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PORTO, Maria Rita Alaniz. Estabilidade de Suco Misto de Beterraba e
Laranjacontendo ou n&o Lactobacillus acidophilus. 2015. 127 f. Tese (Doutorado
em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

Suco misto de beterraba e laranja € uma bebida funcional alternativa que pode
contribuir para o aumento do consumo de beterraba e laranja, sendo uma adig&o
positiva a dieta. O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um suco misto de
beterraba e laranja puro e adicionado do probiético Lactobacillus acidophilus, que
seja apreciado, apresente estabilidade fisico-quimica, atividade antioxidante e
viabilidade da cultura probiotica durante armazenamento refrigerado. Inicialmente
foram preparados, suco de beterraba puro e pasteurizado, suco de laranja
pasteurizado e duas formulagcdes de suco misto de beterraba e laranja, nas
propor¢cdes 1:1 e 1:2 (v/iv). Em um segundo momento do estudo, as duas
formulagbes de suco misto de beterraba e laranja, nas proporgdes 1:1 e 1:2 (v/v)
foram adicionadas do probidtico L. acidophilus. Avaliaram-se as altera¢des do pH,
acidez total titulavel, °Brix, conteldo de betalainas, teor de &cido ascorbico,
compostos fendlicos totais, atividade antioxidante em DPPH e ABTS, parametros de
cor, viabilidade do microrganismo (apenas para 0s sucos mistos probiéticos) durante
o armazenamento refrigerado (4 °C/28 dias) dos sucos, além de sua aceitacao
sensorial e intencdo de compra. A acidez (% de acido citrico), pH, e conteddo de
acido ascorbico presentes no suco de laranja, contribuiram para a estabilidade das
betacianinas, dos parametros de cor, teores elevados de compostos fendlicos totais
e atividade antioxidante nos sucos mistos de beterraba e laranja, além disso, melhor
aceitacdo sensorial quando comparados ao suco de beterrara puro e pasteurizado.
Nos sucos mistos probiéticos, em ambas as propor¢cdes estudadas, as
caracteristicas fisico-quimicas e atividade antioxidante ndo sofreram alteracfes
indesejaveis durante armazenamento e o nimero de probiéticos vidveis nos sucos
manteve-se dentro do estabelecido pelo regulamento brasileiro de alimentos
funcionais. A estabilidade dos compostos antioxidantes (betalainas, acido ascorbico
e compostos fendlicos) e a viabilidade probidtica, possivelmente ocorreram pela
sinergia entre esses fitoquimicos e o L. acidophilus (microaeroéfilo) na reducédo do
oxigénio presente em ambos 0s sucos mistos de beterraba e laranja envasados, que
evitaram consequentemente uma deterioracdo do produto. Os sucos apresentaram
boa aceitacdo sensorial e intencdo de compra, com destaque a cor do produto. Os
resultados deste estudo indicaram que suco misto de beterraba e laranja € um meio
adequado para manter a viabilidade de L. acidophilus durante armazenamento
refrigerado com tempo de vida util de 28 dias.

Palavras-chave: Betalainas. Acido ascorbico. Compostos fenodlicos. Aceitagéo.
funcional.
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without Lactobacillus acidophilus. 2015. 127 p. Thesis (Doctor’s degree in Food
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ABSTRACT

Beet juice blended with orange juice is an alternative functional beverage which can
contribute to increase the consumption of beet and orange, and it is a positive
addition to the diet. Initially, pure and pasteurized beet juice, and pasteurized orange
juice, and two blended beet juice and orange formulations in ratios 1:1 and 1:2 (v/v).
The objective of this study was to develop a blended juice with beet and orange juice
with the additional the probiotic Lactobacillus acidophilus, that will be appreciated,
towards physical and chemical stability, antioxidant activity and viability of probiotic
culture during cold storage. In the second phase of the study, the formulations of
blended beet juice and orange formulations in ratios 1:1 and 1:2 (v/v) were added
with the probiotic L. acidophilus. Analises consisted on evaluate changes in pH,
titratable acidity, °Brix, betalains content, ascorbic acid content, total phenolic
compounds, antioxidant activity in DPPH and ABTS, color parameters, the
microrganism viability (only for probiotics mixed juices) during cold storage (4°C / 28
days) of juices,beyond the addition to its sensory acceptance and purchase intent.
The acidity (% citric acid), pH and content of ascorbic acid present in orange juice,
contributed to the stability of betacyanins, color parameters, high levels of phenolic
compounds and antioxidant activity in the blended juices of beet and orange besides,
more acceptable when compared to the pure beet and pasteurized juice. In probiotics
mixed juices, in both proportions studied the physicochemical characteristics and
antioxidant activity did not suffer undesirable changes during storage and the number
of viable probiotics in the juices remained within the established by Brazilian
regulation of functional foods. The stability of antioxidants (betalains, ascorbic acid
and phenolic compounds) and the probiotic viability, possibly occurred by synergy
between these phytochemicals and L. acidophilus (microaerophilic) in the reduced
presence of oxygen in both mixed and packaged beetroot juice orange consequently
prevented the deterioration of the product. The juices showed good sensory
acceptance and purchase intent, positively highlighting the color of the product. The
results of this study indicate that mixed beet juice and orange is a suitable means to
maintain the viability of L. acidophilus during refrigerated storage with shelflife of 28
days.

Keywords: Betalains. Ascorbic acid. Phenolic compounds. Acceptance. Functional.
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1 INTRODUCAO

A preocupacdo com a saude se evidencia a cada dia no
comportamento do ser humano. A busca pela qualidade de vida se estende aos
cuidados com a alimentacdo, caracterizada por uma crescente demanda por
produtos saudaveis e com caracteristicas nutricionais e sensoriais proximas dos
alimentos in natura (WANSINK, 2004; CARMO et al., 2014).

O mercado brasileiro de sucos prontos para beber esta em franca
expansdo, acompanhando a tendéncia mundial de ingestdo de bebidas saudaveis,
saborosas e de facil consumo. Sucos de frutas e/ou hortalicas prontos para o
consumo sao considerados bebidas refrescantes, capazes de saciar a sede, contém
quantidades significativas de vitaminas, minerais, fiboras e compostos antioxidantes
gue contribuem para uma dieta saudavel e ao mesmo tempo respondem ao apelo
por produtos naturais, o que contribui para sua grande aceitagdo (FERRAREZI,
2008; FERREIRA; ALCANTARA, 2013).

Na industria brasileira destaca-se a producdo do suco de laranja,
devido ao seu sabor conhecido e ampla aceitabilidade, e de algumas frutas tropicais.
Por outro lado, h& alguns sucos de vegetais amplamente conhecidos, como € o caso
da beterraba, que apesar de possuir grande quantidade de compostos de interesse
alimentar como fibras, vitaminas, betalainas e sais minerais, possuem uma
preferéncia limitada devido ao sabor relativamente fraco, porém com grande
potencial, devido a sua grande disponibilidade e custo baixo.

O suco de laranja é uma fonte muito importante de acido ascérbico,
um nutriente que além da acédo vitaminica, é valioso pelo seu efeito antioxidante e
estimulante do sistema imunoldgico além de outros beneficios & saide (CORTES et
al., 2005).

A beterraba é uma fonte de matéria-prima para coquetéis de frutas e
hortalicas devido a sua cor vermelha intensa, seus nutrientes e fibras. As betalainas,
bem como os flavonoides, sdo pigmentos encontrados exclusivamente em plantas, e
se assemelham na aparéncia das cores e comportamento, as antocianinas. Estes
pigmentos, além de fornecerem cor a beterraba, sdo importantes substancias
antioxidantes na alimentacdo humana (KANEER; HAREL; GRANIT, 2001).

Sucos de frutas e vegetais sao ingredientes promissores para serem

utilizados na producdo de alimentos funcionais, pois contém vitaminas, proteinas,
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carboidratos e frequentemente fibras alimentares. Sua vantagem adicional é a
ocorréncia de pigmentos naturais vegetais, tais como carotendides, clorofilas,
antocianinas e betalainas que neutralizam os radicais livres responsaveis pelos
processos de degradacdo de estruturas celulares e alteragcbes das moléculas de
DNA dos organismos dos consumidores (STINTZING; CARLE, 2004).

Alimentos funcionais sao definidos como alimentos que em adicdo a
funcdo nutricional basica, suprem o0 organismo com componentes que contribuem
para reducéo do risco de desenvolver doencas (GERMAN et al., 1999, PRADO et
al., 2008, SHAH, 2007, URALA; LAATEENMAKI, 2007). Os alimentos funcionais,
além de compreenderem aqueles que contém naturalmente compostos bioativos,
também sédo representados pelos alimentos denominados probidticos, prebidticos e
simbidticos (LEROY; DE VUYST, 2004; KNORR, 1998).

Probidticos sao definidos como microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, afetam positivamente a saude do
hospedeiro (FAO/WHO, 2001). O reconhecimento dos alimentos contendo
probioticos como alimentos funcionais que provéem beneficios, além da nutricdo
bésica inerente e as emergentes evidéncias para seu potencial na prevencao de
doencas tém incentivado a divulgacdo e o consumo desses produtos (PATRIGNANI
et al., 2006; PHILLIPS; KAILASAPATHY; TRAN, 2006).

De acordo com Rivera-Espinoza; Gallardo-Navarro (2010) os
probioticos sao tradicionalmente adicionados em iogurtes e outros produtos lacteos
fermentados. No entanto, ha um aumento da procura de produtos probidticos néo
lacteos pelos consumidores vegetarianos, intolerantes a lactose ou alérgicos a
proteina do leite, além de outros fatores (RAY; SIVAKUMAR, 2009). Este fato levou
ao desenvolvimento de produtos probioticos a partir de matrizes de alimentos
diversos, incluindo frutas (PRADO et al., 2008) e produtos horticolas (YOON;
WOODAMS; HANG, 2006).

A utilizacdo de microrganismos com propriedades funcionais nos
alimentos pode contribuir com a seguranca alimentar, pela producao de metabolitos
como as bacteriocinas e producgéo de acidos como o latico, que reduz o pH do trato
intestinal desfavorecendo o crescimento de patdgenos (LEROY; DE VUYST, 2004).

As bactérias probidticas mais pesquisadas sdo as do grupo das
bactérias laticas e seus géneros incluem o Lactobacillus, o Lactococcus, o

Streptococcus, alguns Enterococcus e também s&o representadas pelo género
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Bifidobacterium (SALMINEN; VON WRIGHT, 1993; FERNANDEZ; BORIS; BARBES,
2003).

Os Lactobacillus tém sido consumidos desde o inicio do uso dos
leites fermentados como alimentos. As espécies probiodticas, como os Lactobacillus
acidophilus séo utilizadas seguramente ha muitas décadas (SALMINEN; WRIGHT,;
MORELLI, 1998). Esta espécie tem sido considerada predominante no trato
intestinal de seres humanos saudaveis e, portanto, 0 microrganismo mais
comumente utilizado em produtos probioticos (ARIHARA; OTA; ITOH, 1998).

Atualmente os produtos lacteos dominam o mercado brasileiro de
alimentos funcionais probioticos, ainda que pesquisas cientificas tenham enfatizado
o potencial de bebidas ndo lacteas como veiculo para alimentos probioticos.
Pesquisadores buscam o desenvolvimento de sucos de frutas/hortalicas probidticos
por serem importantes componentes de uma alimentacdo saudavel, pela facilidade
de consumo e conservacao. Porém, poucas pesquisas sado encontradas cujo tema
sdo bebidas mistas de frutas e hortalicas, sendo a maioria em sucos de frutas,

bebidas a base de soja ou chas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver suco misto de beterraba e laranja com e sem probidtico pela
adicdo de Lactobacillus acidophilus, sensorialmente apreciado, com estabilidade
fisico-quimica, capacidade antioxidante e viabilidade da cultura probiotica durante

armazenamento refrigerado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Elaborar um suco misto de beterraba e laranja, tendo como principais
respostas a aceitacao e a atividade antioxidante do suco misto;

* Determinar a estabilidade fisico-quimica do suco misto desenvolvido em
armazenamento refrigerado (4°C) ao longo de 30 dias.

» Desenvolver suco misto de beterraba e laranja probiético, por meio da
adicdo do microrganismo Lactobacillus acidophilus, em duas formulagoes.

 Determinar a estabilidade fisico-quimica, potencial antioxidante e
viabilidade do microrganismo nos sucos mistos probiéticos desenvolvido
em armazenamento refrigerado (4°C) ao longo de 28 dias.

* Medir a aceitagdo e a intengdo de compra dos sucos mistos com e sem a

adicao do probidtico.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 BETERRABA

A beterraba (Beta vulgaris L.) € uma das principais hortalicas
cultivadas no Brasil, com diversos biotipos, sendo trés deles de significativa
importancia econémica. Estes bidtipos sdo: a beterraba acucareira, forrageira e
horticola. Na beterraba acucareira, as raizes possuem altos teores de sacarose,
sendo utilizadas para a extracdo do acucar. Na beterraba forrageira, as raizes e
folhas sdo empregadas na alimentacdo animal. E por sua vez, a beterraba horticola,
também conhecida como beterraba vermelha ou beterraba de mesa, é o bidtipo
cultivado no Brasil. Tanto as raizes como as folhas sao utilizadas na alimentacéo
humana (TIVELLI et al., 2011).

A beterraba € uma hortalica da familia Chenopodiceae, na qual a
principal parte comestivel € sua raiz tuberosa. Existem poucas cultivares plantadas
no Brasil, sendo a cultivar Early Wonder (beterraba vermelha ou “de mesa”) a

principal, como ilustrado na Figura 1 (VITTI et al., 2003; HERNANDES et al., 2007).

Figura 1 - Beterraba (Beta vulgaris L. cv Early wonder)

Fonte: Google imagens

A raiz tuberosa da beterraba de cor vermelho-arroxeada, devido a
presenca de betalainas, é fonte de vitaminas do complexo B e de minerais como
sodio, potassio, e magnésio, como apresentado na Tabela 1 (HERNANDES et al.,
2007).
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Tabela 1 — Principais constituintes da beterraba crua em 100 g de por¢cao comestivel

Composicéo quimica

Valor por 100 g

Agua (%)

Calorias (Kcal)
Proteinas (g)
Lipidios (g)
Carboidratos (g)
Fibra Alimentar (g)
Cinzas (g9)

Célcio, Ca (mg)
Magnésio, Mg (mg)
Manganés, Mn (mg)
Fésforo, P (mg)
Ferro, Fe (mg)
Sadio, Na (mg)
Potéssio, K (mg)
Cobre, Cu (mg)
Zinco, Zn (mg)

Tiamina (mg)

88
49
19
0,1
111
3,4
0,9
18
24
1,23
19
0,3
10
375
0,08
0,5
0,04

Fonte: Tabela Brasileira de Composi¢céao de Alimentos — TACO, 2011.

Segundo VINSON et al. (1998) e ZITNANOVA et al. (2006) a

beterraba é uma das hortalicas com maior potencial antioxidante. A atividade

antioxidante da beterraba esta associada aos seus compostos fendlicos e suas

betalainas, com participacédo na eliminacédo de radicais livres e, consequentemente,

na prevencao de doencas como cancer e doencas cardiovasculares (DELGADO-

VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000).

3.1.1 Betalainas

pigmentos hidrossolliveis contendo nitrogénio, que

A coloracdo da beterraba € devida a presenca das betalainas,

incluem as betacianinas,

responsaveis pela coloracdo vermelho-violeta e as betaxantinas, de coloracao

amarela.
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As betalainas sdo compostos N-heterociclicos soliveis em agua,
localizados nos vacuolos das células e seu precursor comum €é o acido betalamico,
ou seja, quimicamente, as betalainas sdo definidas por uma estrutura que engloba
todos os componentes que apresentam uma formula geral demonstrada na Figura 2
(CAl; SUN; CORKE, 2005; SCHOEFS, 2004; DELGADO-VARGAS; JIMENEZ;
PAREDES-LOPEZ, 2000). A estrutura geral das betalainas contém o &cido
betalamico acompanhado de um radical R; ou R,. Estes radicais sao uma
representacdo geral para 0s possiveis substituintes desse ponto da estrutura, que
podem ser de um simples hidrogénio a um complexo substituinte (DELGADO-
VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000; STINTZING; CARLE, 2004).

Figura 2 - Férmula Geral da Betalainas. (A) porcao de acido betalamico presente em
todas as moléculas de betalainas. (B) dependendo dos residuos R1 e R2, a

estrutura ira representar um betacianina ou uma betaxantina.

Fonte: Adaptado de DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000.

A variagdo desses grupos ocorre em funcdo das diferentes fontes
desses pigmentos e determinam sua tonalidade cromatica e estabilidade. Desta
forma, como mostra a Figura 3, as betalainas podem ser divididas em dois grupos
estruturais: as betacianinas (vermelho ao vermelho violeta) e as betaxantinas
(amarelo).

As betacianinas podem ser classificadas por sua estrutura quimica
em quatro tipos: betanina, amarantina, gonferina e bougainvilina. S&o descritos
aproximadamente 50 tipos de betacianinas (pigmentos vermelhos) e 20 tipos de

betaxantinas (pigmentos amarelos). As beterrabas contém ambos o0s pigmentos,
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cerca de 75-95% de betacianina (betanina) e aproximadamente 95% de betaxantina
(vulgaxantina I) (CAI; SUN; CORKE, 2005).

Figura 3 - Estrutura das principais betalainas de beterraba. (A) betacianinas também
conhecidas como betaninas (com unidade de acucar) e betanidina sem acucar e (B)

betaxantinas

R = H (betanidina) R = NH, (vulgaxantina I)
R= glicosil (betanina) R= OH (vulgaxantina II)
Abs = 540 nm (roxo) Abs = 480 nm (amarelo)

Fonte: Adaptado BONACIN et al., 2009.

Dentre suas propriedades funcionais, as betalainas séao identificadas
como um antioxidante natural (NETZEL et al., 2005; STRACK; VOGT,;
SCHLIEMANN, 2003; TESORIERE et al., 2004).

Em estudo investigando a relacdo estrutura-atividade de varias
betaxantinas e betacianinas com sua atividade sobre radicais livres, observou-se
uma relacdo com a estrutura das betalainas. Desta forma, estudos mostraram a
beterraba como um dos dez mais potentes antioxidantes. Este potencial antioxidante
foi atribuido a caracteristicas estruturais das betalainas. Stintzing; Carle (2004)
observaram gue nas betaxantinas, 0 aumento no numero de residuos hidroxi e imino
promoveu a eliminacao de radicais livres e nas betacianinas, a glicosilacdo reduziu a
atividade, enquanto a acilacdo aumentou o potencial antioxidante.

Ainda, as betaninas (em forma de extratos da beterraba)
demonstram atuar também na prevencao de alguns tipos de céancer, dentre eles os

canceres de pele e figado, devido suas propriedades antioxidantes (LILA, 2004).
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Assim como muitos outros pigmentos naturais, betalainas sao muito
sensiveis ao calor, a luz e a oxidacao, especialmente a que € causada por atividade
da peroxidase (POX), que é uma das principais causas de descoloracdo do
pigmento. POX envolve um grupo de enzimas que desempenham um papel crucial
na eliminagdo de radicais livres dentro de sistemas de plantas, estando também
envolvido no desenvolvimento de varias processos metabdlicos (REGALADO;
GARCIA-ALMENDAREZ; DUARTE-VAZQUEZ, 2004).

Salgado (1997) observou que a adicdo de antioxidante, como o
acido ascorbico, melhora a estabilidade dos pigmentos de betalainas em beterrabas,
sendo que a concentracdo de 400 mg.L™ foi a melhor para preservar a cor do
produto. O acido citrico teve semelhante efeito protetor quando comparado com o
acido ascorbico adicionado a beterraba. A combinacdo dos acidos ndo resultou em

efeito maior do que quando utilizados isoladamente (ATTOE; ELBE, 1985).

3.2 SUCO DE LARANJA

A laranja € um dos dez produtos agropecuarios mais produzidos no
pais, sendo o Brasil o maior produtor mundial desde a década de 1990. Somente no
ano de 2010 a producéo superou 19 milhdes de toneladas, sendo que cerca de 80%
desta producédo se destina para a obtencdo de sucos industrializados. Somente as
exportacdes de suco de laranja do mesmo ano somaram US$ 1,775 bilhdo, aumento
proximo de 50% comparado com as exportagdes do ano de 2003, evidenciando que
0 mercado continua em crescimento (FAO, 2012; MAPA 2013, VALOR
ECONOMICO, 2011).

Dados da ABECITRUS (2009) mostram que o Brasil detém 30% da
producdo mundial de laranja e 59% da producdo de suco, sendo o Estado de Séao
Paulo e a Florida nos EUA os maiores detentores da oferta mundial, um caso
rarissimo tratando-se de commodities agricolas.

As partes que compdem a laranja sdo: o flavedo, parte externa e
colorida da casca; o albedo, porcéo interna esbranquicada e esponjosa da laranja,;
gomos revestidos por uma membrana e preenchidos por pequenas vesiculas de

suco e sementes (TRIBESS, 2003), como ilustrado na Figura 4.



