristicas fisico-quimicas.
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Material e Métodos
Matéria prima

A polpa de araticum in natura foi obtida no comércio local de Aragar¢a-GO, em
janeiro de 2014, embalada a vacuo em sacos plastico de polietileno, transportada em caixa
térmica para o Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso -
Campus Cuiabd - Bela Vista, onde ficaram armazenadas a -18°C até o momento da
realizacdo das analises. As polpas foram divididas em dois lotes e denominadas polpa in
natura e polpa pasteurizada.

Para a obtencdo da polpa pasteurizada a amostra foi submetida a tratamento térmico
de 85°C por 3 minutos, em banho-maria e refriada em banho de gelo, sendo posteriormente
armazenada em recipientes fechados de polietileno a -18°C até o momento das analises.
Anélise fisico-quimica das polpas

Amostras da polpa in natura e pasteurizada foram descongeladas em refrigeracéo a
4°C e submetidas as analises de: pH por potenciometria direta utilizando um pHmetro
digital de bancada, modelo HI 2221 (HANNA INSTRUMENTS), previamente calibrado
com solucBes tampdo 4 e 7 de acordo com o método n° 981.12 da ASSOCIATION OF
OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS (AOAC, 2012); acidez titulavel (AT) determinada
por titulacdo de neutralizacdo com NaOH 0,1mol/L e os resultados expressos em g de acido
malico/100g de polpa; solidos soltveis (SS) medido diretamente em refratdmetro digital de
bancada modelo RTD — 95, sendo os resultados expressos em °Brix segundo método n°
932.12 da AOAC (2012); relacdo entre SS/AT; atividade de &gua (Aw) medida em aparelho
digital da marca Aqualab 4TE método n° 978.18 e ASTM D6836 02 (2008) e2; o teor de

vitamina C (&cido ascorbico) foi determinado pelo método de Tillmans, sendo os resultados
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expressos em mg de acido ascérbico por 100 g de polpa (IAL, 2008). Todas as analises
foram realizadas em triplicata.

A determinagdo de cor nas amostras foi realizada utilizando o aparelho
colorimétrico Minolta CM-700D, na escala L*, a* e b* do sistema CIELab, calibrado com
um padréo branco, as medidas foram realizadas em trés pontos distintos da amostra com
trés medicdes cada. O valor de L* determina a posicdo do ponto sobre o eixo vertical de
claridade; a coordenada a* é do ponto sobre o eixo a* (-) verde (+) vermelho e o valor de
b*, do ponto correspondente sobre o eixo (-) azul (+) amarelo, os indices de saturacdo C*,
tonalidade h* e diferenga da cor AE* foram calculados a partir dos indices de cromaticidade
(a* e b*): C* = (a*? + b*3)™%; h*=tan™ (b*/a*) e AE*(L** + a*? + b*%)"2 conforme (Ramos
& Gomide, 2007; Lee & Coates, 2003).

Obtencdo dos extratos para determinacdo dos compostos fenolicos totais e atividade
antioxidante radicalar

Para andlise dos compostos fendlicos totais e da atividade antioxidante radicalar
obteve-se extrato conforme metodologia proposta por Rufino (2010). A extracdo foi
realizada utilizando 1g (para analise de fendlicos totais) e 5g (para andlise da atividade
antioxidante radicalar) de cada amostra. A amostra foi acrescentado 40 mL de
metanol:agua (50:50, v:v) deixado em repouso por 60 min e, em seguida, a amostra foi
centrifugada a 6081,2 forca G, por 40 min, sendo o sobrenadante reservado em baldo
volumeétrico fechado e protegido da luz, e o residuo restante foi submetido a nova extracao
com solugéo aquosa de acetona 70% (v:v). O sobrenadante foi acrescentado a um baldo

volumetrico de 100 mL e o volume completado até a marca de afericdo com &gua destilada.
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A atividade antioxidante radicalar foi realizada pelo método de DPPH baseado na
captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) por compostos antioxidantes. A
partir dos extratos aceto-hidro-alcodlico obtidos, foram realizadas cinco dilui¢Oes diferentes
em metanol (P.A) com concentragdes de 10, 20, 30, 35 e 45 (mg/mL) e foram transferidas
aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo dos extratos para tubos de ensaio contendo 3,9 mL da
solucédo de DPPH 0,06Mm. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro de
marca SHIMADZU modelo UV — 1800 em comprimento de onda de 517 nm, ao abrigo da
luz, apds 30 min do inicio da reacao.

A capacidade de descoloracdo do radical DPPH foi comparada com o controle (3,9
mL de DPPH e 0,1 mL de metanol), estabelecendo a porcentagem de inibicdo do radical
conforme a equacao:

% de inibigdo = [(AbsconTroLe — AbSamosTtra) / AbSconTroLe] X 100
Onde, AbsconTroLe: absorbancia da solucdo da solucdo controle (metanol P.A) e
Absamostra: absorbancia da amostra.

O valor do ICsy (quantidade de amostra necessaria para reduzir em 50% a
concentracdo inicial do radical DPPH) foi obtido através dos resultados de % de inibicéo
em diferentes concentracdes 10, 20, 30, 35 e 45 mg/mL de forma a tracar uma curva linear
e obter a equacdo da reta para o calculo do 1Csp.

Compostos fendlicos totais

A determinagdo de compostos fendlicos totais foi realizada através do método
espectrofotométrico, com o reagente Folin-Ciocalteu conforme descrito por Obanda &
Owuor (1997). Foram utilizadas aliquotas de 1 mL do extrato aceto-hidro-alcodlico, 2 mL

de agua destilada, 2 mL da solugdo aquosa de carbonato de sodio 20% (m:v) e 1 mL do
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reagente Folin-Ciocalteou (1:3, v:v). Apds 30 min. a absorbancia foi lida em
espectrofotometro SHIMADZU modelo UV — 1800 em comprimento de onda de 700 nm.
Os resultados foram expressos em mg de equivalente de &cido galico (GAE) por 100 g do
extrato da polpa, obtidos por meio da equacédo da reta (y = 0,0169x - 0,0029; R? = 0,9983)
da curva analitica construida com acido gélico nas concentracGes de 0, 10, 20, 30, 40 e 50
pg/mL.
Carotenoides

Para analise de carotenoides (o - caroteno e [ carotenos) foi adicionado 1,5 g de
celite (P.A) e macerado com aproximadamente 1g de polpa de cada lote, em seguida foram
homogeneizados com 25 mL de acetona (P.A) e filtrado a vacuo em funil de buchner. O
procedimento de extracdo foi repetido por mais duas vezes no residuo até a descoloracao
completa da polpa, indicando completa extracdo. Logo apds o extrato foi transferido para
um funil de separacdo contendo éter de petréleo (P.A), homogeneizou-se e adicionou-se
150 mL de agua destilada para separacdo das fases (superior: carotenoides em éter de
petrdleo; inferior: acetona-agua) sendo a fase inferior descartada. A parte superior foi
coletada e completado o volume para 50 mL com éter de petrdleo (P.A). Posteriormente foi
feita a leitura da absorbancia em espectrofotometro de marca SHIMADZU modelo UV —
1800 em dois comprimentos de onda 453 e 444 nm (1AL, 2008).

Para o calculo do B- caroteno (ug/g), foi utilizada a equacao:
B carotenos (g/g) = (Absorbancia do extrato x 50 x 10%)/(2592 x massa da amostra)

E para o calculo do o - caroteno (ug/g) foi utilizada a equacao:
o carotenos (g/g) = (Absorbancia do extrato x 50 x 10%)/(2400 x massa da amostra)

Composicéo centesimal
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A polpa pasteurizada foi submetida & analise de composicdo centesimal de acordo
com as normas analiticas da AOAC (2012). O teor de umidade foi quantificado pelo
método gravimétrico n® 920.151; cinzas por calcinagdo em mufla a 550°C (método
920.153); proteina pelo método de Kjeldahl (método 928.08); lipideos por extracdo em
aparelho Soxhlet (método 991.36); glicidios redutores em glicose foi utilizado o método
que se baseia na reducdo de um volume conhecido do reagente cobre alcalino (Fehling) a
oxido cuproso e os glicidios ndo redutores em sacarose foram determinados apos hidrolise
acida (método n° 31.034-6).

O valor energético total da polpa pasteurizada foi calculado segundo os valores de
conversdo Atwater, utilizando 4 Kcal/g para proteinas e carboidratos e 9 Kcal/g para
lipideos (Merril & Watt, 1973).

Todos os dados obtidos foram submetidos a andlise de estatistica descritiva e 0s

resultados foram expressos em valores médios + desvio padrédo, para cada variavel.

Resultados e Discusséo

Os valores de pH e da acidez encontrados para as duas polpas foram similares
(Tabela 1), ndo apresentando alteracdo com o tratamento térmico. Pimenta et al. (2014) e
Cardoso et al. (2013) encontraram resultados semelhantes para polpas ndo tratadas
termicamente apresentando valores médios de pH de 4,45 e 4,71 respectivamente. Em
relacdo a acidez Damiani et al. (2011) analisaram a porcentagem de acidez do araticum em
diferentes acidos organicos e constataram que 0 que mais se sobressaiu foi o acido malico,
apresentando teor de 958,5 ug/g, essas diferencgas encontradas podem estar relacionadas ao
estadio de maturacdo dos frutos (Mosca et al., 2006) sugerindo que a temperatura ou o

tempo da pasteurizacdo nao exerceu influencia sobre a acidez da amostra.
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A polpa de araticum in natura apresentou valor de sélidos soluveis (SS)
numericamente maior do que a pasteurizada, isso pode ser devido ao processo de
pasteurizacdo que leva a perda de &gua e consequentemente concentram os sélidos sollveis.
Apesar de ter sido um nimero maior em comparacdo com a polpa pasteurizada as mesmas
possuem valores abaixo dos encontrados na literatura.

Braga Filho et al. (2014) analisaram os frutos do araticunzeiro provenientes de
varias localidades e apresentaram valores médios de solidos soltveis de 18,91 °Brix. Porém
¢ importante salientar que o teor de SS é varidvel entre regides, depende do grau de
maturacdo, entre os cultivares e até mesmo entre as por¢cdes do mesmo fruto (Chitarra &
Chitarra, 2005; Pimenta et al., 2014).

N&o ha Padrdo de Identidade e Qualidade (P1Q) para polpa de frutos de araticum.
No entanto, para a polpa da graviola (Annona muricata L.) que pertence a mesma familia
do araticum, ha PIQ estabelecido pela legislacdo, no qual determina o valor minimo de 9°
Brix (Brasil, 2000). Por serem frutos que apresentam a mesma classificacdo botanica para
género da espécie pode-se afirmar que ambas as polpas apresentam teor de solidos sollveis
muito proximos, possibilitando interesse da industria de alimentos em explorar o fruto do
araticunzeiro tipico do Cerrado de Mato Grosso, colaborando assim com os programas de
preservacdo da espécie.

