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FILLA, Milena Cristina. Efeito do armazenamento em baixas temperaturas sobre
a capacidade antioxidante e aceitagdo de bebida mista de frutas e vegetais.
2017. 89 p. Dissertagdo. (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

O apelo por bebidas mistas contendo frutas, vegetais e raizes, dispostos nas
prateleiras com as denominagbes de “suco verde’ ou “suco detox’, tem sido
associado a um estilo de vida mais saudavel. Sdo bebidas de facil e rapido preparo,
assim receitas caseiras estdo disponiveis nas mais diversas fontes informativas. Diz-
se que devem ser consumidas logo ap6s o preparo, a fim de ndo haver perda em
suas propriedades antioxidantes, vitaminas ou alterar-se seu sabor. Dessa forma, o
objetivo principal deste trabalho foi o de formular uma bebida mista de couve-
manteiga, gengibre, agua de coco e laranja, semelhante as receitas encontradas na
midia informal e determinar o efeito do armazenamento sob congelamento (até 7
dias) e refrigeragcdo (0 a 7 horas, e 0 a 25 horas) sobre as propriedades
antioxidantes e fisico-quimicas (acidez total titulavel, pH, solidos soluveis totais e
cor), conteudo de acido ascorbico e fendlicos totais, e aceitacdo sensorial. Nao
foram observadas alteragbes quando a bebida foi congelada (-18 °C), por periodo
inferior a 7 dias, nas propriedades antioxidantes e fisico-quimicas (p > 0,05). A
refrigeracédo (4 °C) da bebida mista por até 7 horas preservou as propriedades
antioxidantes, compostos fendlicos, sélidos sollveis, acidez titulavel, mas levou a
reducéo da cor verde, pH e conteudo de acido ascérbico. Mas, sob refrigeracao por
até 25 horas, observou-se que a atividade antioxidante, cor, pH e acido ascérbico
nao foram mantidos (p < 0,05). A bebida foi considerada apropriada para o teste de
aceitacao sensorial, ap6s analise microbioldgica. As bebidas refrigeradas por 0,13 e
25 horas foram aceitas, com notas maximas de 7 (em escala de 0 a 10) para todos
os atributos analisados, além de intengdo de compra acima de 3, em escalade 0 a5
pontos.

Palavras-chave: Bebida verde. Compostos bioativos. Armazenamento. Sensorial.



FILLA, Milena Cristina. Effect of low temperature storage on antioxidant capacity
and acceptance of mixed beverage of fruit and vegetables. 2017. 89 p.
Dissertation (Master's Degree in Food Science) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

The appeal for mixed beverages containing fruit, vegetables and roots, arranged on
the shelves named "green juice" or "detox juice,” has been associated with a
healthier lifestyle. They are beverages of prompetness preparation, and homemade
recipes are available in the most diverse informative sources. It is said that they
should be consumed as soon as prepared, in order to avoid lost of antioxidant
properties, vitamins or changes in their taste. Therefore, the aim of this work was to
formulate a mixed beverage containing kale, ginger, coconut water and orange,
which is similar to the recipes found in the informal media and determine the effect of
storage under freezing (up to seven days) and refrigeration (0 to 7 hours and 0O to 25
hours) on antioxidant and physicochemical properties (total titratable acidity, pH, total
soluble solids and color), ascorbic acid and total phenolic contents, and sensorial
acceptance. No changes were observed when the beverage was frozen (-18 °C) for
a period of less than seven days, in antioxidants and in physicochemical properties
(p > 0.05). The refrigeration of the mixed beverage for up to seven hours preserved
the antioxidant properties, phenolic compounds, soluble solids, titratable acidity, but
lead to reduced green color, pH and ascorbic acid content. However, in refrigeration
for up to 25 hours, it was observed that antioxidant activity, color, pH and ascorbic
acid were not conserved (p < 0.05). The beverage was considered appropriate by
mean the sensory acceptance test, after microbiological analysis. The beverages
refrigerated for 0, 13 and 25 hours were accepted, with maximum scores of 7 (on a
scale of 0 to 10) for all the analyzed attributes, besides purchase intention above 3,
on a scale of 0 to 5 points.

Keywords: Green beverage. Bioactive compounds. Storage. Sensory.
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1. INTRODUGAO

A comercializagdo e o consumo de bebidas mistas contendo frutas e
vegetais tém se expandido de forma notéria, gracas as alegacdes de seus efeitos
benéficos a saude. Os chamados “sucos verdes”, que podem conter frutas e
vegetais como a laranja, maca, vegetais verde-escuros, sementes ou cereais séo
considerados uma excelente fonte de vitaminas e minerais. Este tipo de suco é
conhecido popularmente por introduzir compostos antioxidantes a dieta, melhorar a
funcao intestinal e reduzir o ganho de peso corporal.

Embora na literatura ainda ndao conste de estudos cientificos que
comprovem o efeito destes sucos mistos de frutas e vegetais ou “verdes™ no
organismo humano, o interesse é crescente entre os pesquisadores, devido aos
seus componentes, os quais apresentam diferentes propriedades potenciais, como
melhora do sistema imune e a redugao das espécies reativas de oxigénio, as quais
em excesso contribuem para a progressdo de muitas doencas, como as
cardiovasculares e cancer (GUNATHILAKE; YU; RUPASINGHE, 2014).

A qualidade nutricional juntamente com o grande apelo comercial
apresentado pela midia informal (jornais, revistas nao-cientificas, radio, internet e
programas de televisdo) em relagdo aos possiveis efeitos benéficos a saude de
bebidas mistas tornam este tipo de produto o assunto do momento.

Nos ultimos anos, diversos meios de comunicagao informais apresentaram
receitas de sucos verdes, e de seus possiveis beneficios a saude, dentre eles a
revista Superinteressante®, com reportagem em uma de suas edi¢cdes, e uma edigdo
inteiramente sobre o assunto (Dossié Superinteressante — “Detox”, abril/2016). Além
disso, jornais como Folha de Londrina, a Revista Veja® e outras revistas no-
cientificas ja publicaram sobre o tema. Varios livros de receitas também foram
publicados.

A industria de alimentos cada vez mais tem como base o interesse de
grande parcela da populagdo em consumir alimentos de boa qualidade nutricional,
mais saudaveis, o que leva ao desenvolvimento de produtos inovadores (TEIXEIRA,
2007). O desafio €, além dos efeitos benéficos, agradar o paladar do consumidor,
manter as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais aceitaveis e a seguranga dos

alimentos durante o prazo de validade proposto (PIMENTEL, 2015).
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Ingerir suco de frutas e vegetais significa reforcar, de uma sé vez, o aporte
de vitaminas, minerais e compostos fendlicos, extremamente essenciais para o0 bom
funcionamento fisico e mental do ser humano. Além disso, significa também regular
a atividade intestinal, reduzir os niveis de colesterol sanguineos, além de aumentar
consideravelmente o aporte de antioxidantes, o que previne o aparecimento de
doencas cronicas cardiovasculares, diabetes, cancer, além de retardar o
envelhecimento precoce (GUNATHILAKE; YU; RUPASINGHE, 2014; LEAHU, 2013).

Muitas das bebidas com estas alega¢des podem ser produzidas pelo préprio
consumidor, diante da facilidade em se encontrar a maioria dos seus componentes,
da rapidez e do custo relativamente baixo. A mistura de sucos naturais com
condimentos, como o gengibre, juntamente com a folha da couve € um dos mais
procurados, por suas propriedades nutritivas e possivelmente medicinais. Agregam-
se nutrientes, como vitaminas e minerais, e compostos potencialmente bioativos, em
um alimento unico (FREITAS; MATTIETTO, 2013). Isto também gera praticidade
para o consumidor, ao longo do dia.

O grande problema a ser resolvido, talvez, € a armazenagem destas bebidas
recém-preparadas, pois a informacao repassada aos pretensos consumidores (pela
prépria midia informal) € de que esta deve ser ingerida logo ap6s o preparo. Assim,
as propriedades nutricionais, baseadas nos teores de vitaminas (C, por exemplo) e
0s parametros sensoriais, como a cor e o0 sabor podem ser prejudicados apés certo
periodo de tempo (ZHENG, 2011).

Além disso, faltam pesquisas que demonstrem se o congelamento deste
tipo especifico de bebida prejudica ou ndo as propriedades destes produtos, ja que
congelar em temperaturas proximas aos -18 °C, comuns aos congeladores
domésticos, pode ser uma opcéo pratica aos consumidores, podendo fazer uso da
bebida por um tempo maior apés seu preparo (BROWN et al., 2013).

Outra opcao € a refrigeragéo (+ 4 °C), método de conservagao mais utilizado
pelos consumidores para um consumo ao longo do dia apds o preparo; praticamente
ndo existindo estudos sobre a relagéo entre o armazenamento refrigerado durante
algumas horas e as possiveis mudangas nas propriedades nutricionais e sensoriais
em tais bebidas.

Com este pressuposto, nesta pesquisa, preparou-se uma bebida mista de

frutas e vegetais, avaliando-se o efeito do armazenamento sob congelamento e



15

refrigeracdo sobre parametros fisico-quimicos, teor de vitamina C e compostos
fendlicos, capacidade antioxidante e segurangca microbiologica, além de se avaliar a

aceitacao desta bebida por meio de teste sensorial.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Bebidas mistas

O mercado de alimentacdo ligado a saude e ao bem-estar, no Brasil, vem
crescendo nos ultimos anos de forma impressionante, com a conscientizagado dos
brasileiros sobre a importancia em se consumir produtos ricos nutricionalmente,
naturais e sem conservadores (SEBRAE, 2015). As bebidas mistas de frutas e
vegetais também estdo entre os alimentos com aumento do consumo nos ultimos
anos, devido aos efeitos benéficos a saude, pelo fato de serem naturais, sem
aditivos quimicos, agucares refinados e conservadores e pelo seu reconhecido valor
nutricional. As frutas e vegetais, empregados como ingredientes, sado ricas em
aminodacidos, acidos organicos, vitaminas, minerais e fibras (VANHANEM; SAVAGE,
2015).

Tal consumo tem sido promovido pela midia informal, como em sites de
dieta, por seus diversos beneficios a saude, pela perda de massa corporal e
eliminacéo de toxinas do organismo, uma afirmacédo ainda sem fortes evidéncias
cientificas que a confirmem até o momento (VANHANEM; SAVAGE, 2015).

Se preparadas em casa, as bebidas possuem uma flexibilidade na escolha
de seus ingredientes, dependendo apenas das preferéncias dos consumidores e do
que se tem disponivel entre as frutas e vegetais da época do ano. Dentre as
principais formulagbes de bebidas mistas, veiculadas pelos meios de comunicagao
informais, diz-se que devem estar presentes pelo menos uma fruta (ou seus sucos),
hortalicas (como a couve-manteiga, alface, hortela), condimentos (como o gengibre),
além de sementes (como a linhaga, chia, e outras), geralmente utilizando-se agua
mineral ou agua-de-coco para a homogeneizagao da bebida em liquidificador.

A industria de bebidas também tem apresentado um aumento significativo
no langamento e na venda de tais bebidas mistas, com a motivagdo da falta de
tempo do consumidor em preparar os sucos in natura, pela praticidade oferecida

pelos produtos e como substituicdo ao consumo de bebidas carbonatadas
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(refrigerantes) (CARMO; DANTAS; RIBEIRO, 2014). Tais bebidas prontas para o
consumo sao acondicionadas, principalmente em embalagens cartonadas UHT, ou
em garrafas de vidro, estas com ou sem refrigeragao.

O decreto n° 6.871, de 4 de junho de 2009 que regulamenta a Lei n° 8.918,
de 14 de julho de 1994, dispbe sobre “a padronizagéo, a classificacao, o registro, a
inspecédo, a producdo e a fiscalizagcdo de bebidas”. Na Sec¢ao Il, que trata Das
Bebidas né&o-Alcodlicas, artigo 18, paragrafo 11, o suco denominado misto é
classificado como aquele “suco obtido pela mistura de frutas, combinacéo de fruta e
vegetal, combinagéo das partes comestiveis de vegetais ou mistura de suco de fruta
e vegetal, sendo a denominagao constituida da expressao suco misto, seguida da
relacdo de frutas ou vegetais utilizados, em ordem decrescente das quantidades
presentes na mistura” (MAPA, 2009).

Desta forma, uma formulacdo que contenha hortalicas e condimentos (como
a couve-manteiga e o gengibre) e frutas (laranja, dgua de coco) deve ser

denominada de suco misto, bebida mista, ou ambos.

2.2 Couve-manteiga

A couve-manteiga (Figura 1), cujo nome cientifico é Brassica oleracea L. var.
acephala é pertencente a familia Brassicaceae (sinonimia: Cruciferas), sendo uma
hortalica arbustiva anual ou bienal (NOVO, 2010) que apresenta diversos outros
nomes comuns, como couve-de-folha, couve-galega e couve-comum. Sua origem é
da Costa do Mediterraneo, Asia Menor e Costa Ocidental Europeia (MARI, 2009). No
Brasil, a cultura é predominantemente de outono/inverno, ja que se desenvolve
melhor a temperaturas amenas (16 a 22 "C) (NOVO, 2010; CALDEIRA et al., 2014).
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Figura 1 - Couve-manteiga

Fonte: CALDEIRA et al., 2014.

Varias sdo as cultivares da couve, classificadas quanto a aparéncia, textura
e cor das folhas, como a couve-manteiga verde lisa, couve-manteiga verde crespa,
couve-manteiga roxa, couve crespa e gigante. A couve gigante apresenta folhas
muito desenvolvidas, mas as cultivares de couve-manteiga sdo as mais consumidas
no Brasil, por terem as folhas mais tenras (NOVO, 2010; OLIVEIRA, 2011).

Observam-se também diferentes padrdes de altura. As cultivares com
plantas de 40-80 cm de altura séo classificadas de média a alta e, com pelo menos
90 cm, de altas. No Brasil, a maioria das cultivares comercializada é de altura média
a alta. Em Sao Paulo, 90% das cultivares de couve sdo multiplicadas por mudas,
possuindo como caracteristica o porte alto (NOVO, 2010).

A colheita é realizada 90 dias ap6s a semeadura e séo coletadas de 3 a 4
folhas na porgao inferior da planta, podendo-se efetuar até 17 coletas (NUNES,
2009).

Quando atingem de 60 a 100 cm e estdo na fase de colheita, precisa-se
estaquea-las. Aquelas com altura inferior a 50 cm (compactas), hibridas e
multiplicadas por sementes sdo pouco cultivadas, por ndo serem atrativas ao
consumidor. Nestas observam-se folhas de cor mais escura, nervuras claras e
proeminentes, que o consumidor associa a maior tempo de coc¢ao (NOVO, 2010).

Na safra de 2011/2012, no estado do Parana, a area plantada foi de 895 ha,
com producgéo de 21.130 toneladas (SALVADOR, 2013). Em S&o Paulo, os dados
encontrados s&o de 2006, sendo a area plantada da couve-manteiga de 200 ha,
aumentando para 1424 ha em 2007, e apresentando produtividade de 26,7 e 28,8
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toneladas por hectare, respectivamente. As maiores produgdes sao obtidas de abril
a novembro. Também em S&o Paulo, as cultivares mais comuns apresentam folhas
com limbo verde claro, tenras, lisas ou pouco onduladas e com peciolos e nervuras
verdes bem claras. No entanto, pode ser plantada durante todo ano, em alguns
locais (NOVO, 2010). O Quadro 1 demonstra as épocas de plantio em cada regiao

do Brasil.

Quadro 1 - Periodo de plantio da couve-manteiga no Brasil

Epoca de plantio Ciclo
Sul Sudeste Nordeste | Centro-Oeste | Norte
Fev/Jul Fev/Jul Abr/Ago Fev/Jul Abr/Jul 80-90 dias

Fonte: NOVO, 2010.

Os vegetais cruciferos, nos quais a couve esta incluida, s&do os vegetais
mais consumidos na Europa e em todo o mundo, pois possuem muitos nutrientes,
podendo se tornar uma 6tima fonte de compostos com potencial bioativo na dieta
diadria (KAPUSTA-DUCH et al., 2014). Os consumidores de couve em diferentes
paises apresentam preferéncias distintas, sendo que no Brasil sdo apreciadas
apenas cultivares de folhas lisas, enquanto na Europa a preferéncia é por couve de
folhas crespas (NUNES, 2009).

O consumo desta folhosa, no Brasil, ocorre de diversas formas: as folhas
sao consumidas cruas, em forma de saladas ou cozidas. Aumentou-se seu consumo
em sucos mistos com frutas, sendo também utilizada para alimentagdo animal. A
composicao nutricional e quimica da couve-manteiga esta apresentada na Tabela 2.
Quando comparada a outras hortalicas folhosas, a couve apresenta melhor valor
nutricional, por possuir proteinas, carboidratos, fibras, calcio, ferro (1,47 mg/100 g) e
acido félico. Apresenta, também, vitamina K (704,8 ug/100 g), vitamina C (120
mg/100 g), vitamina A (9990 Ul) e vitaminas do complexo B, como a niacina
(vitamina B3) (NOVO, 2010; USDA, 2016).