Figura 4 — Partes da Laranja

Fonte: CITRUS BR, 2014.
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A laranja possui um baixo teor calorico, cerca de 60 calorias por

100 gramas de produto, é fonte de B-caroteno, folato, tiamina e potassio além de

uma excelente fonte de vitamina C (TRIBESS, 2003). A composi¢ao quimica do suco

de laranja concentrado congelado esta apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 — Composi¢édo quimica do suco de laranja, concentrado congelado, sem

adocante, nao diluido

Composicéo quimica

Valor por 100 g

Agua (9)
Calorias (Kcal)
Proteinas (g)

Lipidios (g)

Carboidratos, por diferenca (g)

Fibra alimentar (g)
Célcio, Ca (mg)
Magnésio, Mg (mg)
Fésforo, P (mg)

Potassio, K (mg)

Vitamina C (&cido ascérbico total) (mg)

Tiamina (mg)
B-caroteno (ug)
Folato (total) (ng)

57,85
159
2,39
0,21

38,17
0,8

32

34

57
674

137,9
0,28

62
155

Fonte: Tabela de Composi¢cao Quimica dos Alimentos — TABNUT, 2014.
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3.2.1 Acido Ascorbico

O é&cido ascérbico é um composto hidrossolavel que
corresponde a uma forma oxidada da glicose, Cs Hg Og (176,13 g/mol), sendo uma
alfacetolactona de seis atomos de carbono, formando um anel lactona com cinco
membros e um grupo enadiol bifuncional com um grupo carbonilo adjacente.
(VANNUCCHI; ROCHA, 2012).

Vitamina C é o nome dado ao conjunto de compostos
(isbmeros, formas sintéticas e produtos de oxidacdo) que apresentam atividade
biologica semelhante a do acido L-ascorbico (2,3-enediol-L-acido gliconico-ylactona)
(SPINOLA et al., 2013).

Na Figura 5 esté ilustrada a estrutura do &cido ascérbico (acido
L-ascorbico - LAA) e de seus isbmeros. Entre estes, apenas o acido D-isoascorbico
(DIAA) apresenta atividade semelhante ao L-ascérbico em relacdo a acado
antioxidante e 5% como atividade de vitamina C (CORDENUNSI et al., 2002;
HERRERO; IBANEZ; CIFUENTES, 2005).

Figura 5 - Estrutura do acido ascorbico e seus isbmeros

H(

HQ
— O\ 20 /- ON=0
HOCHZ _ HOCHZ .
HO OH

HO OH

WO

acido L-ascérbico acido L-isoascorbico

HQ HO
)- N0 ON=0
HOCH I HOCHZ —
HO OH HO OH
acdo D-ascdrbico acdo D-isoascorbico

Fonte: Adaptado de BOYCE, 1999

A importancia nutricional dessa vitamina hidrossoluvel esta
estabelecida ha muito tempo: devido ao papel do acido ascorbico como cofator na
hidroxilacdo de prolina e lisina na sintese de colageno, sabe-se que sua deficiéncia
causa escorbuto, enfermidade caracterizada por sangramento da gengiva,
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dificuldade na cicatrizacdo de feridas, fadiga e anemia, e que pode ser fatal
(PHILLIPS et al.,, 2010). O &acido ascorbico € um cofator em diversos processos
fisioldgicos, incluindo a sintese de norepinefrina e de horménios adrenais, a ativacao
de hormdnios peptidicos e a sintese de carnitina.

O &cido ascorbico age ainda como antioxidante, aléem de facilitar a
absorcao intestinal de ferro e a manutencdo do ion ferroso no plasma sanguineo
(TARRAGO-TRANI; PHILLIPS; COTTY, 2012).

Sua acdo antioxidante esta relacionada com o aprisionamento de
peréxidos toxicos e com a estabilizacdo de radicais livres, protegendo lipidios,
proteinas e outros biocomponentes do dano oxidativo (ZINELLU et al., 2004).
Quando o ferro esta presente em grande quantidade, o acido ascérbico pode atuar
como um pro-oxidante (ALMARES-ABARCA et al., 2007). O mecanismo de oxidac&o
do acido ascorbico estd demonstrado na Figura 6.

A primeira degradacdo produz o acido dehidroascorbico (DHAA),
gue possui 80% da bioatividade do LAA (LIAO et al., 2001). Essa reagao pode ser
revertida apenas por compostos de elevado potencial redutor, como o ditiotreitol
(DTT). O DHAA pode ainda ser hidrolisado ou oxidado para o acido 2,3-
dicetoglucbnico, que ndo tem qualquer atividade vitaminica C (GIBBONS et al.,
2001).

Figura 6 - Mecanismo de oxidag&o do acido ascérbico

HO HO
0 0 OH O
O  Oxidacio O Hidrélise
H(}\gzr ¢ HO — HO\)\(“\H/CozH
HO OH 0 0

OH O
Acido Ascorbico Acido Dehidroascorbico Acido 2,3 dicetogluconico

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2010.

Em virtude da sua incapacidade de sintetizar acido ascorbico, o ser
humano depende inteiramente da ingestdo deste micronutriente. No Brasil, de
acordo com a legislacéo pertinente, a ingestao diaria recomendada (IDR) é de 60 mg
para adultos (BRASIL, 1998).
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As principais fontes de &cido ascorbico sdo as frutas e hortalicas,
particularmente as frutas citricas e os vegetais folhosos (PHILLIPS et al., 2010).
Entretanto, o acido ascérbico é considerado a vitamina mais sujeita a degradacao
por exposicdo ao calor, além de sofrer alteracbes aceleradas pela presenca de
oxigénio e pelo pH do meio, entre outras condi¢des. Assim, 0 acido ascérbico esta
sujeito a perdas significativas ao longo do armazenamento ou do processamento,
sendo oxidado (quimica ou enzimaticamente) a acido deidroascorbico, que
apresenta atividade vitaminica, mas que é ainda menos estavel e sofre oxidacao a
acido dicetoguldnico, que se degrada em diferentes produtos, como: acido oxalico,
acido xilénico e xilose (OLIVEIRA, 2010).

Sabe-se que diversos fatores afetam a estabilidade do acido
ascorbico durante o armazenamento, incluindo o pH do meio, a presenca de
oxigénio e de ions metalicos, e a temperatura (TARRAGO-TRANI; PHILLIPS;
COTTY, 2012; SPINOLA et al., 2013).

A metodologia padrdo da AOAC (Association of Official Analytical
Chemists) para determinacdo de acido ascorbico em sucos consiste no metodo
titulométrico envolvendo o 2,6-diclorofenol-indofenol (DCFI), conhecido como
Reagente de Tillmans (AOAC Official Method 967.26) (HORWITZ, 2005). Esse
método, no entanto, apresenta ponto de viragem de dificil visualizacdo em amostras
coloridas e varias substancias presentes em alimentos, como por exemplo, ions de
ferro e cobre, pigmentos, taninos e outros dificultam sua aplicacdo para diversos
sucos de frutas e produtos de hortalicas (ARYA; MAHAJAN; JAIN, 2000).

Nesse sentido, o método padrdo para quantificar a vitamina C é a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), pois se trata de uma técnica mais
sensivel e especifica que os métodos espectrofotométricos e nao necessita de
derivatizacdo (NOVAKOVA; SOLICH; SOLICHOVA, 2008). Os principais detectores
utilizados para quantificagdo desta vitamina sdo os detectores ultravioleta (UV) e
eletroquimico (EC). A dosagem de vitamina C também pode ser realizada utilizando
detectores de fluorescéncia ou, ainda, por espectrometria de massa, porém estes
métodos ndo sdo muito difundidos devido ao alto custo da analise (BAIERLE et al.,
2012).
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3.3 ALIMENTOS FUNCIONAIS

E cada vez maior a preocupacéo da populagcdo humana em evitar ou
diminuir o consumo de alimentos que possam ser prejudiciais a saude, da mesma
forma que tem procurado aumentar o consumo de alimentos que contribuam para a
melhoria da qualidade de vida. Esse comportamento é resultante do conhecimento
da importancia da relacdo dieta com a saude, despertando o interesse por
informagdes sobre alimentos, substancias e suplementos alimentares que possam
trazer consequéncias benéficas a saude (PACHECO; SGARBIERI, 1999; PRATES;
MATEUS, 2002; PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE, 2005; FRANCO, 2006).

Paralelamente as novas filosofias alimentares, o estudo de
substancias de origem alimentar (sejam elas fitoquimicos, zooquimicos ou micro-
organismos vivos) com propriedades bioativas, faz com que essas substancias
possam estar naturalmente presentes em alguns alimentos ou serem
intencionalmente adicionadas. Alimentos funcionais sdo aqueles que contém tais
substancias (SAAD et al., 2011).

A alegacdo de propriedade funcional € aquela relativa ao papel
metabdlico ou fisiolégico que o nutriente ou nao nutriente tem no crescimento,
desenvolvimento, manutencdo e outras fungdes normais do organismo humano
(BRASIL, 2008).

Os alimentos funcionais, além das func¢des nutricionais bésicas,
guando consumidos na dieta usual, produzem efeitos metabdlicos benéficos a
saude, devendo ser seguros para 0 consumo sem supervisdo médica. Esses
alimentos possuem potencial para promover a saiude por meio de mecanismos nao
previstos pela nutricdo convencional, devendo ser salientado que esse efeito
restringe-se a promocdo da saude e ndo a cura de doencas (SANDERS, 1998).
Alimento funcional € um alimento e ndo um farmaco, e, portanto ndo atua no
tratamento de patologias (ROBERFROID, 2002).

A legislacdo brasileira, diferentemente da legislacdo de outros
paises, proibe que referéncia a prevencédo ou tratamento de doengas pelo consumo
de alimentos com propriedades funcionais sejam alegadas nos rétulos de alimentos,
visto que muitos fatores estédo envolvidos nestes processos (HOLANDA et al., 2008).

O interesse pelos alimentos funcionais é crescente e tem atraido a

atencdo dos consumidores, da industria de alimentos e pesquisadores. O mercado
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de alimentos funcionais no Brasil representa, aproximadamente, 15% do mercado de
alimentos, com crescimento anual de, aproximadamente 20%. Este mercado,
embora promissor, apresenta um grande desafio que € conquistar a confianca do
consumidor quanto as alegacdes funcionais, assegurando que nao se trata
simplesmente de uma estratégia de mercado para justificar o aumento do pre¢co dos
produtos (ROSA; COSTA, 2010).

Os principais ingredientes ou substancias bioativas responsaveis
pela funcionalidade dos alimentos podem ser classificados quanto a natureza
guimica e molecular em: isoprendides (carotendides, saponinas, tocoferdis,
tocotrienos e terpenos simples); compostos fendlicos (cumarinas, taninos, lignina,
antocianinas, isoflavonas, flavonoides); proteinas, aminoacidos e afins
(isotiocianatos, folato, 6 colina, compostos alil sulfurados); carboidratos e derivados
(acido ascoérbico, polissacarideos ndo amilaceos); prebidticos (inulina,
frutooligossacarideos, acidos graxos e lipideos (PUFA, 6mega-3, esfingolipideos,
lecitina); minerais (Ca, Se, K, Cu, Zn) e microbiolégicos (probioticos) (PRATES;
MATEUS, 2002; PADILHA; PINHEIRO, 2004; PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE,
2005; FRANCO, 2006).

Dentre os alimentos mais pesquisados contendo ingredientes ou
substancias bioativas destacam-se a aveia (3-glucanas, psyllium), o alho (alicina), o
tomate (licopeno), a soja (isoflavonas, proteina), a linhaca (dmega-3, ligninas), as
frutas citricas (flavondides, linonoides), o vinho tinto e uva (flavondides, fendis,
resveratrol), o peixe e Oleo de peixe (6bmega-3), o0s prebidticos (inulina,
frutooligossacarideos) e os probidticos (Bifidobactérias, Lactobacillus) (PACHECO;
SGARBIERI, 1999; JONES, 2002; RODRIGUEZ; MEGIAS; BAENA, 2003; FRANCO,
2006).

3.4 PROBIOTICOS

Diversas definicdes de probioticos ja foram publicadas, no entanto, a
aceita internacionalmente, segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo e Organizacdo Mundial da Saude, € que eles séao
microrganismos Vvivos, que quando administrados em quantidades adequadas
conferem beneficios a satude do hospedeiro (FAO/WHO, 2001; SANDERS, 2003).
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Consumo de células probidticas através de produtos alimentares é a
abordagem mais popular no momento. A maioria dos produtos alimentares
probidticos é categorizada como alimentos funcionais, e representam uma parte
significativa do mesmo (TRIPATHI; GIRI, 2014).

Probioticos proporcionam uma série de beneficios para a saude,
principalmente, por meio da manutencdo da microbiota intestinal normal, protecéo
contra patdgenos gastrointestinais (D’AIMMO; MODESTO; BIAVATI, 2007;
LOURENS-HATTINGH; VILJOEN, 2001), a melhoria do sistema imunoldgico
(GILLILAND, 1990), reducéo do nivel de colesterol e pressao arterial (RASIC, 2003),
a atividade anticancerigena (RASIC, 2003), melhor utilizacdo de nutrientes e maior
valor nutricional dos alimentos (LOURENS-HATTINGH; VILJOEN, 2001) (Figura 7).
Aplicacdes terapéuticas de probioticos incluem prevencdo da diarréia infantil,
doencas urinogenital, osteoporose, alergia alimentar e doencas atopicas; reducao da
diarréia induzida por anticorpos; alivio da constipacdo e hipercolesterolemia, o
controle de doengas inflamatorias do intestino, e prote¢cdo contra cancer de cdlon e
bexiga (LOURENS-HATTINGH; VILJOEN, 2001; MATTILA-SANDHOLM et al, 2002;.
SALMINEN, 1996; VENTURI et al, 1999).

Figura 7 - Beneficios a saude com o consumo de probidticos
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Fonte: Adaptado de TRIPATHI; GIRI, 2014; PARVEZ et al., 2006.
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Segundo Komatsu; Buriti; Saad (2008), quando se deseja garantir
um efeito continuo no organismo humano, os probidticos devem ser ingeridos
diariamente, entretanto ndo existe na literatura um consenso sobre a quantidade
minima de microrganismos probidticos a ser ingerida para garantir sua
funcionalidade. Alteracdes favoraveis na composicdo da microbiota intestinal,
capazes de garantir a manutencdo de concentragbes ativas fisiologicamente
(quantidade intestinal de 10° a 10" UFC/g) in vivo, foram observadas com porcées
de 100 g de produto alimenticio contendo 10® a 10° unidades formadoras de coldnias
(UFC) de microrganismos probiéticos (10° a 10’ UFC/g de bioproduto) (SHAH,
2007).

Embora uma grande variedade de espécies e @géneros de
microrganismos sdo considerados como probioticos potenciais (HOLZAPFEL et al.,
1998; SHAH; RAVULA, 2004), predominantemente sao utilizados comercialmente
em alimentos probidticos bactérias dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium
(Tabela 3). Isso porque estes dois géneros tém uma longa histéria de uso seguro e
sao considerados como GRAS (Generally Reconignized As Safe) usado pelo FDA
(Food and Drug Administration), o6rgdo sanitario vigente dos Estados Unidos.
Lactobacillus e Bifidobacterium também s&o habitantes dominantes no intestino
humano (Lactobacillus no intestino delgado e Bifidobacterium no intestino grosso).

No entanto, as espécies pertencentes ao género Lactococcus,
Enterococcus, Propionibacterium, leveduras Saccharomyces (e.g. Saccharomyces
cerevisiae e Saccharomyces boulardii) e fungos filamentosos (e.g. Aspergillus
oryzae) sdo também utilizados como probidticos devido aos seus efeitos de
promocdo da saude (RIVERA-ESPINOSA; GALLARDO-NAVARRO, 2010;
VINDEROLA; REINHEIMER, 2003).
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Tabela 3 - Bactérias lacticas mais utilizadas em preparacdes probidticas

Bactéria Probidtica Espécie

L. acidophilus, L. casei, L. delbrueckii ssp.,
Lactobacillus sp. L. cellobiosus, L. curvatus, L. fermentum,

L. lactis, L. plantarum, L. reuteri, L. brevis
. _ B. bifidum, B. adolescentis, B. animalis,

Bifidobacterium sp. _ ) )

B. infantis, B. thermophilum, B. longum
Enterococcus sp. Ent. faecalis, Ent. faecium

S. cremoris, S. salivarius, S. diacetylactis,

Streptococcus sp ) .
S. intermedius

Fonte: Adaptado de TRIPATHI; GIRI, 2014

A recomendacao brasileira mais recente para alimentos probiéticos
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é com base na por¢ao diaria
de microrganismos viaveis que devem ser ingeridos para efeitos funcionais, sendo o
minimo estipulado de 10® a 10° UFC/dia, e s&o reconhecidos como probiéticos as
seguintes bactérias Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota,
Lactobacillus casei variedade rhamnosus, Lactobacillus casei variedade defensis,
Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
animallis (incluindo a subespécie B. lactis), Bifidobacterium longum e Enterococcus
faecium (BRASIL, 2008).

A selecédo de cepas probioticas adequadas em dose adequada € o
primeiro requisito para o desenvolvimento de um produto alimenticio probidtico. A
viabilidade do microrganismo durante processamento e armazenamento,
sobrevivéncia durante o transito intestinal, e os beneficios em potencial a salde do
consumidor sdo os principais critérios para a selecdo de cepas adequadas de
espécies de bactérias probidticas (TALWALKAR; KAILASAPATHY, 2004,
VENTURA; PEROZZI, 2011).

A sobrevivéncia das bactérias frente a diferentes fatores prejudiciais
durante o processamento e desenvolvimento de produtos varia de acordo com a
espécie e cepa especifica (TAMIME et al., 2005). Em termos de robustez dos
organismos probidticos, os lactobacilos sdo geralmente mais fortes do que
bifidobactérias (MATTO et al., 2006; ROSS et al., 2005).
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Encontrado naturalmente em alimentos tradicionais fermentados,
lactobacilos sdo mais resistentes ao baixo pH e tem adaptacdo aos lacteos e outros
substratos alimentares. Um grande numero de espécies de Lactobacillus probioticos
sdo tecnologicamente adequadas para aplicagcbes em alimentos em comparacéo
com Bifidobacterias (LEE; SALMINEN, 2009).

3.4.1 Lactobacillus acidophilus

O Lactobacillus acidophilus é um bastonete gram-positivo,
caracterizado pela morfologia ndo esporulada, ocorre de forma isolada, aos pares ou
em cadeias curtas, sem flagelos, homofermentativos (com o &cido lactico na
configuracdo DL), sdo tolerantes ao sal e microaerofilos (tendo seu crescimento
favorecido em anaerobiose ou em pressao reduzida de oxigénio) com temperatura
otima de crescimento de 35°C a 40°C, podendo desenvolver-se até 45°C (GOMES;
MALCATA, 1999). O pH 6timo de crescimento é de 5,5 a 6,0 e tolera acidez na faixa
de 0,3% a 1,9%. E resistente & acidez gastrica e aos sais biliares, com taxa de
sobrevivéncia no trato gastrointestinal (TGI) estimada entre 2% e 5%. A capacidade
de aderéncia ao intestino é variavel (GUEDES NETO et al., 2002; TOMELIN;
PEPLAU, 2005).

O emprego de Lactobacillus acidophilus em produtos
fermentados comerciais estda amplamente difundido, podendo ser utilizado
isoladamente ou em associacdo com outros microrganismos. Esta utilizacdo esta
associada as propriedades terapéuticas, dentre as quais se destacam a reposicao
de microbiota intestinal, desejavel apés uso prolongado de antibidticos. Habitantes
naturais do intestino grosso secretam acido latico diminuindo o pH intestinal e
inibindo o desenvolvimento de patbégenos invasivos como Salmonella spp. e
Escherichia coli. Agem pela competicdo por sitios de ligagdo no intestino e por
nutrientes com as bactérias patogénicas, reduzindo assim o tempo de pos-infeccao
(SAAD, 2006; ITSARANUWAT; AL-HADDAD; ROBINSON, 2003).

Os beneficios para salude e nutricionais dos Lactobacillus
acidophilus e do Lactobacillus casei incluem a reducdo dos sintomas da intolerancia
a lactose (LEROY; DE VUYST, 2004; VINDEROLA et al., 2000; NIGHSWONGER;
BRASHEARS; GILLILAND, 1996), inibicAo de microrganismos patogénicos e virus,
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producdo de vitaminas, reducdo dos niveis de colesterol, efeitos inibitérios sobre
tumores (NIGHSWONGER; BRASHEARS; GILLILAND, 1996), modulacdo da
resposta imunoldgica, estabilizacdo de uma barreira na mucosa intestinal e controle
de desordens intestinais (VINDEROLA et al. 2000).

Os Lactobacillus tém sido consumidos desde o inicio do uso dos
leites fermentados como alimentos. Os autores Salminen; Wright; Morelli (1998), no
final da década de 90, ja relatam que as espécies probidticas, como os Lactobacillus

acidophilus eram utilizadas seguramente ha muitos anos.

3.5 PRODUTOS VEGETAIS COM PROBIOTICOS

Produtos lacteos fermentados geralmente oferecem boas matrizes
portadoras de microrganismos probioticos. No entanto, outras matrizes alimentares,
também tém sido estudadas como transportadores potenciais para estes
microrganismos. O numero crescente de individuos com intolerancia a lactose,
dislipidemia e vegetarianismo reforcam a importancia do desenvolvimento de
produtos probidticos ndo lacteos.

As frutas e hortalicas sdo alimentos que apresentam em sua
constituicdo quantidades significativas de vitaminas, minerais, fibras e compostos
antioxidantes que contribuem para uma dieta saudavel (PERES et al.,, 2012;
RANADHEERA; BAINES; ADAMS, 2010). Entretanto, o volume de perdas desses
produtos no Brasil provocados por danos mecanicos, manuseio inadequado,
ferimentos, rachaduras e abrasfes é significativo. Acredita-se que a reducao de
perdas e desperdicios de frutas e hortalicas seria possivel mediante o estimulo ao
processamento do alimento (MARTINS et al. 2013).

Uma alternativa para reducdo de desperdicios sdo bebidas a base
de frutas e hortalicas, cuja facilidade de consumo e de conservacao, além de permitir
0 consumo de frutas e hortalicas que normalmente ndo seriam consumidas in natura,
agregam valor aos produtos e atendem ao perfil do consumidor moderno que tem
exigido qualidade, praticidade e seguranca (SAAD et al., 2011).