A relacdo SS/AT apresentou valores numericamente maiores para polpa in natura e
quanto maior essa relacdo, maior a estabilidade entre os agucares e 0s acidos organicos,
tornando essa relagdo de grande importancia para avaliacdo do sabor e deixando o fruto
mais atrativo (Chitarra & Chitarra, 2005). Apesar de os valores médios da relagdo SS/AT se

apresentarem abaixo em comparagdo com 0s obtidos por Pimenta et al. (2014), é possivel
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que a polpa adquirida estivesse aquém do estadio ideal de maturagcdo, uma vez que se trata
de uma fruta silvestre e ndo domesticada com efeitos de maturacdo em épocas diferentes.
Dessa forma para que o produtor possa ter ganho econémico, muitas vezes a colheita dos
frutos pode envolver frutos em estadios de maturacdo diferente impactando na relagéo
SS/AT final da polpa e conforme observado por Bianco & Pitelli (1986) a frutificagdo do
araticum pode ocorrer entre setembro e janeiro, sem especificar o periodo de intensidade do
fendmeno.

As polpas apresentaram valores de atividade de agua de 0,98 e 0,99 para polpa in
natura e pasteurizada respectivamente. Observa-se que com 0 aumento da concentracdo dos
solidos soluveis ha uma diminuicao da atividade de agua que pode ser observada para polpa
in natura e o inverso para polpa pasteurizada (Lago et al., 2011).

Em geral as polpas de frutas apresentam elevada atividade de dgua (>0,95) potencial
de 6xido reducéo elevado e pH baixo. Entre esses fatores a acidez desempenha um fator na
inibicdo da microbiota deteriorante, sendo os bolores e fungos filamentosos os mais
resistentes a condicBes adversas com baixa atividade de agua, que pode levar a deterioracédo
principalmente em frutas frescas (Franco & Landgraf, 2003).

O teor de vitamina C foi numericamente menor para a polpa in natura,
provavelmente a pasteurizacdo pode ter influenciado no teor dessa vitamina devido ao
aquecimento. Como nao ha P1Q para a polpa de araticum, observa-se que o PI1Q para polpa
de fruta de graviola (Annona muricata L.) estabelece valor minimo de 10 (mg/100mg) para
vitamina C que, quando comparado com a polpa do araticum o valor esta proximo.

Em relagdo aos pardmetros de cor, a polpa pasteurizada apresentou 0s menores

indices de L* (50,62+1,58), a* (10,86+0,33) e b* (24,35%1,22) em relagdo a polpa in
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natura, mostrando que houve diminuicdo da concentracdo do indice a* e b*
respectivamente (Figura 1). O processamento térmico, reacdes térmicas sensiveis ao calor,
a degradacdo de pigmentos podem favorecer a formacdo de compostos escuros que podem
estar associados a diminuicdo da luminosidade (Arévalo-Pinedo, 2013). Damiani et al.
(2011) analisaram o parametro cor de polpas in natura do araticum e encontraram valores
de L* (70,92 £ 0,7); a* (2,17 £ 0,69) e b* (33,90 + 0,71).

Os valores de C* foram de 65,12 para polpa in natura e 26,66 para pasteurizada
indicando que a polpa in natura apresentou coloracdo mais intensa, pois esse indice esta
relacionado com a saturacdo da amostra. O angulo de tonalidade h* é bastante utilizado por
ser um atributo em que classifica a cor em varios quadrantes, que vai variar de acordo com
0 angulo que se encontra podendo a cor ser percebida como: vermelho, laranja, amarela,
verde, azul ou violeta. Assim as polpas de araticum apresentaram valores de 65 para esse
parametro, e estdo classificadas no primeiro quadrante da cor onde predominam as cores
vermelha, amarelo e laranja (Ramos & Gomide, 2007). A diferenga total da cor AE* foi de
65,42 para polpa in natura e 57,21 para a pasteurizada, indicando que a diferenca da cor
das duas amostras é bastante perceptivel, em diferencas de AE* acima de 2 torna-se
altamente perceptivel a diferenca na cor entre as duas amostras analisadas (Lee & Coates,
2003). Apesar de que se verificou diminuicdo na magnitude dos pardmetros a* e b* entre as
amostras in natura (a* 14,55 e b* 31,36) e pasteurizada (a* 10,86 e b* 24,35), o parametro
b* demonstrou valores positivos superiores em comparacdo com valor de a* tornando a
percepcédo tendendo para o amarelo, tanto na polpa in natura quanto na polpa pasteurizada.

Essa tendéncia na mudanca da coloracdo de vermelho para amarelo a partir dos parametros
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a* e b* analisados demonstram a necessidade de analise do produto final buscando melhor
aceitabilidade pelo mercado consumidor.

As polpas apresentaram elevado poder antioxidante, devido ao grau de
descoloramento da solugéo que representa um alto poder antioxidante, possuindo baixos
valores de ICsy (Tabela 3). Conforme classificacdo de Gregori et al. (2013), as frutas
podem apresentar trés categorias relacionadas ao ICsy como boa, média e fraca de acordo
com os valores de ICsp (IC50< 100ppm); (100 ppm < ICsp < 316ppm) e (ICso > 316ppm)
respectivamente.

O extrato da polpa que sofreu tratamento térmico apresentou valor de 1Csop menor
que o da in natura (Figura 2). Essa atividade antioxidante pode estar relacionada com o
conteddo de compostos fenodlicos, carotenoides e ainda outros compostos bioavitos como
taninos, flavonoides e acidos carboxilicos que podem estar presentes na polpa pasteurizada,
pois o tratamento térmico influencia na decomposicdo desses compostos (Sales &
Waughon, 2013; Souza-Sartori, 2013).

Os valores encontrados neste estudo diferiram dos obtidos por Roesler et al. (2007)
que encontraram 148,82 ug/mL para o extrato etanolico e 1321,93 pg/mL para o extrato
aquoso em polpa de araticum em massa seca. Essas diferencas encontradas podem estar
relacionadas com o tipo de extracdo, o tipo de solvente utilizado com diferentes
polaridades, concentracdo de cada extrato e o nimero de re-extragdes (Rocha et al., 2013;
Damiani et al., 2011).

Muitos autores relataram uma correlagdo positiva entre elevado valor de atividade
antioxidante e o contetdo de fendlicos totais, quando analisaram frutas (Santos et al., 2008;

Kuskoski et al., 2005).
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O extrato da polpa pasteurizada apresentou valor préximo ao do extrato da polpa in
natura, (Tabela 3) mostrando que a pasteurizagdo ndo exerceu efeito sobre o teor de
compostos fenolicos. O resultado encontrado para o extrato da polpa in natura corrobora
com o valor encontrado por Damiani et al. (2011) (211,50 mg GAE/100 em extrato
hidroetandlico).

O extrato da polpa de araticum apresenta boa quantidade de compostos fendlicos,
guando comparada com o extrato de polpas de outras frutas comumente consumidas como,
maracuja (20 mgGAE/100g) , cupuacu (20,5 mgGAE/100g), graviola (84,3 mgGAE/100g),
uva (117,1 mgGAE/100g), goiaba (83,0 mgGAE/100g) (Kuskoski et al., 2005).

Rufino et al. (2010) analisaram o teor de compostos fendlicos de extrato de frutas do
Brasil utilizando o mesmo método de extracdo aplicado neste estudo (extrato combinado
metanol-acetona) e obtiveram bons resultados como o bacuri, acerola e a carnauba
obtiveram valores de 1365, 10280 e 830 mg GAE/100g respectivamente.

Para os teores de carotenoides pode-se observar que o tratamento térmico diminuiu
os valores de a-caroteno, enquanto os de [-caroteno foram maiores na polpa pasteurizada
(8,21ug/g) (Tabela 3). Cardoso et al. (2013) investigaram o conteldo de carotenoides
presente na polpa de araticum e encontraram o a-caroteno (2,98 mg/100g); [-caroteno
(1,97 mg/100g) e licopeno (0,02 mg/100g).

Esse aumento no conteldo de carotenoides na polpa pasteurizada pode ter sido
influenciado por vérios fatores decorrentes de processos complexos que afetam a
concentracdo desses compostos, entre eles o processo de pasteurizagdo. Como por exemplo,
o balango positivo onde a conversao de outros carotenoides a a-caroteno e -caroteno pode

superar as reacgoes de degradacéo (Silva, 2015).
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Os carotenoides desempenham um papel importante na alimentacdo humana, pois
podem atuar como antioxidantes e apresentar atividade pro-vitaminica A atribuidas
especialmente ao a- e f-carotenos e a B-criptoxantina.

Silva et al. (2015) estudaram o efeito do branqueamento, pasteurizacdo e
congelamento sobre o teor de carotenoides na polpa de araticum e concluiram que o
branqueamento/congelamento a -5°C foi eficaz em até 90 dias de armazenamento, porém a
pasteurizacdo prolongou o armazenamento em até 180 dias e aumentou o teor de
carotenoides em até 6,5% em relacdo ao tempo 0 (polpa ndo congelada). Tornando a
pasteurizacdo mais eficaz na inibicao da velocidade das reacdes de degradacao.

Na literatura existem poucos relatos de comparacdo da analise fisico-quimica de
polpas pasteurizadas principalmente sobre frutos do Cerrado, apesar de a pasteurizagéo ser
um método muito utilizado em polpas de frutas, melhorando seu estado de conservacdo
(Tabela 2). Comparando-se os valores de agUcares totais do araticum com o PIQ observado
para graviola (Brasil, 2000), a polpa pasteurizada de araticum apresentou valores de
acucares totais mais elevados que os valores maximos permitidos pela legislacdo e que
estdo correlacionados com os teores de sélidos soltveis (Chitarra & Chitarra, 2005).

Quando comparada a composicdo centesimal da polpa pasteurizada com dados da
polpa in natura encontrados por Silva et al. (2008) que obteve valores de 76,05 g/100g de
umidade; proteina de 1,22 g/100g; 3,83 g/100g de lipideos; carboidrato de 12,78 g/100g e
um valor energético de 90,47 kcal. Podemos observar que os valores de umidade e
carboidratos foram menores que os da polpa pasteurizada. No entanto para os parametros
lipideos e cinzas os resultados foram maiores que os da polpa pasteurizada. Apesar dessas

variagOes, que dependem de varios fatores, ela pode ser utilizada tanto pela inddstria como
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pelo consumidor sem perder seu valor nutricional e mantendo a qualidade da polpa in

natura.

Concluséo

1. Os resultados mostraram que as polpas se destacaram pelo seu contetdo de compostos
fendlicos, carotenoides e propriedades antioxidantes.

2. Em relacdo aos parametros fisico-quimicos, ambas as polpas apresentaram valores
numericamente diferentes em relacdo ao teor de sélidos solUveis, atividade de agua e
vitamina C.

3. O tratamento térmico na pasteurizacdo nao alterou as caracteristicas e propriedades
antioxidantes podendo ser um grande potencial para as industrias no desenvolvimento de
novos produtos, podendo contribuir para a alimentacdo e para inddstria de alimentos,
tornando uma alternativa a expansdo da fruticultura brasileira e também para a inser¢édo em

novos produtos aumentando a oferta de produtos mais saudaveis ao consumidor.
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Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas da polpa de araticum (Annona crassiflora) in

natura e pasteurizada com suas respectivas medias + desvio padréo.