Em relagdo aos outros vegetais, possui a maior concentragcdo de
carotenoides, como o beta-caroteno (44 ug/g) e a luteina (65,22 pg/g) (LEFSRUD et
al., 2007). Dentre os compostos fendlicos, os polifenois mais encontrados sdo o

acido clorogénico, seu isbmero acido neoclorogénico, seguido do acido sinaptico,



19

com concentragdo total, em média, de 30-60 mg/100 g de couve (KAULMANN et al.,

2014).

Quadro 2 - Composi¢ao quimica e nutricional média da couve-manteiga

Composicao

Teor

Umidade 92,77 g/100 g — folhas
0,32 g/100 g de polpa de couve

Proteinas 1,38 g/100 g - folhas e talos
0,18 g/100 g de polpa de couve

Lipideos 0,05 g/100 g - talos e folhas

Carboidratos

4,18 g/100 g *- talos e folhas

Fibras Alimentares

3,1 g/100 g couve

0,16 g/100 g de polpa de couve

Cinzas 1,62 g/100 g - talos e folhas
Calcio 26,43 mg/100 g de polpa de couve
Magnésio 35 mg/100 g de couve
Vitaminas A, C, Complexo B, K, E.
Fitoquimicos Carotenoides, Polifenois

Fonte: CALDEIRA et al., 2014, com modificagdes.

* sem quantificagéo de fibras.

Os fitoquimicos da couve, como compostos fendlicos (acido clorogénico,

principalmente), beta-caroteno e vitamina C apresentam atividade antioxidante,

podendo reduzir a inflamacédo e prevenindo o estresse oxidativo, por induzir as

enzimas detoxificantes, como a superoxido dismutase, estimular o sistema imune e

diminuir o risco de cancer, por inibir a transformagdo maligna e mutagbes

carcinogénicas, reduzindo a proliferagdo de células cancerigenas (KAULMANN et

al., 2014; KAPUSTA-DUCH et al., 2014). E sabido também que ela possui excelente

efeito cicatrizante em Ulceras gastricas intestinais, além de ser um famoso recurso

da medicina popular como laxante, anti-anémico, anti-inflamatério, antisséptico,

vermifugo e cicatrizante (NUNES, 2009). Segundo estudos, pode reduzir o risco de

cancer de pulmao e catarata (NOVO, 2010).



20

2.3 Gengibre

O gengibre, cujo nome cientifico é Zingiber officinale Roscoe foi
primeiramente descrito pelo botanico Wiliam Roscoe, em 1807, sendo da familia
Zingiberaceae e género Zingiber, o qual inclui cerca de 85 espécies. Uma
curiosidade € que o nome do género advém da palavra do dialeto sanscrito que
significa “chifre”, ja que o rizoma possui protuberancias neste formato (SUMAN,
2012). E uma planta herbacea, composta por rizoma e parte aérea. Seu rizoma
(parte comercial da planta) é formado por ramificagbes horizontais semelhantes a
dedos, carnosas e fibrosas (LUCIO; FREITAS; WASZCZYNSKYJ, 2010).

Considerado uma planta aromatica, o gengibre € usado como condimento e
erva medicinal desde a antiguidade por asiaticos, sendo distribuido durante a era
das grandes navegacées e no comércio de especiarias (DABAGUE et al., 2011). E
proveniente do sul da Asia, mas atualmente esta espalhado pelo mundo, sendo que
sua difusao pode ser explicada tanto pelas suas propriedades medicinais como pelo
seu uso em diversas preparagdes culinarias. Na culinaria oriental, Europa e nos
Estados Unidos o gengibre é incorporado a molhos para carnes, peixes, bebidas
alcodlicas e alguns doces (LEMOS JUNIOR; LEMOS, 2010; LIM et al., 2014).

No Brasil o gengibre é especialmente lembrado pelo seu uso como
ingrediente no quentdo, bebida tradicional das festas juninas, além de outros pratos
regionais.

Também é comercializado in natura, em conserva, cristalizado, seco e em
p6 (DABAGUE et al., 2011). Com relagdo a produgado, no Brasil, o gengibre é
comercializado principalmente no estado in natura e 70% a 80% ¢ destinado a
exportacao para os Estados Unidos, Canada, Holanda e Reino Unido. Também sé&o
comercializados os produtos derivados, como o 6leo essencial (responsavel pelo
aroma) e o Oleo-resina (responsavel pelo aroma e pungéncia caracteristica)
(LORENZETTI, 2008; SUMAN, 2012).

Como o mercado internacional é altamente exigente quanto ao produto
exportado, realiza-se uma selegédo criteriosa para selecionar os rizomas com
defeitos, ou pedacos destes, com cortes, muito pequenos ou amassados, por
exemplo. Geralmente estes sdo descartados, representando perda de 20% ou mais

da colheita. Quando ndo sao descartados, podem servir como matéria-prima para a
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producéo de oleo de gengibre, por meio da técnica de destilagdo por arraste a vapor
(LORENZETTI, 2008).

A producado brasileira € pequena e estd concentrada em um pequeno
numero de agricultores, porém o Brasil € um grande exportador de gengibre. A
produtividade média esta em torno de 20 t/ha, valor muito abaixo se comparado aos
principais produtores mundiais (60 t/ha) Em 2015, o estado do Espirito Santo era o
maior produtor nacional de gengibre, principalmente nos municipios de Santa Maria
de Jetiba e Santa Leopoldina (MATIAS, 2015). No Parana, a cultura de gengibre foi
introduzida por familias de japoneses no litoral nos anos 1980 e, de acordo com
dados de 2008, o Estado produziu 3.945 t/ano, em uma area de aproximadamente
201 ha, ao longo de 26 municipios. A produg¢do concentra-se no litoral paranaense,
nos municipios de Morretes, Guaraquegaba, Paranagua, Antonina e Guaratuba,
pertencentes ao nucleo regional de Paranagua (LORENZETTI, 2008). Tal produgéo
atende ao mercado interno e externo, sendo que na safra de 2005/2006 a producgéao
foi de 540 toneladas, sendo 300 toneladas de gengibre organico (DABAGUE et al.,
2011).

O rizoma do gengibre é constituido quimicamente por carboidratos (até 50%)
e lipideos (6-8%), dentre os acidos graxos, o acido palmitico, acido oleico e acido
linoleico. Além disso, possui 6leos essenciais (zingibereno (principal), gigerona,
falandreno, canfeno, cineol, broneol e citral) e 6leo-resina (homologos de gingerol e
zingerona) (EMBRAPA, 2001; SUMAN, 2012). O uso dos rizomas do gengibre para
a obtencdo de Oleos essenciais e extratos tém se tornado mais frequente na
industria farmacéutica e cosmética, exatamente por suas propriedades medicinais
(DABAGUE et al., 2011).

Os componentes farmacologicamente mais ativos sdo as substancias
fendlicas e as cetonas aromaticas, conhecidas como gingerois. Um dos principais
componentes do gengibre, o [6]-gingerol (1,40-hidroxi-30-metioxifenil-5-hidroxi-3-
decanona), possui efeitos diversos, incluindo atividade antioxidante e anti-
inflamatéria (BARRETO; TOSCANO; FORTES, 2011).

O gengibre é reconhecido como “geralmente seguro” na lista da FDA (Food
and Drug Administration) (LEMOS JUNIOR; LEMOS, 2010; BARRETO; TOSCANO;
FORTES, 2011; LIM et al., 2014), sendo classificado como aditivo alimentar pelo
mesmo 0rgao; no entanto, estudos tém sido realizados para seu uso no tratamento
de nauseas e vomitos (BARRETO; TOSCANO; FORTES, 2011).
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Com relacao as suas propriedades medicinais, estudos indicam que extratos
de gengibre podem apresentar diversos efeitos fisioldgicos, reduzindo os niveis de
glicose e lipidios sanguineos, além da presséo arterial sanguinea (pequenas doses)
(ALI et al., 2008; LIM et al., 2014). Por muito tempo, foi utilizado para tratar dores de
estdmago, reumatismo, deméncia, dor muscular, dor de dente, asma e muitas outras
enfermidades. Estudos comprovam suas propriedades farmacoldgicas anti-
inflamatorias, antioxidantes, anti-carcinogénicas, hipoglicémicas, neuroprotetoras,
espasmoliticas e anti-eméticas, além de estimulante da secrecdo e da motilidade
gastrica. Também apresenta efeitos contra doencas do sistema nervoso, como, por
exemplo, a insbnia, desordens psiquiatricas, neuroses, depressdo, tumores
cerebrais e etc. Tudo isso torna o gengibre um potente agente protetor contra
doencas degenerativas e do envelhecimento (BEAL, 2006; ALI et al., 2008; JUSTO
et al., 2008; BARRETO; TOSCANO; FORTES, 2011; LIM et al., 2014).

2.4 Agua de coco

O coqueiro, pertencente a familia Palmae, cuja espécie é denominada
Cocos nucifera L., tem como local de origem o sudeste asiatico. E constituido de
uma s espécie e duas variedades principais: Typica (Variedade Gigante) e Nana
(Variedade Ana), sendo que a Ana se subdivide em cultivares: Verde, Vermelha e
Amarela. Existem hibridos obtidos com o cruzamento entre a Gigante e Ana
(EMBRAPA, 2016).

O litoral da regiao Nordeste é a maior responsavel pela producéo de coco no
Brasil, onde foi introduzido pelos portugueses, no século XVI, sendo considerado um
local propicio para o desenvolvimento desta cultura, devido a temperatura, brisa
marinha e ventos constantes, o que dificulta a ocorréncia de pragas (SANTOS
FILHA, 2006).

De acordo com o Sindicato dos Produtores de Coco (SINDCOCO), em torno
de 70% dos plantios sdo formados pela variedade gigante, 20% pela ana e 10%
pelas variedades hibridas (EMBRAPA, 2016).

O coqueiro gigante, uma variedade rustica, ainda é produzido no Brasil.
Apresenta crescimento rapido, florescendo, entretanto, at¢é com 10 anos apds o
plantio. Atinge de 20 a 30 metros de altura, produzindo até 80 frutos/ano durante 60-

70 anos. O uso, no Brasil, é diverso, desde in natura para preparo de doces, até na
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agroindustria de alimentos, como matéria-prima para o leite de coco, farinha de coco
e outros. Ja o coqueiro andao € o mais comercializado no Brasil, com o intuito de se
produzir a agua de coco de qualidade sensorial superior, se comparada com as
demais variedades. Também possui utilidade na agroindustria de alimentos, ou
como fruto seco in natura, sendo que a polpa do coco anao apresenta um teor de
gordura em torno de 30%, sendo menos que a metade dos teores encontrados na
variedade gigante (65 a 70%) e na hibrida (62 a 65%). Isso leva a um maior
interesse no comércio, principalmente de produtos mais saudaveis, mercado em
crescimento na atualidade (EMBRAPA, 2016).

A colheita dos frutos do coco ando deve ser realizada entre o sexto e sétimo
més apds a abertura da inflorescéncia. E nesse periodo que o peso do fruto, o
volume de agua, os teores de frutose, glicose e grau Brix sdo os maiores e a
qualidade sensorial é superior (EMBRAPA, 2016).

Aproximadamente 25% do peso do fruto do coco corresponde a agua de
coco. Apresenta em sua composicao 93% de agua, 5% de acucares, além de
proteinas, vitaminas e sais minerais. Durante o processo de maturacéo do fruto seu
conteudo mineral se altera. Nesta maturacéo, o eletrélito mais presente € o potassio,
sendo que o sbdio tem seus niveis aumentados, e o calcio, magnésio, cloreto, ferro
e 0 cobre permanecem em concentragdes estaveis. Os teores destes minerais
dependem da variedade do fruto, safra e idade. Conforme a idade do coco avanca,
os teores de potassio, sédio e cobre aumentam e os demais minerais diminuem
(CARVALHO et al., 2006; LIMA et al., 2008).

O liquido comeca a se formar no segundo més ap6s a abertura da
inflorescéncia, com valores maximos entre o 5° e 0 7° més, sendo o periodo ideal
para a colheita do fruto, quando a agua se encontra mais doce e saborosa (SANTOS
FILHA, 2006).

O fruto exige um armazenamento adequado apds a colheita, em local
ventilado, sem exposi¢cdo ao sol e a temperaturas elevadas, estando também ainda
nos cachos. Devem ser consumidos em até 10 dias apds a colheita, quando
armazenados acima de 20 °C. Pode-se estender este prazo em 15 a 20 dias se
armazenado em camara fria (12 °C). Apds este periodo, pode haver o inicio do
processo de deterioragdo que vai prejudicar a acidez da agua (COSTA et al., 2005).

De acordo com o Decreto N* 6871, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento, de 4 de junho de 2009, art. 20, agua de coco € a bebida obtida da
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parte liquida do fruto do coqueiro (Cocus nucifera) nao diluida e ndo fermentada,
extraida e conservada por processo tecnolégico adequado (MAPA, 2009).
Independente do processo, este deve preservar tanto quanto possivel as
caracteristicas naturais da agua de coco.

Em quaisquer das formas de conservagdo, deve-se otimizar o tempo do
processo e minimizar a exposi¢cao ao ar. Dentre os métodos de conservagdo mais
estudados, estéo a esterilizagédo térmica, filtragdo, pasteurizacao, ajuste de teor de
acucar, pH e soélidos totais, concentragdo por osmose reversa, adicdo de
conservadores, carbonatagao e outros, ou varias combinagdes destes métodos.

Pode-se fazer uso de tratamento térmico a médias e altas temperaturas,
refrigeracdo ou congelamento. Um dos processos utilizados para a d4gua de coco
comercializada de forma envasada € o processo UHT, que garante uma condi¢éo de
esterilidade comercial, possibilitando uma estocagem a temperatura ambiente. O
sistema compreende dois estagios: a pasteurizagdo prévia e a esterilizacao
propriamente dita. Devido ao fato de que a agua-de-coco € um meio extremamente
susceptivel ao crescimento microbiano, a pasteurizacdo é uma etapa necessaria a
fim de se garantir a seguranca do alimento. No entanto, as industrias do setor vém
tentando otimizar o processo UHT, minimizando possiveis modificacdes no sabor.
Esta agua de coco esterilizada pode ser comercializada a temperatura ambiente (15
a 30 °C) (CARVALHO et al., 2006; MAPA, 2009).

Quando se utiliza o congelamento, a 4gua de coco envasada e congelada
pode ou nao ser pasteurizada, devendo ser mantida a temperatura maxima de -10
°C, podendo ser armazenada por 3 a 6 meses.

Quando se utiliza a refrigeragéo, existem dois métodos: o método que utiliza
somente a extracdo e o resfriamento, e a vida-de-prateleira do produto, mantido
entre 6 a 10 °C é de apenas 3 dias. E outro método que faz uso dos tratamentos
auxiliares (adicdo de aditivos), juntamente com a refrigeracédo, em que a vida-de-
prateleira do produto pode se estender por até seis meses (CARVALHO et al.,
2006).

De acordo com a idade do fruto, o pH da agua de coco varia, chegando a
valores acima de 5 até o final do crescimento do coco. O principal acido presente na
agua-de-coco € o acido malico e, caso haja a necessidade de correcéo de acidez
quando submetida a um processo tecnoldgico de conservagao, pode-se adicionar

acido citrico, de acordo com a legislagéo brasileira (CARVALHO et al., 2006).
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Acucares dissolvidos também estdo presentes na agua de coco, sendo que,
de acordo com a maturagdo do fruto, observa-se variagdo nas concentragbes da
sacarose e glicose. A determinacéo dos teores destes acucares € importante, pois
estdo relacionados a idade do fruto, principalmente do coco verde, para que a
colheita possa ser realizada no momento de maior dogura de sua agua. Os teores
lipidicos e proteicos vao se elevando conforme se aumenta a idade do coco,
variando também com a safra e a variedade do fruto (CARVALHO et al., 2006).

Por ser uma bebida leve, refrescante e com poucas calorias, em média 20
Kcal/100 mL (CARVALHO et al., 2006; LIMA et al., 2008) seu consumo vem
crescendo, em grande parte por suas propriedades repositoras de eletrdlitos, apos
treinos fisicos intensos. E considerada uma bebida isotdnica, sem colesterol, rica
nos minerais potassio e sddio, com concentragbes de 320 mg/200 mL e 30 mg/200
mL, respectivamente, de acordo com a marca comercial SOCOCO®, além de
fésforo, calcio e magnésio, e com grande apelo no mercado de produtos naturais
(SANTOS FILHA, 2006). A agua de coco é um bom substituto da agua natural na
formulacdo de bebidas tipo néctares, por exemplo, sendo uma solugdo natural,
acida, rica em sais minerais, agucares e aminoacidos essenciais (PEREIRA, 2009).
Sua composi¢cdo unica € importante no tratamento da diarreia em regidées mais
carentes do mundo, além de ser hidratante e proteger o trato gastrintestinal contra
diversas infecgbes (PRADO et al., 2015).