Sucos e bebidas a base de frutas e hortalicas podem ser um veiculo
alternativo para a incorporacao de probidticos, porque eles séo ricos em nutrientes,
nao contém microrganismos fermentadores que competem por nutrientes com

probiéticos, sdo frequentemente suplementadas com ingredientes para remocao de
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oxigénio, tais como &cido ascorbico, promovendo assim condigbes anaerdbicas e
contém quantidades elevadas de aclUcares que podem incentivar o
crescimento/viabilidade de probioticos. (DING; SHAH, 2008).

Atualmente pesquisas demonstram que produtos contendo bactérias
probidticas ocupam grande espaco entre os alimentos funcionais, sendo utilizados
nao s6 em produtos lacteos como iogurtes, queijos, sorvetes, manteiga (SOCCOL et
al., 2010), sobremesas, flans (ESPIRITO-SANTO et al., 2011), mas também em
produtos néo lacteos a base de cereais, formulas para alimentacéo infantil, produtos
derivados de soja (SINGH et al., 2011), produtos a base de frutas e hortalicas como
bebidas, purés, hortalicas fermentadas, azeitonas de mesa (PERES, et al., 2012),
produtos minimamente processados (ROBLE et al.,, 2010; MARTINS et al., 2013;
OLIVEIRA et al.,, 2011), entre outros, que apresentam mercado em continua
expansdo mundial, em virtude de sua demanda voltada aos beneficios potenciais a
saude (CHAMPAGNE et al., 2011).

A sobrevivéncia de probidticos vem sendo estudada em diversos
sucos e bebidas a base de frutas e hortalicas como apresentado na Tabela 4, sendo
gue a viabilidade desses microrganismos difere dependendo da matriz (fruta e/ou
hortalica), e € também dependente da estirpe. Mesmo que lacteos ainda seja a base
preferida para adicdo de probidticos, ha uma tendéncia de usar frutas e hortalicas,

incluindo exdticas como ingrediente (SANTO et al., 2011).
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Tabela 4 — Alguns estudos de culturas probiéticas em sucos e bebidas a base de

frutas e/ou hortalicas

Suco e/ou bebida

Microrganismo Probidtico

Referéncia

Caju
Laranja, grap efruit,
groselha preta, abacaxi,
roma, cranberry e liméo.
Roma

Pera
Ameixa

Maca

Tomate

Beterraba

Repolho

Laranja, Abacaxi e

Cranberry

Melao

Melao

Caju

Péssego

Lactobacillus johnsonii

Lactobacillus plantarum

L. plantarum, Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus kefiranofaciens, Candida kefir
e Saccharomyces boluradii

Lactobacillus casei

Lactobacillus paracasei

Lactobacillus acidophilus LA39,
Lactobacillus casei A4, Lactobacillus
delbrueckii D7 e Lactobacillus plantarum C3
L. acidophilus LA39, L. casei A4, L.
delbrueckii D7 e L. plantarum C3

L. casei A4, L. delbrueckii D7 e L. plantarum
C3

L. casei DN 114 001, Lactobacillus
rhamnosus GG, Lactobacillus paracasei
NFBC 43338, e Bifidobacterium lactis Bb-12
L. casei NRRL B-442

L. casei NCIMB 4114

L. casei NRRL B 442

Lactobacillus paracasei

Vergara et al., 2010
Nualkaekul;
Charalampopoulos,
2011

Mousavi et al., 2011
Ankolekar et al., 2012

Sheela; Suganya, 2012

Ellendersen et al., 2012
Pimentel et al., 2015
Pimentel; Madrona;
Prudencio, 2015.

Yoon; Woodams; Hang,
2004.

Yoon; Woodams; Hang,
2005
Yoon; Woodams; Hang,
2006

Sheehan; Ross;
Fitzgerald, 2007

Fonteles et al., 2011
Saw et al., 2011
Pereira; Maciel;
Rodrigues, 2011
Pimentel; Prudencio;
Rodrigues, 2011

Fonte: o préprio autor e MARTINS et al. (2013).

Yoon; Woodams; Hang (2005) avaliaram a viabilidade de producéo

de suco de beterraba esterilizado e fermentado, utilizando as culturas probioticas

Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. delbrueckii e L. plantarum. Como resultado, foi

verificado que L. acidophilus e L. plantarum foram mais eficientes na redugéao do pH

do suco (para valores inferiores a 4,5, a partir de valor inicial de 6,3) durante a
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fermentacdo. Entretanto, L. plantarum revelou-se mais resitente a estocagem em
temperatura de 4°C durante quatro semanas (10°-10° UFC/mL de produto).

Para um suco ou bebida de fruta manter suas caracteristicas
peculiares que o definem como tal, o primeiro desafio € minimizar a metabolizacéo
de componentes da bebida, por parte dos microrganismos. Isso implica em
minimizar ou, até mesmo impedir a multiplicacdo dos microrganismos no produto,
sem entretanto, inviabiliza-lo (SAAD et al., 2011).

De acordo com Saad et al. (2011) o segundo desafio no
desenvolvimento de bebidas vegetais probidticas é fazer com que o microrganismo
mantenha a viabilidade e funcionalidade durante a vida de prateleira do produto e,
principalmente, no organismo humano. Em parte, esta preocupacdo € porque a
adicao de probidticos em sucos de vegetais € mais complexa do que a formulacéo
de produtos lacteos, devido ao baixo pH dos sucos e quantidades insuficientes de
alguns dos pequenos peptideos e aminoacidos livres necessarios para probioticos
(CHAMPAGNE; GARDNER, 2008). Provavelmente, este seja o fator que mais limite
o desenvolvimento de bebidas derivadas de frutas com caracteristicas probioticas
(MATTILA-SANDHOLM et al., 2002; CHAMPAGNE; GARDNER; ROY, 2005). Assim,
algumas caracteristicas intrinsecas ao suco de frutas e/ou hortalicas, a sua
formulagdo, ao seu processamento e a resposta dos microrganismos a essas
caracteristicas intrinsecas necessitam ser consideradas (SAAD et al., 2011). Ainda
assim, Prado et al. (2008) relataram que as bebidas, como sucos de frutas e
vegetais podem ser a proxima categoria de matrizes de alimentos para servir como
portadores de bactérias probidticas desde que apoiado por estudos publicados.

Shah et al. (2010) estudaram a sobrevivéncia de bactérias
probidticas num modelo de sistema de suco de fruta, com adicdo de cepas
diferentes de bactérias probidticas: Lactobacillus rhamnosus HNOO1, Bifidobacterium
lactis HNOO1 e Lactobacillus paracasei LPC 37 e concluiram que mesmo em sucos
de frutas com vida util relativamente curta, alguns ingredientes como extrato de cha
verde, vitamina C, e extrato de semente de uva, que contém altos niveis de
antioxidantes pela propriedade de remocdo de oxigénio, podem promover um
ambiente mais favoravel para as bactérias probidticas e pode ser Uutil no
desenvolvimento de um alimento funcional a base de suco de frutas.

O efeito da suplementacdo com cultura probiotica (L. paracasei ssp.

paracasei) e/ou oligofrutose (prebidtico substituto ao acucar) em suco de maca
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clarificado foi analisado por Pimentel et al. (2015), com relacdo as caracteristicas
fisico-quimicas, a viabilidade do probidtico e aceitabilidade da bebida durante o
armazenamento refrigerado (4°C/28 dias) em diferentes embalagens (plastico ou
vidro). Os resultados demonstraram que a oligofrutose pode ser usada como um
prebidtico protetor das culturas probidticas e que as embalagens de vidro foram mais
eficientes na manutencdo da viabilidade das culturas probidticas, visto que as
formulacbes estudadas em embalagens de vidro apresentaram maiores contagens

(p<0,05) do que as formula¢gdes em embalagens de plastico.

3.6 ANALISE SENSORIAL DE BEBIDAS DE ORIGEM VEGETAL PROBIOTICAS

A qualidade de um produto de consumo compreende trés aspectos
fundamentais: fisico-quimico (nutricional), sensorial e microbiolégico. Com certeza o
aspecto sensorial € o mais intimamente relacionado a qualidade percebida pelo
consumidor e, consequentemente, a escolha do produto. Dessa maneira, as
caracteristicas de qualidade sensorial, tais como aparéncia, aroma, sabor e textura,
precisam ser monitoradas em diversos momentos: na percepcao e escolha dessa
gualidade, por meio de estudos do consumidor; no desenvolvimento ou
processamento do produto, por estudos da influéncia dos ingredientes e da
tecnologia do processamento; na padronizacao e no controle de qualidade de rotina;
na estabilidade da qualidade sensorial durante o armazenamento; e no momento da
avaliacdo do nivel de qualidade do produto por testes de mercado (DUTCOSKY,
2013).

Ha um interesse genuino no desenvolvimento de suco de frutas
como base de bebidas funcionais com probioticos, porque eles tém perfis de sabor,
gue sao atraentes para todas as faixas etarias e porque eles sédo percebidos como
alimentos saudaveis e refrescantes (TUORILA; CARDELLO, 2002; YOON;
WOODAMS; HANG, 2004; SHEEHAN; ROSS; FITZGERALD, 2007). No entanto, as
bactérias laticas contribuem para o aroma e sabor dos produtos fermentados, onde o
processo de fermentacdo com estas bactérias, além de modificarem a composi¢ao
do alimento, proporcionam novas caracteristicas sensoriais como gosto acido,
modificacdes na textura, tanto pela biomassa celular, como pela producdo de
polissacarideos e também producdo de compostos aromaticos que alteram o perfil
de sabor e aroma do produto final (LEROY; DE VUYST, 2004).
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Segundo Luckow; Delahunty (2004) o desenvolvimento de “off-
flavour” em produtos néo lacteos é mais pronunciado do que naqueles contendo leite
e/ou seus derivados.

Ainda de acordo com Luckow et al. (2006), seriam basicamente trés
as maneiras de reduzir o impacto negativo do “off-flavour” na aceitagcédo, por parte
dos consumidores de sucos e bebidas probiéticas:

1) mascarar o sabor indesejavel, por exemplo, pela adicéo a bebida
de sucos de frutas tropicais que possuam um sabor marcante;

2) fazer com que o consumidor passe a consumir o produto com
frequencia, pois haveria uma familiarizagdo ao sabor, em um primeiro momento
indesejavel;

3) o consumidor fazer a associacdo da mudanca no sabor da
bebida probibtica, comparativamente a original, com os beneficios a saude que o
consumo de tal produto traria.

Porém, para alguns autores, como Tuorila; Cardello (2002), a néao
alteracdo na aceitabilidade dos produtos com a adicdo de probidticos e/ou
prebidticos € extremamente importante, pois 0s consumidores nao estao
interessados em consumir bebidas funcionais se o0s ingredientes adicionados
ocasionarem aromas e sabores estranhos ou desagradaveis nos produtos, mesmo
levando em conta os beneficios para a saude.

Estudos que avaliaram a incorporacdo de culturas probidticas em
sucos de frutas e/ou néctares tém sido contraditérios, com alguns indicando que néo
houve mudanca na aceitagdo dos produtos (BEVILACQUA et al., 2013; PIMENTEL,
PRUDENCIO; RODRIGUES, 2011, PIMENTEL; MADRONA; PRUDENCIO, 2015) e
outros relatando uma perda de aceitacdo, devido a presenca de um sabor
desagradavel (LUCKOW,; DELAHUNTY, 2004; SAEED; ZAHID; SATTAR, 2013). As
diferencas encontradas podem estar relacionadas com o tipo de suco de fruta, a
cultura probidtica utiizada e o método de adicdo ou fermentacdo dos
microrganismos nos sucos de frutas e ou/hortalicas.

O estudo de impacto sensorial por Luckow e Delahunty (2004)
mostrou que os consumidores preferem as caracteristicas sensoriais do suco de
laranja convencional comparado aos seus homologos funcionais (suco contendo
probioticos), isso porque o desenvolvimento de “off-flavour” em produtos ndo lacteos

€ mais pronunciado do que naqueles contendo leite e/ou seus derivados.
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J& no trabalho de Pimentel; Prudencio; Rodrigues (2011) a adi¢éo de
L. paracasei ssp. paracasei nao influenciou a aceitabilidade (aparéncia, aroma,
sabor, textura e global) e a intencdo de compra de néctares de péssego, visto que
os provadores indicaram que gostaram moderadamente dos néctares de péssego
preparados (valores entre 7 e 8 em escala hedonica de nove pontos) e que
provavelmente comprariam os produtos (valores proximos de 4 de intencdo de
compra em escala de 5 pontos).

Em sucos clarificados de mac¢a também adicionados de L. paracasei
Ssp. paracasei, a presenca de sacarose, oligofrutose ou cultura probidtica néo
interferiu na aceitabilidade (cor, aroma, sabor e global) e na intencdo de compra,
assim como o tipo de embalagem; indicando que, embora a adicdo da cultura
probidtica tenha promovido um aumento na turbidez dos sucos de maca e tenham
alterado algumas caracteristicas fisico-quimicas dos produtos; ndo afetaram o
guanto os consumidores gostaram dos sucos e o0 desejo dos mesmos em consumi-

los ou compra-los, conforme verificado por Pimentel et al. (2015).
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Os experimentos

foram

realizados

nos Laboratérios
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do

Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de

Londrina.

A tese constou de duas partes, conforme segue:

Parte 1 — Suco misto de beterraba e laranja: Contel

ascorbico e atividade antioxidante durante o armaze

aceitacao

do de betalainas, acido

namento refrigerado e

Para este estudo, o extrato de beterraba, o suco de laranja e as

formulacdes de sucos mistos sob refrigeracdo (4°C) por 30 dias foram analisados

conforme a Figura 8:

Figura 8 — Fluxograma de andlises, Parte 1 da tese.
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Parte 2 — Suco Misto de beterraba e laranja adicionado de Lactobacillus
acidophilus : Contetudo de betalainas, atividade antioxidante e viabilidade do

microrganismo durante o armazenamento refrigerado e aceitacao sensorial

Para este estudo, as formulacdes selecionadas de suco misto em
duas proporcOes diferentes beterraba:laranja, a partir do estudo da parte 1, foram
adicionados do probidtico Lactobacillus acidophilus para estudo durante o
armazenamento refrigerado (4°C) por 28 dias de armazenamento conforme a Figura
9.

Figura 9 — Fluxograma de andlises, Parte 2 da tese.

— PH, °Brix, Acidez e Cor

Betacianinas e
Betaxantinas

Adicao de Lactobacillus

acidophilus — Fenois Totais
Extrato de Beterraba
. Antioxidantes
Sucos Mistos - - (DPPH e ABTS)
Suco de Laranja || Acido ascérbico
(Vit. C)

Viabilidade de L.
acidophilus

~— Analise Sensorial

Fonte: o proprio autor.

4.1 MATERIAL

4.1.1 Matérias-prima

Foram utilizadas no experimento beterrabas (Beta vulgaris L.) cv.
Early Wonder frescas obtidas na CEASA (Central de Abastecimento do Parana S.A.)
na cidade de Londrina, suco de laranja concentrado congelado (Lanjal, Brasil) e
cultura probiética Lactobacillus acidophilus LA-05 (Christian Hansen, Dinamarca).

Foram utilizadas embalagens de vidro com tampa de rosca (Farma, Brasil) de 50mL.
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4.1.2 Reagentes e Padrbes

O padrdo de acido ascorbico foi adquirido da Sigma (Alemanha).
Acetonitrila (grau HPLC) foi adquirida da Fischer Scientific (EUA), acido
metafosférico Vetel (Brasil), acido sulfarico Quimica Moderna, Brasil, ABTS (2,2’-
azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) Sigma- Aldrich (EUA), Trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico) foram obtidos da Aldrich
(Alemanha). Etanol foi obtido da Anidrol (Brasil). O reagente Folin Ciocalteau foi
comprado da Merck (Alemanha) e o carbonato de sédio foi obtido da Nuclear
(Brasil). A dgua empregada para o preparo das amostras e solventes foi obtida por

sistema de purificacao Milli-Q (Millipore, Franca).

4.2 METODOS

4.2.1 Extracdo do Suco de Beterraba

As beterrabas frescas foram lavadas com agua potavel, sanitizadas
por 30 minutos em agua clorada (150 mg/L de hipoclorito de sédio Dinamica, Brasil),
enxaguadas com agua potavel e descascadas manualmente. Em seguida o suco

puro foi obtido por meio de centrifuga doméstica (Mondial, Brasil).
4.2.2 Preparo do Suco de Laranja

O suco concentrado de laranja (66°Brix) foi diluido com &gua
esterilizada na proporcao de 1:6 (v/v), conforme recomendacédo do fabricante, até o
valor de solidos soluveis proximo de 12°Brix.

4.2.3 Preparo dos Sucos Mistos

A partir do extrato puro de beterraba e suco diluido de laranja foram

preparados 0s sucos mistos em duas proporcoes, 1:1 e 1:2 (v/v), respectivamente.
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4.2.4 Adicao de Probiético no Suco Misto

A cultura de Lactobacillus acidophilus liofilizada e de uso direto, foi
dissolvida assepticamente aos sucos mistos de beterraba e laranja na proporcao de
0,2% (p/v) apés a pasteurizacao realizada conforme item 4.2.5.

4.2.5 Pasteurizacdo e Armazenamento dos Sucos

Através de avaliacdes microbiolégicas (coliformes totais, coliformes
termotolerantes e bolores e leveduras) a pasteurizacdo das amostras em banho-
maria MA 127 (Marconi, Brasil) foi estabelecida no bindbmio tempo-temperatura de 70
°C/30 minutos.

Apés o tratamento térmico, efetuou-se o envase dos sucos em
frascos de vidro transparentes estéreis de 50 mL, com exce¢do dos sucos mistos
probidticos em que o envase foi realizado apos a adi¢cdo da cultura probidtica,
conforme ilustrado na Figura 10.

Figura 10 — Envase das amostras para armazenamento refrigerado (4°C)

Fonte: o proprio autor.
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O estudo do efeito do armazenamento refrigerado (4°C) foi realizado
nas amostras, com a codificagdo conforme Tabela 5:

Tabela 5 — Codificacdo das amostras analisadas

Amostra Cadigo
Suco de beterraba puro ndo pasteurizado SB
Suco de beterraba puro pasteurizado SBP
Parte 1 Suco de laranja diluido pasteurizado SLP

Suco Misto de beterraba e laranja 1:1 (v/v) pasteurizado SMBL 1:1
Suco Misto de beterraba e laranja 1:2 (v/v) pasteurizado SMBL 1:2
Suco Misto probidtico de beterraba e laranja 1:1 (v/v) SMPBL 1:1
Suco Misto probiotico de beterraba e laranja 1:2 (v/iv)  SMPBL 1:2

Parte 2

Fonte: o proprio autor.

As andlises, em cada repeticdo do experimento, foram realizadas em
triplicata nos tempos: 0, 5, 10, 15, e 30 dias de armazenamento para SB, SBP, SLP,
SMBL 1:1 e SMBL 1:2 e nos tempos 1, 7, 14, 21 e 28 dias para SMPBL 1:1 e
SMPBL 1:2.

4.2.6 Avaliagbes Fisico-quimicas

A determinacéo de pH das amostras foi realizada em potenciémetro
digital (Tecnal, Brasil) previamente calibrado com tampdes fosfato (Synth, Brasil) pH
4,0 e 7,0. A acidez foi medida por meio de titulacdo com solugdo de NaOH (Anidrol,
Brasil) 0,01 mol/L até pH 8,2 e expressa em acido citrico, conforme AOAC (1997).
Os sdélidos soluveis totais (SST) foram medidos em refratdmetro digital PAL-1 Pocket
(Atago, China), com resolucao de 0,1 °Brix a 25°C.

Para analise de cor foi utilizado colorimetro Konica Minolta CR
400, conforme descrito por Antunes et al. (2013). As especificagcbes empregadas
foram: area de leitura 11 mm, iluminante CIE D 65, iluminacdo em angulo de 45°,
angulo de observacdo de 0° e observador padrdo CIE 10°. As amostras foram
acondicionadas em cubeta de vidro (acessoério CR — A103) apropriada para leitura
colorimétrica de liquidos do aparelho, onde foram fornecidos por leitura direta, os

parametros L* (luminosidade), a* (verde - vermelho), b* (azul -amarelo) e Croma
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(saturacdo da cor). A partir dos parametros L*, a* e b* foi calculada a diferenca total
de cor (AE*y,) entre cada amostra em um determinado tempo e a amostra no tempo
zero de armazenamento, da seguinte forma: AE*s, = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)?]Y? e a
tonalidade cromatica (h°), calculada como: h® = arctan (b*/a*), sendo que, 0° =

vermelho puro, 90° = amarelo puro, 180° = verde puro e 270° = azul puro.
4.2.6.1 Determinacéo de Betalainas

Para extracdo das betalainas, aliquotas de 1 mL de amostra foi
dissolvida em 30 mL de agua destilada por agitagdo manual durante 10 segundos e
a mistura foi centrifugada (25°C) por 6000 x g durante 20 minutos (Eppendorf
centrifuge 5804R, Alemanha).