Variaveis Polpa in natura Polpa pasteurizada
pH 4,45+0,01 4,45+0,01
Solidos Solaveis -SS (°Brix) 9,57+0,26 9,23+0,19
AT (g de acido malico/100g) 0,30£0,001 0,30£0,002
SS/IAT 32,26+1,56 31,49+1,22
Vitamina C (mg/100g) 5,27+£1,01 5,75+£0,04
Atividade de agua 0,98+0,001 0,99+0,001

Tabela 2. Composicdo centesimal e valor energético de polpa de araticum (Annona

crassiflora) pasteurizada com suas respectivas médias + desvio padrao.

Parametros (g/100g) Polpa pasteurizada
Umidade 82,38+0,04
Cinzas 0,42+0,11
Proteinas 1,12+0,09
Lipideos 1,06+0,07
Acucar redutor em glicose 13,87+0,16
sAa%g(r:g;enéO redutor em 5,240,901
Acucares totais 19,10+0,77
Valor energético (kcal/100g) 74,14

Tabela 3. Teores de compostos fendlicos, atividade antioxidante e carotenoides em polpa
de araticum (Annona crassiflora) in natura e pasteurizada com suas respectivas médias +

desvio padrao.

Parametros® Polpa in Polpa pasteurizada
natura
DPPH (1Cso mg/mL) 37,59+0,01 23,30+0,01
Compostos fendlicos totais (mg GAE/100 g) 221,61+2,03 207,18+2,05
B caroteno (ug/q) 4,54+0,69 8,21+0,49
a caroteno (ng/g) 6,92+0,17 4,97+0,11

GAE: 4cido galico equivalente
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Figura 1. Média e desvio padrdo para os parametros L*, a*, b*, C* e h* referentes a
analise de cor da polpa de araticum (Annona crassiflora) pasteurizada e in natura.
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Figura 2. Percentual de atividade antioxidante radicalar em funcdo da concentracdo do

extratocombinado metanol-acetona da polpa de araticum (A) polpa in natura e (B) polpa

pasteurizada.
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Resumo

O presente estudo investigou o potencial de atividade antioxidante de iogurte elaborado
com polpa de araticum (Annona crassiflora) e 6leo essencial de capim-cidreira
(Cymbopogon citratus). O experimento foi desenvolvido em delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 4x2 com dois fatores, concentracdo da polpa (0%, 5%,
10% e 15%) e concentracdo do oOleo (0% e 0,05%), com trés repeticdes. Apos elaboracao
do iogurte as amostras foram armazenadas em embalagem de polietileno durante 28 dias
a 4°C e semanalmente analisadas. Determinou-se a capacidade de sequestrar radicais
livres DPPH, TBARS, pH, acidez, andlise de cor (L*, a* e b*) e atividade de agua. Os
resultados sugerem que somente a adi¢cdo de 6leo essencial ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa (p>0,05) para atividade antioxidante, porém quando
analisado o fator polpa de araticum houve diferenca em todos os tempos individualmente
e com 14 dias de armazenamento apresentou interacdo entre a polpa e 0leo, sendo o
tratamento que com 15% de polpa teve 31,71% de porcentagem de inibicdo do DPPH,
para a variavel com 6leo e 34,48% para sem 06leo, valor esse maior, nota-se que o efeito
polpa de araticum foi mais significativo. Em relacdo a cor houve diferenca significativa
(p<0,05) na adicdo da polpa ao iogurte, nos valores de L*, a* e b*, os valores de pH e
acidez ficaram de acordo ao estabelecido pela legislagdo. Assim o iogurte elaborado
possui boas propriedades antioxidantes, e o 6leo essencial sozinho nao apresentou
atividade antioxidante radicalar, porém houve interacdo polpa x 6leo essencial retardando
o0 inicio da oxidacao lipidica.

Palavras-chave: Oxidagdo lipidica, antioxidantes naturais, Annona crassiflora,
Cymbopogon citratus

Abstract

To increase the benefits of yogurt they can be enriched with fruit pulp and also added
essential oil to increase antioxidant activity, inhibiting the oxidation. Thus the present study
investigated the potential antioxidant activity of yogurt made with araticum pulp (Annona
crassiflora) with four concentrations and essential oil of capim-limdo (Cymbopogon
citratus) on two levels (0% and 0,05%). After preparation of yoghurt samples were stored
in polyethylene bags for 35 days at 4°C and analyzed weekly. The experiment was
conducted in a completely randomized design in a 4x2 factorial design with two factors,
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pulp concentration (0%, 5%, 10% and 15%) and concentration of oil (0% and 0.05%), with
three replications. We determined the capacity to scavenge free radical DPPH TBARS,
pH, acidity, color analysis (L*, a* and b*), the pH and acidity values were in accordance to
the established by legislation. The results suggested that the essential oil alone showed no
significant difference (p <0,05) for antioxidant activity, but the soursop pulp show any
difference at all times individually and with 15 days of storage was no interaction between
the pulp and oil, and the Treatment with 15% pulp showed 31.71% of the percentage of
inhibition of DPPH for the variable to 34.48 with oil and without oil, it is noted that the pulp
araticum effect was more significant. Regarding the color was no significant difference (p
<0,05) in addition to the pulp yogurt, the L*, a* and b*. Thus the prepared yogurt have
good antioxidant properties, and the essential oil alone showed no radical antioxidant
activity, but there was interaction pulp x essential oil delaying the beginning of lipid
oxidation. The essential oil may act as flavoring smoothing the flavor and aroma of the
product.

Keywords: Lipid oxidation, natural antioxidants, Annona crassiflora.

1. INTRODUCAO

A oxidacdo lipidica € uma das principais causas de deterioracdo do alimento
podendo afetar sua qualidade, tanto durante a fabricacdo quanto no shelf life, causando
efeito negativo no produto final. Como consequéncia da oxidagdo, os subprodutos
gerados podem resultar no desenvolvimento de sabor e odor desagradaveis, perda de
nutrientes, diminuicdo no tempo de vida de prateleira do produto, além de gerar
compostos nocivos a satde (SANTOS-FANDILA; CAMINO-SANCHEZ & ZAFRA-GOMEZ,
2014). Esse processo de oxidacdo vai depender de diversos mecanismos reacionais e
complexos que estéo relacionados a exposicao a luz, ao calor e & presenca de oxigénio.
Podendo afetar gravemente a qualidade de produtos lacteos (BERSET & CUVELIER,
1996; FRANKEL et al., 1993).

Dentre os produtos lacteos disponiveis no mercado destaca-se o iogurte, que € um
produto fermentado bastante consumido pela popula¢do, por ser um produto aliado a
praticidade, conveniéncia e apresentar caracteristicas nutricionais como fonte de calcio,
potassio, proteinas e vitamina B (ANTUNES, 2007). O consumo regurar fortalece o
sistema imunolégico, além de trazer beneficios para algumas condi¢cdes gastrointestinais
como constipacao e doenca inflamatéria intestinal (ADOLFSSON, MEYDANI, & RUSSEL,
2004).

O seu efeito funcional pode ser aumentado com a adicdo de ingredientes que
agregem atividade antioxidante a esse produto, como a adicdo de frutas, que além de

aumentar o conteado de minerais, aumenta a aceitacdo do produto pelo consumidor
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(ROCHA et al., 2008). Assim a adicao de frutas do Cerrado pode ser uma alternativa na
fabricacéo do iogurte, dentre essas frutas esta o araticum (Annona crassiflora Mart.), fruto
com sabor e aroma diferenciados, e com potencial indice de aproveitamento pela
populacdo da regido, além de possuir compostos bioativos como carotenoides e
compostos fendlicos que contribuem para atividade antioxidante (DAMIANI et al., 2011;
SILVA, CARDOSO & PINHEIRO-SANT’ANA, 2015).

Esses compostos bioativos tém sido empregados nos alimentos a fim de controlar
a oxidacdo lipidica e inibir a formacdo dos radicais livres, que tém sido associados a
incidéncias de doencgas relacionadas ao estresse oxidativo (DROGE, 2002).

Nos ultimos anos varios estudos também tém relatado a potencial atividade
antioxidante de 6leos essenciais e de componentes nao volateis extraidos de plantas,
demostrando alta eficiéncia na estabilidade do produto melhorando a vida de prateleira
(MORAIS et al., 2006; SOUZA et al., 2007; ANDRADE et al., 2007; BALESTRIN et al.,
2008).

Uma planta aromética bastante utilizada para producdo comercial de Oleo
essencial e empregada na industria alimenticia como aromatizante de alimentos e
bebidas é o capim — cidreira (Cymbopogon citratus), pertencente a familia das Poaceae
(PRINS et al.,, 2008). Apresenta como constituintes majoritarios 0 monoterpeno citral
(mistura isomérica de neral e geranial), a sua composi¢cdo quimica pode variar devido a
fatores climaticos, variedade e diversidade genética (MIRANDA, 2012). Podendo assim,
ser estudada para avaliar seu potencial antioxidante.

As exigéncias dos consumidores vém crescendo paralelamente com o aumento do
desenvolvimento de novos produtos. Dessa forma é possivel que adicionar 6leo essencial
e polpa de fruta ao iogurte possa aumentar o valor funcional do iogurte e melhorar a
estabilidade oxidativa ndo enzimatica em longo prazo. Assim o objetivo do presente
estudo foi avaliar a atividade antioxidante em iogurte adicionado de polpa de araticum

(Annona crassiflora) e 6leo essencial de capim-cidreira (Cymbopogon citratus).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao da matéria prima para elaboracéo do iogurte

As folhas frescas de capim-cidreira (Cymbopogon citratus) foram coletadas a uma
altura de aproximadamente 12 cm do nivel do solo, no periodo de maio a julho de 2015 no
municipio de Cuiaba-MT, com coordenadas geograficas 15°35'46” S, 56°05'49” W (IBGE,
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2011). Em seguida foram higienizadas e sanitizadas (160 mg/L de cloro ativo), cortadas
em tamanho de aproximadamente 1 cm e submetida a técnica de hidrodestilacdo por 2
horas, utilizando o aparelho de Clevenger modificado, para obtenc&o do 6leo essencial. O
oleo essencial obtido foi acondicionado em frasco ambar e armazenado a -18°C até o
momento da utilizacdo. O rendimento médio do 6leo essencial xtraido da biomassa fresca
foi de 0,13%.

Uma aliquota do 6leo essencial foi encaminhado para analise dos componentes
majoritarios por espectroscopia Raman em equipamento espectrébmetro LabRam HR 800
(Horiba) com CCD refrigerado a ar tipo Peltier a -70°C utilizando lente objetiva 10x.

A polpa de araticum (Annona crassiflora) foi obtida no comeércio local de Aragarca
— GO, Brasil e transportada em caixas térmicas até o Laboratério de Analise de alimentos
do Instituto Federal de Mato Grosso — IFMT, onde sofreu o processo de pasteurizacao,
recebendo tratamento térmico de 85°C por 3 minutos (BASTOS et al., 2008), logo apdés
sendo resfriada em banho de gelo e armazenada em embalagens de polietileno a -18°C.