Observa-se na agua de coco a presenca de acido ascérbico (vitamina C),
quando o fruto ainda esta verde, e vitaminas do complexo B. Relata-se que o fruto
com seis meses de maturacdo pode ser considerado uma boa fonte de vitamina C
(CARVALHO et al., 2006).

De acordo com alguns estudos, pode ser fonte de compostos
potencialmente bioativos, como os flavonoides (catequinas e epicatequinas), com
propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anti-cancerigenas (PRADO et al.,
2015).

2.5 Laranja

A laranja, de nome cientifico Citrus sinensis (L.) Osbeck, é pertencente a
familia Rutacea, sendo de origem asiatica. E uma arvore de porte médio, a qual

pode chegar a 8 metros de altura. Seu tronco apresenta casca castanho-
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acinzentada, com a copa densa e arredondada. Suas folhas tém textura firme e
bordos arredondados, exalando um aroma caracteristico quando sdo maceradas. As
flores sdo pequenas, brancas e aromaticas. A laranja possui formato e coloragao
dependentes da variedade, mas geralmente a casca é de cor amarela, envolvendo
uma polpa aquosa de coloracdo que pode variar de amarelo-claro a vermelha
(VANDRESEN, 2007).

No Brasil, o periodo de frutificagdo concentra-se de abril a setembro. As
partes que compdéem a laranja sdo o flavedo, a por¢cdo mais externa e colorida da
casca; o albedo, parte interna esbranqui¢cada e esponjosa; os gomos revestidos por
membrana e preenchidos por pequenas vesiculas de suco e, por fim, as sementes
(VANDRESEN, 2007).

Com relagéo as caracteristicas agronémicas, existem diversas cultivares da
laranja e, dependendo das caracteristicas e das condi¢bes de solo e clima, estas
apresentam um ciclo de desenvolvimento variando de 10 a 16 meses entre o
florescimento (normalmente na primavera) e a maturacdo dos frutos. Podem ser
agrupadas como precoces, de meia-estacdo ou tardias, conforme o periodo de
maturacao. As laranjas colhidas durante o periodo de maturagdo costumam ser mais
doces e menos acidas (VANDRESEN, 2007).

Em condic¢bes climaticas ideais, a arvore comega a produzir no terceiro ano
de vida, tendendo ao aumento até o décimo ano, quando é considerada adulta.
Produz frutos, em média, até os seus 20 anos de idade, com safra anual de duracéo
entre 2 e 4 meses, de acordo com a variedade de copa e porta-enxerto. A laranja &
uma das frutas mais consumidas no Brasil, possuindo grande aceitagdo e precgo
razoavel (VANDRESEN, 2007).

As cultivares da laranja sdo: Westin, Rubi e Hamlin (precoces); Pera-Rio
(meia-estacao), Valéncia, Natal e Folha Murcha (tardias). A cultivar Pera-Rio, mais
comum no mercado, € menor, mais alongada que as outras cultivares, e com casca
lisa e fina, polpa suculenta e cor amarelo-avermelhada. A laranja Pera-Rio é muito
consumida in natura, mas também utilizada para preparar geleias e sucos. Seu
periodo de colheita é de julho a outubro (CITROSUCO, 2015).

A laranja (in natura) pode ser assim aproveitada: 49% suco, 46,5% farelo de
polpa citrica, 1,5% polpa, 1,5% 6leo, 1% terpeno citrico (D-limoneno) e 0,5%
esséncias. E fonte de vitamina C (acido ascorbico), além de beta-caroteno, folato
(vitamina B9), tiamina (vitamina B1) e potassio (CITROSUCO, 2015). Com relagéo
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ao acido ascorbico, a Instrugdo Normativa n° 1, de 7 de janeiro de 2000, que
regulamenta os padrdes de identidade e qualidade para suco de laranja, fixa o valor
minimo de acido ascorbico em 25mg/100mL (MAPA, 2000).

Para a safra 2013/14 a producdo comercial foi estimada em 327,8 milhdes
de caixas de 40,8 kg no estado de Sao Paulo, ndao estando incluidos 16,2 milhdes de
caixas de 40,8 kg ndo expressivas economicamente e perdas (CONAB, 2013).
Estima-se que, da producdo comercial, 85% foi destinada as industrias
processadoras de suco € 15% tiveram como destino o mercado in natura. Estes
percentuais sao distintos dos obtidos nos levantamentos anteriores devido a
dificuldade de comercializar a fruta de industria e de muitos produtores destinarem
suas frutas para o mercado in natura. A colheita é realizada entre os meses de maio
a fevereiro do ano seguinte, sendo que até a avaliagdo, realizada em novembro,
foram colhidos 84,0% dos frutos. Observa-se que os meses de maior colheita sao
setembro, outubro e novembro, totalizando 46,0% da colheita da dessa safra
(CONAB, 2013).

O Ministério da Agricultura estima um crescimento de 0,89% na taxa anual
de producéao desta fruta, em 2018/2019, o equivalente a 20,5 milhées de toneladas.
O subproduto mais vendido € o suco da laranja, mas o bagaco é negociado, assim
como outros subprodutos. 43% dos negoécios no setor sdo representados pela
exportacdo de sucos prontos para o consumo. O Brasil € autossuficiente na
producdo de laranja e se tornou um dos maiores polos mundiais de produgcao de
sucos de frutas. Do total destes sucos, 95,5% corresponde ao suco de laranja
(MAPA, 2015). O Quadro 3 apresenta a composig¢do quimica do suco de laranja da
cultivar pera e o Quadro 4 apresenta a composi¢cdo quimica média detalhada do

suco de laranja in natura, segundo USDA (2016).
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Quadro 3 - Composi¢éo do suco de laranja Pera por 100 grama de parte comestivel

SUCO DE LARANJA PERA COMPOSICAO POR 100 GRAMA
Umidade (%) 91,3
Calorias (Kcal) 33
Proteinas (g) 0,7
Lipidios (g) 0,1
Colesterol (mg) 0
Carboidratos (g) 7,6
Fibra Alimentar (g) Tragos
Cinzas (9) 0,3
Calcio (mg) 7
Magnésio (mg) 8

Fonte: TACO (2011), com modificagdes.




Quadro 4 - Composicao quimica média do suco de laranja in natura
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SUCO DE LARANJA FRESCO

VALORES POR 100 GRAMA

Agua (g) 88,3
Calorias (Kcal) 45,0
Proteina (g) 0,70
Lipidios totais (g) 0,20
Carboidratos, por diferenca (Q) 10,40
Fibra total (g) 0,20
Acucar total () 8,40
Minerais
Calcio (mg) 11,0
Ferro (mg) 0,20
Magnésio (mg) 11,0
Fésforo (mg) 17,0
Potassio (mg) 200
Sodio (mg) 1,0
Zinco (mg) 0,05
Vitaminas
Vitamina C (mg) 50,0
Tiamina (mgQ) 0,090
Riboflavina (mg) 0,030
Niacina (mg) 0,400
Vitamina B6 (mg) 0,040
Folato (ug) 30,0
Vitamina B12 (ug) 0
Vitamina A (Ul) 200
Vitamina E (mgQ) 0,04
Vitamina D (D2 + D3) (ug) 0
Vitamina K (ug) 0,1
Lipidios
Ac. Graxos saturados (mg) 0,024
Ac. Graxos monoinsaturados (mg) 0,036
Ac. Graxos polinsaturados (mg) 0,04

Fonte: USDA (2016), com modificagdes.

Sabe-se também que esta fruta citrica leva ao aumento da capacidade

antioxidante plasmatica, aumento das enzimas hepaticas antioxidantes e a redugao

da peroxidacao lipidica em modelos animais e humanos (FOROUDI et al., 2014).
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Nao sé6 a vitamina C e carotenoides presentes possuem atividade antioxidante,
como também uma classe especial de flavonoides conhecidos como flavanonas,
muito presentes na laranja (GUIMARAES et al., 2010).

2.6 Degradacgao do acido ascérbico (vitamina C)

As frutas, especialmente as citricas, assim como vegetais de folhas verde-
escuras, do tipo brocolis e couve, sdo grandes fontes naturais de vitamina C que
podem ser encontradas (PHILLIPS et al.,, 2010). A vitamina C, na sua forma
reduzida, é conhecida como acido ascérbico, ou acido L-ascérbico (AA). J& na sua
forma oxidada (reacéo reversivel), € chamada de acido L-dehidroascérbico (DHAA)
(TEIXEIRA; MONTEIRO, 2009). Nutricionalmente, a vitamina C € o somatério de AA
e DHAA (acido ascorbico total), sendo que o DHAA torna-se biologicamente ativo
ap6s sofrer redugdo nas células do trato gastrintestinal (TARRAGO-TRANI;
PHILLIPS; COTTY, 2012).

E considerada uma vitamina hidrossoltvel e termolabil, sofrendo oxidacéo
quando exposta ao ar (oxigénio molecular), ou seja, apresenta grande sensibilidade
durante o processamento e armazenamento (TARRAGO-TRANI; PHILLIPS; COTTY,
2012; SPINOLA et al., 2013).

O acido ascérbico (vitamina C), presente no suco de laranja, apresenta
grande sensibilidade aos processamentos empregados para conservagao, devido
justamente a esta instabilidade ao calor, sendo ela, inclusive, utilizada como um
indicador para se avaliar qual a retengado dos nutrientes nos produtos alimenticios
fontes de vitamina C, ap6s seu processamento industrial (TEIXEIRA; MONTEIRO,
2009).

Nao sé temperaturas elevadas e exposicdo ao ar, mas também o
armazenamento em temperaturas de congelamento, com o intuito de se estender a
vida-de-prateleira e manter as caracteristicas sensoriais e nutritivas, pode levar a
perdas nos teores de acido ascoérbico, assim como dos carotenoides presentes em
sucos de frutas fontes destes componentes. Em adi¢éo a isso, outras caracteristicas
podem ser alteradas durante o congelamento, como modificagdo de sabor e cor, o
que interfere na aceitagéo dos consumidores (CORTES et al., 2005).

Os sucos de frutas, ou bebidas mistas de frutas e vegetais podem ser fontes

de acido ascoérbico, principalmente se contiverem frutas citricas e vegetais, como a
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couve, mas a possivel degradacao rapida desta vitamina pode causar alteracdes
nutricionais e sensoriais nestes alimentos, o que merece uma atengcado maior por
parte de fabricantes de bebidas industrializadas, além do proprio consumidor
(TEIXEIRA; MONTEIRO, 2009). Considerando-se que a ingestdo diaria
recomendada (IDR) para adultos, de acordo com a ANVISA (BRASIL, 2004) € de 45
mg/ dia, faz-se necessario uma ingestdo adequada deste micronutriente pela

populacéo, sendo consumo destas bebidas uma alternativa interessante.

2.7 Compostos fendlicos e a saude

Diversas pesquisas indicam que metabdlitos secundarios (ou
fitoquimicos) produzidos pelas plantas, com funcdo de defesa contra insetos e
animais herbivoros, trazem beneficios para saude humana, sendo nutricionalmente
requeridos na dieta (ASAMI et al., 2003). Frutas e vegetais, tanto na forma in natura
como em seus produtos processados (café, cha, vinho tinto) contém quantidades
maiores ou menores destes fitoquimicos e que podem levar a redugédo do
surgimento e evolugdo de doencas cronicas, se consumidos frequentemente
(KAULMAN et al., 2014). Os alimentos vegetais sao compostos por diversos
compostos fendlicos, os quais apresentam amplo espectro de atividades funcionais.
No entanto o interesse atual esta voltado para os efeitos benéficos potenciais a
saude (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2008). Um interesse especial esta nas
evidéncias de sua potente atividade antioxidante e uma gama de propriedades
farmacologicas, incluindo atividade anti-cancer, anti-mutagénica, antioxidante e
inibicdo da agregacao plaquetaria (ASAMI et al., 2003; VIEIRA et al., 2011).

Com relagcdo a sua caracteristica antioxidante, os compostos fendlicos
exibem grande atividade antioxidante in vitro e in vivo, e seus efeitos benéficos séo
extensivamente relatados em modelos envolvendo estresses oxidativos causados
por dietas hipercolesterolémicas e aterogénicas, por exemplo. Estes compostos sao
capazes de reagir tanto com radicais livres (HO-, O2- -~ e RO-), quanto com radicais
peroxil, assim como sendo supressores de oxigénio singlet (EROs),
predominantemente em compartimentos celulares aquosos, como citosol
(KAULMANN et al., 2014), consequentemente reduzindo o dano oxidativo celular
(OLIVEIRA et al., 2009; PEREIRA et al., 2014; KIM, 2015).
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Dentre os compostos fendlicos, o grupo com mais constituintes
biologicamente ativos presentes em frutas e vegetais é dos polifenois. O conteudo
fendlico é geralmente maior em frutas do que em vegetais e € maior em frutas
imaturas do que nas maduras. As frutas geralmente mostram um declinio em
compostos fenolicos com amadurecimento, e um aumento na resposta ao estresse
como injurias e infecgbes fungicas (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2008).
Estudos epidemioldgicos correlacionam o aumento no consumo de vegetais
contendo antioxidantes fendlicos, e a diminuicdo da incidéncia de doencas
cardiovasculares e alguns tipos de cancer. Porém, o processamento e a preparagao
podem afetar estes fitoquimicos como, por exemplo, o tratamento térmico,
geralmente necessario antes do consumo. Também apresentam a caracteristica de
serem solUveis em agua, e o processamento neste solvente pode levar a lixiviagdo
dos fendlicos dos tecidos vegetais (KORUS; LISIEWSKA, 2011).

Mas n&o somente os polifenois sao soluveis em agua, como também o acido
ascoérbico, sendo comumente reconhecidos como os nutrientes e antioxidantes
naturais principais na dieta humana (KORUS; LISIEWSKA, 2011) e presentes em
varios sucos. Eles também contribuem aos atributos de sabor e cor das frutas e
vegetais e qualquer oxidacdo de polifenois ou do acido ascérbico pode levar ao
escurecimento destes sucos (KHANDPUR; GOGATE, 2015).

2.8 Aspectos antioxidantes de sucos e bebidas mistas

Com uma frequéncia consideravel e progressivamente maior, € possivel
encontrar no mercado diversos produtos com o apelo antioxidante, geralmente
bebidas ou frutas exoéticas. Também, a expansdo do mercado global e a competicéo
entre as industrias alimenticias fazem com que estas propriedades antioxidantes
presentes nestes alimentos e/ou bebidas, fagam parte da rotulagem nutricional,
inclusive (COSTA et al.,, 2012). Tais antioxidantes naturais, particularmente
presentes nas frutas e vegetais ganharam, nos ultimos anos, um maior interesse
entre seus consumidores, assim como dentro da comunidade cientifica, ja que
diversos estudos epidemioldgicos tém indicado que o consumo frequente destes
compostos com potencial bioativo esta associado a um menor risco de doenca
cardiovascular e cancer (THAIPONG et al., 2006).
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Basicamente, os antioxidantes sdo aqueles compostos quimicos auxiliares
na reducao e até prevencao dos danos oxidativos em moléculas orgénicas, como os
lipidios, as proteinas e os acidos nucleicos, causados por espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (COUTO; CANNIATTI-BRAZACA, 2010). Estas espécies
reativas sdo os chamados radicais livres e tém origem durante os processos
metabdlicos, sejam eles normais ou patogénicos, ou entdo sdo provenientes de
fontes exdgenas fisicas e quimicas.

Estédo envolvidas em mecanismos de transferéncia eletrbnica e em varios
processos bioquimicos, como a fagocitose, onde inibem o agente agressor por
oxidagcdo. Em excesso, os radicais livres podem causar danos celulares por ataque a
membranas, proteinas, polissacarideos e material genético, levando a alteragbes
funcionais e prejuizo das fungdes vitais em tecidos e 6rgaos, o que pode progredir
para doengas cronico-degenerativas como o cancer, além de doencgas
cardiovasculares, inflamacbes, disfungdes cerebrais e envelhecimento precoce
(OLIVEIRA et al., 2009; COUTO; CANNIATTI-BRAZACA, 2010).

O organismo humano tem a capacidade de inibir a acao dos radicais livres
por meio de enzimas regulatérias, mas quando este sistema regulatério nédo é
completamente efetivo, faz-se necessario uma ingesta de compostos antioxidantes
exdgenos para auxiliar no combate aos radicais livres (MARTINS et al., 2013).

Os efeitos de defesa dos antioxidantes exdgenos presentes em frutas e
produtos horticolas estao relacionados a trés grandes grupos: as vitaminas (C, E) os
compostos fendlicos (flavonoides e outros polifenois) e os carotenoides (THAIPONG
et al., 2006).

Alguns estudos relatam que as vitaminas C e E, selénio, polifenois e beta-
caroteno podem prevenir alguns dos processos envolvidos na progressao do cancer
e doencga cardiovascular (COSTA et al., 2012). No entanto, a contribuicdo precisa
destes componentes para manter a saude e retardar o surgimento de doencas é
incerta (PEREIRA, 2014).