Os teores de betaxantinas e betacianinas nos sobrenadantes de
cada amostra foram analisados espectrofotometricamente, por meio de leitura de
absorvancia a 476 nm, 538 nm em espectrofotdmetro de UV-Vis (Biochrom Libra
S22, Inglaterra) respectivamente, além da leitura a 600 nm para correcdo de
possiveis impurezas (turbidez), de acordo com os métodos de Stintzing; Schieber;
Carle (2003), com algumas modificagbes. O conteudo de cada betalaina (BC),
expresso em mg/mL de suco, foi calculado a partir da equagdo =
[(AXFDxPMx100)/(exI)], em que A € a diferenca entre a absor¢cdo maxima (476 ou
538 nm) e a absor¢cdo de correcdo em 600 nm, FD o fator de diluicdo e | o
comprimento da trajetdria na cubeta (1 cm). Para a quantificacdo da betacianinas e
betaxantinas, as massas moleculares (MM) e absortividade molar (¢) sdo MM = 550
g/mol, € = 60.000 L/mol cm em H,O e MM = 308 g/mol, € = 48,000 L/mol cm em H0,

respectivamente.
4.2.6.2 Compostos Fendlicos Totais

O conteudo de polifendis totais foi determinado utilizando o método
de Folin Ciocalteu, conforme descrito por Singleton; Orthofer; Lamuela-Raventos
(1999). Uma aliquota (0,2 mL) de cada amostra foi adicionada a 1,5 mL de solucéo
aguosa de Folin Ciocalteau (1:10 v/v). A mistura foi deixada em equilibrio por 5
minutos e, em seguida, misturada com 1,5 mL de uma solucdo de carbonato de

sédio 60 g/L. Apos, foi feita incubacdo a temperatura ambiente durante 90 min e a
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absorvancia da mistura foi lida a 725 nm em espectrofotdmetro UV-VIS, utilizando o
respectivo solvente como o branco. Os resultados foram expressos em ug de

equivalentes de acido galico (ug EAG/100 mL).

4.2.6.3. Atividade Antioxidante Avaliada pelo Sequestro do Radical Livre DPPH

A capacidade antioxidante total foi avaliada pelo método DPPH
conforme Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995), com algumas modificacées. Neste
método, a capacidade antioxidante foi medida pela capacidade da amostra em doar
ions hidrogénio ao radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) relativamente
estavel. Em um tubo de ensaio foram misturados 1 mL de tampéao acetato de sodio
100 mM em pH 5,5, 1 mL de etanol absoluto, 0,5 mL de solucéo etandlica de DPPH
250 umol.L™* e 50 pL de cada amostra. Os tubos de ensaio contendo as misturas
foram mantidos a temperatura ambiente por 30 minutos no escuro e, posteriormente,
a absorvancia das solucbes lidas a 517 nm em espectrofotbmetro UV-VIS. A
quantificacdo da atividade antioxidante das amostras foi realizada por meio de uma
curva padréao de Trolox e os resultados expressos em umol de Trolox por mililitros de
amostra, ou pmol de Trolox/mL.

4.2.6.4 Atividade Sequestradora do Cation Radical ABTS+

A atividade antioxidante também foi analisada pela capacidade da
amostra de eliminar os radicais livres ABTS empregando-se a metodologia
modificada relatada por Ozgen et al. (2006). Quando combinado com um oxidante
(persulfato de potassio 2,45 mM), o ABTS (7 mM em tampao fosfato 20 mM, pH 7,4)
reage para criar uma solucdo radical estavel, azul escuro esverdeada apés 12-16
horas de incubacéo no escuro. A solucéo foi entdo diluida até uma absorvancia de
0,7 £ 0,01 em 730 nm, para formar o reagente teste. As misturas reacionais
contendo 10 pL de amostra e 4 mL de reagente teste foram incubadas em
temperatura ambiente por 6 min. A atividade antioxidante foi calculada em relacéo a
uma curva padrdo de Trolox e expressa em pmol de Trolox por mililitros de amostra,

ou umol de Trolox/mL.
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4.2.6.5 Determinac&o de Acido Ascérbico por CLAE

O teor de &cido ascorbico foi determinado adaptando-se as
condi¢cbes sugeridas por Souza et al. (2004). As amostras de suco e bebidas mista
foram preparadas pela dissolucdo das mesmas em &cido metafosférico 3% (m/v) e
fitradas em membrana hidrofilica de PVDF com 0,22 um de tamanho de poro
(Millex-GV, Millipore, USA). O sistema cromatégrafico (Shimadzu, Jap&o) consistiu
de duas bombas (modelo LC-10AD), valvula injetora Rheodyne com alca de
amostragem de 20 pL, forno para coluna (modelo CTO-20A), detector
espectrofotométrico UV/visivel (modelo SPD-10A), interface (modelo CBM-101), e o
programa CLASS-CR10, verséo 1.2 (Shimadzu, Japéo). Foi empregada uma coluna
Spherisorb ODS1 (4,6 x 250mm, 5um) (Waters, Irlanda). A analise foi realizada em
temperatura ambiente, eluicdo isocratica (0,5 mL/min) com solugdo de &cido
sulfarico pH 2,5 como fase movel. A deteccdo do acido ascérbico foi feita a 254 nm,
a identificacdo baseando-se nos tempos de retencdo e co-eluicdo com padrdes e a
quantificacdo, por padronizacdo externa usando curva de calibracdo com seis

pontos (medida em duplicada) na faixa de concentracdo de 5 a 50 pg/mL.

4.2.7 Avaliagbes Microbioldgicas

Para garantir a seguranca microbiolégica das amostras para analise
sensorial, foram realizadas analises de coliformes totais, coliformes termotolerantes,
bolores, leveduras e Salmomella sp., conforme SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA
(2007).

A andlise da viabilidade do L. acidophilus na bebida mista probiética
durante armazenamento refrigerado (4°C) foi realizada através da retirada de
aliguotas de 1 mL das amostras, diluidas em 9 mL agua peptonada 0,1% (p/v)
(Difco™, Franca) esterilizada e agitadas com agitador (Labdancer, IKA, Alemanha).
O plagueamento foi realizado em profundidade com agar MRS (Neogen Corporation,

EUA) e a incubacao anaerdbica (Anaerobac, Probac, Brasil) a 37°C por 72 hrs.
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4.2.7 Avaliagao Sensorial

Para realizacdo da analise sensorial foram empregados julgadores
nao treinados, consumidores habituais de suco de frutas, sendo sua potencialidade
de consumo do produto determinada conforme ficha em Apéndice B.

No presente trabalho a avaliacdo sensorial ocorreu em dois
momentos, sendo no primeiro (Parte 1), realizado o teste de aceitacdo nas
formulac6es do suco misto de beterraba e laranja sem a cultura probiética e no suco
de beterraba pasteurizado, sendo as amostras apresentadas uma por vez ao
provador.

Os testes de aceitacdo de atributos (cor, aroma, sabor e impressao
global) foram conduzidos com escala hedobnica estruturada de nove pontos (1 =
desgostei extremamente e 9 = gostei extremamente), de acordo com a ficha no
Apéndice C.

Ja no segundo momento (Parte 2) do experimento as duas
preparacdes de suco misto de beterraba e laranja, conforme item 4.2.4, foram
analisados sensorialmente por meio de um teste de aceitagcdo nas mesmas
condi¢cdes da Parte 1 como citado anteriormente. E ainda, para 0S sSucos mistos
probiéticos, junto ao teste de aceitagcéo foi aplicado o teste de intencdo de compra
no qual se utilizou uma escala de 5 pontos com variagdes de “definitivamente nao -
compraria” a “definitivamente compraria”, conforme ficha no Apéndice D.

Os testes foram conduzidos em laboratdrio de Analise Sensorial sob
luz branca em cabines individuais em uma Unica sesséo. Os julgadores receberam
as amostras, aproximadamente 30 mL, servidas a temperatura de 6 a 8°C em tacas
de acrilico codificadas com numeros de trés digitos ao acaso, e em ordem aleatoria
(STONE; SIDEL, 1993), juntamente com agua filtrada em temperatura ambiente e
biscoitos cream cracker para a limpeza da boca antes e entre as avaliagOes,

conforme ilustrado na Figura 11.
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Figura 11 — Apresentacdo das amostras no Teste de Aceitacdo Sensorial

Fonte: o proprio autor.

O projeto foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, parecer CEP/UEL 342/2011,
n°® CAAE 0319.0.268.000-11, cujo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) estd em Anexo A.

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos (Parte 1 e 2) seguiram delineamento experimental
inteiramente casualizado repetidos trés vezes. Para o0 estudo durante o
armazenamento refrigerado utilizou-se o esquema de tratamentos em parcelas
subdivididas, onde o tratamento principal foram 0s sucos e o secundario, o tempo de
armazenamento. Na andlise sensorial foi realizado o delineamento de blocos
completos casualisados, onde os tratamentos foram os sucos e 0s blocos os
julgadores.

Os dados submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de
médias Tukey (p<0.05). Os resultados foram processados pelo Excel (Microsoft
Office 2007) e Statistical Analysis System versao 9.1.3. (SAS, 2009).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram redigidos na forma de dois artigos cientificos,

conforme segue.

ARTIGO CIENTIFICO 1: Suco misto de beterraba e laranja: Contetido de betalainas,
acido ascorbico, atividade antioxidante e cor durante o armazenamento refrigerado e

aceitacao

ARTIGO CIENTIFICO 2: Adicdo de L. acidophilus em suco misto de beterraba e
laranja: estabilidade do produto e viabilidade do probiético sob armazenamento

refrigerado

6.1 ARTIGO CIENTIFICO 1

Suco misto de beterraba e laranja: Conteudo de beta lainas, acido ascorbico,

atividade antioxidante e cor durante o armazenament o refrigerado e aceitacéo

Resumo

O estudo teve como objetivo combinar o suco de beterraba com o0 suco de laranja
em duas proporcdes (1:1 e 1:2 v/v), estudar sua estabilidade fisico-quimica durante
armazenamento a 4°C por 30 dias e avaliar sua aceitacdo. Como controles foram
estudados os sucos de beterraba puro com e sem pasteurizacdo e suco de laranja
puro. A acidez dos sucos mistos (0,43 — 0,59% de acido citrico e pH de 4,17 — 4,03)
contribuiu para a estabilidade das betacianinas (30,29-22,32 mg/100mL), reducéo de
apenas 7% e 10% na intensidade de cor amarela e aumento na pureza da cor
(Croma) de 22% e 27%, durante o armazenamento. O teor de acido ascérbico
apresentou perda de 25% no suco de laranja pasteurizado ap6s 30 dias e nos sucos
mistos, a reducdo mais significativa ocorreu logo apos 5 dias de armazenamento,
sendo perdido completamente ja aos 15 dias. Os sucos mistos apresentaram teores
elevados de compostos fendlicos totais (484-485 pg &cido galico/mL), alta
capacidade sequestrante de DPPH (2083-1930 pg Trolox/mL) e ABTS (1854-1840
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Hg Trolox/mL) assim como, uma melhor aceitacado sensorial, quando comparada ao
suco de beterraba puro pasteurizado. Suco misto de beterraba e laranja é uma
bebida funcional alternativa que pode contribuir para o aumento do consumo de

beterraba e laranja, sendo uma adicéo positiva a dieta.

Palavras-chave: fenolicos, betacianinas, acido ascorbico, cor, sensorial

1. INTRODUCAO

A beterraba (Beta vulgaris L.) € uma das principais hortalicas
cultivadas no Brasil, sendo o Parana o maior produtor no pais (TIVELLI et al., 2011).
O suco de beterraba é uma alternativa conveniente para o consumo deste vegetal
gue contém compostos benéficos a saude, tais como potassio, magnésio, acido
folico, ferro, zinco, calcio, fosforo, sddio, niacina, biotina, B6, fibra soltvel, além de
ser uma fonte rica de compostos polifenolicos (KAUR; KAPOOR, 2002), que séo
antioxidantes biologicamente disponiveis (WOOTTON-BEARD; RYAN, 2011a,
WOOTTON-BEARD; MORAN; RYAN, 2011; PITALUA et al., 2010).

A cor intensa e atraente da beterraba e seus produtos € devido a
presenca de pigmentos naturais hidrossoliveis chamados betalainas. Estes
compostos sao derivados do acido betalamico e divididos em duas sub-classes:
betacianinas (pigmentos vermelho-violeta) e betaxantinas (pigmentos amarelo-
laranja) (DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000; STINTZING;
CARLE, 2004). Estes pigmentos, além de fornecerem cor a beterraba, sao
importantes substancias antioxidantes, benéficos a saude, com efeitos
antimicrobianos, antivirais (KANNER; HAREL; GRANIT, 2001; STRACK; VOGT;
SCHLIEMANN, 2003), anti-inflamatdrios, anti-radicais livres (GENTILE et al., 2004),
e na inibicdo da proliferacdo de células de tumores humanos (REDDY et al., 2005),
como as células de céancer da bexiga e ovariano (ZOU et al., 2005), conforme
estudos in vitro.

No Brasil ha uma diversidade de sucos de frutas, porém o suco de
laranja (Citrus sinensis) tem destaque, sendo o pais responsavel pela metade do
suco produzido no mundo (TAVARES, 2006; BRANCO et al., 2007). De julho de
2012 a maio de 2013, foram 1,094 milh&do de toneladas de suco concentrado, o que

corresponde a 80% do suco concentrado que € comercializado no mercado
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internacional. O suco de laranja, além da grande aceitabilidade devido ao sabor, é
fonte de acido ascorbico, um nutriente que além da acéo vitaminica, € um cofator em
diversos processos fisiolégicos, incluindo a hidroxilagcdo de prolina e lisina na sintese
de colageno e outras proteinas do tecido conjuntivo, a sintese de norepinefrina e de
hormdnios adrenais, a ativacdo de horménios peptidicos e a sintese de carnitina. O
acido ascorbico age ainda como antioxidante, além de facilitar a absorcéo intestinal
de ferro e a manutencao do ion ferroso no plasma sanguineo (TARRAGO-TRANI et
al., 2012).

Segundo recomendag¢fes da Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS)
e da Organizacao das NagOes Unidas para Agricultura e Alimentacao (FAO), o
consumo minimo de frutas e hortalicas para adultos deve ser de 400g por dia (5 ou
mais por¢des diarias), recomendacao também adotada pelo Ministério da Saude do
Brasil. Porém, segundo dados de uma Pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e
Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico (Vigitel), apenas 20,2%
dos brasileiros consomem frequentemente o recomendado (BRASIL, 2012).

Uma das alternativas para re-equacionar o equilibrio entre a
ingestéo real e a recomendada de cinco por¢des de frutas e hortalicas na dieta, € o
consumo de bebidas funcionais ricas em antioxidantes a base de frutas e/ou
hortalicas, desde que contenham preservados seus componentes funcionais e sejam
amplamente aceitas pelos consumidores (SHENOY et al., 2010; WOOTTON-
BEARD; RYAN, 2011b).

Em suco de beterraba, para garantir uma 6tima pigmentagcdo e
retencdo da cor, deve ser considerada a estabilidade das betalainas que é
influenciada por diferentes fatores intrinsecos, tais como, teor de pigmentos, pH, teor
de umidade e de fatores externos, que catalisam sua degradacdo. Como exemplo, a
retencdo de betalainas ap6s o tratamento térmico pode ser aumentada
consideravelmente com a exclusdo ou remocdo de condigbes desfavoraveis, tais
como presenca de ions metalicos, luz e oxigénio, e/ou por utilizacdo sistematica de
aditivos comuns, tais como o acido ascorbico (antioxidante) e acido citrico (agente
quelante) (HERBACH; STINTZING; CARLE, 2006a). Assim, a combinagcao de suco
de beterraba, rico em compostos antioxidantes, com o suco de laranja muito aceito
sensorialmente, rico em acido ascorbico e polifendis, resulta em uma bebida
interessante. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a aceitabilidade e a

estabilidade das betalainas, acido ascérbico, compostos fendlicos totais, atividade
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antioxidante e da cor de sucos a base de beterraba e laranja durante
armazenamento refrigerado por 30 dias.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Matérias-primas

Beterrabas (Beta vulgaris L.) cv. Early Wonder frescas foram obtidas
na CEASA (Central de Abastecimento do Parana S.A.) na cidade de Londrina, Brasil.
O suco de laranja utilizado foi um concentrado congelado comercial com 66 °Brix,

sem acucar e conservante adquirido em supermercado na mesma cidade.
2.2. Processamento do Suco de Beterraba
As beterrabas frescas foram lavadas com agua potavel, sanitizadas
em agua clorada a 150 mg/L por 30 min, enxaguadas com agua potavel e
descascadas manualmente. Em seguida o suco puro foi obtido por centrifuga
doméstica de 700 W marca Mondial.

2.3. Preparo do Suco Diluido de Laranja

O suco concentrado de laranja foi diluido com agua esterilizada
na proporcao de 1:6 (v/v), conforme recomendacéo do fabricante.

2.4. Preparo do Suco Misto de Beterraba e Laranja
A partir do suco puro de beterraba e suco diluido de laranja

foram preparadas as bebidas mistas em duas proporgcbes, 1:1 e 1:2 (V/v),

respectivamente.
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2.5. Pasteurizagéo dos Sucos

AplOs o envase dos sucos em frascos de vidro transparentes

estéreis de 50 mL, efetuou-se a pasteurizacdo em banho-maria a 70 °C/30 min.

2.6. Armazenamento dos Sucos

O estudo do efeito do armazenamento refrigerado (4 °C) sobre o
conteudo de betalainas, acido ascoérbico, compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante durou 30 dias e foi realizado com o0s seguintes sucos: suco de
beterraba puro nédo pasteurizado (SB), suco de beterraba puro pasteurizado (SBP),
suco de laranja diluido pasteurizado (SLP), suco misto de beterraba e laranja 1:1
(v/v) pasteurizado (SMBL 1:1) e suco misto de beterraba e laranja 1:2 (v/v)
pasteurizado (SMBL 1:2).

As analises foram realizadas nos tempos: 0, 5, 10, 15, e 30 dias de

armazenamento.

2.7. Delineamento Experimental

O experimento fisico-quimico foi repetido trés vezes e seguiu 0
delineamento inteiramente casualizado com emprego de esquema de tratamento em
parcelas subdivididas, onde os tratamentos principais foram 0S sucos e 0s
tratamentos secundarios, 0os tempos de armazenamento. A analise sensorial seguiu
delineamento de blocos completos casualisados, onde os tratamentos foram os
sucos e os blocos os julgadores. Em cada experimento, as analises foram feitas em

triplicata.
2.8. Determinacéo do pH e Acidez Total
Foram determinados o pH em potencibmetro digital e a acidez total

titulavel por meio da titulagdo com solugdo de NaOH 0,01 mol/L até pH 8,2, expressa
em acido citrico (mg/100 mL), conforme AOAC (1997).
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2.9. Determinac&o de Acido Ascorbico por CLAE

O teor de &cido ascorbico foi determinado adaptando-se as
condicbes sugeridas por Souza et al. (2004). As amostras de sucos foram
preparadas pela dissolu¢cdo das mesmas em acido metafosforico 3% e filtradas em
membrana 0,22 um (Millipore®). O sistema cromatdgrafo (Shimadzu®) consistiu de
duas bombas (modelo LC-10AD), valvula injetora (Rheodyne®) com alca de
amostragem de 20 pL, forno para coluna (modelo CTO-20A), detector
espectrofotométrico UV/visivel (modelo SPD-10A), interface (modelo CBM-101), e o
programa CLASS-CR10, versdo 1.2 (Shimadzu®). Foi empregada uma coluna
Spherisorb ODS1 (4,6 x 250mm, 5um) (Waters®). A andlise foi realizada em
temperatura ambiente, eluicdo isocratica (0,5 mL/min) com solu¢cdo de &cido
sulfarico pH 2,5 como fase movel. A deteccdo do acido ascérbico foi feita a 254 nm,
a identificacdo baseando-se nos tempos de retencdo e co-eluicdo com padréo de
acido ascorbico e a quantificacdo, por padronizacdo externa usando curva de
calibracdo com seis pontos (medida em duplicada) na faixa de concentracdo de 5 a
50 pg/mL.

2.10. Determinacgédo de Betalainas

Para extracdo das betalainas, aliquota de 1 mL de cada suco,
exceto o SLP, de cada tempo de armazenamento foi dissolvida em 30 mL de agua
destilada, agitadas manualmente durante 10 segundos e a mistura centrifugada
(25°C) por 6000 x g durante 20 min (Eppendorf centrifuge 5804R, Alemanha).

Os teores de betaxantinas e betacianinas nos sobrenadantes de
cada amostra foram analisados espectrofotometricamente, por meio de leitura de
absorvancia a 476 nm e 538 nm em espectrofotbmetro de UV-Vis Biochrom Libra
S22, respectivamente, além da leitura a 600 nm para correcdo de possiveis
impurezas (turbidez), de acordo com os métodos de Stintzing, Schieber; Carle
(2003), com algumas modificacgoes.

O conteudo de cada betalaina (BC), expresso em mg/mL de suco,
foi calculado a partir da equacao = [(AXFDxPMx100)/(exI)], em que A é a diferenca
entre a absor¢cdo maxima (476 ou 538 nm) e a absorcao de corre¢cdo em 600 nm, FD

o fator de diluicdo e | o comprimento da trajetéria na cubeta (1 cm). Para a
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quantificacdo da betacianinas e betaxantinas, as massas moleculares (MM) e
absortividade molar (¢) sdéo MM = 550 g/mol, € = 60.000 L/mol cm em H,O e MM =

308 g/mol, € = 48,000 L/mol cm em H,0, respectivamente.

2.11. Determinacgdo do Teor de Compostos Fendlicos Totais

O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinado nos sucos
em cada tempo de armazenamento, utilizando o método de Folin Ciocalteau
conforme descrito por Singleton; Orthofer; Lamuela-Raventos (1999). Uma aliquota
(0,2 mL) de cada amostra foi adicionada a 1,5 mL de solugcdo aquosa de Folin
Ciocalteau (1:10 v/v). A mistura foi deixada em repouso por 5 minutos e, em seguida,
misturada com 1,5 mL de uma solucdo de carbonato de sédio 60 g/L. Apds, foi feita
incubacdo a temperatura ambiente durante 90 min e a absorvancia da mistura foi
lida a 725 nm em espectrofotdbmetro UV-VIS, utilizando o respectivo solvente como o
branco. Os resultados foram expressos em pug de equivalentes de acido galico (ug
EAG/100 mL).