2.2 Elaboracgéo do logurte

O iogurte foi preparado com leite pasteurizado tipo A padronizado com 3% de
gordura, acrescido de 2,5% (m:m) de leite em p6 para aumentar o teor de sélidos totais do
leite e 12% (m:v) de aglcar. A mistura foi levada a tratamento térmico a 95°C por 5 min. E
logo em seguida resfriada até 42°C para adicdo da cultura lactica liofilizada (0,2%) da
marca DELVO®YOG FVV 21 %U, compostos por duas linhagens de bactérias lacteas -
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus. Os iogurtes
foram incubados a 42°C até atingir pH de 4,5 e depois refrigerado a 4°C.

Apods o resfriamento o experimento foi montado em esquema fatorial 4 x 2, sendo
quatro niveis para o fator polpa (0, 5, 10 e 15% ) m:m e dois niveis para fator 6leo
essencial (0 e 0,05%) v:v, com 3 repeticdes e as variaveis analisadas em triplicata. As
amostras foram acondicionadas em incubadora tipo B.O.D a 4°C. Foi considerado 28 dias
de armazenamento e as analises foram realizadas semanalmente nos tempos 0, 7, 14, 21

e 28 dias independente.

2.3 Atividade Antioxidante por 1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH)
A avaliacdo da atividade antioxidante pelo sequestro de radicais DPPH foi
realizada de acordo com metodologia proposta por Behrad et al. (2009) com

modificacbes. Amostra de 10 g de iogurte foi misturada com 10 mL de agua destilada (1:1,
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m:v), centrifugada a 6081,92 forca G por 40 min. Ao extrato (250uL) foram adicionados
3mL de 60uM DPPH (Sigma - Aldrich, Germany) em etanol e a absorbancia foi lida em
comprimento de onda de 517nm em um espectrofotbmetro UV — VIS 1800, Shimadzu). A
porcentagem de inibicdo de DPPH foi calculada usando a Equacdo 1 (MENSOR et al.,
2001), descrita abaixo:
Equacédo 1
AA% = 100 — {[(AbsamosTra — AbSgraNco) X 100] / AbScontroLE}

Onde Absawostra € a absorbéncia da amostra em solugdo, AbSgranco € a

absorbancia do etanol e AbsconTroLe € @ absorbancia da solugéo de DPPH.

2.4 Oxidacgdo lipidica

O teste do &cido 2-tiobarbittrico (TBA) foi utilizado para medir o nivel de oxidacao,
de acordo com a metodologia proposta por Rosmini et al. (1996), adaptado por Silvestre
et al. (2012). A absorbancia foi lida a 532nm, usando um espectrémetro UV — VIS 1800,
Shimadzu Spectrophotometer, o malonaldeido (MDA) foi quantificado utilizando uma
curva de calibracéo, onde a constante K utilizada para expressar os resultados em mg de
MDA/Kg da amostra foi calculada de acordo com Tarladgis (1960).

2.5 Determinacéo da cor

A determinagdo da cor foi realizada com o aparelho calorimetro (Minolta CM-
700D), na escala L*, a* e b* do sistema CIELab, calibrado para um padrao branco. O valor
de L* determina a posicdo do ponto sobre o eixo vertical de luminosidade; o valor a* é do
ponto sobre o eixo a* (-) verde (+) vermelho e o valor de b*, do ponto correspondente
sobre o0 eixo, (-) azul (+) amarelo (RAMOS & GOMIDE, 2007). A determinag@o ocorreu em
trés pontos diferentes, com trés medicbes em cada amostra e as médias foram utilizadas

para andlise estatistica.

2.6 Atividade de agua
A determinacdo da atividade de agua foi realizada utilizando o equipamento
Aqualab 4TE 02 (2008), segundo AOAC (2012) método 978.18 e ASTM D6836.
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2.7 Determinacéo do pH e acidez em acido latico

As medidas de pH das amostras foram feitas por potenciometria direta utilizando
potencibmetro digital (HANNA instruments, modelo HI 2221) de acordo com AOAC
(2012), método 943.71. O pH das amostras foi quantificado durante a fermentacdo e
armazenamento.

A acidez titulavel foi determinada pelo método titulométrico, definindo o teor de
acido lactico em gramas por 100g da amostra (AOAC, 2012), método 937.05. A acidez

titulavel foi determinada durante a fermentacdo e armazenamento.

2.8 Composicéo centesimal

Foi realizada a analise de composi¢éo centesimal do iogurte elaborado com 0 dias
com 15% de polpa e 0,05% de 6leo essencial de capim-cidreira, pois 0 mesmo tem a
maior concentracdo de polpa e podera contribuir para melhor valor nutricional do iogurte.
Umidade pelo método gravimétrico n° 950.46, proteina por determinacdo de nitrogénio
total realizada pelo processo de digestdo Kjeldahl (método 928.08), utilizando o fator de
conversao de nitrogénio em proteina de 6,38 e cinza por incineracdo em mulfla a 550°C
(método 920.153). De acordo com as normas analiticas da ASSOCIATION OF OFFICIAL
ANALYTICAL CHEMISTS (AOAC, 2012). A determinacao de gordura seguiu o método de
Roese-Gottlieb (IAL, 2008). O teor de carboidratos totais foi determinado por diferenga. O
valor energético total foi calculado segundo os valores de conversdo Atwater, utilizando 4
Kca/g para proteinas e carboidratos e 9 Kcal/lg para lipideos. As andlises foram

realizadas em triplicata.

2.9 Anélise dos dados

Para verificar a presenga dos compostos neral, geranial e mirceno o 6leo essencial
obtido foi analisado por espectroscopia Raman e os dados coletados foram analisados
pelo software Spectra-ID® e ajustados pelo Peak Fit®. O resultado foi comparado com
medidas experimentais e calculos ab-initio de diversos componentes presentes
comparados com os dados da literatura.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), para verificar se 0s
fatores e suas interacgdes tinham efeito significativo pelo Teste F e as médias comparadas
pelo teste de Scott-Knott a nivel de 5% de significancia, quando significativas, utilizado o

programa Assistat 7.7 Todos os dados foram transformados, para atender critério de
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homocedasticidade, utilizando a férmula vx + k com k = 1,0 adaptando a proposta para
atender Bartlett (1937). Os resultados da atividade de agua e composicdo centesimal
foram expressos em valor médio + desvio padrao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo por espectroscopia Raman do 6leo essencial de capim-cidreira
(Cymbopogon citratus).

Os espectros calculados dos principais componentes do 6leo (Mirceno, Geranial e
Neral), apresentam as bandas 1500 cm™ a 1575 cm™ e em 2700 cm™ e 3225 cm™
observadas como caracteristicas dos componentes majoritarios presentes no 6leo
essencial de capim-cidreira e foram confirmados através de estudos dos componentes
principais obtidos por calculo ab-inito e que na Figura 1 esté representado como 6leo de
capim-cidreira calculado.

Cidreira (medida)

m
I N——

H ‘l Geranial HI

M il Lﬁ«

Wl Cidreira (calc.)
PRI T A,

0 SO0 1000 1500 EDEIU 25IZICI 3000 3500
Numero de onda (cm’ ]

Intesidade (U.A.)

Figura 1 - Espectro do Oleo essencial de capim - cidreira e a confirmagdo dos
componentes principais por calculos de modelagem, através de espectroscopia RAMAN.
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Essas vibracbes por sua vez sdo devidas a grupos funcionais bem definidos. O
espectro do 6leo de capim-cidreira (medido) agrega os espectros dos componentes
majoritarios e em comparacdo com 0 oléo essencial de capim-cidreira calculado
preservam os picos de intensidade dos modos mais abundantes exceto no primeiro pico
onde apresenta dois picos em destaque na regido entre 1500 cm™ e 2000 cm™ , que
atribuiu-se a fatores biol6gicos da amostra e as possiveis impurezas adquiridas nos
processos de extracdo do 6leo. Conhecidas as estruturas moleculares dos componentes
majoritarios do Oleo essencial, foram obtidas através dos resultados alcancados por
calculos DFT (Teoria da Densidade Funcional), comparados aos espectros temos os tipos
de vibracdes e ligagbes com o qual cada componente contribuiu no procedimento.

O gue pode ser comprovado em alguns trabalhos com cromatografia gasosa do
6leo essencial de capim-cidreira (GUIMARAES et al., 2011; COSTA et al., 2005; KANKO
et al., 2004; COSTA et al., 2013) confirmando que a erva aromatica possui teores entre 60
e 90% e apresenta os componentes neral e geranial.

A espectroscopia de Raman pode ser uma possivel ferramenta para substituir ou
até complementar a cromatografia gasosa como na quantificagdo de isbmeros cis e trans
em Oleos e gordura, podendo ser utilizado como método de identificacdo rapido e de
gualidade (CHAN, 1996). Além de atribuir informa¢Bes importantes sobre as estruturas
das moléculas e sua interagcdo com moléculas vizinhas, podendo assim fornecer uma
andlise qualitativa e quantitativa de sua composi¢cédo (MICHELE, 1999).

A espectroscopia de Raman tem sido utilizada em analise de 6leos essenciais
comerciais, tornando uma ferramenta para classificacdo quimica de amostras de o6leos
essenciais (STREHLE et al., 2006).

3.2 Efeito do 6leo essencial capim-cidreira (Cymbopogon citratus).

N&o houve efeito antioxidante do 6leo essencial adicionado no iogurte através da
analise por DPPH e TBARS durante o periodo do experimento — Tabela 1. Porém aos 28
dias verificou-se através da medida de TBARS que houve maior quantidade de
substancias reativas ao malonaldeido no tratamento com presenca de 6leo essencial a
0,05%. E provéavel que aos 28 dias o 6leo essencial tenha exercido atividade pro-oxidante.
Conforme observado por Dias (2011), que constatou o efeito pré-oxidante em todas as
amostras de mortadela adicionadas de nitrito e diferentes combinacbes de 6leos
essenciais (tomilho, cravo-da-india e capim-cidreira) causando alteracbes na cor do

produto.
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Porém para consumo seguro do iogurte sem necessidade de adicdo de
conservantes e matido sob refrigeracdo é recomendo o prazo de validade de até no
minimo 30 dias (BEHMER, 1999).

Tabela 1 — Valores médiostdesvio padréo das varidveis analisadas para a concentracéo
de Oleo essencial de capim-cidreira (Cymbopogon citratus), para cada tempo
individualmente.