Sucos verdes contendo frutas e vegetais como maca, laranja e folhosas
verde-escuras sdo considerados uma otima fonte de vitaminas e minerais. Tais
sucos sao popularmente conhecidos por introduzir antioxidantes a dieta, melhorar a
funcéo intestinal e ganho de massa magra corporal. Embora n&o haja estudos
mostrando o efeito destes sucos em sistemas biologicos, tem surgido grande

interesse entre os pesquisadores devido aos seus componentes com diferentes
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propriedades funcionais, como melhorar o sistema imune e reduzir a agao de
espécies reativas (que levam ao estresse oxidativo) contribuintes na progresséo de
muitas doengas (KOLODZIEJCZYK et al., 2012).

Na literatura ha estudos que avaliam a capacidade antioxidante de frutas e
sucos individualmente (ALMEIDA et al., 2011; WOOTTON-BEARD; MORAN; RYAN,
2011; KAULMANN et al., 2014; MIKOLALMAJCZYK et al., 2015), entretanto, o
consumo conjunto de frutas e vegetais, como em bebidas mistas, pode modificar
esta capacidade antioxidante da mistura, via interacées sinérgicas, aditivas ou
antagbnicas entre os componentes, o que pode alterar sua acéo fisiolégica. Tais
efeitos sinérgicos ou antagbnicos ainda sdo pouco explorados pela comunidade
cientifica, merecendo maior atencao (WANG et al., 2011; PORTO, 2015).

Para a quantificacdo ou estimativa da capacidade antioxidante em frutas e
vegetais, além de seus produtos e alimentos derivados, varios ensaios in vitro tém
sido frequentemente utilizados, incluindo o ensaio do radical 2,2-azinobis (3-etil-
benzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS*), o ensaio do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) e o ensaio do poder antioxidante redutor dos ions ferro (FRAP) (THAIPONG
et al., 2006). Basicamente os ensaios antioxidantes medem trés valores:

-Capacidade antioxidante: o numero total de elétrons doados ou as
moléculas-alvo convertidas por mol de antioxidante na reagdo completa, sob
determinadas condi¢cdes. Isto geralmente aproxima-se ao numero de grupos
hidroxila (OH) fendlicos, ou dois elétrons por grupo OH, embora nem sempre. A
exigéncia por uma reacao completa ignora a taxa de reacéo e cria uma espécie de
situacado “tartaruga e lebre” em que os antioxidantes da reacdo lenta com muitos
grupos fenol recebem as maiores classificagbes enquanto os antioxidantes da
reagao rapida com poucos grupos fenol podem ser muito subestimados ou mesmo
esquecidos.

-Atividade antioxidante: a concentracdo de antioxidantes necessaria para
fornecer uma taxa (razéo) ou o “tamanho” da reacao.

-Potencial antioxidante: um termo geral nebuloso usado para descrever a
expectativa de que um antioxidante possa eliminar radicais sob condi¢des
especificas. Este termo pode ser facilmente confundido com potencial
termodinamico, ou seja, a aplicagdo deste termo em ensaios antioxidantes tem sido
controversa (SCHAICH; TIAN; XIE, 2015).
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O ensaio de ABTS baseia-se na formacgéo do radical monocation ABTS™ (de
coloracédo verde intensa) pela oxidacdo da molécula ABTS em presenca de
persulfato de potassio, e consequente reducdo em presenca de compostos
antioxidantes (Figura 2). A atividade antioxidante do composto pesquisado se
resume na doacdo de hidrogénio ao ABTS™ formado, sendo esta uma reacgao
colorimétrica, pois ocorre descoramento proporcional a concentragdo de espécies
antioxidantes, o que é detectado espectrofotometricamente em comprimento de
onda 734 nm (SANCHEZ-GONZALEZ; JIMENES-ESCRIG; SAURA-CALIXTO,
2005).

Figura 2 - Estabilizagcao do radical ABTS™ por um antioxidante e sua formagé&o pelo
persulfato de potassio
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Fonte: BORGES et al. (2011).

O ensaio de DPPH consiste em avaliar a capacidade do composto
antioxidante em reagir com o radical livre DPPH". Este radical, ao contrario do
ABTS™, ndo necessita ser formado em reacdo anterior, apresentando cor violeta
intensa em 517 nm (maximo), e perdendo a coloracdo assim que os elétrons
desemparelhados do DPPH" sao capturados por moléculas antioxidantes presentes
na amostra (sendo reduzido). Esta diminuicdo de cor ¢é monitorada
espectrofotometricamente pelo decréscimo da absorbancia (OLIVEIRA et al., 2009).
Quanto maior o consumo de DPPH em uma amostra maior a sua atividade
antioxidante (BORGES et al., 2011). Entretanto, a presenga de compostos na
amostra em teste com espectros de absorgao que se sobreponham ao DPPH, a 517
nm, como carotenoides, pode tornar a interpretacdo dos resultados prejudicada
(PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).
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O ensaio de ABTS €& geralmente aplicavel em sistemas antioxidantes
hidrofilicos e lipofilicos, enquanto que o ensaio de DPPH & aplicavel a sistemas
hidrofébicos, devido ao seu radical ser dissolvido em meio orgéanico (KIM, 2015).

Ja o ensaio de FRAP avalia a atividade antioxidante da amostra a partir da
reagdo redox ocorrida entre um substrato (doador de elétrons) e ions Fe?®",
produzindo ions Fe?*. Esta redug&o leva a mudancga de cor do complexo Fe®* - TPTZ
(4,6-tripriridil-s-triazina), que se torna azul, absorvendo a radiacao eletromagnética
no comprimento de onda de 595 nm (MARTINS et al., 2013).

Essencialmente, ndo ha muitas diferengas entre o ensaio de ABTS e o de
FRAP, exceto que o primeiro é realizado sob pH neutro e o segundo, sob condi¢des
acidicas (pH = 3,6) para manter a solubilidade do ferro e necessita de tempo maior
de reacdo. O FRAP se baseia na reducgédo do ferro e ndo na captura de radicais
livres, como ABTS e DPPH (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

Ha diferencas entre os ensaios quanto ao mecanismo de reacdo, as
espécies-alvo, as condigdes reacionais € na forma como se expressam o0s
resultados. O fato de tamanha diversidade ndo permite que se tenha metodologias
universais para todas as amostras, o que implica na necessidade em se mensurar a
capacidade antioxidante por mais de um ensaio, de fundamentos e mecanismos de
acado distintos (HUANG; OU; PRIOR, 2005; OLIVEIRA et al., 2009; COUTO;
CANNIATTI-BRAZACA, 2010). Cada método possui sua propria escala de valores, o
que nao permite a comparacgao entre numeros absolutos (OLIVEIRA et al., 2009).

Um dos principais pontos questionaveis sobre os ensaios in vitro esta no fato
de que conhecer as propriedades antioxidantes dos alimentos nao indica
necessariamente sua capacidade antioxidante in vivo. Como ja dito, o efeito
sinérgico (cooperac¢ao) de um conjunto de antioxidantes pode ser maior que a soma
da atividade de um antioxidante individual. A atividade antioxidante, nestes métodos,
€ considerada como uma caracteristica global do alimento, ndo se levando em
consideracao a sua composi¢do molecular (LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013;
SCHAICH; XIE, 2015).

Com o uso de ensaios in vivo estudam-se alguns aspectos de
biodisponibilidade do antioxidante em potencial, como ingestdo, metabolismo e seu
transporte pelas membranas, importantes ao se avaliar a sua efetividade no meio
biolégico. O ensaio da atividade antioxidante celular (CAA), utilizado para extratos

alimentares e suplementos, € um exemplo que pode ser aplicado, pois avalia-se o
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poder regulador do antioxidante sobre enzimas detoxificantes, modulagcdo da
sinalizacdo redox celular e expressdo génica, isto é, se o composto tem a
capacidade de reduzir o estado oxidativo celular (LOPEZ-ALARCON; DENICOLA,
2013). Estudar a atividade citoplasmatica de enzimas antioxidantes, como a
superéxido dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase € uma forma possivel de
se avaliar a atividade do composto antioxidante in vivo (PEREIRA et al., 2014).
Outro modelo interessante de estudo da atividade antioxidante de compostos é com
o uso de leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae, avaliando-se a
sobrevivéncia de células tratadas com os antioxidantes em presenca e auséncia de
agentes estressores, como apomorfina e paraquat (SOARES, ANDREAZZA E
SALVADOR, 2004).

2.9 Conservacgao de bebidas por congelamento e refrigeragao

Frutas e vegetais, assim como bebidas mistas de frutas e vegetais, sao
alimentos muito pereciveis, o que explica a necessidade em se utilizar de métodos
de conservagao, como o congelamento e a refrigeracéo.

O congelamento € 0 modo mais comum em se manter a qualidade dos
produtos. Tem-se por certo que as mudancas mais importantes em termos
nutricionais nos alimentos sdo devido ao tempo em que sao estocados a esta
temperatura. Porém, o congelamento nao previne o desenvolvimento de off-flavour e
deterioracdo de cor e textura em vegetais congelados, porque os sistemas
enzimaticos permanecem ativos mesmo em temperaturas abaixo de zero (CORTES
et al., 2005). De acordo com Kaulmann et al. (2014) e Cortés et al. (2005) o suco de
laranja também pode sofrer por diversas reagbes de deterioragdo durante a
armazenagem, como degradacdo do acido ascorbico, redugdo de sua turbidez
caracteristica, deterioragdo microbiana, desenvolvimento de “off-flavour’, mudangas
na cor, textura e aparéncia. Tudo isso resulta na perda da qualidade do produto.

Basicamente o congelamento é caracterizado por uma reducdo da
temperatura dos alimentos para abaixo do seu ponto de congelamento, com a
formagdo de cristais de gelo, aumentando assim o tempo de conservagao por
reduzir a atividade da agua (REQUE et al., 2014). Apesar de certas alteragbes

ocorrerem em tempos de congelamento longos, o objetivo de se conservar pelo uso
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do frio, ndo s6 para o suco de laranja, mas para qualquer bebida, € estender a vida-
de-prateleira e retardar alteracdes em caracteristicas sensoriais e nutritivas, como a
vitamina C.

O teor de acido ascorbico, além de ser um indicador de valor nutricional,
pode ser usado, no caso de sucos congelados, como um indice confiavel e
representativo para se estimar a deterioracdo do produto, monitorando-se as quedas
no teor da vitamina ao longo do tempo de armazenamento (CORTES et al., 2005).

Considerando-se estudos sobre o efeito da refrigeragdo em propriedades
fisico-quimicas e no teor de vitamina C, alguns estudos s&o encontrados, como em
Borges et al. (2011), com suco de abacaxi "Pérola”, os quais avaliaram alteragbes
em algumas propriedades fisico-quimicas e na vitamina C, ao longo de
armazenamento sob temperatura ambiente e refrigeracdo, até 48 horas apoés
preparo. Nele, percebe-se as diferengcas entre armazenar a bebida sem e com
refrigeracdo, conservando-se suas caracteristicas iniciais por um tempo maior
quando se usa o frio como método de conservacdo. Cunha et al. (2014) também
analisaram a estabilidade fisico-quimica e teor de vitamina C em sucos de frutas
frescas sob diferentes formas de armazenamento, incluindo temperaturas abaixo de
10 °C, por até 24 horas, confirmando também que o uso da refrigeracdo permite
uma maior conservagao de suas propriedades em curto periodo de tempo.

Porém, quando se leva em consideracdo a capacidade antioxidante de
sucos contendo frutas e/ou vegetais, pouca informacéo ainda esta disponivel sobre
a perda desta propriedade devido ao processamento e a estocagem sob
temperatura de refrigeracao (+ 4 °C), principalmente algumas horas apds o preparo.
Existem estudos sobre o decaimento do teor de vitamina C, em diversas bebidas,
apo6s algumas horas ou dias, mas o efeito desta queda sobre as propriedades
antioxidantes destes produtos ainda nao foi bem explorado cientificamente. Quanto
aos compostos fendlicos totais, também poucos estudos existem, como o de Kim
(2015), o qual relata que sucos de vegetais apresentam caracteristicas flutuantes na
concentragédo destes bioativos, ao longo de alguns dias armazenados a 4 °C, o que
influenciaria na capacidade antioxidante dos sucos.

Dessa forma, merece mais atencdo o estudo de tempos mais curtos de
armazenamento com o uso do frio e seus efeitos na atividade de compostos

potencialmente bioativos e com acdo antioxidante em bebidas de frutas e/ou
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vegetais, levando-se em conta a informagdo corrente de que necessitam serem

consumidas imediatamente apos o preparo.

2.10 Aspectos sensoriais de sucos e bebidas mistas

A industria tem desenvolvido novas apresentacbes de sucos e bebidas
mistas baseadas em frutas e vegetais, as quais atraem dia apds dia, mais
consumidores (CARMO; DANTAS; RIBEIRO, 2014).

No entanto, as caracteristicas sensoriais de um produto novo exercem um
grande impacto na determinacdo da sua aceitacéo e escolha dos consumidores e,
em grande parte influenciam suas decisdes de compra. A analise sensorial, dessa
forma, € um dos métodos mais amplamente utilizados na avaliacéo de alimentos e
para o desenvolvimento bem-sucedido de produtos novos.

A analise sensorial € uma disciplina cientifica muito utilizada na area de
desenvolvimento de novos produtos, principalmente alimentos e, de acordo com
ABNT (1993) tem o intuito de “evocar, medir, analisar e interpretar reacbes das
caracteristicas dos alimentos e materiais, como s&do percebidos pelos sentidos da
visao, olfato, gosto, tato e audicao”. A caracterizagdo sensorial € muito importante
no acompanhamento de todas as etapas de processo de desenvolvimento de um
novo produto alimenticio, e também influencia a aceitacdo e intencdo de compra
pelo publico consumidor (TUORILA; MONTELEONE, 2009).

As metodologias utilizadas para essa caracterizagdo sensorial sao

classificadas, de acordo com Dutcosky (2013) em:

o Métodos discriminativos: testes de diferenca (comparagdo pareada,
comparag¢ao multipla, triangular, teste "A” ou "'ndo A”) ou os testes de sensibilidade
(estimulo constante, teste de diluicdo e outros). Estes métodos servem para
diferenciacao qualitativa e/ou quantitativa entre as amostras.

o Métodos descritivos: testes de avaliagcédo de atributos (com uso de
escalas), perfil de textura, analise descritiva quantitativa (ADQ), tempo-intensidade e
outras). Utilizados para descrever caracteristicas qualitativas ou quantitativas da

amostra.
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o Métodos afetivos: testes de comparacéo pareada, ordenacéo, escala
heddbnica, escala de atitude. Permitem que o avaliador expresse qual a sua opiniao

pessoal sobre a amostra analisada.

Os testes afetivos séo utilizados para se conhecer a opinido de um
determinado grupo de consumidores sobre um produto especifico (“populagao-alvo
do produto”). Essa opinido pode ser dada com relagdo ao produto de uma forma
global ou a caracteristicas especificas, tais como aparéncia, aroma, sabor e textura
(CHAVES; SPROSSER, 2001).

Dentre tais atributos, a aparéncia visual € geralmente o primeiro item a ser
avaliado pelos consumidores, podendo indicar, inclusive, a qualidade e/ou frescor
dos alimentos. A cor observada também pode afetar a percep¢do que o consumidor
tem sobre o alimento e a expectativa de como sera seu sabor ou aroma
(KAIMAINEN et al., 2015).

Os métodos subjetivos ou afetivos sé&o importantes para se determinar o
quanto uma populacdo gostou de um determinado produto, avaliando-se, assim, a
preferéncia ou aceitabilidade (DUTCOSKY, 2013).

Buscam-se consumidores que se incluam como publico-alvo ou
consumidores em potencial do produto. Dessa forma, a selecdo da equipe em
testes afetivos ndo estd associada a capacidade do julgador de discriminar
amostras ou descrever atributos de um produto. Um dos critérios de escolha dos
avaliadores que podem ser utilizados € a frequéncia de consumo do produto em
questado (DELLA LUCIA; MINIM; CARDELLO, 2006).

Os testes afetivos podem ser classificados em testes qualitativos e testes
quantitativos. Dentre as diversas técnicas, as mais utilizadas para os testes
qualitativos sé&o:

- grupos focais

- técnicas etnograficas — baseadas na observagao

Ja os testes quantitativos séo divididos em duas classes principais:

-testes de preferéncia: pareado, ordenagdo, pareado ou ordenacgao

multiplos;
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-testes de aceitac&o: aceitabilidade, avaliagdo hedonica, escala just-about-
right (escala do ideal), avaliacdo dos atributos (diagnostico), heddnica, intensidade
(DUTCOSKY, 2013).

As escalas hedbnicas sdo empregadas para avaliar o quanto o julgador
gostou ou desgostou de uma determinada amostra, servindo para a analise de
preferéncia e aceitabilidade dos consumidores (DUTCOSKY, 2013).