2.12. Atividade Antioxidante Avaliada pelo Sequestro do Radical Livre DPPH

A capacidade antioxidante total pelo método DPPH foi medida nos
sucos em cada tempo de armazenamento conforme Brand-Williams; Cuvelier; Berset
(1995), com algumas modificacdes. Neste método, a capacidade antioxidante foi
medida pela capacidade da amostra em doar ions hidrogénio ao radical livre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) relativamente estavel. Em um tubo de ensaio foram
misturados 1 mL de tampao acetato de sédio 100 mM em pH 5,5, 1 mL de etanol
absoluto, 0,5 mL de solucdo etandlica de DPPH 250 pmol.L™ e 50 pL de cada
amostra. Os tubos de ensaio contendo as misturas foram mantidos a temperatura
ambiente por 30 minutos no escuro e, posteriormente, a absorvancia das solucoes
lidas a 517 nm em espectrofotbmetro UV-VIS. A quantificacdo da atividade
antioxidante das amostras foi realizada por meio de uma curva padrao de Trolox e
0s resultados expressos em umol de Trolox por mililitros de amostra, ou pumol de

Trolox/mL.
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2.13. Atividade Sequestradora do Cation Radical ABTS+

A atividade antioxidante também foi analisada pela capacidade da
amostra de eliminar os radicais livres ABTS® usando a metodologia modificada
relatada por Ozgen et al. (2006). Quando combinado com um oxidante (persulfato de
potassio 2,45 mM), o ABTS (7 mM em tampao fosfato 20 mM, pH 7,4) reage para
criar uma solucdo radical estavel, azul escuro esverdeada apdés 12-16 horas de
incubacédo no escuro. A solucéo foi entdo diluida até uma absorvancia de 0,7 + 0,01
em 730 nm, para formar o reagente teste. As misturas reacionais contendo 10 pL de
amostra e 4 mL de reagente teste foram incubadas em temperatura ambiente por 6
min. A atividade antioxidante foi calculada em relagcdo a uma curva padrao de Trolox

e expressa em pumol de Trolox por mililitros de amostra, ou pmol de Trolox/mL.
2.14. Andlise de Cor

Para analise de cor foi utilizado colorimetro Konica Minolta CR
400, conforme descrito por Antunes et al. (2013). As especificagcbes empregadas
foram: area de leitura 11 mm, iluminante CIE D 65, iluminacdo em angulo de 45°,
angulo de observacdo de 0° e observador padrdo CIE 10°. As amostras foram
acondicionadas em cubeta de vidro (acessoério CR — A103) apropriada para leitura
colorimétrica de liquidos do aparelho, onde foram fornecidos por leitura direta, os
parametros L* (luminosidade), a* (verde - vermelho), b* (azul -amarelo) e Croma
(saturacdo da cor). A partir dos parametros L*, a* e b* foi calculada a diferenca total
de cor (AE*4,) entre cada amostra em um determinado tempo e a amostra no tempo

zero de armazenamento, da seguinte forma: AE*., = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)4]*2.
2.15. Analise Sensorial

Os sucos SBP, SMBL (1:1) e SMBL (1:2) no 5° dia de
armazenamento foram avaliados quanto a aceitacdo. Antes da analise foi realizada a
pesquisa de coliformes totais, coliformes termotolerantes, bolores, leveduras e
Salmonella sp., conforme Silva; Junqueira; Silveira (2007), para garantir a seguranca

microbioldgica dos sucos.
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O teste de aceitacdo de atributos (cor, aroma, sabor e impressao
global) foi conduzido com escala hedbnica estruturada de nove pontos (1 =
desgostei extremamente e 9 = gostei extremamente) e seguiu delineamento de
blocos completos, onde os tratamentos foram os sucos e 0s blocos os julgadores.

As amostras, codificadas com numeros de trés digitos ao acaso,
foram apresentadas em tacas de acrilico e a temperatura de 10 °C em ordem
aleatdria aos julgadores. A equipe sensorial contou com 72 julgadores néo treinados,
consumidores habituais de sucos de frutas. O projeto foi aprovado no Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de
Londrina, parecer CEP/UEL 342/2011, n° CAAE 0319.0.268.000-11.

2.16. Analise Estatistica

Os dados foram tratados por analise de variancia (ANOVA) e teste
de comparacdo de médias Tukey (p<0.05). Os resultados foram processados pelo
Excel (Microsoft Office 2007) e Statistical Analysis System versdo 9.1.3. (SAS,
2009).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracteristicas Fisico-quimicas

Os resultados de pH e a acidez total titulavel dos sucos, durante o
armazenamento de 30 dias sob refrigeracao, estdo apresentados na Tabela 1.

A acidez titulavel, entre 0,43 a 0,59% de acido citrico, dos sucos
mistos (SMBL 1:1 e 1:2) resultante da combinagéo do suco de beterraba (SB) com
acidez de 0,08% de éacido citrico e o suco de laranja (SLP) com acidez de 0,78%
acido citrico, foi satisfatoria, pois segundo Strack; Vogt; Schliemann (2003), o acido
citrico pode melhorar a estabilidade das betacianinas.

O valores de pH, entre 4,17 e 4,03, encontrados nos SMBL 1:1 e
SMBL 1:2, respectivamente, demonstram que quanto maior a proporcéo de suco de
laranja menor o pH e que ambos estédo entre os valores observados para 0 suco de

beterraba (5,71) e o suco de laranja (3,88).
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O pH tem importancia fundamental na limitacdo dos tipos de
microrganismos capazes de se desenvolver em alimentos (Silva; Junqueira; Silveira,
2007). De acordo com Stintzing; Carle (2007) a alteracdo de pH para cerca de 4,0 é
recomendavel durante o processamento de beterraba, para precipitacdo de
proteinas sobre substancias coloidais, e também por permitir que se faca
pasteurizacdo ao invés de tratamento de esterilizagdo com temperaturas em torno
de 100 °C.

Tabela 1 - Acidez e pH de sucos armazenados a 4°C durante 30 dias

Acidez (% de &cido citrico)
Tempo de Armazenamento

Sucos 0 5 10 15 30
SB 0,08 + 0,00°° 0,08+0,00°° 0,09 £0,00°° 0,09+0,01"° 0,14 +0,06*"
SBP 0,08 + 0,00%° 0,08 +0,00®® 0,09+0,00°® 0,08+0,00®° 0,09 +0,01*®
SLP 0,78 + 0,00®* 0,78+0,01*®* 0,78+0,00®®* 0,79+0,00** 0,77 +0,01°°
SMBL 1:1 0,43 +0,01%¢ 0,42 +0,00°°  0,43+0,01°° 0,42 £0,00°° 0,41 +0,00°°
SMBL 1:2 0,59 + 0,01%® 0,57 +0,01"® 0,57 £0,00°® 0,56 +0,01°® 0,54 + 0,00

pH
Sucos Tempo de Armazenamento

0 5 10 15 30
SB 5,71 +0,02* 5,62 +0,01™ 556+0,02" 536+021% 4,84 +0,.26%
SBP 5,70 +0,01* 5,69 +0,01* 568+0,01* 568+0,01* 5,49 +0,40™
SLP 3,38 +0,00%° 3,83+0,01*® 3,87+0,00* 3,83+0,00°° 3,88 +0,00%
SMBL 1:1 4,17 +0,01%® 4,18 +0,01%® 4,16 +0,00°° 4,21 +0,03*° 4,16 +0,01°¢
SMBL 1:2 4,03 +0,00%¢ 4,00 +£0,01%¢  4,02+0,00°° 4,03+0,02*°° 4,03+0,01%°

Valores representam a média + desvio padrdo (n=9). Diferentes letras minldsculas sobrescritas na mesma linha indicam
diferenca significativa (p<0,05) para cada suco em relacdo ao tempo de armazenamento. Diferentes letras mailsculas
sobrescritas na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os sucos para 0 mesmo dia de armazenamento.
SB (suco de beterraba in natura), SBP (suco de beterraba pasteurizado), SLP (suco de laranja pasteurizado), SMBL 1:1 (suco

misto de beterraba e laranja 1:1 (v/v) pasteurizado) e SMBL 1:2 (suco misto de beterraba e laranja 1:2 (v/v) pasteurizado).

Durante o armazenamento, a acidez do SB aumentou de 0,08 para
0,14% de acido citrico e da SBP né&o variou. O pH do SB e SBP diminuiu,
possivelmente por crescimento de microrganismos, provavelmente leveduras, que
produziu uma pequena guantidade de &cidos organicos, mesmo ap0s tratamento
térmico. Enquanto que, SMBL 1:1 e SMBL 1:2 mantiveram o valor inicial de pH e
apresentaram uma diminuicdo na acidez, o que pode ser creditado ao suco de
laranja, que com sua maior acidez inicial e presenca de compostos terpénicos,
especialmente o limoneno, tem reconhecida atividade antimicrobiana (TAJKARIMI;
IBRAHIM; CLIVER, 2010).
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3.2. Contetido de Acido Ascérbico por CLAE

O conteudo de acido ascorbico por CLAE, para os sucos analisados
no presente trabalho, esta apresentado na Figura 1, sendo os valores iniciais
(Tempo 0) de 37,19; 25,93; 39,84 mg/100mL para SLP, SMBL 1:1 e SMBL 1:2, ou
seja, quanto maior a propor¢cdo de suco de laranja, maior o conteudo de &cido
ascorbico.

O suco de laranja pasteurizado (SLP) apresentou perda do teor de
acido ascérbico de 25% apods 30 dias de armazenamento (p > 0,05), ainda assim, o
valor encontrado atende a Instrucdo Normativa n° 01 de 7 de janeiro de 2000, do
Ministério da Agricultura e do Abastecimento, que estabelece para o suco de laranja
o limite minimo de acido ascérbico em 25 mg/ 100 mL de suco. Essa reducao ja era
esperada, pois sabe-se que o teor de acido ascérbico diminui com o aumento do
tempo e temperatura de armazenamento (BELTRAN et al., 2009; RAIMUNDO et al.,
2007), sendo o tempo o principal fator responsavel pela reducdo de AA no SLP, uma
vez que a temperatura de 4°C manteve-se constante durante todo o
armazenamento.

Durante o peridodo de armazenamento, o teor de 4cido ascorbico foi
reduzido nos sucos mistos (SMBL 1:1 e SMBL 1:2), sendo a redugdo mais
significativa logo apos 5 dias de armazenamento. No SMBL 1:1 o teor de acido
ascorbico, além da reducéo, foi perdido completamente ja aos 15 dias. Essa
diferenca j& era esperada pela diferenca de acidez inicial dos sucos, uma vez que
existe uma direta correlagdo entre a concentracdo de ions H' no meio e a
estabilidade do acido ascoérbico (SPINOLA et al., 2013).

O acido ascorbico esta sujeito a perdas significativas ao longo do
armazenamento ou do processamento, sendo oxidado (quimica ou
enzimaticamente) a acido deidroascorbico, que apresenta atividade vitaminica, mas
€ ainda menos estavel e sofre oxidacdo a acido dicetogulbnico, que se degrada em
diferentes produtos, como: acido oxalico, acido xilbnico e xilose. Sabe-se que
diversos fatores afetam a estabilidade do acido ascoérbico durante o armazenamento,
incluindo o pH do meio, a presenca de oxigénio e de ions metalicos, e a temperatura
(TARRAGO-TRANI et al., 2012; SPINOLA et al., 2013).
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Figura 1 - Contetdo de Acido Ascorbico (mg/100mL) em sucos armazenados a 4°C
durante 30 dias

45,00 a a
a
b

30,00 4

=
g
o
23 ——SLP
\< (@)]
o é 15,00 - SMBL (1:1)
25 —4—SMBL (1:2)
52 b d
= ‘é 0,00 T T o T T T‘
2 0 5 10 15 20 25 30

Tempo de armazenamento (dias)

Valores representam a média + desvio padrdo (n=9). Diferentes letras minlsculas sobrescritas indicam diferenca significativa
(p<0,05) para cada suco em relagdo ao tempo de armazenamento. SLP (suco de laranja pasteurizado), SMBL 1:1 (suco misto

de beterraba e laranja 1:1 (v/v) pasteurizado) e SMBL 1:2 (suco misto de beterraba e laranja 1:2 (v/v) pasteurizado).

3.3. Conteldo de Betalainas

Nas Tabelas 2 e 3 estéo os resultados dos teores de betacianinas e
betaxantinas ao longo de 30 dias de armazenamento sob refrigeragdo (4°C) dos
sucos de beterraba e mistos de beterraba e laranja.

O teor inicial de betacianinas do suco de beterraba puro
pasteurizado (SBP) (53,39 mg/100mL) foi menor que no suco de beterraba in natura
(SB) (65,32 mg/100mg), indicando que a pasteurizacdo ocasionou uma reducao de
18% de betacianinas. Para as betaxantinas o tratamento térmico néo resultou efeito
significativo no tempo inicial do estudo, mas ao final dos trinta dias de
armazenamento observou-se que o SB teve uma perda 1,27% maior que SBP.
Segundo Delgado-Vargas; Jiménez; Paredes-Lopez (2000), uma prévia inativacao
da enzima por um curto tratamento de calor de 70 °C durante 2 min em extrato de
beterraba ja é suficiente e desejavel para evitar a degradacdo enzimética das
betalainas, mas na presente pesquisa a pasteurizacdo a 70°C por 30 min provocou a
degradacéo das betacianinas, 0 que era previsto, pois 0s autores Barrera; Reynoso;
Mejia (1998), afirmaram em seus estudos que a temperatura é fator importante, que
influencia a estabilidade das betalainas onde aumento das taxas de degradacao

resultam de temperaturas crescentes.
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Os teores iniciais (tempo 0) de betacianinas e betaxantinas dos
sucos mistos SMBL 1:1 (31,12 mg/100mL e 11,96 mg/100mL) e SMBL 1:2 (22,31
mg/100mL e 8,80 mg/100mL) foram menores que os do suco de beterraba in natura
(SB) (65,32 mg/100mL e 29,99 mg/100mL) e do suco de beterraba pasteurizado
(SBP) (53,39 mg/100mL e 31,76 mg/100mL), como j& era esperado, devido a
diluicdo do suco de beterraba com suco de laranja, proporcional a cada formulagéo
de bebida mista.

Ao final do armazenamento, os sucos de beterraba in natura (SB) e
de beterraba pasteurizado (SBP) apresentaram decréscimo significativo de 37,78%
(de 65,32 para 40,64 mg/100mL) e 40,90% (de 53,39 para 31,55 mg/100mL),
respectivamente, do teor de betacianinas, enquanto para as betaxantinas, a perda
foi menor, sendo significativa de 24,0% para o SB e 19,11% para SBP.

Os teores de betacianinas e betaxantinas dos dois sucos mistos
(SMBL 1:1 e SMBL 1:2) mantiveram-se estaveis ao longo dos trinta dias sob
refrigeracdo, sendo, ao final observados valores de betacianinas e betaxantinas de
30,29 mg/100mL e 10,74 mg/100mL para SMBL 1:1 e 22,32 mg/100mL e 7,82
mg/100mL para SMBL 1:2, respectivamente.

Esses resultados indicam que o suco de laranja contribuiu para a
estabilidade de ambas as classes de betalainas nos sucos mistos, provavelmente
pela acdo do acido citrico e do acido ascérbico. Conforme constatado, houve
reducdo do conteudo de acido ascorbico nos sucos mistos mais acentuada que no
suco de laranja puro (Figura 1) durante armazenamento, isso pode ser o indicativo
parcial de sua contribuicdo na estabilidade das betalainas, pelo seu poder pro-
antioxidante, que previne reacdes oxidativas em frutas e vegetais, incluindo aquelas
causadas por enzimas como a polifenoloxidase e a peroxidase, que degradam os
pigmentos da beterraba (ESCRIBANO et al., 2002).



78

Tabela 2 - Conteddo de Betacianinas (vermelho-violeta) (mg/100mL) em sucos
armazenados a 4°C durante 30 dias

Tempo de Armazenamento (dias)

Sucos

0 5 10 15 30
SB 65,32 + 1,58 61,18 +1,72™ 55,34 +2,09" 51,76 +3,51% 40,64 +7,79"
SBP 53,39 + 3,31%° 50,52 +5,89"°® 49,48 +2,61°® 42,31 + 3,68" 31,55 +5,64°°
SMBL (1:1) 31,12 +0,89%° 31,99 + 0,59%° 31,63 +0,76% 28,27 +5,19°° 30,29 +1,94%*°
SMBL (1:2) 22,31 +0,98%" 23,17+0,77*°  2285+0,78%° 20,37 +£3,77°° 22,32 +1,40°°

Valores representam a média + desvio padrdo (n=9). Diferentes letras minlsculas sobrescritas na mesma linha indicam
diferenca significativa (p<0,05) para cada suco em relacdo ao tempo de armazenamento. Diferentes letras mailsculas
sobrescritas na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os sucos para 0 mesmo dia de armazenamento.
SB (suco de beterraba in natura), SBP (suco de beterraba pasteurizado), SMBL 1:1 (suco misto de beterraba e laranja 1:1 (v/v)

pasteurizado) e SMBL 1:2 (suco misto de beterraba e laranja 1:2 (v/v) pasteurizado).

Tabela 3 - Conteludo de Betaxantinas (amarelo) (mg/100mL) em sucos

armazenados a 4°C durante 30 dias
Tempo de Armazenamento (dias)

Sucos 0 5 10 15 30
SB 29,99 +1,86* 28,84 +0,79° 28,42 +2,34™ 27,82 +2,77™ 22,79 5,61
SBP 31,76 +0,51* 30,43 +£0,08™ 30,40 +2,29" 27,80 +1,44% 25,69 + 0,22
SMBL (1:1) 11,96 £0,30°™®  12,08+0,16%° 11,76 +0,25°°° 11,44+0,29*® 10,74 +0,93"°
SMBL (1:2) 8,80 + 0,29%¢ 8,84 +0,16%° 8,52 +0,16%° 8,21 +0,18% 7,82 +0,60%°

Valores representam a média + desvio padrdo (n=9). Diferentes letras minlsculas sobrescritas na mesma linha indicam
diferenca significativa (p<0,05) para cada suco em relacdo ao tempo de armazenamento. Diferentes letras mailsculas
sobrescritas na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os sucos para 0 mesmo dia de armazenamento.
SB (suco de beterraba in natura), SBP (suco de beterraba pasteurizado), SMBL 1:1 (suco misto de beterraba e laranja 1:1 (v/v)

pasteurizado) e SMBL 1:2 (suco misto de beterraba e laranja 1:2 (v/v) pasteurizado).

O acido citrico é um agente antioxidante e quelante e age
sinergicamente com o acido ascorbico. Strack; Vogt; Schliemann (2003)
evidenciaram que a acidificacdo melhora a estabilidade da betacianina e evita a
oxidacdo pelas polifenoloxidases, como um exemplo, a perda de betacianina em
sucos de pitayas acidificada a pH 4 foi 10% menor durante a pasteurizagéo a 80 °C
durante 5 min (VAILLANT et al., 2005). Estudos de Pasch; Von Elbe (1979), Han;
Kim; Kim (1998), Herbach; Stintzing; Carle (2006b) demonstraram que além dos
estereoisbmeros de acido ascoérbico, os agentes quelantes, como o acido citrico,
foram adequados para a estabilizacdo de betalainas, possivelmente por neutralizar
parcialmente o centro eletrofilico da betanina através de associagdo com o0
nitrogénio do grupo amino de carga positiva. Herbach; Stintzing; Carle (2006a)
comprovaram também que o acido citrico melhora a estabilidade das betacianinas,

apesar de ser menos eficaz do que os acidos ascorbico e isoascorbico.
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3.4. Teor de Compostos Fendlicos Totais nos Sucos

Os resultados do conteudo total de fendlicos das amostras de sucos
de beterraba, laranja, sucos mistos de beterraba e laranja 1:1 e 1:2, ao longo do
tempo de 30 dias de armazenamento a 4°C, estdo apresentados na Tabela 4. Todos
os sucos foram fontes significativas de polifenéis, sendo que os sucos de beterraba,
in natura (SB) e pasteurizado (SBP), com 521 e 497 ug EAG/mL, respectivamente,
incluindo as bebidas mistas estudadas, com 484 ug EAG/mL na SMBL 1:1 e SMBL
1.2 com 485 pg EAG/mL, mostraram uma quantidade maior que o suco de laranja
(SLP) com 448 pg EAG/mL. Sucos de laranja sdo boas fontes de compostos
polifendlicos, incluindo acidos hidroxicinamicos e flavonoides (em especial flavonas)
(VINSON et al. 2001; GLISZCZYNSKA-SWIGLO et al., 2004), enquanto que 0 suco
de beterraba possui uma atividade antioxidante elevada e é fonte rica de polifendis,
comparando-se, inclusive, com sucos de frutas escuras como a romé e cranberry,
que contém os mais altos niveis de compostos polifenélicos (ex. flavondides e
taninos). Entre os acidos fendlicos de extratos de beterraba, o &acido 4-
hidroxibenzdéico € o principal constituinte, seguido pelo &cido cinamico, vanilico,
clorogénico, acido trans ferulico e acido caféico (WOOTTON-BEARD; MORAN;
RYAN, 2011).