Variaveis Tratamento Dias
0 7 14 21 28
DPPH 0% 60,03+7,8 61,29+5,9 28,47+8,4 42,26+4,3 52,71+5,6
0,05% 60,76%8,0 60,69+8,5 29,90+6,5 41,87+3,2 54,48+6,8
p-valor ns ns ns ns ns
Tbars 0% 0,100+0,02 0,15+0,02 0,17+0,03 0,07+0,03 0,11i0,02b
0,05% 0,099+0,02 0,13+0,03 0,18+0,05 0,07+0,02 0,12+0,01%
p-valor ns ns ns ns *
oH 0% 4,37+0,02°  4,34+0,03°  4,310,04°  4,32+0,05°  4,32+0,05°
0,05% 4,39+0,02% 4,39+0,03% 4,35+0,01% 4,35+0,01% 4,36+0,02%
p-valor * *k *k * *
Acidez 0% 0,82+0,02 0,85+0,022 0,91+0,04% 0,87+0,03 0,91+0,06
0,05% 0,81+0,02 O,81J_r0,03b 0,86i0,03b 0,85+0,02 0,89+0,02
p-valor ns b * ns ns
An' 0% 0,980+0,002 0,980+0,001 0,980+0,002 0,978+0,001 0,979+0,001
w
0,05% 0,979+0,001 0,980+0,001 0,979+0,001 0,978+0,002 0,977+0,001

Valores médios + desvio padrdo. p-valor: probabilidade calculada; ®°Letras minGsculas diferentes na vertical,
para o mesmo intervalo de tempo, indicam diferenca significativa pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia.

* (p<0,05); **(p<0,01); ns: n&o significativo (p=0,05). "Valores de Aw expressos apenas como médiatdesvio
padrdo, ndo foi realizado teste de média.

Espera-se que a oxidagdo dos &cidos graxos e grupamentos proteicos em iogurte
a exemplo da caseina. A oxidagcdo observada no tratamento ausente de 6leo essencial
sugere ser proveniente da diminuicdo da atividade das bactérias lacteas, conforme
verificado por Papadimitriou et al., (2007) que relataram que as bactérias lacteas podem
inibir a oxidacdo mesmo apos sete dias da sua elaboracgéo, tornando o iogurte com maior
atividade antioxidante.

Além da diminuicdo das bactérias lacteas € possivel que outras substancias como
a sacarose, proteinas e aldeidos que podem reagir com TBA possam estar interferindo no
teste, pois este tipo de andlise pode sofrer interferéncia na intensidade da cor pelos
complexos formados (OSAWA et al., 2005).



75

O método de TBARS é um teste muito utilizado para avaliacdo da peroxidacao
lipidica através da analise do produto secundéario da oxidacdo o malonaldeido, que apos
ser obtido por destilacdo reage com o tiobarbitdrico (TBA) e forma um complexo de cor
résea. Em produtos lacteos esse complexo formado geralmente € de coloracdo amarela,
devido ao teor de acidos graxos saturados e monoinsaturados presente na gordura do
leite (KRISTENSEN & SKIBSTED, 1999). Varios fatores podem afetar a intensidade da
cor do complexo e atuarem como compostos interferentes do teste, tais como produtos da
oxidacéo dos lipideos que depende de cada amostra, acucares e aldeidos que podem ser
da composigéo ou os adicionados a formulacdo (OSAWA et al., 2005).

O tratamento com 6leo essencial apresentou estatisticamente maiores valores
para pH em todos os intervalos de tempo variando de 4,36+0,02 a 4,39+0,02. O pH do
iogurte, contribui para a formacao do coagulo e do aspecto visual do produto final, além
das caracteristicas sensoriais. Valores de pH < 4,0 leva ao dessoramento do iogurte
devido a reducdo da hidratacéo das proteinas (BRANDAO, 19995). Os resultados acima
relatados estdo de acordo com o encontrado por llupapalayam; Smith & Gamlath (2014),
que observaram diminuicdo do pH durante 28 dias de armazenamento de iogurtes
produzidos com especiarias.

Os valores de acidez em &cido latico variaram de 0,81+0,02 a 0,91+0,06 (Tabela
1), que esta de acordo com a legislagéo brasileira para leites fermentados que determina
entre 0,6 a 1,5 g de acido latico/100g. A adicdo de Oleo essencial no iogurte diminuiu o0s
valores de acidez do produto quando comparado ao iogurte com 0% de adicdo, porém
continuou dentro da faixa de acidez ideal. A acidez € um indice que implica na aceitacdo
do produto final, além de indicar falhas durante o processamento e armazenamento
(MOREIRA et al., 1999). As amostras apresentaram diferenca estatistica (p<0,05) no 7° e
14° dia de andlise.

A diminuicdo do pH pode estar relacionada com o tempo e temperatura de
armazenamento e com a culturas start da fermentagéo do iogurte, pois a concentracdo de
H"* esta relacionada com a producéo de acidos organicos (acido acético, acido férmico e
acido latico) produzidos pelas bactérias lacteas (VEDAMUTCHU, 1982).

Os valores de Aw foram de 0,98 em todos os tratamentos, ndo havendo influéncia
do 6leo essencial nesse parametro. Esse valor é considerado ideal para o crescimento de
bactérias que geralmente é de (0,91), indicando que a cultura lactea utilizada no processo

de fabricacdo do iogurte foi favorecida pela presenca de agua garantindo o seu
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crescimento e metabolismo, contribuindo para caracteristicas desejaveis desse produto
(ASSUMPCAO, 2008).
3.2.1 Anédlise de Cor

Nao foram observadas diferencas estatisticas (p<0,05) entre a concentracdo de
Oleo essencial, para a luminosidade (L*) (Tabela2). Porém os valores de a* do iogurte
sem adicdo de Oleo essencial obtiveram os maiores valores de 2,06+2,2 a 2,20+2,1,
apresentando diferenca estatistica significativa (p<0,05) no 7°, 14° e 28° dia de analise,
indicando valores de a*(+) em direcdo ao vermelho. Para o pardmetro b*, os maiores
valores do iogurte obtidos foram para 0,05% de O6leo essencial com 21 dias de
armazenamento apresentando diferenca significativa (p<0,05) e indicando b*(+) em

direcéo ao amarelo.

Tabela 2 — Valores médios + desvio padrdo dos parametros de L*; a* e b*, analisadas
para a concentracdo de oOleo de capim-cidreira (Cymbopogon citratus) em iogurte, para
cada tempo individualmente.

Dias
Variavéis Tratamento

0 7 14 21 28

0,
0% 78.65¢55 78,8946  79.22+40  7843%58  81,45+42

L* 0,05% 77,86t54  77,16+47  78,33t58  78,274¢59  80,30+4,6
p-valor ns ns ns ns ns
0% 2,20£2,1 2,06+2,2% 2,04£2,2% 1,04421  2,05+2,1°
a* 0,05% 2,01#2,1 1,68+2,2° 1,7622,4° 184424  1,73+21°
p-valor ns * *k ns *
0% 12,4019  12,87+2,0 12,4242,0  12,32+¢1,8°  12,95:2,6
b 0.05% 12,60+2,0  13,20+1,7 13,00£1,6  1354+15% 13,82+1,6
p-valor

ns ns ns xk Ns

Valores médios + desvio padrdo. p-valor: probabilidade calculada; ®Letras minGsculas diferentes na vertical,
para o mesmo intervalo de tempo, indicam diferenca significativa pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia.
* (p<0,05); **(p<0,01); ns: n&o significativo (p=0,05).

Boroski et al. (2012) ao analisar os parametros de cor em bebidas lacteas com
extrato e 6leo essencial de orégano, relataram que o valor de L* diminuiu de 86 para 81
com o aumento da concentracdo de extrato de orégano, o que era esperado considerando
a cor escura do extrato. Schamberger & Labuza (2007) relataram que a adicdo de

polifendis do cha verde ao leite aumenta os valores de a*. O contrario pode ser observado
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no presente estudo que com a adicao de Gleo essencial os valores diminuiram em relacao
ao iogurte elaborado com 0% de Oleo. A cor € um parametro de muita relevancia no
desenvolvimento de um produto, uma vez que a avaliacdo visual é o primeiro sentido a
ser usado, sendo decisiva na aceitacdo ou rejeicdo do produto pelo consumidor
(TEIXEIRA et al. 1987).

3.3 Efeito da polpa de araticum (Annona crassiflora).

A adicdo de polpa de araticum aumentou a atividade antioxidante do iogurte e as
diferentes concentracbes de polpa apresentaram diferenca estatistica significantiva
(p<0,05), nos 28 dias. No primeiro dia o iogurte com 15% de polpa apresentou maior valor
(70,76%) de atividade antioxidante radicalar, seguido pelo de 10% (62,12%), 5% (55,56%)
e o iogurte controle com 0% de polpa (53,13%). No 21° dia de armazenamento o iogurte
com 15% e 10% de polpa apresentou maior porcentagem de inibicdo do DPPH (43,98 e
45,28% respectivamente), acompanhado da polpa com 5% e 0%, diferindo
estatisticamente (p<0,05). Chegando ao fim da vida util do produto o iogurte controle
obteve os menores valores (46,58%) diferindo estatisticamente dos demais tratamentos
(Figura 2).
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Figura 2 — Valores médios e desvio padrdo (barras) para a inibicdo do DPPH (%),
referente ao efeito da polpa de araticum; *"‘Letras mindsculas diferentes entre as
porcentagens de concentracdo de polpa, para 0 mesmo intervalo de tempo, indicam
diferenca significativa pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia (p<0,05).
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Behrad et al. (2009) ao analisar iogurte produzido com extratos de ervas cinnamon
e licorice, observaram que a adicao de ervas aumentou a atividade antioxidante em todos
os periodos de armazenamento (28 dias).

A presenca de compostos ha polpa de araticum pode estar relacionada ao alto
potencial antioxidante presente no iogurte. Roesler et al. (2007) avaliou a capacidade de
sequestrar radicais livres de extratos aquosos de diferentes fracdes das frutas, a polpa de
araticum apresentou bom potencial para sequestrar radicais livres, apresentando valor de
ICsq 1321,93 mg/mL.

Para a analise de TBARS houve diferenga estatistica significativa (p<0,05) durante
0°, 7° e 14° dia de armazenamento entre as concentragfes de polpa adicionadas ao
iogurte. O iogurte preparado com 15% de polpa de araticum foi 0 que obteve os maiores
valores de TBARS. Miguel et al. (2004) contaram que em frozen iogurte fermentado com
diferentes linhagens de bactérias e adicionadas de &cido latico, os autores observaram
que os cultivos com L. delbruecki ssp bulgaricus + S. thermophilus tiveram maior inibicdo
no processo oxidativo. Isso pode explicar como o iogurte com 0% de polpa de araticum
teve menor indice de oxidagao durante o periodo de estocagem, Figura 3.
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Figura 3 — Valores médios e desvio padrdo (barras) para o indice de TBARS referente ao
efeito da polpa de araticum; *"“Letras minisculas diferentes entre as porcentagens de
concentracdo de polpa, para o mesmo intervalo de tempo, indicam diferenca significativa
pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia (p<0,05).
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Torres & Okani (1997) ao avaliar oxidacdo lipidica em diferentes tipos de leite
encontraram valores de 0,07mg MDA/kg de amostra para leite tipo A; 0,07mg MDA/kg de
amostra para leite do tipo B e 0,03mg MDA/kg de amostra para leite do tipo C. Esses
valores corroboram o encontrado nesse estudo. Geralmente a oxidacao lipidica ndo € um
grande problema em iogurtes devido as caracteristicas fisico-quimicas tipicas desse
produto, como baixos valores de pH, temperatura e embalagem de armazenamento
(SERRA et al., 2008). A maioria dos resultados encontrados na literatura relata valores
baixos de malonaldeido para amostras de iogurtes (PRADYUMAN & MISHRA, 2004;
SERRA et al., 2008, ALFARO et al., 2015).