A escala hedbnica tradicional foi desenvolvida por Jones, em 1955, e por
Peryam e Pilgrim (1957) para analise de preferéncia e aceitabilidade dos
consumidores. Ela consiste em uma escala de 9 pontos, sendo os extremos da
escala: 1- desgostei muitissimo e 9- gostei muitissimo (DUTCOSKY, 2013).

A escala hedbnica hibrida é uma escala linear resultante da
combinagdo das escalas estruturadas e néo estruturadas. A fim de ser mais
favoravel ao consumidor do que a escala nao estruturada, € ancorada com rétulos
afetivos verbais nas regibes média e nos extremos da escala (VILLANUEVA,
PETENATE; SILVA, 2005). E uma escala linear que varia de 0 a 10 centimetros,
ancorada com rétulos verbais nas regides média (5 = ndo gostei nem desgostei) e
extremos da escala (0 = desgostei muitissimo; 10 = gostei muitissimo). As porgbes
restantes sdo marcadas com pontos equidistantes, de modo a melhor definir o grau
e a orientacao da continuidade hedénica (VILLANUEVA; PETENATE; SILVA, 2005).

A escala hedonica hibrida possui as seguintes vantagens sobre a escala
hedbnica tradicional: (i) ndo é limitada a um numero restrito de categorias, isto é, o
julgador pode usar qualquer parte da escala para atribuir os seus valores heddnicos.
Isto possivelmente aumenta o poder discriminativo da escala, devido ao fato de os
membros da equipe terem mais liberdade para escolher o grau de aceitabilidade, (ii)
reduz o erro psicolégico de habituacéo, incentiva o julgador para fazer a sua
avaliagdo de forma criteriosa e consciente, (iii) reduz ou elimina os efeitos
numeéricos e contextuais, favorecendo a sua utilizagcdo em estudos transculturais,
(iv) uma vez que esta escala gera dados continuos, e é possivel que os dados
sejam utilizados de forma mais segura para uma variedade de analises estatisticas
paramétricas e nao-paramétricas (VILLANUEVA; PETENATE; SILVA, 2005).

Dada a importancia da analise sensorial, inclusive para bebidas mistas
diversos estudos, na literatura, tanto em dissertagbes e teses, quanto em artigos

cientificos, estao disponiveis. Seguem alguns exemplos: Pereira et al. (2009)
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avaliou a aceitagdo sensorial com escala hedbnica de nove pontos e intencéo de
compra com escala de cinco pontos em formulagdes de bebida mista a base de
agua de coco, polpa de abacaxi e acerola; Porto (2015) realizou testes de aceitagao
com uma bebida mista de laranja e beterraba, assim como Randazzo et al. (2016), o
qual avaliou sensorialmente bebidas fermentadas com diversas frutas do
mediterraneo e kefir. Também, Bieganska-Marecik et al. (2017) avaliaram a
qualidade sensorial de bebidas preparadas com suco de macéa e folhas de couve,
(congeladas ou secas por atomizagao), avaliando-se os atributos cor, aroma, sabor
e textura por meio de uma escala de 0 (altamente indesejavel) a 10 cm (altamente

desejavel).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

- Elaborar uma formulacdo de bebida mista de frutas e outros vegetais que seja
sensorialmente apreciada e determinar o efeito do armazenamento sob
congelamento e refrigeracdo sobre as propriedades antioxidantes, fisico-quimicas,

teor de acido ascérbico e aceitacao sensorial.
3.2 Objetivos especificos
- Elaborar uma formulag¢ao de bebida mista de frutas e outros vegetais.

- Verificar o efeito do armazenamento em temperatura de congelamento (-18 °C) e
temperatura de refrigeracédo (4 °C) sobre as propriedades antioxidantes, fisico-
quimicas (acidez total titulavel, solidos soluveis totais (°Brix), pH, cor, teor de acido

ascorbico, fendlicos totais), aceitacdo sensorial e intengdo de compra.

- Verificar seguranca microbiolégica da bebida mista com contagem de coliformes

termotolerantes (45 °C), além de bolores e leveduras.



43

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Teste preliminar

Anteriormente a realizagcdo das analises definitivas, foram feitos testes
preliminares para se ajustar a formulagdo da bebida mista. Também foram feitas
analises com a bebida mista, para a avaliagado do tempo necessario para a execugao
completa do projeto e qual o tempo de armazenamento sob baixas temperaturas,
além de se verificar se as metodologias escolhidas para as andlises foram

compativeis e factiveis nas condigbes da pesquisa e dos laboratérios.

4.2 Componentes da bebida mista

A escolha dos componentes da bebida teve como base formulagbes de
sucos “verdes” descritos na midia (produtos disponiveis no mercado, jornais, revistas
e outros). A bebida mista foi preparada utilizando-se os seguintes componentes:
couve-manteiga (Brassica oleracea L. var. acephala), gengibre (Zingiber officinale
Roscoe), laranja Pera Rio (Citrus sinensis) e agua de coco (Cocus nucifera). A agua
de coco utilizada foi da marca comercial SOCOCO®, em embalagem UHT, de
composi¢do: agua de coco natural, sacarose (menos de 1% para padronizagéo do
produto) e antioxidante INS 223 (metabissulfito de sédio). Todos os componentes
foram obtidos na cidade de Arapongas-Parana, e a bebida mista foi preparada e
analisada nos laboratoérios do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
da Universidade Estadual de Londrina. A cada novo preparo do suco, 0s
componentes: couve e gengibre foram pesados, mantendo-se assim a uniformidade
de proporgéo dos sucos. Os volumes de suco de laranja e agua de coco foram os

mesmos a cada novo preparo.

4.3 Formulagao da bebida mista

O preparo da bebida seguiu as boas praticas de fabricagéo, cuja formulagcao

esta disposta no Quadro 5.
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Quadro 5 — Formulagao da bebida mista de frutas e vegetais

Componentes Massa ou volume (para 300 mL de bebida)
Agua de coco 200 mL
Suco de laranja 100 mL
Folhas de Couve — manteiga 10 grama
Gengibre 1,5 grama

Fonte: o proprio autor.

Inicialmente, as folhas da couve-manteiga passaram por selecéo,
descartando-se as folhas machucadas, amareladas, quebradigas etc. Entdo foram
lavadas em agua corrente e apds foram sanitizadas com descontaminante para
hortifruticolas Hidrosteril® ficando imersas por 15 minutos. Posteriormente foram
enxaguadas para retirar o excesso do sanificante. As laranjas e o gengibre também
foram lavados e sanitizados.

Para o preparo da bebida mista, foram retirados os talos das folhas da
couve-manteiga, aproveitando-se apenas o restante das folhas. A quantidade de
folhas utilizadas foi padronizada a cada nova preparacdo da bebida, pesando-se
sempre a mesma quantidade. O gengibre, descascado também foi adicionado. Foi
obtido, por fim, o suco de laranja, espremendo-se as frutas com uso de espremedor
manual. Todos os componentes foram misturados a agua de coco em liquidificador,
até que se obtivesse uma mistura homogénea (em torno de dois minutos de
batimento moderado). O suco foi coado em tecido de voil, por fim, para retirada de
particulas maiores que prejudicassem os ensaios e dificultassem a ingestdo pelos
avaliadores. A bebida mista foi acondicionada em frascos de vidro de 50 mL com
tampa de rosca ou em frascos de plastico de 200 mL (para analise sensorial) e

armazenada sob congelamento ou refrigeragéo (Figura 3).




Figura 3 - Etapas de preparo da bebida mista
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O estudo do efeito do armazenamento consistiu em duas etapas. Na

primeira avaliou-se o efeito do congelamento por até sete dias, onde as amostras da

bebida mista recém-preparada e apés congelamento (-18 °C) foram caracterizadas

quanto a atividade antioxidante e fisico-quimicamente.




46

Na segunda avaliou-se o efeito da refrigeragdo e constou de dois
experimentos, um com duracéo de sete horas e outro, de 25 horas. Para esta etapa,
uma nova preparacéo de bebida mista foi feita, armazenando-se as amostras em
refrigerador doméstico (x4 °C) sob tempos diferentes: recém preparada ou tempo
zero,1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 horas (Experimento 1). No Experimento 2, uma nova
preparacao da bebida mista foi armazenada por 0, 10, 13, 16, 19, 22 e 25 horas a
4 °C.

Apds o periodo de refrigeracdo, as amostras foram armazenadas em
congelador doméstico (-18 °C) até a realizacdo das analises (periodo inferior a sete
dias) das propriedades antioxidantes, fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais.
A bebida do tempo zero era preparada e logo em seguida, congelada. As amostras

eram descongeladas em geladeira momentos antes das analises.

4.5 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Para as analises fisico-quimicas, exceto a analise de cor, as amostras de
bebida mista foram centrifugadas a 4700 rpm por 20 minutos, em centrifuga

refrigerada a 10 °C, utilizando-se o sobrenadante para as analises.

DETERMINACAO DE COR

Os parametros de cor (L*, a* e b*) CIELab® da bebida mista foram
determinados em um colorimetro de reflectancia Minolta® CR-300. Neste sistema,
valores de a* positivos indicam a cor vermelha e valores negativos, a cor verde
(espectro vermelho-verde). Valores de b* positivos indicam o componente amarelo,
e negativos, o componente azul (espectro amarelo-azul). L* é uma medida
aproximada de luminosidade, onde o zero € o preto e 100 o branco (LEAHU et al.,
2013). Para a Etapa 1 do estudo, calculou-se a tonalidade cromatica (h°) = 180° +
arctang (b*/a*), sendo 0° = vermelho puro, 90° = amarelo puro, 180° = verde puro e
270° = azul puro, para amostras de a* <0 e b* > 0 (RANDAZZO et al., 2016).
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DETERMINAGAO DE pH

O pH das bebidas mistas foi avaliado utilizando-se pHmetro digital Mettler
Toledo® a temperatura ambiente, tendo sua calibragéo previamente verificada com o
uso de tampdes fosfato 4,0 e 7,0, conforme AOAC (1995).

TEOR DE SOLIDOS SOLUVEIS EM ‘BRIX

A determinacg&o de sdlidos soluveis foi estimada pela medida de seu indice
de refragdo, com refratdmetro digital portatil, marca Atago ©, modelo PAL — BX/RI, de
acordo com AOAC (1995).

ACIDEZ TOTAL TITULAVEL POR VOLUMETRIA POTENCIOMETRICA

A acidez total das amostras foi determinada por titulacdo, com solugbes de
hidroxido de sodio NaOH (0,01Mol/L) até pH 8,2 - 8,4, conforme metodologia
descrita pela AOAC (1995). Os resultados foram expressos em grama de acido

citrico/ mL de bebida.
TEOR DE ACIDO ASCORBICO

O teor de acido ascorbico foi determinado titulometricamente pelo método de
Tillmans, de acordo com a metodologia descrita pela AOAC (1995), o qual se baseia
na reducéo do corante sal sédico DCFI (2,6-diclorofenol indofenol) na presencga de

acido ascorbico.

DETERMINAGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método Folin-
Ciocalteau, conforme descrito por Swain & Hills (1959), com algumas modificac¢des.
Neste método ocorre a redugdo do reagente de Folin pelos compostos fendlicos

formando um complexo azul, que absorve no comprimento de 760 nm.

A amostra foi diluida a 20% com a mistura etanol : agua 80%, anteriormente

as analises. Uma aliquota de 0,5 mL de amostra foi adicionada a 2,5 mL de solugao
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aquosa de Folin-Ciocalteau a 10%. Adicionou-se a mistura 2 mL de carbonato de
sbédio a 7,5%, incubando-se em a 50 °C por 5 min. Apdés, esfriou-se em banho de
gelo até temperatura ambiente. A absorbancia foi lida a 760 nm em
espectrofotometro UV/VIS, utilizando-se etanol como branco. A partir da curva-
padrao de acido galico, de concentragbes de 20 a 70 pg de acido galico/mL, foi
calculada a concentracao total de fendis, expressos em equivalentes de acido

galico/mL de amostra (ug EAG/mL).

DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para a determinacdo da atividade antioxidante da bebida mista, por meio
dos métodos de ABTS, DPPH e FRAP, utilizou-se do mesmo preparo das amostras

ja explicitado na metodologia de determinagcédo de compostos fendlicos totais.

e ENSAIO ABTS

O ensaio ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) foi
realizado de acordo com a metodologia descrita por Sanchez-Gonzales; Jiménez-
Escrig; Saura-Calixto (2005). O radical ABTS foi gerado pela mistura de 7 mMol/L de
ABTS com 2,45 mMol/L de persulfato de potassio, seguido de armazenamento no
escuro a temperatura ambiente durante 16 h antes do emprego. O radical formado
foi diluido com tampéao fosfato a pH 7,4 até absorbancia de 0,70 £ 0,02 a 730 nm em
espectrofotometro UV/VIS. A amostra diluida 1:5 (etanol 80%) (10 pL) foi misturada
com a solugédo de ABTS (4 mL), e apds seis minutos, depois a absorbancia foi lida
(730 nm). A curva-padrédo foi construida com solu¢des-padréo de Trolox, de
concentragbes de 75 a 2000 pg/mL. Os resultados foram expressos em puMol de
Trolox/mL.

e ENSAIO DPPH

O ensaio DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) foi conduzido de acordo com
Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Em um tubo de ensaio foram misturados
1,0 mL de tampéo acetato de sédio 100 mMol/L em pH 5,5; 1 mL de etanol absoluto,

0,5 mL de solugéo etandlica de DPPH 250 ymol/L e 50 yL da amostra diluida. Os



49

tubos de ensaio foram mantidos a temperatura ambiente durante 30 min, no escuro,
e a absorbancia da solucdo foi lida a 517 nm em espectrofotdmetro UV/VIS. Um
controle positivo contendo todas as solugdes, exceto a amostra, foi utilizado. Para as
analises da Etapa 1, os resultados foram expressos em ug de TroloxmL Para a
Etapa 2, os resultados foram expressos em porcentagem de inibigdo, calculada em
relacdo a um controle, conforme a Equacédo 1. Em ambas, construiu-se uma curva

padrao de Trolox, de concentragdes 25 a 200 ug Trolox/mL.

Inibigdo (%) = Absorbancia do controle — Absorbancia da amostra x 100  Equag&o 1

Absorbéancia do controle

e ENSAIO FRAP

O ensaio FRAP (poder de redugédo dos ions ferro) foi realizado de acordo
com Benzie e Strain, 1996. O reagente FRAP foi preparado misturando-se o tampéo
acetato (0,3 mol/L), TPTZ (10 mmol/L) e FeCls.6H20 (20 mmol/L) na proporgéo 10:
1: 1. Para um volume de 30 pL da bebida diluida, foram adicionados 90 uL de agua
destilada e 900 pL do reagente FRAP a tubos de ensaio, que foram
homogeneizados em agitador de tubo, sendo a mistura mantida no escuro durante
30 min a 37 °C. Um branco, sem amostra, foi preparado. A leitura da absorbancia foi
a 595 nm, em espectrofotdmetro UV/VIS. Os resultados, expressos em pmol de
Trolox'mL de amostra, foram calculados a partir da curva-padrédo de Trolox, de

concentragbes 50 a 600 umol/L.

4.6 AVALIAGAO MICROBIOLOGICA

As amostras da bebida mista de tempos 0, 13 e 25 horas de refrigeragéao
(Experimento 2 da Etapa 2) foram avaliadas quanto ao seu numero mais provavel
(NMP/mL) de coliformes a 45 °C e contagem de bolores e leveduras, de acordo com
Brasil (2003).
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4.7 ANALISE SENSORIAL

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres
Humanos da  Universidade  Estadual de Londrina (UEL) (CAE:
50936015.5.0000.5231, parecer n° 1.356.412 de 08/12/2015). Amostras das bebidas
refrigeradas por 0, 13 e 25 horas foram avaliadas quanto a aceitacéo de atributos e
intencdo de compra por uma equipe de avaliadores nao-treinados (consumidores)

que aceitaram participar do teste.

4.7.1 Perfil dos Avaliadores

Uma equipe de 95 individuos nao-treinados, na sua maioria alunos de
graduacgéo e poés-graduacado do Centro de Ciéncias Agrarias da UEL, foi recrutada
por meio de convite pessoal para participar do teste, apds a exposicéo e objetivos do
projeto e por serem consumidores regulares de sucos em geral.

Aqueles que aceitaram participar do teste foram esclarecidos quanto ao
produto e procedimentos do teste, conforme o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido - TCLE (Anexo A). Também foi solicitado aos participantes que
respondessem a um questionario (Anexo B), com perguntas sobre os dados
pessoais e de consumo de sucos de frutas e de bebidas preparadas com outros
vegetais. No Quadro 6 esta o perfil dos avaliadores que participaram do teste

sensorial de aceitacao.
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Quadro 6 - Perfil dos avaliadores do teste sensorial de aceitacao

Perfil dos avaliadores

Experimento

Sexo

64,2% do sexo feminino e 35,8% do sexo masculino.