Tabela 4 - Compostos Fendlicos Totais (g EAG/mL) em sucos armazenados a
4°C/30 dias

Tempo de Armazenamento (dias)

Sucos

0 5 10 15 30
SB 521 +19™ 518 + 9™ 571 +86% 515+62™ 448 +48%
SBP 497 £26™%° 494 +20"° 555+ 76* 517 +54"™ 431 +19%°®°
SLP 448 £19%°°  473+10%° 477 +18%°° 458 +15™° 433 +41"®

SMBL (1:1) 484 +33°°® 499 +18%" 519+50° 514 +48%* 485 +65°"
SMBL (1:2) 485+50%® 506 +29™  505+42°° 490 +42* 459 + 59"*®

Valores representam a média + desvio padrdo (n=9). Diferentes letras minlsculas sobrescritas na mesma linha indicam

diferenca significativa (p<0,05) para cada suco em relacdo ao tempo de armazenamento. Diferentes letras maiulsculas
sobrescritas na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os sucos para 0 mesmo dia de armazenamento.
SB (suco de beterraba in natura), SBP (suco de beterraba pasteurizado), SLP (suco de laranja pasteurizado), SMBL 1:1 (suco

misto de beterraba e laranja 1:1 (v/v) pasteurizado) e SMBL 1:2 (suco misto de beterraba e laranja 1:2 (v/v) pasteurizado).

Com relacdo a estabilidade dos compostos fendlicos, no presente
trabalho, os resultados demonstraram que apenas os sucos de beterraba (SB e
SBP) e o suco de laranja (SLP) apresentaram perda significativa de 14%, 13% e 3%,
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respectivamente, no teor de compostos fendlicos ao final do armazenamento.
Enquanto que, os sucos mistos nao sofreram variacdo significativa ao longo do
tempo de armazenamento sob refrigeracdo, onde SMBL 1:1 manteve teor médio de
484 — 485 ug EAG/mL e SMBL 1:2 entre 485-459 ug EAG/mL. Provavelmente isso
ocorreu pela agdo conjunta do &cido citrico e 4cido ascoérbico na inibicdo de reacdes
oxidativas dos compostos fendlicos presentes nos sucos.

3.5. Atividade Antioxidante nos Sucos Avaliada pelo Sequestro do Radical
Livre DPPH e Radical ABTS+

No que se refere a atividade antioxidante, expressa em
concentracdo de Trolox (ug/mL), evidenciou-se que a intensidade da acao foi
diferenciada entre os métodos utilizados (Tabela 5 e 6).

As amostras analisadas apresentaram diferenga significativa na
capacidade em sequestrar o radical DPPH, mas n&o na atividade sequestradora do
cation ABTS. Pelo método DPPH, as amostras com maior atividade antioxidante
foram os sucos de beterraba in natura (2733 pg Trolox/mL) e o suco de beterraba
pasteurizado (2813 ug Trolox/mL), enquanto o suco de laranja apresentou 50% do
poder antioxidante, com 1408 pg Trolox/mL, estando de acordo com autores que
afirmam que a atividade antioxidante das betalainas € maior que do acido ascorbico
(Stintzing et al., 2005). E segundo Vinson et al. (1998) e Zithanova et al. (2006) a
beterraba € uma das hortalicas mais potentes no que diz respeito a atividade
antioxidante, sendo o suco de beterraba comparado favoravelmente com outros bem
aceitos de alto teor de antioxidantes, como sucos de roma e cranberry,
particularmente em termos de biodisponibilidade (Ryan; Prescott, 2010). Com um
valor intermediario entre 0s sucos de beterraba e 0 suco de laranja, mas ainda assim
elevado, o conteudo de antioxidantes dos sucos mistos, foi de 2083 pg Trolox/mL
(SMBL 1:1) e 1930 pg Trolox/mL no SMBL 1:2.

Os resultados encontrados por Pellegrini et al. (2007) indicam que
na laranja a contribuicdo do &cido ascoérbico e compostos fenolicos € de 76% no
valor da atividade antioxidante total e Gardner et al. (2000) observaram que tanto a
vitamina C quanto fendlicos totais em sucos de frutas estao fortemente relacionados

com a capacidade antioxidante.
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A perda de acido ascorbico, a instabilidade dos compostos fendlicos
totais e das betalainas, sdo as provaveis causas da diminuicdo da capacidade
antioxidante das amostras de sucos analisadas no trabalho.

Durante o armazenamento, verificou-se que o0 suco de beterraba
pasteurizado apresentou a maior perda (37%) da capacidade antioxidante de
sequestrar o radical livre DPPH, seguido por o SLP com perda de 32%, SB com
21%, SMBL 1:2 com 19% e SMBL 1:1 sem uma perda significativa. A diminuicdo da
capacidade de sequestrar o cation ABTS foi significativa em todas as amostras,
sendo para SLP (25%), SB (21%), SBP (14%), SMBL 1:1 (13%) e SMBL 1:2 (12%).

Tabela 5 - Atividade Antioxidante de DPPH Trolox (ug/mL) em sucos armazenados a
4°C durante 30 dias

Tempo de Armazenamento (dias)

Sucos 0 5 10 15 30
SB 2733 +188% 2527 + 255" 2307 +325°" 2323 + 419" 2157 +243%"
SBP 2813 +264* 2210 +285"® 2040 +296°® 1870 +236°® 1760 + 261%
SLP 1408 +245%° 773 + 96" 1037 +153°° 797 + 167°° 957 + 135°°¢
SMBL (1:1) 2083 +89%® 2027 +187%°° 1317 +318°C 1670 +369"°° 1853 +231°®
SMBL (1:2) 1930 +246%® 1803 +146™° 1452 +120°° 1596 +200°°° 1554 + 119

Valores representam a média + desvio padrdo (n=9). Diferentes letras minlsculas sobrescritas na mesma linha indicam
diferenca significativa (p<0,05) para cada suco em relacdo ao tempo de armazenamento. Diferentes letras mailsculas
sobrescritas na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os sucos para 0 mesmo dia de armazenamento.
SB (suco de beterraba in natura), SBP (suco de beterraba pasteurizado), SLP (suco de laranja pasteurizado), SMBL 1:1 (suco

misto de beterraba e laranja 1:1 (v/v) pasteurizado) e SMBL 1:2 (suco misto de beterraba e laranja 1:2 (v/v) pasteurizado).

Tabela 6 - Atividade Antioxidante de ABTS Trolox (ng/mL) em sucos armazenados a
4°C durante 30 dias

Tempo de Armazenamento (dias)

Sucos

0 5 10 15 30
SB 2179 + 1262 1972 +209™ 1950 173" 2059 +145™ 1720 + 352°"
SBP 2081 + 1422 1741 +155%® 1957 +206™ 1999 +63*™™* 1798 + 62
SLP 1872+ 24128  1515+93°¢ 1507 £103°® 1575+148"° 1400 +113%°
SMBL (1:1) 1854 +75%® 1746 +136° 1642 +61°°C 1711 +92°C 1604 +54°
SMBL (1:2) 1840 +131%® 1667 +68™  1552+51°°C 1605 +84°°° 1614 +146"°°

Valores representam a média + desvio padrdo (n=9). Diferentes letras minlsculas sobrescritas na mesma linha indicam
diferenca significativa (p<0,05) para cada suco em relacdo ao tempo de armazenamento. Diferentes letras mailsculas
sobrescritas na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) entre 0s sucos para 0 mesmo dia de armazenamento.
SB (suco de beterraba in natura), SBP (suco de beterraba pasteurizado), SLP (suco de laranja pasteurizado), SMBL 1:1 (suco

misto de beterraba e laranja 1:1 (v/v) pasteurizado) e SMBL 1:2 (suco misto de beterraba e laranja 1:2 (v/v) pasteurizado).
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Os parametros de cor (L*, a* b* e Croma) dos sucos durante o

armazenamento refrigerado a 4°C esta apresentada na Tabela 7.
Os valores iniciais de a* para SB de 0,78 e SBP de 0,95,

respectivamente, representam a cor vermelho-violeta da beterraba proveniente das

betacianinas, e de b* para SB (1,56) e SBP (1,67) a leve predominancia de amarelo
pela presenca das betaxantinas (DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-
LOPEZ, 2000), enquanto que os valores de SLP para L*, a* e b* de 36,61; -2,49;

16,34, respectivamente, demonstram a cor amarela do suco de laranja.

Tabela 7 - Parametros de cor de sucos armazenados a 4°C durante 30 dias

L*
Sucos Tempo de Armazenamento
0 5 10 15 30
SB 22,45 +0,16%° 22,87 +0,04™ 22,31+0,07%° 22,37 +0,02°° 24,16 +0,47%°
SBP 22,37 +0,02° 22,71 +0,10"° 22,34 +0,14%° 22,23 +0,06%° 23,72 +0,20%
SLP 36,61 +0,14™ 38,18 +0,04™ 36,73 +0,03" 37,04 0,17 42,42 +0,73*
SMBL 1:1 23,21 +0,04¢ 23,76 + 0,06 23,15 +0,02°¢ 23,14 + 0,05 24,78 +0,17%
SMBL 1:2 23,77 £0,04%® 24,33 +0,07™ 23,81 + 0,06 24,15 + 0,04 26,18 +0,27%°
a*
Sucos 5 Tempo de Armazgnamento 30
5 1 15
SB 0,78 + 0,06 0,68 +0,03°® 0,74 +0,03*° 0,81 +0,03" 1,07 £0,16%
SBP 0,95 + 0,03 0,82 +0,04°° 0,87 £0,06™° 0,91 +0,03"¢ 1,19 +0,13%
SLP -2,49 + 0,02 -2,87+0,02°"F -2,51+0,04" -263+0,05°° -3,64+0,14%*
SMBL 1:1 4,80 +0,05%® 5,18+0,03"® 4,78+0,07® 4,59 +0,13%° 6,13 +0,18%°
SMBL 1:2 6,65 + 0,04 7,07 £0,06%  6,65+0,03" 6,68+0,10° 8,76 + 0,32
b*
Sucos Tempo de Armazenamento
0 5 10 15 30
SB 1,56 + 0,047 1,52 +0,03% 1,56 + 0,03 1,57 +0,03% 0,97 £ 0,16™
SBP 1,67 +0,02%° 1,61 +0,03%° 1,63 +0,05%° 1,64 +0,03% 1,21 +0,11"°°
SLP 16,34 +0,31** 17,03 +0,02"® 16,46 +0,08*" 15,95 +0,16° 18,34 +0,17*
SMBL 1:1 2,39 +0,03% 2,38 +0,03% 2,35 +0,04% 2,19 +0,14"® 2,23 +0,07°
SMBL 1:2 2,75+ 0,03*® 2,82 +0,03% 2,68 +0,02"° 2,26 + 0,06 2,47 +0,02°°
Croma
SUCoS Tempo de Armazenamento
0 5 10 15 30
SB 1,74 +0,03% 1,66 + 0,02% 1,73 +0,03 1,77 £0,02** 1,45+0,12™
SBP 1,92 +0,02%° 1,80 + 0,03%° 1,85 + 0,03 *® 1,88 + 0,03 1,69 +0,16 "®
SLP 16,53 +0,31* 17,27 +£0,02°* 16,65 + 0,08 ¢ 16,16 +0,16 *® 18,70 £0,19°
SMBL 1:1 5,36 + 0,05°¢ 5,70 £ 0,03 5,33+0,05° 5,08 +0,17 °¢ 6,52 +0,17 %°
SMBL 1:2 7,19 +0,04%® 7,61 +0,04"® 7,17 +0,02 ¢ 7,05 +0,11%° 9,10 + 0,31 %

Valores representam a média + desvio padrdo (n=9). Diferentes letras minlsculas sobrescritas na mesma linha indicam
diferenca significativa (p<0,05) para cada suco em relacdo ao tempo de armazenamento. Diferentes letras maiulsculas
sobrescritas na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05) entre os sucos para 0 mesmo dia de armazenamento.
SB (suco de beterraba in natura), SBP (suco de beterraba pasteurizado), SLP (suco de laranja pasteurizado), SMBL 1:1 (suco

misto de beterraba e laranja 1:1 (v/v) pasteurizado) e SMBL 1:2 (suco misto de beterraba e laranja 1:2 (v/v) pasteurizado). L* =

0 (preto), L* = 100 (branco); a* = -a* (verde), +a*(vermelho); b* = -b* (azul), +b*(amarelo).
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Os sucos mistos de beterraba e laranja (SMBL 1:1, SMBL 1:2)
apresentaram valores de a* de (4,80, 6,65, respectivamente), indicando cor
vermelha e de b* 2,39 e 2,75, respectivamente, presenca de componente amarelo.

Durante os 30 dias de armazenamento, observou-se que a diferenca
total na cor (AE*y), Figura 2, foi maior no suco de laranja (SLP) (6,25),
possivelmente pelo aumento do componente amarelo (b*) e do verde (-a*)
ocasionado por um escurecimento do suco durante o0 armazenamento.

Tanto os sucos mistos como os sucos de beterraba apresentaram
diferenca total da cor (AE*y), escurecimento (redugcdo de L*), aumento na cor
vermelha (a*) e reducdo na intensidade da cor amarela (b*), apés os 30 dias de
armazenamento, indicando uma degradacéo das betalainas. Porém, os sucos mistos
de beterraba e laranja apresentaram menores alteracdes, onde SMBL 1:1 e SMBL
1:2 tiveram reducgao de 7% e 10% na intensidade de cor amarela e aumentaram a
pureza da cor (Croma) de 22% e 27%, respectivamente, provavelmente pela

estabilidade das betalainas (Tabela 2 e 3).

Figura 2 - Diferenca Total na Cor (AE*;,) de sucos armazenados a 4°C durante 30

dias.

8,0 -
o 7,0 -
@)
s 60 -
S _ o5 —0—SB
= —~50 -
g .8 SBP
= W 4,0 T

< ——

g\_/ 3’0 i X SLP
oy .
S 20 —>¢=SMBL 1:1
() .
L 40 SMBL 1:2

o
[=)

Tempo O Tempo 5 Tempo 10 Tempo 15 Tempo 30

SB (suco de beterraba in natura), SBP (suco de beterraba pasteurizado), SLP (suco de laranja pasteurizado), SMBL 1:1 (suco

misto de beterraba e laranja 1:1 (v/v) pasteurizado) e SMBL 1:2 (suco misto de beterraba e laranja 1:2 (v/v) pasteurizado).
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3.7. Analises Microbiolégicas

Foi observada auséncia de coliformes totais, coliformes termotolerantes e

Salmonella sp. nos sucos no tempo O.

3.8. Aceitagdo Sensorial

A aceitacdo dos consumidores em relacdo aos atributos de cor,
aroma, sabor e aceitacao global do suco de beterraba pasteurizado (SBP) e do suco
misto de beterraba e laranja (SMBL) nas proporgfes 1:1 e 1:2 est4 apresentada na
Tabela 8. Nota-se que valores heddnicos médios situaram-se entre 5,6 e 8,0, numa
escala de nove pontos, exceto o sabor de SBP que recebeu nota 4,9, indicando
aprovacgao dos sucos.

A aceitacao do suco de beterraba pasteurizado (SBP) foi inferior aos
sucos mistos em todos os atributos, com excecdo do atributo cor, que ndo se
diferenciou do SMBL 1:2.

O aroma, o sabor, e a aceitagcdo global dos sucos mistos de
beterraba e laranja nas duas propor¢gbes analisadas (1:1 e 1:2) tiveram maior
aceitacao, situando-se entre as categorias “gostei ligeiramente/gostei regularmente”.
Ainda o suco SMBL 1:1 se destacou pela maior aceitacdo quanto a cor (gostaram
muito). Estes resultados ja eram esperados para ambas as amostras, pois no Brasil
0 suco de laranja é amplamente aceito pelo seu sabor conhecido e grande
disponibilidade, ao contrario do suco de beterraba, onde apesar de ser uma raiz
bastante cultivada e popular, o consumo é comum em saladas prontas e alimentos
minimamente processados, ndo sendo utilizada na producédo comercial de sucos e
bebidas.

Uma alternativa, para aumentar a ingestao total de frutas e hortalicas
€ aumentar o consumo de bebidas a base da mistura de ambas, mas vale lembrar
que para um produto ter boa aceitacdo no mercado consumidor, ndo basta que
apresente nutrientes e compostos bioativos balanceados, € necessario também que
0 consumidor nao o rejeite por causa de algum atributo sensorial, como sabor, gosto,
aroma, textura e aparéncia.

No Reino Unido o numero de sucos de hortalicas, e sucos com a

mistura de frutas/hortalicas comercialmente disponiveis parece estar aumentando
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segundo Wootton-Beard; Moran; Ryan (2011), entre eles tem tido grande destaque o
suco de beterraba pelo seu alto poder antioxidante, mas no Brasil ndo ha
informacdes.

Atualmente, diversos estudos focam a capacidade antioxidante e
beneficios do consumo de sucos de frutas e hortalicas, dentre eles o suco de
beterraba (Ravichandran et al., 2012; Ravichandran et al. 2013; Wootton-Beard,
Moran; Ryan 2011; Wootton-Beard; Ryan, 2011), porém ndo apresentam dados
relativos a aceitacdo sensorial desses tipos de bebidas para consumo pela

populacao.

Tabela 8 - Aceitac&o de atributos de sucos

Sucos Cor Aroma Sabor Aceitacdo Global
SBP 75+1,8" 59+1,7° 4,9 4272 56+1,8
SMBL (1:1) 8,0 £0,9° 6,6 £1,7° 6,3+1,7° 6,8 +1,5°
SMBL (1:2) 78+1,1% 6,9 +1,9° 6,6 +2,0° 6,9 +1,8°

Valores representam a média + desvio padrdo onde diferentes letras mindsculas sobrescritas na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p<0,05) entre os sucos para um mesmo atributo ou aceitacdo global. SBP (suco de beterraba
pasteurizado), SMBL 1:1 (suco misto de beterraba e laranja 1:1 (v/v) pasteurizado) e SMBL 1:2 (suco misto de beterraba e

laranja 1:2 (v/v) pasteurizado). 1 = desgostei extremamente e 9 = gostei extremamente.

4. CONCLUSAO

O suco misto a base de beterraba e laranja, pode proporcionar aos
consumidores uma fonte de compostos antioxidantes naturais e fitoquimicos
bioativos, com boa aceitacdo. O suco de laranja ao ser adicionado ao suco de
beterraba, possivelmente pela presenca de seus acidos organicos, contribui
positivamente para a estabilidade das betalainas, resulta em excelente potencial
antioxidante e faz com que o suco misto adquira uma maior aceitacdo sensorial,

quando comparado ao suco de beterraba pasteurizado.
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6.2 ARTIGO CIENTIFICO 2

Adicdo de L. acidophilus em suco misto de beterraba e laranja: estabilidade do

produto e viabilidade do probidtico sob armazenamen to refrigerado

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a sobrevivéncia do Lactobacillus
acidophilus, em duas formulacdes de suco misto de beterraba e laranja (1:1 e 1:2
v/v). Avaliaram-se as alteracdes do pH, acidez total titulavel, °Brix, conteudo de
betalainas, teor de acido ascorbico, compostos fendlicos totais, atividade
antioxidante em DPPH e ABTS, parametros de cor, viabilidade do microrganismo
durante o armazenamento refrigerado (4 °C/28 dias), aceitacdo sensorial e intengéo
de compra. As caracteristicas fisico-quimicas e atividade antioxidante dos sucos
mistos probidticos ndo sofreram alteracbes indesejaveis durante armazenamento. O
namero de probidticos viaveis nos sucos manteve-se dentro do estabelecido pelo
regulamento brasileiro de alimentos funcionais. A manutencdo da viabilidade
probidtica possivelmente ocorreu pela presenca de compostos antioxidantes
(betalainas, acido ascoérbico e compostos fendlicos) encontrados em ambos o0s
sucos mistos de beterraba e laranja. Os sucos apresentaram boa aceitacao sensorial
e intencdo de compra, se destacando positivamente a cor do produto. O suco misto
de beterraba e laranja € um meio adequado para manter a viabilidade de L.

acidophilus durante armazenamento refrigerado com tempo de vida util de 28 dias.

Palavras-chave: betalainas, &cido ascorbico, antioxidantes, aceitacéo,

funcional

1. INTRODUCAO

Os probidticos sédo definidos como "microrganismos Vvivos que,
guando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro” (FAO/ WHO, 2002). Podem exercer alguns efeitos benéficos, incluindo a
prevencao ou o tratamento de infecgfes intestinais, sindrome do intestino irritavel e

doenca inflamatoria do intestino, a estimulagédo do sistema imunolégico, controle dos
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niveis de colesterol no sangue, e prevencdo de alergias atopicas (GIONCHETTI et
al, 2002; KAJANDER et al, 2005; SAGGIORO, 2004).

Em particular Lactobacillus e Bifidobacterium spp., sdo encontrados
em leites fermentados e iogurtes comerciais, e devido a sua fisiologia, sdo muito
bem adequados a este tipo de matrizes alimentares. No entanto, estudos recentes
tém sugerido sucos e néctar de frutas como um veiculo alternativo para a
incorporacao de probidticos, por ndo conterem qualquer alérgeno lacteo que possa
impedir o uso por determinados segmentos da populacdo (PIMENTEL;
PRUDENCIO; RODRIGUES, 2011; PIMENTEL et al., 2015; OKINA, 2014; COSTA et
al., 2013; ANTUNES et al., 2013).

Sucos de frutas e/ou hortalicas sdo alimentos ricos em minerais e
vitaminas, fibras alimentares, polifendis, antioxidantes e elevadas quantidades de
acucares, que podem estimular o crescimento de microrganismos probiéticos. Além
disso, ndo contém culturas iniciadoras, que competem por nutrientes com 0s
probioticos, e possuem perfis de sabor que agradam a todos o0s grupos etarios,
sendo percebidas como saudaveis e refrescantes (SOCCOL et al., 2010; TUORILA;
CARDELLO, 2002; DING; SHAH, 2008). Adicdo de probidticos em bebidas a base
de frutas e hortalicas € mais complexa do que em produtos lacteos, devido ao baixo
pH dos sucos e quantidades insuficientes de alguns dos pequenos peptideos e
aminoacidos livres necesséarios para crescimento dos probiéticos (CHAMPAGNE;
GARDNER, 2008).