Os valores de pH e acidez ndo foram significativos a 5% pelo teste de Scott Knot,
exceto para o pH aos 14 dias (Tabela 3). Foi observado ao longo dos 28 dias que nédo
houve variacéo no valor do pH ficando na faixa de 4,31+0,03 a 4,39+0,05. E possivel que
0s acidos organicos presentes na polpa tenham exercido tamponamento, matendo os
valores aproximados ao estabelecido pela literatura (CHITARRA e CHITARRA, 2005).

Tabela 3 — Valores médios e desvio padréo das varidveis analisadas para o teor de polpa
de araticum (Annona crassiflora) para cada tempo de leitura.

Varidveis Tratamento Dias

0 7 14 21 28
0% 4,30:0,03  4,38:0,04  4,35£0,02"  4,34$0,04  4,37£0,02
oH 5% 4,39:0,03  4,37:0,03  4,3420,02"  4,35:0,02  4,33:0,07
10% 4,38£0,01  4,36:0,04  4,320,04°  4,33x0,05  4,34:0,03
15% 4,37£0,02  4,35:0,04  4,31:0,05°  4,33:0,05  4,33:0,05

p-valor ns ns * ns ns
0% 0,81:0,03  0,83:0,03  0,87+0,02  0,86:0,01  0,92+0,06
acidez 7 0,81+0,01  0,83:0,02  0,89:0,03  0,86:0,01  0,91:0,04
10% 0,81+0,01  0,82:#0,02  0,88:0,04  0,89:0,04  0,91:0,04
15% 0,80£0,02  0,82:0,05  0,89:0,07  0,85:0,02  0,85:0,03

p-valor ns ns ns ns ns
0% 0,979£0,001  0,980+0,001 0,980£0,001 0,977+0,002 0,979:0,002
At 0,981+0,002  0,980+0,001 0,981%0,001 0,977+0,001 0,977+0,001
10% 0,979+0,001  0,980+0,001 0,978+0,001 0,979+0,001 0,978+0,001
15% 0,979+0,001  0,980+0,000 0,979£0,001 0,978+0,001 0,979:0,002

Valores médios + desvio padrdo. p-valor: probabilidade calculada; 0% de polpa, 5% de polpa, 10% de polpa e
15% de polpa. ®_etras mintsculas diferentes na vertical, para o mesmo intervalo de tempo, indicam diferenca
significativa pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia. * (p<0,05); **(p<0,01); ns: néo significativo (p=0,05);
"Valores de Aw expressos apenas como média+desvio padrao, n4o foi realizado teste de média.



80

Oliveira et al. (2008) encontraram valores de pH entre 4,26 e 4,46 em iogurtes
elaborados com diferentes concentracdes de polpa de araticum, valores estes préximos
ao encontrado neste estudo.

Pela prépria caracteristica fisico-quimica do iogurte, a atividade de &gua foi
elevada (0,97) como esperado. A atividade de 4gua esta relacionada com a conservacao
dos alimentos, valores altos de atividade de &gua estdo relacionados com o
desenvolvimento de microrganismos, 0 que pode ser desejado no iogurte onde ha
presenca de bactérias lacteas (SCOTT, 1957). Os dados obtidos foram semelhantes ao
encontrado por Correia et al. (2008) ao analisarem sorvete com leite de vaca (0,98) e com
leite de cabra (0,97).

Foi observado que houve diferenca significativa (p<0,05) na adicdo da polpa ao
iogurte, nos valores de L* a* e b*. Quanto ao valor de L*, foi verificado que o iogurte
controle, sem adicdo de polpa, apresentou os maiores valores de luminosidade,
resultando em coloracéo mais clara em relagdo as demais formulacdes (Tabela 4).

Tabela 4 — Valores médios + desvio padrdo dos parametros de L*; a* e b* analisadas para
a concentracdo de polpa de araticum (Annona crassiflora) no iogurte, para cada tempo
individualmente.

) ) Armazenamento
Variaveis Tratamento
0 7 14 21 28
0% 84,63+4,9% 84,83+2,7%° 85,17+2,5° 86,69+1,2° 86,49+3,0%
L 5% 78,04+3,5° 79,73+2,3° 80,72+1,4° 79,38+1,8° 81,82+2,3"
10% 75,29+4,6" 76,88+1,4° 76,18+2,0° 74,97+2,0° 78,46+2,3°
15% 75,06+1,8" 74,00¢1,9° 73,03+2,7"  72,38+1,4° 76,7241,3°
p_val 0 r *% *% *% *%* *%*
0% -1,09+0,5° -1,42+0,4°  -1,48+0,5% -1,59+0,2°  -1,34+0,4¢
- 5% 2,09+0,4° 1,68+0,4°  1,68+0,3°  1,97+04°  1,75+0,4°
10% 3,23+0,3" 3,31+0,7°  3,2240,4°  3,21+0,2°  3,22+0,4"
15% 4,19+0,4° 3,02+0,3%  4,17+0,3*  3,97+0,3%  3,930,4°
p_val Or *% *% *% *% *%
0% 9,81+0,5° 10,79+1,2° 10,59+1,0° 10,65+1,2° 10,96+1,3°
b* 5% 12,59+0,7° 12,24+0,6° 12,14+0,7° 12,70+0,7° 12,80+0,7°
10% 12,94+0,9° 14,45+0,9° 13,18+0,9° 13,65+0,8° 14,72+1,0?
15% 14,65+0,9° 14,66+0,4* 14,94+0,8% 14,73+0,8%° 15,07+2,0?
p_val Or *% *% *% *% *%

Valores médios + desvio padrdo. p-valor: probabilidade calculada; 0% de polpa, 5% de polpa, 10% de polpa e
15% de polpa. | etras mintsculas diferentes na vertical, para o mesmo intervalo de tempo, indicam diferenca

significativa pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia. * (p<0,05); **(p<0,01); ns: n&o significativo (p=0,05)
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Em relacdo ao componente a* da cor, foi observado que para o iogurte com 0% de
polpa os valores foram negativos em direcdo ao verde e positivos (+b*) em direcdo ao
amarelo. O iogurte elaborado com 15% de polpa apresentou os maiores valores de a* e
b*, diferindo estatisticamente (p<0,05) entre si, essas alteracdes ocorridas no iogurte
podem estar relacionadas aos pigmentos naturais encontrados na polpa de araticum,
como os carotendides o qual prevalece coloracdo vermelho-amarelada que esses
compostos concedem aos alimentos (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999). Arévalo-Pinedo et al.,
(2013) encontraram valores de L* de 22,82; a* e b* de 4,72 e 13,78 respectivamente para
a polpa de araticum.

3.4 Interacéo polpa e 6leo essencial

Houve diferenca significativa (p<0,05) na interacdo entre os fatores (polpa x 6leo
essencial) para os parametros de inibicdo do DPPH, durante o 7° e 14° dias de
armazenamento. Observa-se mais atividade antioxidante na interacdo 6leo x polpa, no
tratamento de maior concentracdo de polpa e naquele tratamento em que ha auséncia de
polpa e dleo, Figura 4.
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Figura 4 — Valores médios e desvio padréao (barra de erros) do efeito da interacdo 6leo
essencial e polpa aos 7 dias de andlise, referente & inibicdo do DPPH (%). *’Letras
mindsculas referem a mesma concentracdo de polpa; “BLetras mailsculas referem a
concentracdo de Oleo essencial. Todas analise pelo teste de Scott Knott a 5%.

Recomenda-se o consumo de iogurte com sete dias de armazenamento, pois ele

tem maior atividade antioxidante ocasionada pelas bactérias lacteas metabolicamente
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ativas (PAPADIMITRIOU et al., 2007) presentes haquele tratamento sem polpa, quanto ao
tratamento em que ha maior concentracdo de polpa (15%). lllupapalayam et al. (2014)
verificaram um aumento da atividade antioxidante de iogurtes adicionados de especiarias
como gengibre, canela e noz-moscada. A maior atividade antioxidante foi verificada no
primeiro dia de armazenamento com 79,5% para o iogurte com gengibre e 69% para o
jogurte com canela e noz-moscada ambos elaborados com probidticos Lactobacillus
acidophilus strain.

Com 14 dias de armazenamento refrigerado foi observada uma reducdo na
inibicdo do DPPH que pode estar relacionada com o aumento da degradagdo dos
compostos fendlicos (YILDIZ & EYDURAN, 2009) e/ou da interacao proteina do leite e
polifenois (YUKSEL; AVCI & ERDEM, 2010) Figura 5.
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Figura 5 — Valores médios e desvio padréo (barra de erros) do efeito da interacdo 6leo

essencial e polpa aos 14 dias de andlise, referente a inibicdo do DPPH (%). *’Letras
mindsculas referem a mesma concentracdo de polpa; “PLetras mailisculas referem a
concentracao de Oleo essencial. Todas analise pelo teste de Scott Knott a 5%.

A presenca de Oleo essencial, independente do teor de polpa, no efeito da
interacdo apresentou melhores resultados de protecdo de oxidacdo dos acidos graxos
presentes no iogurte. O tratamento sem 6leo e com 15% de polpa foi igual
estatisticamente (p<0,05) ao tratamento com 6leo e maximo teor de polpa (15%). O que

possibilita a utilizacdo do 6leo para melhorar a aceitabilidade do produto, pois o araticum
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por ser uma fruta regional e exoética pode ser menos aceito para paladares mais
sensiveis.

Analisando a interacéo entre o 6leo e a polpa no iogurte para analise de TBARS
verifica-se que ndo houve diferenca significativa (p<0,05) na adicdo de 6leo essencial de
capim-cidreira, tanto para o tratamento sem polpa quanto para o tratamento com 15% de
polpa. Nas amostras sem 0Oleo, os tratamentos sem polpa e com maior teor apresentaram
0s maiores valores de oxidacdo lipidica, no entanto a presenca de 0,05% de Oleo
essencial elevou os valores de oxidacdo dos tratamentos com 5 e 10% de polpa de

araticum, Figura 6.
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Figura 6 - Valores médios e desvio padrdo (barra de erros) do efeito da interacdo 6leo
essencial e polpa aos 28 dias de andlise, referente ao indice de TBARS. ®"Letras
minasculas referem a mesma concentragdo de polpa; ABLetras mailsculas referem a
concentracao de 6leo essencial. Todas analise pelo teste de Scott Knott a 5%.

Verifica-se que houve uma interagdo entre 0 6leo essencial e a polpa de araticum
e que os melhores resultados de inibicdo da oxidagéo lipidica podem ser observados no
iogurte elaborado com 0,05g/100g de 6leo essencial de capim-cidreira sem polpa e com
maior teor de polpa. Os componentes fendlicos presentes na polpa juntamente com 0s
componentes quimicos do 6leo essencial (citral, mirceno) atuou em conjunto aumentando
a atividade antioxidante, provavelmente em efeito sinérgico.