Idade

19% com 16-20 anos; 44,2% com 21-25 anos; 27,3%

com 26-30 anos; 10,5% com mais de 31 anos.

Escolaridade

1% ensino fundamental completo; 44,2% ensino médio

completo; 54,7% pelo menos ensino superior completo.

Frequéncia de consumo

de suco de frutas

34,7% consumo diario; 50,5% semanal; 3,15% mensal;

11,58% eventualmente.

Frequéncia de consumo
de suco de frutas e

hortalicas

20% consumo frequente; 45,2% consumo moderado;

30,5% ocasionalmente; 4,21% nunca consomem.

Apreciacao de suco de

laranja

97,9% gostam; 2,1% nao gostam nem desgostam.

Apreciacao de agua de

CoCo

76,8% gostam; 13,68% nao gostam nem desgostam;

10,52% nao gostam.

Apreciacao de suco

contendo couve

57,9% gostam; 31,58% n&o gostam nem desgostam;

4,21% nao gostam; 6,31% nunca provaram.

Apreciacao de bebidas

contendo gengibre

50,5% gostam; 25,2% n&o gostam nem desgostam;

15,79% nao gostam; 9,47% nunca provaram.

Frequéncia de consumo
de couve sem ser em

Sucos

88,4% consomem; 10,52% nao consomem.

Frequéncia de consumo
de gengibre sem ser em

SuUcos

69,47% consomem; 29,47% nao consomem.

Fonte: o proprio autor

4.7.2 Condigoes da Analise Sensorial

O teste de aceitagdo da bebida mista foi realizado em cabines individuais,
sob luz branca e temperatura ambiente no Laboratorio de Analise Sensorial do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (UEL).
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Para o teste, 30 mL da bebida foram servidos em copos de acrilico de 50
mL, codificados com numeros de 3 digitos aleatérios, de forma monadica e
sequenciada, a temperatura aproximada de 4 °C e em Unica sessdo. Agua potavel a
temperatura ambiente foi utilizada para a limpeza da boca antes e apds a avaliagéo
da bebida.

4.7.3 Teste de Aceitacao

A aceitacdo da bebida mista foi avaliada pelos testes de aceitagdo de
atributos (aparéncia, aroma, sabor, textura e aceitacdo global) e de intengdo de
compra. A aceitagdo de cada atributo foi avaliada por meio da escala hedbnica
hibrida de 10 cm, onde 0 corresponde a desgostei extremamente e 10 gostei
extremamente, proposta por Villanueva, Petenate e Silva (2005). A intencéo de
compra foi avaliada com uma escala de cinco pontos, em que 5 representa
certamente compraria e 1 certamente ndo compraria (STONE; SIDEL, 2004) (Figura
4).
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Figura 4 - Ficha do teste de aceitagcao sensorial de bebida mista de frutas e vegetais

Ficha de Avaliagao da bebida mista de frutas e vegetais

Nome: Data:

Vocé esta recebendo uma amostra de bebida mista. Por favor, prove-a e marque um
traco vertical em qualquer ponto da escala (inclusive entre os pontos) onde melhor
representa quanto vocé gostou ou desgostou em relagdo a aparéncia, aroma, sabor,

textura e aceitagéo global.

AMOSTRA:
Aparéncia 0 . ' ) . ' ' ' 10
Desgostei N&o gostei nem Gostei
extremamente Desgostei extremamente
Aroma == : 5 ' ' ' ' 10
Desgostei N&o gostei nem Gostei
extremamente Desgostei extremamente
Sabor
0 (] L] 5 L) L] . L} 10
Desgostei N&o gostei nem Gostei
extremamente Desgostei extremamente
[
Textura 0 . ' 5 . ) ; ' 10
Desgostei N&o gostei nem Gostei
extremamente Desgostei extremamente
. 0 (] " 5 L} L] (] L] 10
Aceitacao Desgostei N3o gostei nem Gostei
global extremamente Desgostei extremamente

by

Na escala abaixo, assinale sua opinido em relagdo a intencdo de compra desta
bebida.

( ) 5 - Certamente eu compraria

( ) 4 - Provavelmente eu compraria

( ) 3 - Talvez eu compraria / Talvez eu ndo compraria

( ) 2 - Provavelmente eu ndo compraria

( ) 1- Certamente eu ndo compraria

COMENTARIOS:
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4.8 Delineamento Experimental e Analise Estatistica

O delineamento experimental da Etapa 1 (experimento de congelamento da
bebida mista) foi inteiramente casualizado, com trés repeti¢cdes, sendo que, em cada
repeticdo do experimento, foram realizadas duas determinagdes de cada analise.
Foram realizadas analise de variancia, teste F e teste de Tukey. Para a Etapa 2
(Experimentos 1 e 2 de refrigeracéo ao longo de sete e de 25 horas), os dados (n =
6) foram tratados por analise de regresséo. Para a analise sensorial, empregou-se 0
delineamento de blocos completos casualizados, e os dados tratados por ANOVA de
(tratamentos = amostras refrigeradas em diferentes tempos e blocos = avaliadores)

e teste de Tukey. O nivel de significancia considerado foi p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ETAPA 1 - CARACTERIZAGAO DA BEBIDA MISTA DE FRUTAS E VEGETAIS
E EFEITO DO CONGELAMENTO SOBRE AS CARACTERISTICAS FiSICO-
QUIMICAS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As caracteristicas fisico-quimicas, tais como teores de soélidos soluveis
totais, acidez titulavel, pH e cor, podem ser consideradas indicadoras das
caracteristicas sensoriais, importantes no consumo da bebida mista, assim como

para a sua industrializacdo (DANIELI et al., 2005).

5.1.1 Cor da bebida mista

Os valores dos parametros de cor L*, a* b* e tonalidade cromatica (h°)
estdo apresentados na Tabela 1. Os valores de luminosidade (L*) da bebida mista
mantiveram-se em torno de 33, indicando que a bebida possui uma baixa
luminosidade, ou seja, estd mais distante do branco (100). Neste caso, este valor
pode ser explicado pela quantidade de pequenas particulas dispersas na bebida
(provenientes dos ingredientes) que impedem a passagem de luz. Assim, o valor
observado né&o indica uma luminosidade préxima do preto, mas também a turbidez
devido a presenca das particulas.

Os valores negativos do parametro a* (préximos a -5) indicam coloragéo
esverdeada clara originaria, principalmente, do ingrediente couve-manteiga. Os
valores positivos de b* (proximos a 6,5) indicam a cor mais amarelada
(DAMODARAN; PARKIN; FENEMMA, 2008). Os valores de tonalidade cromatica
(h°) estiveram em torno de 127°, indicando uma bebida de coloracdo verde-
amarelada. Isso pode ser devido a utilizagédo de folhas de couve mais jovens, de
coloragao verde-clara, somadas ao suco de laranja (amarelado).

Valores préximos a 115° foram encontrados em amostras de erva-mate, por
Malheiros (2007), indicando coloragao verde-clara. Bebidas fermentadas com suco
de kiwi analisadas em Randazzo et al. (2016) apresentaram valores médios de 108°.
N&o se observou diferenca (p > 0,05) em nenhum dos parametros de cor avaliados
ao longo do armazenamento a -18 °C, em periodo menor que sete dias, indicando
que o armazenamento n&o interferiu na coloracdo da bebida mista. Outros vegetais,
como polpas de manga congeladas a -18 °C apresentam ligeiras alteragbes nos

parametros de cor (L*, a* e b*) ao longo de seis meses de congelamento, indicando
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que este método de conservagao leva a estabilidade aos produtos, mesmo em

periodos longos de armazenamento (FARAONI et al., 2008).

Tabela 1 - Parametros de cor em amostras da bebida mista de frutas e vegetais
recém-preparada e congelada

Bebidas L* a* b* h°

RP 33,163 +0,434® -5,130+0,2772 6,638+0,3612 127,697 + 0,303
C 33,018 +0,176@ -4,812+0,470° 6,290 +0,243® 127,349 + 1,658°

* Média + Desvio padrdo na mesma coluna, acompanhadas de letras minusculas iguais, ndo indicam
diferencas a p > 0,05 entre a bebida recém-preparada e a mesma amostra congelada.

** RP = Bebida recém-preparada; C = Bebida congelada.

*** | * =0 (preto), L* = 100 (branco); a* = -a* (verde), +a* (vermelho); b* = -b* (azul), +b* (amarelo), h°
(tonalidade cromatica): 180° + arctang(b*/a*), 0° = vermelho puro, 90° = amarelo puro, 180° = verde
puro, 270° = azul puro.

5.1.2. Caracteristicas fisico-quimicas e teor de acido ascoérbico

O teor de sélidos soluveis, acidez total titulavel, pH e acido ascoérbico
da bebida mista estdo dispostos na Tabela 2. Os soélidos soluveis estiveram em
torno de 6,5 °Brix. Esse valor representa, em média, os ingredientes da bebida
mista. Cunha et al. (2014) encontraram valores médios de 8,5 °Brix em suco de
laranja, e a agua de coco esterilizada deve conter valores maximos de 6,7 °Brix
(MAPA, 2009). Ademais, deve-se considerar a contribuicdo da couve e do gengibre.
O teor de solidos soluveis é influenciado pela maturagao, local de colheita e clima, o
que impacta no teor de acgucares presentes nas frutas e vegetais e,
consequentemente, nas bebidas mistas preparadas com tais ingredientes.

A acidez total titulavel situou-se préxima a 0,23 g de acido citrico/mL e o pH,
proximo de 3,8, indicando uma bebida acida, resultante da mistura dos ingredientes
empregados. O pH da agua de coco esterilizada deve estar entre 4,6 a 5,4 (MAPA,
2009), o suco de laranja pera Rio pasteurizado mostrou pH de 3,88 em estudo de
Porto (2015) e Kim (2012) observou pH proximo de 6,05 em suco de couve em
agua. Em formulagéo de bebida mista de acerola e d4gua de coco, Lima et al. (2008)
observaram pH de 3,38 e acidez de 0,45 g de acido citrico/mL.

O teor de acido ascorbico da bebida mista foi de aproximadamente 12,7 mg
por 100 mL. Em uma porgao de 200 mL da bebida mista, tem-se em média 25,4 mg
de acido ascoérbico, o correspondente a cerca de 56,4% da Ingestdo Diaria
Recomendada (IDR) para adultos (45mg/dia), segundo a ANVISA (BRASIL, 2004).

Dois exemplos encontrados no mercado de bebidas mistas verdes em embalagem
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UHT e com apelo “detox” declaram teor de 21 mg e 30 mg (na porgéo de 200 mL) de

vitamina C, estando préximos ao desta bebida mista, quando recém-preparada.

Tabela 2 - Solidos soluveis, acidez total titulavel, pH e acido ascérbico da bebida
mista de frutas de vegetais recém-preparada e congelada

Bebidas SST ATT pH AA
RP 6,53 + 0,057 0,2350 + 0,0043% 3,85+ 0,005* 12,799 £ 0,0302
C 6,48 + 0,130® 0,2372 + 0,0031@ 3,87 + 0,007 12,747 + 0,030

* Médias + Desvios padrdo na mesma coluna, acompanhadas de letras mindsculas iguais, ndo
indicam diferencas a p > 0,05 entre a bebida recém-preparada e a mesma amostra, congelada.

** RP = Bebida recém-preparada; C = Bebida congelada.

***SST: Solidos Soluveis Totais (°Brix); ATT: Acidez Total Titulavel (g de acido citrico/mL); AA: acido
ascorbico (mg de acido ascérbico/100mL).

Durante o congelamento ndo houve mudanga do teor de solidos soluveis e
acidez da bebida mista (p > 0,05), indicando nao ter ocorrido degradacédo por
reacées quimicas, enzimaticas ou consumo de agucares por microrganismos
durante o congelamento.

O conteudo de acido ascorbico também nao se alterou apds o congelamento
(p > 0,05). Pnhillips et al. (2016) observaram estabilidade do acido ascérbico
(mensurada pela técnica de HPLC) em alguns homogeneizados de frutas e vegetais
crus durante o congelamento em freezer convencional (-10 °C a -20 °C), por periodo
aproximado de sete dias. Periodos mais longos (meses) de congelamento podem
levar a diminuicdes do teor de acido ascorbico, que apesar de nao serem
expressivas, sao quantificaveis quando se utilizam métodos e equipamentos mais
precisos, como o HPLC, ao contrario do método titulométrico tradicional (CORTES et
al., 2005; CORTE-ELEUTERIO; SALGADO, 2007).

Os resultados indicam que o armazenamento a temperaturas de
congelamento em periodo menor que sete dias nao altera de forma significativa as
caracteristicas fisico-quimicas, como o teor de solidos soluveis totais, a acidez total
titulavel, pH e acido ascorbico do produto, permitindo a manutengcdo de sua
qualidade (CORTES et al., 2005).

5.1.3 Compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante

Os valores de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante da bebida

estdo descritos na Tabela 3. O conteudo de compostos fendlicos totais na bebida
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recém-preparada foi de 254 ug de acido galico/mL, proximo ao observado por Costa
et al. (2012) (222 pg de acido galico/mL) em suco misto comercial de abacaxi e uva.

A atividade antioxidante da bebida mista recém-preparada avaliada pelo
ensaio de ABTS foi de 2,4 ymol de Trolox/mL, valor cerca de cinco vezes (11,1 pmol
de Trolox/mL) inferior observado por Reque et al. (2014) em suco integral de
blueberry, uma fruta que apresenta alta atividade antioxidante, principalmente devido
ao seu conteudo de antocianinas e fendis (PRIOR et al., 2008; SEERAM, 2008;
REQUE et al., 2014). Em outro estudo, uma formulagdo de suco misto de maca e
couve apresentou valor médio de 6,63 umol de Trolox/mL (BEIGANSKA-MARECIK,
2017).

Quando avaliou-se a atividade antioxidante pelo método de FRAP, o
resultado foi de 1,29 ymol de Trolox/mL. Moreno-Montoro et al. (2015) encontraram,
em suco comercial de uva branca, valores médios de 2,8 umol de Trolox/mL, cerca
de duas vezes maiores que a bebida mista. Ja pelo método de DPPH, a atividade
antioxidante foi de 298,5 pg de Trolox/mL, valor proximo (294 ug de Trolox/mL) ao
de uma bebida mista comercial composta por laranja, maracuja e limao (COSTA et
al., 2012).

Nao foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) entre a amostra de
bebida recém-preparada e apdés seu congelamento a -18 °C, em relacdo ao
conteudo de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante, avaliada pelos
método ABTS, DPPH e FRAP. A auséncia de altera¢des nas propriedades redutoras
e antioxidantes demonstra que o armazenamento a temperaturas de congelamento
atrasa a ocorréncia de reagdes quimicas e enzimaticas degradativas dos compostos
com atividade biolégica em potencial (compostos fendlicos em geral, vitaminas C e
E, além dos carotenoides). A atividade destes compostos potencialmente bioativos &
importante na inibicdo da reagdes oxidativas danosas as células (REQUE et al.,
2014).
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Tabela 3 - Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante da bebida mista de
frutas e vegetais recém-preparada e congelada

Bebidas Fenodlicos Totais ABTS FRAP DPPH
RP 253,9 + 9,832 2,99+0,112 1,284 +0,1042 310,58 + 20,102
C 251,7 + 2,552 2,501 + 0,032 1,309 + 0,0362 286,47 + 18,132

* Média + Desvio padrédo na mesma coluna, acompanhadas de letras minusculas iguais, ndo indicam
diferencas a p > 0,05 entre a bebida recém-preparada e a mesma amostra congelada.

** RP = Bebida recém-preparada; C = Bebida congelada. *** Fendlicos Totais: expressos em ug de acido
galico/mL; ABTS: expressos em pmol de Trolox/mL; FRAP: expressos em pmol de Trolox/mL; DPPH:
expressos em pg de Trolox/mL.

Conclui-se, nesta primeira etapa da pesquisa, que o congelamento a -18 °C,
por periodo de até sete dias ofereceu estabilidade fisico-quimica (cor, sélidos
soluveis, acidez, pH), teor de acido ascorbico e da capacidade antioxidante.

Uma vez que ficou comprovada a estabilidade da bebida mista congelada,
na segunda etapa da pesquisa, onde avaliou-se o efeito da refrigeracao sobre os
mesmos parametros, pode-se armazenar a bebida sob congelamento, ap6s atingir

os tempos de refrigeracédo do estudo, até o momento das analises.

52 ETAPA 2 - EFEITO DO ARMAZENAMENTO A 4 °C SOBRE AS
CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E
ACEITAGCAO DA BEBIDA MISTA DE FRUTAS E VEGETAIS

Os Experimentos 1 e 2 foram conduzidos em épocas diferentes, com o
preparo da formulacdo da bebida com os ingredientes obtidos em cada época.
Assim, houve diferenca entre os valores dos pardmetros avaliados no tempo zero

em cada experimento.