A viabilidade de bactérias probidticas é de suma importancia para a
comercializacdo do alimento funcional probiotico (KAILASAPATHY, 2006). No Brasil,
os alimentos funcionais sdo regulamentados pela ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria), e estipula que a quantidade minima viavel de cultura probiotica
deve estar entre 10® e 10° UFC (Unidades Formadoras de Colénias) por porcéo
diaria do produto e a espécie do microrganismo deve estar indicada no rétulo do
produto (ANVISA, 2002).

Suco de beterraba € uma alternativa conveniente para o consumo
deste vegetal que contém compostos benéficos a salde, tais como potassio,
magnésio, acido fdélico, ferro, zinco, calcio, fésforo, sodio, niacina, biotina, B6, fibra
soltvel, além de ser uma fonte rica em compostos polifenélicos (KAUR ; KAPOOR,
2002; WOOTTON-BEARD; RYAN, 2011, WOOTTON-BEARD et al., 2011; PITALUA

et al., 2010). A cor intensa e atraente da beterraba e seus produtos € devido a
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presenca de pigmentos naturais hidrossoliveis chamados betalainas (DELGADO-
VARGAS, JIMENEZ,; PAREDES-LOPEZ, 2000; STINTZING; CARLE, 2004). Estes
pigmentos, além de fornecerem cor a beterraba, sdo importantes substancias
antioxidantes, benéficos a saude, com efeitos antimicrobianos, antivirais (KANEER
et al., 2001, STRACK et al, 2003), anti-inflamatoérios, anti-radicais (GENTILE et al.,
2004) na inibicdo da proliferacdo de células de tumores humanos (REDDY et al.,
2005).

Suco de laranja € amplamente consumido pelos brasileiros, devido
ao seu baixo custo de producdo, Otima aceitabilidade e suas propriedades
nutricionais (vitamina B, potéassio, fibras e vitamina C). Estudos relataram que,
alimentos funcionais a base de suco de frutas com altos niveis de compostos
antioxidantes e vitamina C, podem promover um ambiente mais favoravel para as
bactérias probiodticas durante o armazenamento, presumivelmente pela remocao de
oxigénio, promovendo, assim, um ambiente anaerdbio mais favoravel (DING; SHAH,
2008; TEIXEIRA et al. 1995; DAVE; SHAH, 1997).

O objetivo deste estudo foi desenvolver uma bebida funcional
probiodtica a base de suco misto de beterraba e laranja adicionado de Lactobacillus
acidophilus, avaliar a aceitacdo e a estabilidade do produto durante o periodo de
vida util de 28 dias sob armazenamento refrigerado (4 °C), quanto a sobrevivéncia
da bactéria probidtica, valores de pH, acidez titulavel total, sdlidos solaveis totais
(°Brix), conteudo de betalainas, teor de acido ascoérbico, compostos fendlicos totais,

capacidade antioxidante e avaliagao da cor.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Matérias-primas
As beterrabas frescas foram obtidas na CEASA (Central de
Abastecimento do Parana S.A.) na cidade de Londrina, Brasil. O suco de laranja

utilizado foi um concentrado comercial com 66°Brix, sem agucar e conservante

adquirido em supermercado na mesma cidade.
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2.2. Extragdo do Suco de Beterraba

As beterrabas frescas foram lavadas com agua potavel, sanitizadas
por 30 minutos em agua clorada (150 mg/L de hipoclorito de sédio Dinamica, Brasil),
enxaguadas com agua potavel e descascadas manualmente. Em seguida o suco
puro foi obtido por meio de centrifuga doméstica (Mondial, Brasil).

2.3. Preparo do Suco de Laranja

O suco concentrado de laranja (66°Brix) foi diluido com agua
esterilizada na proporcao de 1:6 (v/v), conforme recomendacéo do fabricante, até o

valor de solidos soluveis préximo de 12°Brix.

2.4. Preparo do Suco Misto de Beterraba e Laranja

A partir do extrato puro de beterraba e suco diluido de laranja foram

preparados 0s sucos mistos em duas proporcoes, 1:1 e 1:2 (v/v), respectivamente.

2.5. Pasteurizagéo e Adigcéo de Probidtico no Suco Misto

Os sucos foram pasteurizados em banho-maria a 70 °C/30 min e
logo apds o tratamento térmico, a cultura de Lactobacillus acidophilus LA-05
(Christian Hansen, Dinamarca) liofilizada e de wuso direto, foi dissolvida

assepticamente aos sucos mistos de beterraba e laranja na proporcao de 0,2% (p/v)

2.6. Armazenamento dos Sucos

Os sucos mistos adicionados de Lactobacillus acidophilus foram
envasados em frascos de vidro transparentes estéreis de 50 mL para estudo da
estabilidade durante armazenamento refrigerado (4 °C) por 28 dias quanto a
viabilidade dos microrganismos probioticos, valores de pH, acidez total titulavél,
sélidos soluveis totais (°Brix), conteudo de betalainas, teor de acido ascorbico,

compostos fendlicos totais, atividade antioxidante e cor. As amostras foram
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codificadas como: suco misto de beterraba e laranja 1:1 (v/v) probiético (SMPBL 1:1)
e suco misto de beterraba e laranja 1:2 (v/v) probiético (SMPBL 1:2).
As analises foram realizadas nos tempos: 1, 7, 14, 21, e 28 dias de

armazenamento.

2.7. AvaliagBes Fisico-quimicas

A determinacéo de pH das amostras foi realizada em potenciémetro
digital (Tecnal, Brasil) previamente calibrado com tampdes fosfato (Synth, Brasil) pH
4,0 e 7,0. A acidez foi medida por meio de titulagdo com solu¢cdo de NaOH (Anidrol,
Brasil) 0,01 mol/L até pH 8,2 e expressa em acido citrico, conforme AOAC, 1997. Os
sélidos soluveis totais (SST) foram medidos em refratdmetro digital PAL-1 Pocket

Atago, China, com resolucéo de 0,1 °Brix.

2.8. Determinacdo de Acido Ascorbico por CLAE

O teor de acido ascorbico foi determinado adaptando-se as
condicbes sugeridas por Souza et al. (2004). As amostras de sucos foram
preparadas pela dissolucdo em &cido metafosférico 3% e filtradas em membrana
hidrofilicas de PVDF com 0,22 um de tamanho de poro (Millex-GV, Millipore, USA).
O sistema cromatoégrafo (Shimadzu, Japao) consistiu de duas bombas (modelo LC-
10AD), valvula injetora Rheodyne com al¢ca de amostragem de 20 pL, forno para
coluna (modelo CTO-20A), detector espectrofotométrico UV/visivel (modelo SPD-
10A), interface (modelo CBM-101), e o programa CLASS-CR10, versdo 1.2
(Shimadzu, Japao). Foi empregada uma coluna Spherisorb ODS1 (4,6 x 250mm,
5um) (Waters, Irlanda). A analise foi realizada em temperatura ambiente, eluicdo
isocratica (0,5 mL/min) com solucdo de acido sulfarico pH 2,5 como fase movel. A
deteccdo do acido ascorbico foi feita a 254 nm, a identificacdo baseando-se nos
tempos de retencdo e co-eluicdo com padrdes e a quantificacdo, por padronizacao
externa usando curva de calibragdo com seis pontos (medida em duplicada) na faixa
de concentragéo de 5 a 50 pg/mL.
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2.9. Determinacgdo de Betalainas

Para extracdo das betalainas, aliquotas de 1 mL de amostra foram
dissolvidas em 30 mL de agua destilada por agitacdo manual durante 10 segundos e
a mistura foi centrifugada (25 °C) por 6000 x g durante 20 minutos. (Eppendorf
centrifuge 5804R, Alemanha). Os teores de betaxantinas e betacianinas nos
sobrenadantes de cada amostra foram analisados espectrofotometricamente, por
meio de leitura de absorvancia a 476 nm e 538 nm em espectrofotdbmetro de UV-VIS
(Biochrom Libra S22, Inglaterra) respectivamente, além da leitura a 600 nm para
correcdo de possiveis impurezas (turbidez), de acordo com os métodos de Stintzing,
Schieber; Carle (2003), com algumas modificacbes. O conteudo de betalaina (BC),
expresso em mg/mL de suco, foi calculado a partir da equacdo =
[(AXFDxPMx100)/(exl)], em que A é a diferenca entre a absor¢cdo méxima (476 ou
538 nm) e a absor¢cdo de correcdo em 600 nm, FD o fator de diluicdo e | o
comprimento da trajetoria na cubeta (1 cm). Para a quantificacdo da betacianinas e
betaxantinas, as massas moleculares (MM) e absortividade molar (¢) sdo MM = 550
g/mol, € = 60.000 L/mol cm em H,O e MM = 308 g/mol, € = 48,000 L/mol cm em H,0,

respectivamente.

2.10. Determinacéo do Teor de Compostos Fendlicos Totais

Os compostos fendlicos foram determinados nos sucos em cada
tempo de armazenamento, utilizando o método de Folin Ciocalteau , conforme
descrito por Singleton; Orthofer; Lamuela-Raventos (1999). Uma aliquota (0,2 mL)
de cada amostra foi adicionada a 1,5 mL de solugdo aquosa de Folin Ciocalteau
(1:20 v/v). A mistura foi deixada em equilibrio por 5 minutos e, em seguida,
misturada com 1,5 mL de uma solugédo de carbonato de sédio 60 g/L. Apos, foi feita
incubacdo a temperatura ambiente durante 90 min e a absorvancia da mistura foi
lida a 725 nm em espectrofotdbmetro UV-VIS, utilizando o respectivo solvente como o
branco. Os resultados foram expressos em ug de equivalentes de acido galico (ug
EAG/100 mL).
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2.11. Atividade Antioxidante Avaliada pelo Sequestro do Radical Livre DPPH

A capacidade antioxidante total foi avaliada pelo método DPPH
conforme Brand-Williams, Cuvelier; Berset (1995), com algumas modificacées. Neste
método, a capacidade antioxidante foi medida pela capacidade da amostra em doar
ions hidrogénio ao radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) relativamente
estavel. Em um tubo de ensaio foram misturados 1 mL de tampéao acetato de sodio
100 mM em pH 5,5, 1 mL de etanol absoluto, 0,5 mL de solucéo etandlica de DPPH
250 umol.L™* e 50 pL de cada amostra. Os tubos de ensaio contendo as misturas
foram mantidos a temperatura ambiente por 30 minutos no escuro e, posteriormente,
a absorvancia das solucbes lidas a 517 nm em espectrofotbmetro UV-VIS. A
quantificacdo da atividade antioxidante das amostras foi realizada por meio de uma
curva padréo de Trolox e os resultados expressos em umol de Trolox por mililitros de
amostra, ou pmol de Trolox/mL.

2.12. Atividade Sequestradora do Cation Radical ABTS+

A atividade antioxidante também foi analisada pela capacidade da
amostra de eliminar os radicais livres ABTS empregando-se a metodologia
modificada relatada por Ozgen et al. (2006). Quando combinado com um oxidante
(persulfato de potassio 2,45 mM), o ABTS (7 mM em tampao fosfato 20 mM, pH 7,4)
reage para criar uma solucdo radical estavel, azul escuro esverdeada apés 12-16
horas de incubacéo no escuro. A solucéo foi entdo diluida até uma absorvancia de
0,7 £ 0,01 em 730 nm, para formar o reagente teste. As misturas reacionais
contendo 10 puL de amostra e 4 mL de reagente teste foram incubadas em
temperatura ambiente por 6 min. A atividade antioxidante foi calculada em relacdo a
uma curva padrdo de Trolox e expressa em pmol de Trolox por mililitros de amostra,

ou umol de Trolox/mL.
2.13. Analise de Cor
A analise de cor foi realizada em colorimetro Konica Minolta CR

400, conforme descrito por Antunes et al. (2013). As especificacbes empregadas

foram: area de leitura 11 mm, iluminante CIE D 65, iluminacdo em angulo de 45°,
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angulo de observacdo de 0° e observador padrdo CIE 10°. As amostras foram
acondicionadas em cubeta de vidro (acessério CR — A103) apropriada para leitura
colorimétrica de liqguidos do aparelho. Foram fornecidos os parametros L*
(luminosidade), a* (verde - vermelho), b* (azul -amarelo) e Croma (saturacao da cor).
A partir dos parametros L*, a* e b* foi calculada a diferenca total de cor (AE*4) entre
cada amostra em um determinado tempo e a amostra no tempo zero de
armazenamento, da seguinte forma: AE*; = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)?Y? e a
tonalidade cromatica (h°), calculada como: h® = arctan (b*/a*), sendo que, 0° =

vermelho puro, 90° = amarelo puro, 180° = verde puro e 270° = azul puro.
2.14. Avaliacdes Microbioldgicas

Para garantir a seguranca microbiolégica dos sucos contendo L.
acidophilus para analise sensorial, foram realizadas analises de coliformes totais,
coliformes termotolerantes, bolores, leveduras e Salmonella sp., conforme SILVA,
JUNQUEIRA; SILVEIRA (2007).

A andlise da viabilidade do L. acidophilus dos sucos mistos
probiéticos durante armazenamento refrigerado (4 °C) foi realizada através da
retirada de aliquotas de 1 mL das amostras, diluidas em 9 mL agua peptonada 0,1%
(p/v) (DifcoTM, Franca) esterilizada e agitadas com agitador (Labdancer, IKA,
Alemanha). O plaqueamento foi realizado em profundidade com agar MRS (Neogen
Corporation, EUA) e a incubagéo anaerobica (Anaerobac, Probac, Brasil) a 37°C por
72 hrs, conforme Ding; Shah (2008).

2.15. Andlise Sensorial

A anadlise sensorial foi realizada nos sucos SMPBL 1:1 e SMPBL 1:2
no 5° dia de armazenamento. O teste de aceitacéo de atributos (cor, aroma, sabor e
impressao global) foi conduzido com escala heddnica estruturada de nove pontos (1
= desgostei extremamente e 9 = gostei extremamente). Juntamente com o teste de
aceitacao foi aplicado o teste de intengdo de compra no qual se utilizou uma escala
de 5 pontos com variacbes de “definitivamente ndo compraria” a “definitivamente

compraria”
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As amostras, codificadas com numeros de trés digitos ao acaso,
foram apresentadas em tacas de acrilico e a temperatura de 10 °C em ordem
aleatdria aos julgadores. A equipe sensorial contou com 74 julgadores néo treinados,
consumidores habituais de suco de frutas. O projeto foi aprovado no Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina,
parecer CEP/UEL 342/2011, n°® CAAE 0319.0.268.000-11.

2.16. Delineamento Experimental e Analise Estatistica

O experimento fisico-quimico e de viabilidade do probiético foi
conduzido de acordo com o delineamento de parcelas subdivididas, sendo os sucos
mistos probioticos (SMPBL 1:1 e SMPBL 1:2) o tratamento principal e o tempo de
armazenamento o tratamento secundario. O experimento foi repetido trés vezes. Em
cada repeticdo do experimento, as analises foram realizadas em triplicata. O
experimento sensorial seguiu delineamento de blocos completos casualisados, onde
os tratamentos foram o0s sucos e 0s blocos os julgadores. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste de comparacdo de médias
Tukey (p<0.05). As andlises estatisticas foram realizadas usando o programa
Statistical Analysis System verséo 9.1.3. (SAS, 2009).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracteristicas Fisico-quimicas

Os soélidos soluveis totais (°Brix), a acidez titulavel total e o pH dos
sucos mistos probidticos estdo apresentados na Tabela 1. Os sélidos sollveis totais
durante os 28 dias de armazenamento no SMPBL 1:1 ndo mostraram alteracéo
(valor médio de 8,83 °Brix), jA no SMPBL 1:2 teve um aumento de 9,14 para 9,28
°Brix. A acidez titutavel diminuiu de 0,43 para 0,42% no SMPBL 1:1 e de 0,56 para
0,53% no SMPBL 1:2 e o pH aumentou em ambas as amostras, de 4,11 para 4,19
no SMBL 1:1 e de 3,98 para 4,04 no SMPBL 1:2. Esses resultados indicam que nao
houve consumo dos acuUcares disponiveis e producdo de &cido latico pelo
crescimento da cultura probidtica nos sucos mistos analisados, o0 que era esperado

no estudo, jA que os Lactobacillus acidophilus foram adicionados para que nao
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houvesse fermentacéo, e a multiplicagdo dos microrganismos nao ocorresse durante
armazenamento na temperatura de 4°C, sendo apenas mantida sua viabilidade nos
28 dias.

Tabela 1- Acidez, pH e sdlidos solluveis (°Brix) de sucos mistos de beterraba e

laranja probi6ticos armazenados a 4 °C durante 28 dias

. Amostras

Tempo (dias) SMPBL 1:1 SMPBL 1:2
Acidez titulavel 1 0,43 + 0’01:2 0,56 + OaAbA
(% &cido citrico) 7 0,42 + O,OblB 0,55 + 0,01dA

14 0,42 +0 0,52 + 0,01

21 0,42 + Q"B 0,53 + 0"

28 0,42 + Q8 0,53 + 0%
1 4,11 +0,01% 3,98 + 0,01

7 4,25 + 0 4,14 + 0%
pH 14 4,16 + 0,01 4,04 +0,01°®

21 4,19 + 0" 4,05 + 0"®

28 4,19 + 0" 4,04 + 08
1 8,81 + 0,098 9,14 + 0,11
sélid v 7 8,87 + 0,05%® 9,19 + 0,114
OTlotgissS(SEl;r\ilgs 14 8,72 +0,10%® 9,18 + 0,20"
21 8,93 + 0,09% 9,26 + 0,09
28 8,84 + 0,05 9,28 + 0,07*

Valores representam a média + desvio padrao (n=9). Diferentes letras minUsculas sobrescritas na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p<0,05) para cada suco em rela¢éo ao tempo de armazenamento. Diferentes letras mailsculas
sobrescritas ha mesma linha indicam diferenga significativa (p<0,05) entre os sucos para o mesmo dia de armazenamento.
SMPBL 1:1 (suco misto de beterraba e laranja 1:1 (v/v) probiético) e SMPBL 1:2 (suco misto de beterraba e laranja 1:2 (v/v)
probidtico).

Conforme Qizhou et al. (2009) e Faria et al. (2006), a adicdo de
cultura probidtica difere da producdo uma bebida fermentada, onde ocorre um
grande aumento na acidez e reducdo no pH durante o processo de fermentacao e
durante o armazenamento. No estudo de Okina (2014), a adicdo de Lactobacillus
paracasei em suco integral de uva apresentou um aumento da acidez titulavel, ainda
gue sem alteracdo dos solidos totais e pH durante o armazenamento a 4 °C por 28
dias, indicando que o microrganismo teve baixa habilidade em produzir 4cido, n&o
alterando significativamente o pH.

Em néctar de péssego (PIMENTEL; PRUDENCIO; RODRIGUES,
2011) e em suco de maca clarificado (PIMENTEL et al., 2015), a adicdo de L.
paracasei, resultou na reducdo de pH e sdlidos sollveis e aumento na acidez
durante armazenamento refrigerado ( 4°C/ 28 dias), onde, de acordo com os

autores, 0s agucares presentes nas bebidas (adicionado ou naturais) podem ter sido
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metabolizados pelos microrganismos para a sua sobrevivéncia e, como
consequéncia, houve uma pequena producgdo de acidos organicos.

Champanhe; Gardner (2008) estudaram a estabilidade de
armazenamento a 4 °C, de 9 estirpes de lactobacilos probiéticos em bebida a base
de 10 ingredientes de fruta e produtos lacteos, e observaram que o pH permaneceu
inalterado apos 28 dias de armazenamento, indicando que os lactobacilos tém baixa

atividade metabdlica a 4 °C.

3.2. Teor de acido ascorbico

O teor de acido ascoérbico nos sucos mistos probioticos esta
apresentado na Figura 1. O teor de &cido ascoOrbico dos dois sucos mistos
apresentou um declinio durante o estudo. O suco SMPBL 1:1 apresentou uma
diminuicdo de 50% no teor de &cido ascorbico nos primeiros 7 dias, enquanto que o
SMPBL 1:2 ndo apresentou perda significativa (p<0,05) no teor de acido ascorbico
(20,16 mg/100mL) até 21 dias de armazenamento refrigerado. Em ambos 0s sucos
houve esgotamento total do acido ascérbico ao final dos 28 dias de armazenamento
a 4°C.

A estabilidade do acido ascorbico, segundo Oliveira (2010), esta
sujeita a perdas significativas ao longo do armazenamento ou do processamento,
sendo oxidado (quimica ou enzimaticamente) a acido deidroascorbico, que
apresenta atividade vitaminica, mas que € ainda menos estavel e sofre oxidacao a
acido dicetoguldnico, que se degrada em diferentes produtos, como: acido oxalico,
acido xilénico e xilose.

Sabendo-se que diversos fatores afetam a estabilidade do acido
ascorbico durante o armazenamento, incluindo o pH do meio, a presenca de
oxigénio e de ions metdlicos, e a temperatura (TARRAGO - TRANI et al., 2012;
SPINOLA et al., 2013), a diferenca encontrada na estabilidade do acido ascorbico
nos sucos mistos estudados, provavelmente se deve a diferenca de acidez e pH
entre as amostras, visto que as condi¢cdes de processamento e armazenamento dos
sucos mistos probioticos foram iguais.