Sacchetti et al. (2005) ao avaliarem atividade antioxidante de varios Oleos
essenciais pelo método de DPPH, encontraram mais de 60% de atividade antioxidante

para o Oleo essencial de capim-cidreira e um teor de 73,58% de citral em sua
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composicdo. No entanto Guimardes et al. (2011) utilizaram a metodologia do sistema
emulsificado B-caroteno/acido linoleico e encontraram atividade antioxidante que chegou
a 46,45% e de 38,00% na concentracdo de 100 ug L' para o 6leo essencial e seu
constituinte majoritario (citral), respectivamente.

Villela, Batista & Dessimoni-Pinto (2013) encontraram valores de 423,94 mg de
acido galico/100g e 63,14mg de fendlicos totais/100g presentes na polpa de araticum. Os
beneficios dos compostos fendlicos estéo relacionados a sua atividade antioxidante (DAl
e MUMPER, 2010), que esta associada a posicdo dos grupos hidroxila na molécula
(CARTEA et al., 2011).

Em relacdo ao parametro luminosidade (L*) a amostra de iogurte com o6leo
essencial e sem polpa apresentou diferenca significativa (p<0.05) em relacdo as demais
concentracdes de polpa de araticum e com Oleo essencial Figura 7. Indicando que ha
reducdo dos valores de L* quanto maior a concentracdo de polpa, deixando o iogurte mais

escuro.
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Figura 7 - Valores médios e desvio padrao (barra de erros) do efeito da interacéo 6leo
essencial e polpa aos 0 dias de andlise, referente a andlise de cor pardmetro
L*(luminosidade). *°Letras minGsculas referem a mesma concentracdo de polpa; “®Letras
mailsculas referem a concentragdo de 6leo essencial. Todas analise pelo teste de Scott
Knott a 5%.

Toledo (2013) analisou iogurte elaborado com diferentes proporcdes de farinha de

maracuja e verificou que a adicdo da farinha resultou em iogurtes com coloracao mais
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escura em relacdo ao controle (0% de farinha) variando o valor de L* de 59,43 a 73,91.
Nunes et al. (2014) também encontrou valores de L* de 65,18 em bebida de soja sabor

iogurte com polpa de morango.

3.5 Composicédo centesimal

O valor nutricional do iogurte adicionado de polpa de araticum e 6leo essencial de
capim-cidreira apresentou valor de cinzas maior (Tabela 5), quando comparado com
iogurte sabor morango da Taco (2011). Mostrando que a polpa de araticum pode agregar
maior valor nutricional ao produto final. Em relacdo ao teor de lipideos, o percentual
encontrado esta de acordo com a legislacéo brasileira de iogurte, que determina para
iogurte integral uma faixa de 3g/100g a 5,9g/100g (BRASIL, 2007). O valor de proteina do
iogurte de araticum foi maior, quando comparado com o iogurte de morango da Taco, o
leite € a principal matéria-prima do iogurte o que pode causar diferenca na composi¢ao do
leite utilizado para as andlises. A quantidade de carboidrato da amostra foi um pouco
superior ao iogurte referéncia, isso esta relacionado ao fato da adicdo de acucar no
processo de elaboragédo do iogurte de araticum. Assim o produto elaborado pode ser um
forte aliado na ingestdo de minerais e fazer parte da oferta de uma dieta mais saudavel

para os consumidores.

Tabela 5 — Valores médiostdesvio padrdo da composicdo centesimal de iogurte
produzido com 15% de polpa de araticum e 0,05% de Gleo essencial de capim-cidreira.

Parametros Amostra Referéncia*
Umidade 78,56+0,10 84,6
Cinzas 0,71+0,03 0,6
Proteinas 3,36+0,05 2,7
Lipideos 3,02+0,03 2,3
Carboidratos 14,82+0,53 9,7
VET (kcal) 99,6 70,0

* Valores comparados com o iogurte de morango (TACO, 2011).

4. CONCLUSAO

Os resultados encontrados no presente estudo, mostraram que a presenca do 6leo
essencial de capim-cidreira ndo afetou as caracteristicas fisico-quimicas do iogurte que
permaneceu com o pH e acidez dentro do exigido pela legislacdo. O 6leo essencial nao

apresentou atividade antioxidante, porém juntamente com a polpa apresentaram interacao
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retardando a oxidacao lipidica. E vale salientar o importante valor nutricional em relacéo
ao teor de minerais do iogurte produzido, além dele permanecer durante 28 dias com
suas caracteristicas fisico-quimicas dentro do padrdo de identidade e qualidade exigido
pela legislacdo o que é importante por se tratar de um produto sem adicdo de

conservantes quimicos.
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APENDICE A - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE — DPPH EM IOGURTE (Behrad et al., 2009

com modificacdes)

Pesar 10 g de iogurte e adicionar 10 mL de agua destilada (1:1)

4

Centrifugar a 6000 rpm por 40 min.

(=

Filtrar o extrato em papel filtro

=

Em tubos de ensaio com rosca, adicionar 3mL de DPPH a 60uM e 250uL do extrato

=

Agitar os tubos no “vortex”

=

Deixar os tubos em repouso em ambiente escuro por 20min.

U

Fazer leitura da absorbancia a 517nm.

*Um controle deve ser feito com 250uL de 4gua destilada e 3mL de DPPH

+ Preparo da solucdo de DPPH: Pesar 0,0059148g de DPPH e diluir em 250 mL de
etanol. (A solugdo ndo pode ter contato com a luz).

+ Calculo da porcentagem de inibicdo do radical DPPH

o Absorb. controle — Absorb. amostra
% de inibicao = Absor. Controle x 100
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APENDICE B - DETERMINACAO DA OXIDAGAO LIPIDICA (TBARS) — Método extrativo de TBA

citado por Rosmini et al. (1996) com modificacoes.

- Pesar, 0,04g da amostra diretamente em tubos Falcon de 50 mL, cobertos com papel
aluminio;

—>Incorporar 5 mL de 4gua destilada;

—>Acrescentar 5 mL de solugéo de extracdo (=solucdo de TCA a 10%); OBS: usar luva e
mascara

—>Agitar os tubos por 2 a 3 minutos em um agitador mecéanico (vortex);
—>Acrescentar em cada tubo, 2,5mL de solugdo de TBA a 0,02M;
—>Agitar, novamente, em vortex por 1 a 2 minutos;
->Centrifugar cada tubo por 5 minutos, a 3000 rpm;
—>Filtrar em papel filtro quantitativo;
—>Colocar os tubos em banho-maria por 35 minutos a 100°C;
->Resfriar em agua de torneira (2-3 minutos);
—>Fazer a leitura de absorbancia a 532 nm;
OBS: O BRANCO seré: agua destilada (2,0 mL), TCA (2,0 mL) e TBA (1,0 mL).

PREPARO DAS SOLUCOES:
Solucéo de TCA - 10% de acido tricloroacético em agua destilada. O TCA tem que ser
armazenado em vidro &mbar e/ou cobrir o vidro com papel aluminio.
e Solucdo TBA: 0,02M de acido tiobarbitdrico. Pode ser armazenado na geladeira
por até 7 dias.
Para 72 amostras: 500 mL de TCA 10% (50g de TCA p 500 mL de agua) e 250 mL de
TBA 0,002M (0,72075g de TBA para 25 mL de agua).
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ANEXO A — NORMAS PARA SUBMISSAO A REVISTA PESQUISA AGROPECUARIA

BRASILEIRA

Diretrizes para Autores
Escopo e politica editorial

A revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira (PAB) é uma publicacdo mensal da Embrapa,
que edita e publica trabalhos técnico-cientificos originais, em portugués, espanhol ou
inglés, resultantes de pesquisas de interesse agropecuario. A principal forma de
contribuicdo é o Artigo, mas a PAB também publica Notas Cientificas e RevisGes a
convite do Editor.

Analise dos artigos

A Comissdo Editorial faz a analise dos trabalhos antes de submeté-los & assessoria
cientifica. Nessa andlise, consideram-se aspectos como escopo, apresentacdo do artigo
segundo as normas da revista, formulacdo do objetivo de forma clara, clareza da redagéo,
fundamentacéo teodrica, atualizacdo da revisdo da literatura, coeréncia e precisdo da
metodologia, resultados com contribuicdo significativa, discussdo dos fatos observados
em relagdo aos descritos na literatura, qualidade das tabelas e figuras, originalidade e
consisténcia das conclusdes. ApGs a aplicacdo desses critérios, se 0 numero de trabalhos
aprovados ultrapassa a capacidade mensal de publicacdo, é aplicado o critério da
relevancia relativa, pelo qual sdo aprovados os trabalhos cuja contribuigcdo para o avango
do conhecimento cientifico € considerada mais significativa. Esse critério é aplicado
somente aos trabalhos que atendem aos requisitos de qualidade para publicagdo na
revista, mas que, em razdo do elevado numero, ndo podem ser todos aprovados para
publicagdo. Os trabalhos rejeitados sdo devolvidos aos autores e os demais sao
submetidos a analise de assessores cientificos, especialistas da area técnica do artigo.

Forma e preparacdo de manuscritos

Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos (ndo terem dados — tabelas e figuras -
publicadas parcial ou integralmente em nenhum outro veiculo de divulgagéo técnico
cientifica, como boletins institucionais, anais de eventos, comunicados técnicos, notas
cientificas etc.) e ndo podem ter sido encaminhados simultaneamente a outro periodico
cientifico ou técnico. Dados publicados na forma de resumos, com mais de 250 palavras,
ndo devem ser incluidos no trabalho.

- Sao considerados, para publicacdo, os seguintes tipos de trabalho: Artigos Cientificos,
Notas Cientificas e Artigos de Revisédo, este Ultimo a convite do Editor.

- Os trabalhos publicados na PAB s&o agrupados em &reas técnicas, cujas principais séo:
Entomologia, Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, Fitotecnia, Fruticultura, Genética,
Microbiologia, Nutrigdo Mineral, Solos e Zootecnia.

- O texto deve ser digitado no editor de texto Microsoft Word, em espacgo duplo, fonte
Times New Roman, corpo 12, folha formato A4, com margens de 2,5 cm e com paginas 2
e linhas numeradas.
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Organizacao do Artigo Cientifico
A ordenacéo do artigo deve ser feita da seguinte forma:

- Artigos em portugués - Titulo, autoria, endere¢os institucionais e eletrénicos, Resumo,
Termos para indexacgdo, titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introducdo, Material e
Métodos, Resultados e Discussao, Conclusdes, Agradecimentos, Referéncias, tabelas e
figuras.

- Artigos em inglés - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrénicos, Abstract, Index
terms, titulo em portugués, Resumo, Termos para indexac¢ao, Introduction, Materials and
Methods, Results and Discussion, Conclusions, Acknowledgements, References, tables,
figures.