5.2.1 Cor da bebida mista

A Figura 5 demonstra o comportamento dos parametros de cor da bebida
durante a estocagem refrigerada. Nao foi observada variagdo (p > 0,05) da
luminosidade (L*) no periodo de sete ou 25 horas (Figura 5A e 5B) sendo que no
periodo de sete horas o valor médio foi de 27,42 e no de 25 horas foi de 30,73,
indicando que a bebida era escura. A presenca de pequenas particulas suspensas

nas amostras da bebida pode ter influenciado nos baixos valores de luminosidade.



60

Os valores negativos de a* indicam a cor verde da bebida, que decresceram
negativamente de - 4,12 para - 3,78 no periodo de armazenamento de sete horas ( p
< 0,05) (Figura 5C). O comportamento € evidenciado pela equacédo da reta: y =
0,0439x - 4,0863, que explicou (R?) 66,23% dos dados. No periodo mais longo de
armazenamento (25 horas) (Figura 5D), o comportamento de redugao da cor verde
(de - 7,91 para - 6,75) manteve-se, sendo descrito pela equacéo da reta y = 0,0429x
— 7,9675, cujo modelo explicou 93,96% dos dados (p < 0,05).

Ja para a coordenada b*, ndo houve diferengca (p > 0,05) durante o
armazenamento de sete horas (Figura 5E). Mas ao longo das 25 horas, houve
aumento no valor de 17,08 para 19,88 (p < 0,05), indicando a intensificacédo da cor
amarela (Figura 5F). O coeficiente de determinacéo (R?) da regresséo (y = 0,1234x +
16,656) explicou aproximadamente 90% dos dados. A variagdo de cor da bebida
mista estudada para menos esverdeada e mais amarelada, tanto no periodo de sete
horas, como no de 25 horas (variagdo mais intensa) indicam que a mesma perdeu a
aparéncia de recém-preparada e fresca.

A degradacao do pigmento clorofila, de coloragao verde brilhante, devido a
couve-manteiga, pode ser devido a diversos fatores, como o pH acido caracteristico
da bebida mista, ao dano celular causado durante o processamento e a reagdes
enzimaticas e oxidativas ao longo do armazenamento. O pH acido ocasiona o efeito
de feofitinizagdo, com a substituicdo do ion Mg*? da molécula de clorofila por ions
H*, convertendo-a em feofitina (verde-oliva), que torna a bebida mais
amarelada/amarronzada (MALHEIROS, 2007).

O processamento da bebida também leva a ruptura das moléculas de
clorofila, as quais estdo associadas a carotenoides, presentes na bebida, e em
condicdbes normais mascaram a coloragdo destes. Com a injuria celular apds
processamento, a coloracao mais amarelada, advinda dos carotenoides (presentes
na couve e na laranja), se sobressai. Por fim, a mudancga para tons mais amarelados
(aumento de b*) e diminuicdo da caracteristica verde (a* menos negativo) pode ter
sido decorrente também de reacdes degradativas com produ¢ado de compostos mais
amarronzados (reacdes oxidativas e enzimaticas) (MALHEIROS, 2007,
DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2008).
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Figura 5 — Variacdo dos parametros de cor da bebida mista durante tempo de
armazenamento refrigerado (4 °C)
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Barras indicam o desvio-padrdo (n = 6). A e B = Valores de luminosidade (L*) durante sete e 25
horas, respectivamente. C e D = Valores de a* durante sete e 25 horas, respectivamente. E e F =
Valores de b* durante sete e 25 horas, respectivamente. L* = 0 (preto), L* = 100 (branco); a* = -a*
(verde), +a* (vermelho); b* = -b* (azul), +b* (amarelo).

5.2.2. Propriedades fisico-quimicas e teor de acido ascérbico

O comportamento dos sélidos soluveis (°Brix), da acidez total titulavel e do
pH das bebidas mistas durante o periodo de sete e de 25 horas de refrigeracao
estao apresentados nas Figuras 6 a 8.

Os solidos soluveis ndo variaram em ambos periodos de armazenamento (p

> 0,05). No Experimento 1 (sete horas) a média foi de 6,41 °Brix e, no Experimento 2
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(25 horas), foi de 7,88 °Brix (Figuras 6A e 6B). A acidez total titulavel, em gramas de
acido citrico/mL, também nao mostrou alteracdo no armazenamento de sete horas e
de 25 horas (p > 0,05) (Figuras 7A e 7B).

Os resultados indicam que ndo houve reag¢des quimicas, enzimaticas ou
atividade microbiana que alterassem substancialmente o ter de agucares totais e a
acidez da bebida mista, com o decorrer do tempo de armazenamento (LIMA et al.,
2008). A presenca do conservador metabissulfito de sédio na agua de coco por ter
contribuido para a maior estabilidade da bebida, além do armazenamento sob
refrigeracao, que retarda o desenvolvimento de microrganismos.

Cunha et al. (2014) também n&o encontraram alteragdes na acidez de
amostras de suco de laranja, ao longo de 27 horas sob refrigeracdo, sendo uma
justificativa a acidez caracteristica da bebida, que leva a inibicdo do
desenvolvimento microbiano, e a presencga de terpenos préprios do suco de laranja,
como o limoneno, com reconhecida atividade microbiana (TAJKARIMI; IBRAHIM;
CLIVER, 2010).

Figura 6 — Variagcédo dos sélidos soluveis totais da bebida mista de frutas e vegetais
durante armazenamento refrigerado (4 °C)
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As barras indicam o desvio-padrao (n = 6). A = Refrigeragéo por até sete horas. B = Refrigeragéo por
até 25 horas.



63

Figura 7 — Variagdo da acidez total titulavel da bebida mista de frutas e vegetais
durante armazenamento refrigerado (4 °C)
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As barras indicam o desvio-padréo (n = 6). A = Refrigeragéo por até sete horas. B = Refrigeragéo por
até 25 horas.

Observou-se um declinio pequeno, mas significativo dos valores de pH (p <
0,05) com o decorrer da refrigeracao por sete (de 4,09 para 4,01) ou 25 horas (de
4,47 para 4,39). No primeiro caso (sete horas), a relacdo € demonstrada pela
equacéao da retay = - 0,0111x + 4,0829, que explicou 81% dos dados e, no segundo
(25 horas), pela equacgéo da reta y = - 0,0044x + 4,4909, e valor de R* = 0,877. A
significancia da diferenga pode ser explicada pelos baixos valores de desvio-padréao
entre as repeticbes e determinacbes e também pelo armazenamento sob
refrigeracao ser eficiente em manter os valores de pH relativamente estaveis ao
longo do tempo, principalmente considerando-se um tempo curto de
armazenamento. O comportamento do pH da bebida mista é semelhante ao
estudado por Borges et al. (2011) em suco de abacaxi "Pérola” armazenado com e
sem refrigeracdo por até 48 horas, no qual as amostras sob refrigeragédo
demonstraram maior estabilidade de valores de pH, comparando-se com as
amostras sem refrigeracéo.

A pequena reducao do pH indica que reagbes degradativas (quimicas e/ ou
enzimaticas) estdo se iniciando, levando a formacgéo de produtos acidos, ainda em
baixas concentracbes, mas que estas altera¢des necessitam de um tempo maior do
que algumas horas para se tornarem mais substanciais, principalmente sob

armazenamento a temperaturas mais baixas.
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Figura 8 — Variagdo do pH da bebida mista de frutas e vegetais durante
armazenamento refrigerado (4 °C)
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As barras indicam o desvio-padréo (n = 6). A = Refrigeracao por até sete horas. B = Refrigeracéo por
até 25 horas.

Houve reducédo de 11,68 para 9,51 mg de acido ascoérbico/100mL da bebida
(p = 0,05) ao longo de sete horas de armazenamento (Figura 9A). O comportamento
€ explicado pela equacédo y = - 0,2189x + 10,762 (R? = 0,5807). Ao longo de 25
horas de refrigeragdo a reducéo foi de 32,85% do teor de acido ascoérbico (11,27 a
7,53 mg/100 mL) (p < 0,05) e explicado pela equagédo y = - 0,1397x + 10,785, com
R? de 91,42%.

A diminuicédo do teor de acido ascorbico ja era esperada, pois em alimentos
este comportamento com o aumento do tempo de armazenamento refrigerado é
conhecido sendo que, dentre os compostos fendlicos e carotenoides, o acido
ascorbico € o mais propenso a reducdo dos teores nestas condi¢cdes de
armazenamento (WOOTTON-BEARD; RYAN, 2011). As alteracbes podem ser
devido a reacgbes quimicas oxidativas e/ou processos enzimaticos. Devido a sua
natureza quimica, o acido ascorbico é instavel em solugbes aquosas, prontamente
se oxidando para acido dehidroascorbico (DHAA), sendo a ascorbato oxidase uma
das enzimas catalisadoras desta reacéo.

O DHAA ainda apresenta atividade vitaminica (75-80%), mas a sua
instabilidade leva a oxidagdes sucessivas, para acido dicetogulonico, e entdo acido
oxalico, acido xilénico e xilose. A presenca de oxigénio (favorece reagdes aerdbias),
ions metalicos (Cu?*, Ag* e Fe®*) e ruptura da integridade celular (o que ocorreu no
processamento da bebida mista, com a homogeneizagdo dos componentes em
liquidificador), favorecem a redugédo do conteudo de acido ascérbico (TARRAGO-
TRANI; PHILLIPS; COTTY, 2012; SPINOLA et al, 2013). A destruicdo da estrutura
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celular leva a diferentes e simultédneas rotas de deterioragdo, com enzimas (como a
ascorbato oxidase) e substratos permanecendo no mesmo meio, além da exposi¢céo
ao ar, levando a um comportamento linear de degradacéo do acido ascorbico. Como
nao houve utilizacdo de alta temperatura no preparo da bebida mista, as enzimas
podem ter continuado ativas, favorecendo a diminuigdo no teor de acido ascérbico
(vitamina C).

No entanto, alimentos mais acidos (pH < 4,5), como esta bebida mista,
apresentam perdas menores de acido ascorbico ao longo do tempo, pois em baixo
pH o acido ascorbico esta completamente protonado e relativamente estavel, com
maxima estabilidade entre 4-6; ja em pH > 6,0, o acido ascérbico é reversivelmente
oxidado a DHAA e, posteriormente, de forma irreversivel em outros produtos, sem
atividade vitaminica (TARRAGO-TRANI; PHILLIPS; COTTY, 2012).

E importante a escolha correta dos equipamentos e métodos de
processamento que serao utilizados, para que se mantenha o maximo possivel as
caracteristicas iniciais do suco (BORGES et al., 2011).

Diversos produtos com apelo antioxidante, disponiveis no mercado, sao
adicionados de acido ascorbico pela industria alimenticia, indicado como aditivo de
codigo INS 300 e classificado como antioxidante (BRASIL, 2001). Adicionando-se
este aditivo aos produtos, como em bebidas prontas para consumo, estas tornam-se
maiores fontes de vitamina C, do que um produto processado e sem esta adicéo,

além do que aumenta-se a vida-de-prateleira, por inibicdo de reacdes oxidativas.

Figura 9 — Variacéo do teor de acido ascérbico da bebida mista de frutas e vegetais
durante armazenamento refrigerado (4 °C)
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As barras indicam o desvio-padrao (n = 6). A = Refrigeragéo por até sete horas. B = Refrigeragéo por
até 25 horas.
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5.2.3. Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante

O comportamento dos compostos fendlicos totais, mensurados pelo ensaio
com reagente de Folin-Ciocalteau, ao longo do armazenamento, estd mostrado na
Figura 10. A bebida mista de frutas e vegetais é fonte de compostos fendlicos, sendo
as médias encontradas de 303,8 ug acido galico/mL no Experimento 1 e 336 ug
acido galico/mL, no Experimento 2. Observou-se flutuagbes nos valores, ao longo
das sete horas de refrigeracdo (Figura 10A) e também no periodo de 25 horas
(Figura 10B), mas nao foram significativas (p > 0,05).

Uma das explica¢gdes para a flutuacdo do teor de compostos fendlicos totais
ao longo do armazenamento € de que o ensaio de Folin-Ciocalteau pode
superestimar o conteudo de polifenois presentes na amostra, ja que este reagente
nao apresenta especificidade aos fenois, reagindo também com outras substancias
redutoras, como a vitamina C, agucar e aminoacidos; também devido a temperatura
mais baixa de armazenamento (4 °C) (KAR et al., 2011).

Os principais polifenois presentes na couve sdo o acido clorogénico e o
acido sinaptico, e, no suco da laranja encontra-se a classe dos acidos
hidroxinamicos e dos flavonoides, como as flavanonas glicosiladas hesperidina,
naringina e narinrutina (GUIMARAES et al., 2010); estes podendo ter contribuido
para as maiores médias de fendlicos totais da bebida mista, comparando-se apenas
com o suco de couve do estudo citado.

Por fim, as discrepancias entre a média dos valores de fendlicos totais
comparando-se com o0s encontrados na primeira etapa (efeito do congelamento) e
entre os Experimentos 1 e 2, podem ser devidas a diferentes estagios de maturacao
dos componentes da bebida, condigdes de colheita, época de plantio e outros, como
citam Vieira et al. (2011) ao analisarem compostos fendlicos totais e capacidade

antioxidante em polpa de frutas tropicais.
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Figura 10 — Variagéo do teor de compostos fendlicos totais da bebida mista de
frutas e vegetais durante armazenamento refrigerado (4 °C)
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As barras indicam o desvio-padréo (n = 6). A = Refrigeracao por até sete horas. B = Refrigeracéo por
até 25 horas.

Apesar dos possiveis viéses, a observacdo de que uma das principais
classes de compostos com potencial bioativo e atividade redutora (e antioxidante)
presentes na bebida mista se mantiveram estaveis ao final do tempo estudado é
muito interessante e satisfatéria. Isso indica que manter a bebida armazenada sob
refrigeracdo doméstica, por até 25 horas, ndo reduz os fendlicos em geral,
preservando seus potenciais beneficios a saude. Tal observacao pode ser devido,
nao sO a temperatura mais baixa (4 °C), mas também pela inibicdo de oxidagbes
dos compostos fendlicos presentes devido a presenca do acido ascérbico (atividade
antioxidante) e acido citrico (PORTO, 2015).

As mudancas na atividade antioxidante da bebida mista de frutas e vegetais,
avaliadas pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP nos dois Experimentos estédo
mostradas nas Figuras de 11 a 13.

Os valores de ABTS variaram, de forma n&o significativa, no periodo de sete
horas e até as 25 horas (p > 0,05), com médias proximas a uma formulagao de suco
verde (composto de laranja, maca, alface, repolho e pepino), o qual apresentou 3,5
MMol Trolox/mL em estudo de Oliveira et al. (2013). Tal comportamento flutuante &
descrito por outros estudos, em condi¢des relativamente semelhantes, como em Kim
(2015), em seu estudo utilizando-se sucos de folhas e caule de couve. Suco de
blueberry, estocado a 4 °C, em estudo de Reque et al., 2014, também apresentou
flutuagdes nos valores ao longo dos seis primeiros dias, decaindo apds o oitavo dia,

determinada pelos ensaios de DPPH e ABTS. No entanto, uma formulagéo de suco



68

de beterraba e lim&do apresentou valores médios iniciais (tempo 0) de 5,22 yMol
Trolox/mL e, apdés armazenamento a 4 °C reduziu a 2,75 pMol Trolox/mL (uma
semana) e, apo6s 15 dias, estiveram na média de 2,71 pMol Trolox/mL
(MIKOLAJCZYK et al., 2015).

Figura 11 — Variagédo da atividade antioxidante por ABTS da bebida mista de frutas
e vegetais durante armazenamento refrigerado (4 °C)
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As barras indicam o desvio-padrao (n = 6). A = Refrigeragéo por até sete horas. B = Refrigeragéo por
até 25 horas.

A avaliagado por meio do ensaio de DPPH nao mostrou reducao significativa
dos valores de inibicdo do radical DPPH: (p > 0,05) no Experimento 1 (até sete
horas), estando em torno de 17,43% (Figura 12A), mas no Experimento 2 a queda
da atividade inibitéria se tornou significativa (p < 0,05), conforme Figura 12B. Esta
reducao ocorreu principalmente apds as 20 horas de armazenamento a 4 °C, sendo
0 comportamento expresso pela equagao da reta y= -0,2892x + 24,25, que explicou
em 61,4% dos dados, indicando haver uma maior relagdo entre os dois parametros
(atividade antioxidante e tempo de refrigeracéo). No Experimento 2 (25 horas), os
valores estiveram na faixa entre 22 a 16,4% de inibicao, préximos aos encontrados
para o suco verde em Oliveira et al. (2013), com 22,8% de inibigdo do radical DPPH-
(em diluicao 1:10).