- Artigos em espanhol - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrénicos, Resumen,
Términos para indexacioén; titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introduccién, Materiales
y Métodos, Resultados y Discusién, Conclusiones, Agradecimientos, Referencias, cuadros
e figuras.

- O titulo, o resumo e os termos para indexacdo devem ser vertidos fielmente para o
inglés, no caso de artigos redigidos em portugués e espanhol, e para 0 portugués, no
caso de artigos redigidos em inglés.

- O artigo cientifico deve ter, no méaximo, péaginas, incluindo-se as ilustragcdes (tabelas e
figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.

Titulo

- Deve representar o conteudo e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15 palavras,
incluindo-se os artigos, as preposicdes e as conjuncoes.

- Deve ser grafado em letras minUsculas, exceto a letra inicial, e em negrito.

- Deve ser iniciado com palavras chaves e nao com palavras como “efeito” ou “influéncia”.
- Nao deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso
apresentar somente o nome binario.

- Nao deve conter subtitulo, abrevia¢des, formulas e simbolos.

- As palavras do titulo devem facilitar a recuperagéo do artigo por indices desenvolvidos
por bases de dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores

- Grafar os nomes dos autores com letra inicial mailscula, por extenso, separados por
virgula; os dois ultimos s&o separados pela conjungao “e”, “y” ou “and”, no caso de artigo
em portugués, espanhol ou em inglés, respectivamente.

- O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um numero em algarismo
arabico, em forma de expoente, entre parénteses, correspondente a chamada de

endereco do autor. 27

Endereco dos autores

- S8o apresentados abaixo dos nomes dos autores, o0 nome e o0 endereco postal
completos da instituicdo e o endereco eletrénico dos autores, indicados pelo nimero em
algarismo arabico, entre parénteses, em forma de expoente.

- Devem ser agrupados pelo endereco da instituicao.

- Os enderecos eletronicos de autores da mesma instituicdo devem ser separados por
virgula.
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Resumo

- O termo Resumo deve ser grafado em letras minUsculas, exceto a letra inicial, na
margem esquerda, e separado do texto por travessao.

- Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo numeros, preposi¢cdes, conjungdes e
artigos.

- Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, 0 material e os métodos, 0s
resultados e a concluséo.

- Nao deve conter cita¢des bibliograficas nem abreviaturas.

- O final do texto deve conter a principal conclusdo, com o verbo no presente do
indicativo.

Termos paraindexagéo

- A expressdo Termos para indexagdo, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em
letras mindsculas, exceto a letra inicial.

- Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra minascula.

- Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode
possuir duas ou mais palavras.

- Ndo devem conter palavras que componham o titulo.

- Devem conter o nome cientifico (s6 0 nome hinéario) da espécie estudada.

- Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual Agricultural
Thesaurus ou no indice de Assuntos da base SciELO.

Introducéo

- A palavra Introducdo deve ser centralizada e grafada com letras mindsculas, exceto a
letra inicial, e em negrito.

- Deve apresentar a justificativa para a realizacdo do trabalho, situar a importancia do
problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo com outros trabalhos
publicados sobre o assunto.

- O ultimo paragrafo deve expressar o objetivo de forma coerente com o descrito no inicio
do Resumo.

Material e Métodos

- A expressao Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os termos
Material e Métodos devem ser grafados com letras mindsculas, exceto as letras iniciais.

- Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronolégica.

- Deve apresentar a descricdo do local, a data e o delineamento do experimento, e indicar
os tratamentos, o niumero de repeticées e o tamanho da unidade experimental.

- Deve conter a descri¢ao detalhada dos tratamentos e variaveis.

- Deve-se evitar 0 uso de abreviagdes ou as siglas.

- Os materiais e os métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador possa
repetir o experimento.

- Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descri¢cdes de técnicas de uso
corrente.

- Deve conter informacao sobre os métodos estatisticos e as transformacdes de dados.

- Deve-se evitar 0 uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito, com 8
letras mindsculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.
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Resultados e Discussao

- A expressdo Resultados e Discussdo deve ser centralizada e grafada em negrito, com
letras mindsculas, exceto a letra inicial.

- Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.

- As tabelas e figuras séo citadas sequencialmente.

- Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos em
relacdo aos apresentados por outros autores.

- Evitar o uso de nomes de variaveis e tratamentos abreviados.

- Dados nao apresentados ndo podem ser discutidos.

- Nao deve conter afirmacdes que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos no
proprio trabalho ou por outros trabalhos citados.

- As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oragédo do
texto em questdo; se as demais sentencas do paragrafo referirem-se & mesma tabela ou
figura, ndo € necesséaria nova chamada.

- Nao apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.

- As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente
obtido.

Conclusoes

- O termo Conclusdes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras minasculas,
exceto a letra inicial.

- Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentarios adicionais, com o verbo no
presente do indicativo.

- Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho.

- Ndo podem consistir no resumo dos resultados.

- Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

- Devem ser numeradas e no maximo cinco.

Agradecimentos

- A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser breves e diretos, iniciando-se com “Ao, Aos, A ou As” (pessoas ou
instituicdes).

- Devem conter o motivo do agradecimento.

Referéncias

- A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser de fontes atuais e de periédicos: pelo menos 70% das referéncias devem ser
dos ultimos 10 anos e 70% de artigos de periddicos.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptactes
descritas a seguir.

- Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por
ponto-e-virgula, sem numeracao.

- Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra.

- Devem conter os titulos das obras ou dos periddicos grafados em negrito.
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- Devem conter somente a obra consultada, no caso de citacao de citacao.
- Todas as referéncias devem registrar uma data de publicagdo, mesmo que aproximada.
- Devem ser trinta, N0 maximo.

Exemplos:
- Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e 0 manejo sustentavel de ecossistemas florestais. In:
SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa Maria.
Anais.Santa Maria: UFSM, Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia Florestal, 2004.
p.153-162. 29

- Artigos de periodicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificacdo de QTL associados a
simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja.Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

- Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.A.S.; BELTRAO, N.E.
de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O agroneg6cio da
mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algodao; Brasilia: Embrapa Informacao
Tecnoldgica, 2001. p.121-160.

- Livros

OTSUBO, A.A,; LORENZI, J.0. Cultivo da mandioca na Regido Centro-Sul do Brasil.
Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e
Fruticultura, 2004. 116p. (Embrapa Agropecuéria Oeste. Sistemas de producao).

- Teses 13

HAMADA, E. Desenvolvimento fenolégico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizagdo de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p. Tese
(Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas.

- Fontes eletrbnicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliacdo dos impactos econdmicos, sociais e
ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecudaria Oeste: relatério do ano de 2003.
Dourados: Embrapa Agropecuéria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecuéria Oeste.
Documentos, 66). Disponivel em: Acesso em: 18 abr. 2006.
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Citacles 22

- Nao sdo aceitas citacBes de resumos, comunicacdo pessoal, documentos no prelo ou
qualquer outra fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados. - A autocitacdo deve ser
evitada. - Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, com as
adaptacOes descritas a seguir.

- Redacéo das citagbes dentro de parénteses

- Citacdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra mailscula, seguido de
virgula e ano de publicacao.

- Citagcdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maiuscula,
separados pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicagéo.

- Citagdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a primeira
letra mailscula, seguido da expressdo et al., em fonte normal, virgula e ano de
publicagéo.

- Citagdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronoldgica e em seguida a
ordem alfabética dos autores.

- Citacdo de mais de uma obra dos mesmos autores: os nomes destes ndo devem ser
repetidos; colocar os anos de publicagéo separados por virgula.

- Citacdo de citacdo: sobrenome do autor e ano de publicagdo do documento original,
seguido da expressao “citado por” e da citagdo da obra consultada.

- Deve ser evitada a citagéo de citacdo, pois ha risco de erro de interpretagdo; no caso de
uso de citagdo de citagdo, somente a obra consultada deve constar da lista de
referéncias.

Redacao das cita¢cOes fora de parénteses

- Citagbes com os nomes dos autores incluidos na sentenca: seguem as orientagfes
anteriores, com os anos de publicacdo entre parénteses; sdo separadas por virgula.

Formulas, expressdes e equacdes matematicas

- Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho padronizado
da fonte Times New Roman.

- Ndo devem apresentar letras em italico ou negrito, a excecdo de simbolos escritos
convencionalmente em italico.

Tabelas

- As tabelas devem ser numeradas sequencialmente, com algarismo arabico, e
apresentadas em folhas separadas, no final do texto, apés as referéncias.

- Devem ser auto-explicativas.

- Seus elementos essenciais séo: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna
indicadora dos tratamentos ou das variaveis.

- Os elementos complementares sao: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.
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- O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve ser
claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e das
variaveis dependentes.

- No cabecalho, os nomes das varidveis que representam o conteudo de cada coluna
devem ser grafados por extenso; se isso nao for possivel, explicar o significado das
abreviaturas no titulo ou nas notas-de-rodapé.

- Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional
de Unidades.

- Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo ultimo algarismo.
- Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da tabela;
dados néo apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-de-rodapé

ANEXO B — Normas da Food Research International — Elsevier

Artigo estrutura

Subdivisdes - se¢cdes numeradas

Divida o seu artigo em secbes bem definidas e numeradas. Subse¢fes devem ser
numeradas 1,1 (entdo 1.1.1, 1.1.2, ..), 1.2, etc. (0 resumo ndo esta incluida na
numeracao de secdo). Use esta numeragdo também para cruzamento de dados interno:
ndo basta referir-se ao "texto". Qualquer subsecdo pode ser dado um titulo breve. Cada
titulo deve aparecer em sua propria linha separada.

Referéncia de estilo do texto:

As citagcbes no texto devem seguir o estilo de referéncia utilizado pela Associagédo
Americana de Psicologia. Esta previsto o Manual de Publicagdo da American
Psychological Association, sexta edi¢cdo, ISBN 978-1-4338-0561-5, cujas copias podem
ser encomendadas a partir http://books.apa.org/books.cfm?id= 4200067 ou APA Ordem
Dept., POB 2710, Hyattsville, MD 20784, EUA ou APA, 3 Henrietta Street, Londres, WC3E
8LU, Reino Unido. Lista: as referéncias devem ser organizadas em ordem alfabética
primeiro e depois ainda ordenados cronologicamente, se necessario. Mais de uma
referéncia do mesmo autor (es), no mesmo ano, devem ser identificados pelas letras ‘a’,
'b', 'c', etc., colocado ap6s o0 ano de publicacdo. Exemplos: A referéncia a uma publicacdo
revista : Van der Geer, J., Hanraads, JAJ, & Lupton, RA (2010). A arte de escrever um
artigo cientifico. Jornal de Comunicacdes Cientificas, 163, 51-59. A referéncia a um livro:.
Strunk, W., Jr., & White, EB (2000). Os elementos de estilo (. 4 ed) . New York: Longman,

(Capitulo 4). Referéncia a um capitulo em um livro editado: Mettam, GR, e Adams, LB
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(2009). Como preparar uma versao eletrénica do seu artigo. Em BS Jones, Smith & RZ

(Eds.), Introducao a era eletrbénica (pp. 281-304). New York: E-Publishing Inc.