Observou-se uma diferenga no comportamento da atividade antioxidante da
bebida mista avaliados pelos ensaios de ABTS e DPPH, sendo que pelo primeiro
método nao foi encontrada diferenca significativa e pelo segundo, sim (Experimento
2). Estudos anteriores relatam que ensaios em alimentos, o DPPH pode ser mais
afetado pelo aumento do tempo de refrigeracédo do que o ABTS (KIM, 2015; WU et
al., 2004).
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Figura 12 — Variagédo da atividade antioxidante por DPPH da bebida mista de frutas
e vegetais durante armazenamento refrigerado (4 °C)
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As barras indicam o desvio-padréo (n = 6). A = Refrigeragéo por até sete horas. B = Refrigeragéo por
até 25 horas.

Considerando-se os valores obtidos pelo método de FRAP, nao foi
observada variagao significativa na atividade antioxidante no periodo de sete horas
(Experimento 1) (Figura 13A), mas no periodo de 25 horas de armazenamento
(Experimento 2) houve reducéo dos valores, sendo descritos pela equagao da reta y
=-0,0231x + 3,09 (p < 0,05), com R? explicando 64,9% dos dados (Figura 13B). A
média no Experimento 1 foi de 2,69 uMol Trolox/mL, e no Experimento 2 variaram de
2,95 a 2,28 yMol TroloxmL de bebida, havendo uma redugdo em 29,4% de
atividade antioxidante até 25 horas de refrigeracao.

Wootton-Beard, Moran, Ryan (2011) analisaram a atividade antioxidante de
23 sucos comerciais de frutas e/ou vegetais, e encontraram valores de 2,06
MMol/mL, no ensaio de FRAP, em suco comercial tropical de frutas e vegetal (maca,
cenoura, além de laranja, pera, abacaxi, maracuja, uva branca e banana). Neste
mesmo estudo, o suco de beterraba comercial apresentou concentracdo de 9,5
MMol/mL, sendo considerado o de maior atividade redutora/antioxidante pelo método
de FRAP dentre todos os sucos estudados. Comparando-se os valores da bebida
mista de frutas e vegetais, com o suco de beterraba, observa-se que a atividade
antioxidante do primeiro € bem menor mas, ainda sim, significativa.

O comportamento de reducao da atividade antioxidante no experimento com
duracdo de 25 horas foi semelhante quando avaliado pelos ensaios de DPPH e
FRAP, sendo indicativo do inicio, na bebida mista, da degradacdo de compostos

redutores, com reconhecidas propriedades antioxidantes, como o acido ascérbico
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ap6s um periodo de tempo mais extenso (25 horas) de armazenamento. Reque et
al. (2014) observaram redugdes nos valores pelos métodos de DPPH e ABTS em
suco de blueberry, a partir do sexto dia de armazenamento a 4 °C.

Observa-se que os métodos para se mensurar a atividade antioxidante e o
poder redutor de compostos potencialmente bioativos in vitro sao diversos, sendo
frequentemente problematico comparar seus resultados, além do fato de cada
analise possuir suas especificidades, meios de reacéo e interferentes, conforme
mencionado em diversos artigos (BORGES et al., 2011; LOPEZ-ALARCON;
DENICOLA, 2013; SCHAICH; TIAN; XIE, 2015; ) portanto, a mesma amostra pode
nao ter sua atividade antioxidante corretamente detectada por uma ou outra analise
(HUANG; OU; PRIOR, 2005; COUTO; CANNIATTI-BRAZACA, 2010). O método de
ABTS, por exemplo, apresenta limitacdes que podem ter levado ao comportamento
divergente neste estudo, quando comparado com os métodos de DPPH e FRAP,
sendo uma possivel causa o fato de alguns compostos fendlicos e outros
antioxidantes reagirem com o radical ABTS™ mais lentamente do que o tempo de
incubacéo padronizado na metodologia (seis minutos) (BORGES et al., 2011).

Ndo menos importante é o fato de que outros componentes presentes na
bebida mista de frutas e vegetais podem interferir na capacidade antioxidante total
mensurada além dos compostos fendlicos e a vitamina C, como a vitamina E
presente na couve-manteiga e os carotenoides presentes na couve-manteiga e
laranja (LEFSRUD et al.,, 2007; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2008;
GUIMARAES et al., 2010).

Figura 13 - Variacao da atividade antioxidante por FRAP da bebida mista de frutas
e vegetais durante armazenamento refrigerado (4 °C)
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conclusao

As barras indicam o desvio-padrao (n = 6). A = Refrigeragdo por até sete horas. B = Refrigeragéo por
até 25 horas.

5.3 AVALIAGAO MICROBIOLOGICA

Realizou-se a pesquisa para coliformes totais e contagem de bolores e
leveduras para se garantir as boas condi¢gbes higi€nico-sanitarias nas amostras de
bebida mista de frutas e vegetais a serem avaliadas sensorialmente, além do fato de
que desenvolvimento e multiplicacdo de micro-organismos pode alterar a cor e as
propriedades fisico-quimicas da bebida.

As contagens de bolores e leveduras da bebida mista no estudo foram
menores que 10 UFC/mL, e coliformes a 45 °C nao foram detectados. Estes
resultados comprovam que as etapas de lavagem e sanitizagdo anteriormente ao
preparo da bebida mista se mostraram adequadas, permitindo-se que fossem
armazenados congelados, mantendo-se estaveis até o consumo pelos provadores
do teste sensorial. Além disso, o fato de haver o conservador metabissulfito de sédio
na agua de coco comercial utilizada também foi um fator importante em se aumentar
a conservacao da bebida mista, por ser um agente inibidor de bolores, leveduras e
bactérias, além de sua acg&o anti-escurecimento.

Possiveis alteragbes microbioldgicas em sucos de frutas estéo limitadas aos
microrganismos que toleram pH acidos, principalmente as bactérias lacticas e
leveduras. No entanto, sdo as leveduras as maiores causadoras de deterioragao de
sucos de frutas, sendo tolerantes aos acidos naturais e, muitas delas se
desenvolvendo em meio anaerdbio. Levam a producao de COz e etanol, e muitas
vezes € observada a formacdo de uma pelicula e de floculagdo, reduzindo a
turvagédo natural dos sucos. O acetaldeido também pode ser produzido por estes

microrganismos, levando a alteragdes no odor (SANTOS et al., 2007).
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5.4 AVALIAGAO SENSORIAL

5.4.1 Teste de Aceitagao
A aparéncia da bebida mista de frutas e vegetais, nos tempos de
refrigeracéo de 0,13 e 25 horas pode ser visualizada na Figura 14 (A e B).

Figura 14 - Amostras de bebida mista.

A = Vista Frontal. B = Vista Superior.

A aceitabilidade e a intenc&o de compra da bebida mista estdo apresentadas

na Tabela 4.



Tabela 4 - Aceitabilidade e intengcado de compra da bebida mista em diferentes

tempos de refrigeracéo (4 °C)

Parametros Bebida
0 hora 13 horas 25 horas
'Aparéncia 7,66 + 1,832 7,42 + 1,942b 7,38 +2,03b
Aroma 7,92 £ 1,702 7,74 £ 1,662 7,58 + 1,882
'Sabor 7,17 £ 2,152 7,13 £ 2,242 6,81 £ 2,542
"Textura 8,14 £ 1,682 8,06 + 1,752 8,05+ 1,732
'Aceitacao Global 7,46 £ 1,972 7,32 £ 2,022 7,23 £ 2,062
’Intengao de Compra 3,78 £ 1,092 3,70 £ 0,992 3,64 £ 1,022

*Médias + desvio-padréo na mesma linha, acompanhadas de letras iguais, ndo diferem a p > 0,05 (n
= 05).
" Escala hedénica de 0 a 10 pontos; ? Escala de 0 a 5 pontos.

A bebida mista analisada nos trés tempos de refrigeracao apresentou notas
hedbnicas entre 6,81 e 8,14, em escala de 0 a 10, para todos os atributos avaliados,
indicando que foi bem aceita independentemente do tempo de armazenamento.
Segundo Dutcosky (2013), para que um produto seja aceito quanto as suas
caracteristicas sensoriais, € necessario que seu indice de aceitabilidade seja no
minimo 70%, ou seja, em escala de 1 a 10, que obtenha uma média de sete. Assim,
pode-se concluir que a bebida mista foi aceita pelo grupo de avaliadores, de acordo
com os valores médios dispostos na Tabela 4, para todos os atributos, sendo que
apenas o sabor no tempo de 25 horas esteve um pouco abaixo de sete.

Nao houve diferencas significativas na aceitabilidade (p > 0,05) entre as
amostras oferecidas aos avaliadores quanto aos atributos aroma, sabor, textura e
aceitacdo global. Apenas o atributo aparéncia da bebida com 13 e 25 horas de
refrigeracao foi menos aceito que a amostra 0 horas, possivelmente devido ao inicio
do amarelamento da bebida, tornando-a com aspecto de menor frescor.

A aceitacdo da bebida refrigerada, independentemente do tempo de
armazenamento, foi confirmada pela intencao de compra, que mostrou valores entre
3,64 e 3,78 em escala de 5 pontos e nao se diferenciou (p > 0,05), mostrando que os
consumidores provavelmente comprariam a bebida.

A primeira impressao na qualidade de qualquer bebida a ser adquirida por
um consumidor € a aparéncia visual, como a sua cor, sendo inclusive um indice de
qualidade no mercado. O fato de possiveis alteragbes na cor poderem ocorrer
durante o processamento e, principalmente durante o armazenamento do produto,
podem prejudicar a aceitagao pelo consumidor. As alteragdes sensoriais podem ser

advindas de reagbes bioquimicas de escurecimento, as quais geram pigmentos de
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coloragdo marrom, além de perda de nutrientes e formacdo de “flavours
indesejaveis (EVANGELISTA, 2001).

6. CONCLUSAO

Em relagdo a conservacdo em baixas temperaturas da bebida mista
elaborada com couve-manteiga, gengibre, agua de coco e laranja, € possivel
concluir que:

- 0 congelamento em freezer convencional (-18 °C), por periodo inferior a
sete dias preserva a atividade antioxidante, conteudo de compostos fendlicos, acido
ascorbico, sélidos soluveis, acidez titulavel, pH e cor da bebida mista;

- a atividade antioxidante, compostos fendlicos, sélidos soluveis e acidez
tituldvel sdo mantidos inalterados na bebida mista durante o armazenamento
refrigerado (4 °C) por sete horas. Enquanto que, somente a intensidade da cor
verde, pH e conteudo de acido ascérbico sao reduzidos;

- a atividade antioxidante (avaliada pelos métodos DPPH e FRAP), cor, pH e
conteudo de &acido ascérbico ndo sdo preservados durante o armazenamento
refrigerado (4 °C) da bebida mista por 25 horas. Porém, sdo mantidos apenas os
sélidos soluveis, acidez titulavel e compostos fendlicos;

- a bebida mista elaborada mantém-se segura microbiologicamente quanto a
coliformes termotolerantes, bolores e leveduras durante o armazenamento
refrigerado (4 °C) por 25 horas.

- a bebida mista é aceita e apresenta intencdo de compra pelos
consumidores quando refrigerada por até 25 horas.

- a bebida mista pode ser consumida no periodo de até sete horas de
refrigeracdo e até sete dias sob congelamento, tendo preservadas suas

propriedades antioxidantes, teor de compostos fendlicos e caracteristicas sensoriais.
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Anexo A — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Projeto: “Capacidade antioxidante e aceitagdao de bebida mista de frutas e vegetais”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) para participar da pesquisa “Efeito do
armazenamento em baixas temperaturas sobre a capacidade antioxidante e
aceitacao de bebida mista de frutas e vegetais”, a ser realizada no “Laboratoério de
Andlise Sensorial do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos”. O
objetivo da pesquisa é “formular uma bebida mista de frutas e vegetais, semelhante
as encontradas no comércio, a partir de receitas veiculadas na midia informal;
avaliar as propriedades fisico-quimicas e antioxidantes; e avaliar a aceitacao
sensorial”. Os ingredientes da bebida mista serdo couve-manteiga, gengibre, laranja
Pera Rio e agua de coco. Sua participacdo é muito importante e ela se daria da
seguinte forma: o (a) senhor (a) faria parte da equipe de avaliadores da avaliagcao da
aceitacdo sensorial da bebida mista recém preparada, que ira avaliar o quanto
gostou ou desgostou da amostra da bebida apresentada durante a sessdo de
avaliacao previamente agendada.

Esclarecemos que sua participacédo € totalmente voluntaria, podendo o (a) senhor
(a): recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento, sem que isto
acarrete qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa. Esclarecemos, também, que suas
informacdes serdo utilizadas somente para os fins desta pesquisa e seréo tratadas
com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua
identidade.

Esclarecemos ainda, que o(a) senhor(a) ndo pagara e nem sera remunerado(a) por
sua participacao. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da
pesquisa serao ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua

participagao.

Os beneficios esperados sédo formular uma bebida mista de fruta e vegetal, com
reconhecida atividade antioxidante, trazendo beneficios a saude de seus potenciais
consumidores. Além disso, a pesquisa faz parte de uma dissertagéo de mestrado e o

seu desenvolvimento contribuira com a formagao de recursos humanos qualificados.
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Os riscos associados a ingestdo de bebida mista de frutas e hortalicas sdo minimos,
pois se trata de bebida preparada de forma segura e com ingredientes seguros e
encontrados comumente na alimentagcdo humana. Podera haver fadiga durante os
testes, nesse caso, o julgador sera dispensado. Caso ocorra qualquer tipo de
desconforto, o julgador sera prontamente atendido e amparado pelo pesquisador

responsavel.

Caso o(a) senhor(a) tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos podera
nos contatar (Sandra Helena Prudencio, Av. Sdo Paulo, 672 — Apto 91 — Londrina —
PR, (43) 3371-4080), ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina, situado junto ao LABESC -
Laboratério Escola, no Campus Universitario, telefone 3371-5455, e-mail:
cep268@uel.br.

Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas

devidamente preenchida, assinada e entregue ao (a) senhor(a).

Londrina, de de 201 _.

Pesquisador Responsavel

RG::

(NOME POR EXTENSO DO
SUJEITO DE PESQUISA), tendo sido devidamente esclarecido sobre os

procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa

descrita acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscépica):

Data:
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ANEXO B - Ficha de Recrutamento dos Avaliadores para Teste de Aceitagao

QUESTIONARIO DE RECRUTAMENTO DE AVALIADORES PARA TESTE DE
ACEITACAO

Desejamos formar uma equipe de avaliadores para avaliar a aceitacdo de bebida
mista de frutas e vegetais. A amostra sera produzida a partir de folhas de couve-
manteiga, gengibre, suco de laranja e agua de coco, e sem a adi¢do de agucar. Ser
um julgador ndo tomara muito seu tempo e nao envolvera nenhuma tarefa dificil. A
prova sera realizada no Laboratério de Analise Sensorial do DCTA, leva em torno de
10 minutos e vocé podera fazé-la no horario em que tiver maior disponibilidade.

Se vocé deseja participar do teste, por favor, preencha este formulario.

Se vocé tiver alguma duvida, ou necessitar de informacgdes adicionais, ndo hesite em
entrar em contato com Milena (tel: 16 98158-7709, e-mail: milenacrifi@hotmail.com)
ou Profa. Sandra Helena (tel: 3371-4080, e-mail: sandrah@uel.br)

Nome
Telefone trabalho Telefone casa
E-mail

1. Faixa etaria: ( )16-20 anos  ( ) 21-25anos ( ) 26-30 anos ( ) 31-35 anos....
( )36-40 anos ( )>40anos

2. Sexo: () Feminino ( ) Masculino

3. Escolaridade

( ) fundamental completo ( ) médio completo ( ) superior completo ( ) Pés
Graduacao: ( ) Especializagédo ( ) Mestrado ( )Doutorado.

( ) outro: especifique:

4. Ocupacéao
( ) aluno: ( ) funcionario ( ) professor ( ) outro:

5. Gosta de suco de fruta?
() Sim ( ) Nao

6. Qual a frequéncia que vocé consome suco de fruta?



( )diario ( )semanal ( ) mensal ( )eventualmente ( )nunca

7. Gosta de sucos mistos de frutas e vegetais?
() Sim ( ) Nao

8. Indique a frequéncia de consumo de sucos contendo frutas e vegetais

( )Nunca | ( )Ocasionalmente ( )Moderadamente ( )Frequentemente
(algumas vezes ao (algumas vezes por | (algumas vezes por
ano) més) semana)

9. Indique o quanto vocé aprecia cada um desses produtos:

Gosto Nem N&o gosto Nunca provei
gosto/Nem
desgosto

Suco de
laranja

Agua de coco

Suco
contendo
couve

Bebidas
contendo
gengibre

10) Vocé consome as seguintes hortalicas em uma outra forma que n&o seja suco:
-couve: ( ) Sim ( ) Nao
- gengibre: ( ) Sim ( ) Néo

11. Indique se vocé apresenta alergia a cada um desses produtos:
-suco de laranja: ( ) Sim ( ) Nao

-couve: ( ) Sim ( ) Nao
- gengibre: ( ) Sim ( ) Néao
- agua de coco: ( ) Sim ( ) Nao