Comparando o conteudo de acido ascorbico nos sucos mistos
probioticos SMBPL 1:1 (3,38 mg/100mL) e SMPBL 1:2 (18,83 mg/100mL), no tempo
de 21 dias de armazenamento a 4°C, com os valores encontrados em Porto et al.
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(2015, artigo 1) para os sucos mistos de beterraba e laranja sem adicdo de
probiotico, de SMBL 1:1 com perda total e SMBL 1:2 com 5 mg/100mL restantes em
15 dias, percebe-se, que a adicdo do Lactobacillus acidophlius permitiu a
manutencado do contetdo de acido ascorbico nos sucos mistos por um periodo maior
de armazenamento refrigerado. No entanto, ndo hd nenhuma informagdo sobre o
papel dos probidticos na estabilidade de vitaminas, apenas estudos de como a
suplementacdo vitaminica melhora a sobrevivéncia do probiotico, onde estudos
demonstraram que a vitamina C pode ser benéfica para a sobrevivéncia probidtico
durante o armazenamento, presumivelmente porque € um eliminador de oxigénio,
promovendo, assim, um ambiente anaerdbio mais favoravel (TEIXEIRA et al., 1995;
DAVE; SHAH, 1997, DING; SHAH et al., 2010).

A Ingestao Diaria Recomendada (IDR) de vitamina C varia conforme
a idade e condicbes de saude. De acordo com a RDC n° 269 da ANVISA, a
recomendacdo de ingestdo de vitamina C € de 45 mg/ dia (BRASIL, 2005). Assim,
mesmo com a perda apés 21 dias de armazenamento refrigerado, para adquirir
89,6% da quantidade diaria necessaria de vitamina C, considerando a legislacéo

brasileira e os resultados obtidos, basta ingestdo de 200 mL de SMPBL 1:2.

Figura 1 - Contetdo de Acido Ascorbico (mg/100mL) em sucos armazenados a 4°C

durante 28 dias.
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Valores representam a média + desvio padrdo (n=9). Diferentes letras mindsculas sobrescritas na mesma linha indicam
diferenca significativa (p<0,05) para cada suco em relacdo ao tempo de armazenamento. SMPBL 1:1 (suco misto de beterraba
e laranja 1:1 (v/v) probiético) e SMPBL 1:2 (suco misto de beterraba e laranja 1:2 (v/v) probi6tico).
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3.3. Conteudo de Betalainas (Betacianinas e Betaxantinas)

O conteudo de betalainas nos sucos mistos de beterraba e laranja
adicionados de probiotico esta apresentado na Tabela 2.

Em beterraba, as betalainas compreendem dois grupos principais:
betaxantinas (por exemplo, vulgaxantina | e 1) e betacianinas (por exemplo, betanina
e isobetanina), que sao responsaveis pelos tons de amarelo e vermelho-violeta,
respectivamente (GLISZCZYNSKA-SWIGLO; SZYMUSIAK; MALINOWSKA, 2006;
KANNER; HAREL; GRANIT, 2001); destes, betanina, isobetanina e vulgaxantina-I
representam cerca de 95% dos pigmentos da beterraba (NILSSON, 1970; WILEY;
LEE, 1978).

A concentracdo inicial de betacianinas de 20,57 mg/100 mL no
SMPBL 1:1 e de 13,45 mg/100 mL no SMPBL 1:2 se mantiveram estaveis, visto que
nao houve diferenca (p<0,05) em relagdo aos valores encontrados no 28° dia de
armazenamento. No entanto, 0s sucos mistos apresentaram reducao do conteudo
das betaxantinas de 9,11 para 8,19 mg/100 mL no SMPBL 1:1, e de 6,17 para 5,19
mg/100 mL no SMPBL 1:2 ao final do armazenamento. Com relacdo a estrutura
guimica, pesquisadores ja haviam relatado que betacianinas demonstraram ser mais
estaveis do que as betaxantinas a temperatura ambiente e apds aquecimento
SAPERS; HORNSTEIN, (1979) SINGER; von ELBE, (1980) e HERBACH et al.,
(2004).

Durante processamento de beterrabas, as betalainas sdo liberadas
do seu compartimento de protecdo (vacuolos) e sua estabilidade € afetada por
varios fatores, tais como o pH, atividade da agua, exposi¢do a luz, oxigénio, ions
metalicos, temperatura e atividade enzimatica (DELGADO-VARGAS et al., 2000;
HERBACH et al., 2006; STINTZING; CARLE, 2004).

No presente trabalho ndo ocorreu a degradacédo das betacianinas
durante os 28 dias de armazenamento refrigerado (4 °C) nos sucos mistos
probioticos, provavelmente pela contribuicdo da laranja, ao reduzir o pH dos sucos,
além da presenca de &cido ascorbico (pré-antioxidante) e acido citrico (agente

quelante).
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Tabela 2 - Conteudo de Betacianinas (mg/100mL) e Betaxantinas (mg/100mL) em
sucos mistos probiéticos armazenados a 4°C durante 28 dias

. Amostras
Tempo (dias) SMPBL 1:1 SMPBL 1:2
- 1 20,57 £ 0,413 13,45 + 0,32"B
'?re;g/cl'gg':]al_‘;' 7 19,85 + 1,30 13,67 + 0,078
14 20,93 + 0,50 13,91 + 0,13%8
21 19,87 + 0,55 13,34 + 0,13
28 20,66 +0,82% 12,92 + 0,56
1 9,11 + 0,20* 6,17 +0,17%
Betaxantinas 7 8,43 + 0,6122 5,01 + 0,036:’3B
(mg/100mL) 14 8,48 + 0,21 5,75 + 0,06
21 7,75+ 0,20 5,25 + 0,05
28 8,19 + 0,62 5,09 +0,21°®

Valores representam a média + desvio padrao (n=9). Diferentes letras minusculas sobrescritas na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p<0,05) para cada suco em relagéo ao tempo de armazenamento. Diferentes letras maitisculas
sobrescritas na mesma linha indicam diferencga significativa (p<0,05) entre os sucos para 0 mesmo dia de armazenamento.
SMPBL 1:1 (suco misto de beterraba e laranja 1:1 (v/v) probiético) e SMPBL 1:2 (suco misto de beterraba e laranja 1:2 (v/v)
probiético).

Attoe; von Elbe (1985) demonstraram que a adicdo de acido
ascorbico em extratos de beterraba mostrou efeitos benéficos na estabilidade das
betalainas e alguns estudos relataram que a adicdo do &cido ascoérbico antes do
processamento protege tais pigmentos mais do que quando adicionados apds
processamento (BILYK; HOWARD, 1982; HAN et al., 1998) e concluiram que o
acido ascorbico ndo s6 ajuda na regeneracdo do pigmento, como exerce um efeito
protetor durante o processamento, como a prevencdo da degradacdo térmica do
pigmento (HERBACH et al, 2006; HERBACH et al., 2006).

Na extracdo de betaninas, para maximizar o rendimento e manter o0s
pigmentos estaveis, diversos pesquisadores utilizam o acido ascérbico como
antioxidante na remogdo do oxigénio e controle da atividade das enzimas
polifenoloxidases, quando o pH do meio de extrac&o foi maior do que 3,5 (MCEVILY;
IYENGAR, 1992; CHETANAH; NAYAK; RAGHAVARAO, 2007; LOPEZ et al., 2009;
CARDOSO-UGARTE et al., 2014).

Além dos efeitos do pH, acido ascérbico e acido citrico, a adicdo dos
Lactobacillus acidophilus (bactérias microaerdfilas), pode ter contribuido para a
exclusdo de oxigénio dos sucos. Ha poucos relatos na literatura sobre o efeito de
culturas probidticas na estabilidade das betalainas. Klewicka & Czyzowska (2011)
analisaram o contetdo de betalainas em suco de beterraba fermentado com as

bactérias probidticas Lactobacillus brevis 0944 e Lactobacillus paracasei 0920 em



104

armazenamento a 4°C por 180 dias, e observaram estabilidade dos pigmentos

vermelhos até 30 dias de armazenamento.

3.4. Teor de Compostos Fendlicos Totais e Atividade Antioxidante Avaliada
pelo Sequestro do Radical Livre DPPH e Radical ABTS+

O teor de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante pelos
métodos DPPH e ABTS, nos sucos mistos probidticos durante os 28 dias de
armazenamento refrigerado (4 °C), estao apresentados na Tabela 3.

Os sucos mistos probidticos apresentaram diferenca no teor de
compostos fenolicos totais, sendo de 818 pg EAG/ mL no SMPBL 1:1 e de 873 ug
EAG/ mL no SMPBL 1:2. Nao ha relatos em pesquisas anteriores do teor de
compostos fendlicos em sucos mistos de beterraba e laranja, mas Wootton-Beard;
Ryan (2011) ao quantificar o conteddo de fendis totais de 23 sucos (tomate,
cenoura, beterraba, sucos mistos de frutas e/ou hortalicas) comercializados no Reino
Unido concluiram que todos eram fontes significativas, se destacando entre as
amostra, o suco de beterraba com uma maior quantidade de compostos fenélicos
totais.

Durante o armazenamento, o teor de compostos fendlicos totais do
SMPBL 1:1 aumentou para 942 ug EAG/ mL, enquanto que no SMPBL 1:2 o teor foi
reduzido em 14%, resultando em 797 ug EAG/ mL ao final dos 28 dias. Isto indica
que as condicdes de processamento e acondicionamento dos sucos mistos
probidticos ndo acelerou a destruicdo dos &cidos fendlicos, que sdo sensiveis a
oxidacdo e a degradacéo, a exposicao a luz, oxigénio e calor (HAN; KOH, 2011).

Os compostos fendlicos, substédncias que possuem um anel
aromatico com um ou mais grupos hidroxilas, sdo importantes constituintes de
muitas frutas e hortalicas sendo que a quantificagdo dos mesmos revela informagoes
a respeito da atividade antioxidante, qualidade dos alimentos e dos potenciais
beneficios a saude (TALCOTT et al, 2003). Na beterraba, o acido 4-hidroxibenzoico
€ o principal acido fendlico, seguido pelo acido cinadmico, vanilico, clorogénico, acido
trans ferdlico e &cido caféico (WOOTTON-BEARD et al., 2011).

Com relacdo a atividade antioxidante, os resultados encontrados
para 0s sucos mistos probioticos, pelos métodos DPPH e ABTS, estdo apresentados

na Tabela 3. Em ambos os métodos, 0s sucos mistos probidticos demonstraram alta
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atividade antioxidante, sendo no método DPPH, valores de 1514 pg de Trolox / mL
para SMPBL 1:1 e 1250 pg de Trolox / mL para SMPBL 1:2 e no método de
atividade antioxidante por ABTS, valores de 1781 ug de Trolox / mL para SMPBL 1:1
e 1816 ug de Trolox / mL para SMPBL 1:2.

Tabela 3 - Teor de Compostos Fendlicos Totais (ug EAG/mL), Atividade
Antioxidante de DPPH Trolox (ug/mL) e ABTS Trolox (ug/mL) em sucos mistos

probiodticos armazenados a 4°C durante 28 dias

Tempo (dias) ) Amostras )
SMPBL 1:1 SMPBL 1:2
Compostos 1 818 + 30 873 +20**
Fendlicos Totais 7 848 + 22°A 827 + 17"
(ug EAG/ mL) 14 906 + 18" 873 +57%°
21 826 + 21 758 + 18°®
28 942 + 29% 797 + 558
1 1514 + 163" 1250 + 88
DPPH 7 1644 + 13522 1414 + 11322
(ug/ mL) 14 1838 + 108 1550 + 106
HY 21 1461 + 70% 1108 + 80
28 1325 +91% 1069 + 78%
1 1781 + 6322 1816 + 94?
7 1797 +55 1809 + 94
(A?LSL) 14 1832 + 59%" 1652 + 96"
H9 21 1660 + 66 1500 + 1008
28 1884 + 72 1817 + 117+

Valores representam a média + desvio padrdo (n=9). Diferentes letras minlsculas sobrescritas na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p<0,05) para cada suco em relacdo ao tempo de armazenamento. Diferentes letras mailsculas
sobrescritas na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os sucos para o0 mesmo dia de armazenamento.
SMPBL 1:1 (suco misto de beterraba e laranja 1:1 (v/v) probiético) e SMPBL 1:2 (suco misto de beterraba e laranja 1:2 (v/v)
probidtico).

Os resultados estdo de acordo com outros pesquisadores que
apontam a beterraba como uma das hortalicas mais potentes, no que diz respeito a
atividade antioxidante, sendo o suco de beterraba comparado favoravelmente com
outros conhecidos pelo alto teor de antioxidantes, como sucos de roma e cranberry,
particularmente em termos de biodisponibilidade (VINSON et al., 1998; ZITNANOVA
et al., 2006; RYAN; PRESCOTT, 2010, WOOTTON-BEARD; RYAN, 2011).

Com relacdo a estabilidade da capacidade antioxidante apresentada
pelos sucos mistos adicionados de probidtico, os resultados foram satisfatérios, visto
que, SMPBL 1:1 apresentou uma reducéao de apenas 12,5% e 5% e 0 suco misto
SMPBL 1:2 uma reducéo de 14% e uma estabilidade nos métodos DPPH e ABTS,
respectivamente, ao final dos 28 dias de armazenamento refrigerado a 4 °C. Estes

resultados indicam que os sucos mistos (SMPBL 1:1 e SMPBL 1:2), pela alta
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capacidade antioxidante, podem ser um meio adequado para a incorporacao de
microrganismos probidticos, jA& que pesquisadores afirmam que compostos
antioxidantes, tais como as catequinas, limitam os efeitos negativos da exposi¢cao ao
oxigénio sobre as bactérias durante 0 seu crescimento e armazenamento em
produtos alimentares (TEIXEIRA et al., 1995; DING; SHAH, 2010; GAUDREAU et
al., 2013).

3.5. Cor dos Sucos

Na Tabela 4 estdo apresentados os parametros de cor (L*, C e h°)
dos sucos mistos de beterraba e laranja adicionados de probidtico.

Para o suco misto SMPBL 1:1 foram encontrados os valores de L*, C
e h° 23,48; 5,94 e 24,64, respectivamente e para o SMPBL 1:2 valores de 23,85;
7,53 e 22,96, respectivamente. Apesar das diferencas significativas entre as
amostras (p<0,05) para C* e h° os valores de tonalidade cromatica (h®) mostram

que a cor vermelha é mais presente em ambos 0S SUcC0Ss mistos.

Tabela 4 - Parametros de cor de sucos mistos probiéticos armazenados a 4 °C
durante 28 dias

. Amostras

Tempo (dias) SMPBL 1:1 SMPBL 1:2
1 23,48 + 0,04%°A 23,85 + 0,14
L* (Luminosidade) 7 23,41 + 0,058 23,93 + 0,25
14 20,55 + 0,488 22,28 + 0,92
21 23,83 +0,13% 26,07 + 0,65
28 23,24 + 0,23 22,41 +0,17°®
1 5,94 + 0,04% 7,53 + 0,05
7 5,80 + 0,09% 7,44 + 0,224
C (Croma) 14 9,96 + 0,15 12,15 +0,72*
21 8,58 + 0,06°® 10,42 + 0,41
28 9,04 + 0,23 6,98 + 0,10%
1 24,64 + 0,38 22,96 + 0,308
7 25,75 + 0,37* 22,84 +0,26%®
he (hue) 14 14,64 + 0,36 14,84 + 0,34
21 18,77 + 0,82% 15,00 + 0,808
28 21,38 + 0,79 23,00 + 0,43%

Valores representam a média + desvio padrao (n=9). Diferentes letras minusculas sobrescritas na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p<0,05) para cada suco em rela¢éo ao tempo de armazenamento. Diferentes letras mailsculas
sobrescritas ha mesma linha indicam diferenga significativa (p<0,05) entre os sucos para o mesmo dia de armazenamento.
SMPBL 1:1 (suco misto de beterraba e laranja 1:1 (v/v) probiético) e SMPBL 1:2 (suco misto de beterraba e laranja 1:2 (v/v)
probidtico). L* = 0 (preto), L* = 100 (branco); a* = -a* (verde), +a*(vermelho); b* = -b* (azul), +b*(amarelo), C = Croma
(saturagdo da cor), he (tonalidade cromaética): arctan (b*a*), 0° = vermelho puro, 90° = amarelo puro, 180° = verde puro, 270° =
azul puro.
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Apés o armazenamento, o0 SMPBL 1:1 apresentou coloracdo mais
vermelha sem mudanca na luminosidade, pois ocorreu diminuicdo de h°, enquanto
que L* se manteve estavel, jA o suco SMPBL 1:2 demonstrou um escurecimento
(reducdo de L*), mantendo a tonalidade vermelha (h° estavel). Em relacdo a
saturacdo da cor, SMPBL 1:1 apresentou um aumento de intensidade de cor
(Croma), enquanto que SMPBL 1:2 demonstrou uma perda na intensidade da cor,
com valor reduzido de Croma (C) ao longo dos 28 dias de armazenamento
refrigerado (4 °C).

A diferenca total de cor (AE*;,) nos sucos mistos probidticos, ou
seja, a diferenca média entre os parametros cor nos sucos armazenados por 7, 14,
21 e 28 dias em relac&o a cor do suco recém-preparado (1° dia), estdo apresentadas
no Figura 2.

Observa-se que, o SMPBL 1:1 apresentou maior diferenca total de
cor apos 28 dias (AE*s;, = 3,15) em comparacdo com SMPBL 1:2 (AE*;, = 1,55),
ainda assim, as diferencas de cor encontradas no suco SMPBL 1:2 e SMPBL 1:1,
respectivamente, sdo pouco perceptiveis, uma vez que a minima variacdo de cor
(AE*ab) necessaria para ser detectada pela visdo humana é AE*;, = 2,0 (CHOI et al.,
2002). A presenca da cultura probiotica de Lactobacillus acidophilus, por ser
microaerdfila, pode ter contribuido para que ndo houvesse uma alta diferenca total
de cor (AE*ap).

Figura 2 - Diferenca Total na Cor (AE*,,) de sucos armazenados a 4°C por 28 dias.
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SMPBL 1:1 (suco misto de beterraba e laranja 1:1 (v/v) probiético) e SMPBL 1:2 (suco misto de beterraba e laranja 1:2 (v/v)

probidtico).
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3.6. Viabilidade da cultura probidtica

A viabilidade da cultura probidtica nos sucos mistos a base de
beterraba e laranja esta apresentada na Tabela 5. No primeiro dia de
armazenamento, os sucos SMPBL 1:1 e SMPBL 1:2 apresentaram contagens sem
diferenca significativa (p<0,05) de Lactobacillus acidophilus, indicando que a cultura

probiotica estava presente na mesma quantidade em ambos 0s sucos.

Tabela 5 — Viabilidade de Lactobacillus acidophilus (log UFC/200 mL) de sucos

mistos probidticos armazenados a 4 °C durante 28 dias

. Amostras
Tempo (dias) SMPBL 1:1 SMPBL 1:2
1 10,59 + 0,13* 10,47 + 0,243A
_ 7 10,52 + 0,30 10,69 + 0,10
o VL'Jan(':"/‘;%%emL) 14 10.64 + 0,05% 10.34 019"
9 21 10,71 + 0,14% 10,04 + 0,24°5
28 10,59 + 0,20* 9,4 +0,15%

Valores representam a média *+ desvio padrdo (n=9). Diferentes letras minUsculas sobrescritas na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p<0,05) para cada suco em relacdo ao tempo de armazenamento. Diferentes letras mailsculas
sobrescritas na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os sucos para o0 mesmo dia de armazenamento.
SMPBL 1:1 (suco misto de beterraba e laranja 1:1 (v/v) probiético) e SMPBL 1:2 (suco misto de beterraba e laranja 1:2 (v/v)
probidtico).

Durante o armazenamento, a cultura de Lactobacillus acidophilus
permaneceu viavel até o 28° dia, sob refrigeracdo a 4°C, nos sucos SMPBL 1:1 e
SMPBL 1:2, com contagem variando de 10,71 a 10,52 log UFC/200 mL e de 9,4 a
10,69 log UFC/200 mL, respectivamente, apresentando o minimo recomendado de
acordo com a legislacao brasileira vigente da ANVISA (BRASIL, 2008), que
estabelece que para o alimento ser considerado probiético, deve apresentar
quantidade superior a 10% a 10° UFC (8-9 log UFC/mL) em sua porcado diaria (no
caso, 200 mL).

Nao ha pesquisas anteriores com adicdo de cultura probiotica
em suco misto de beterraba e laranja e posterior avaliacdo quanto a sobrevivéncia,
sendo encontrados apenas estudos em suco de beterraba fermentado, como o
trabalho dos pesquisadores Yoon; Woodam; Hang (2005), que avaliaram a
viabilidade de producdo de suco de beterraba esterilizado e fermentado, utilizando
as culturas probidticas Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. delbrueckii e L.
plantarum. Como resultado, foi verificado que L. acidophilus e L. plantarum foram

mais eficientes na reducao do pH do suco (para valores inferiores a 4,5, a partir de
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valor inicial de 6,3) durante a fermentacdo. Entretanto, L. plantarum revelou-se mais
resistente a estocagem em temperatura de 4°C durante quatro semanas (10°-10°
UFC/mL de produto).

Shah (2007) relatou que a viabilidade celular depende das estirpes
utilizadas, as caracteristicas do substrato, o teor de oxigénio e a acidez final do
produto. Assim, a sobrevivéncia do Lactobacillus acidophilus no presente estudo
pode estar relacionada a presenca dos constituintes do suco misto de beterraba e
laranja, visto que sucos e bebidas a base de frutas e hortalicas, conforme Ding;
Shah (2008) podem ser um veiculo alternativo para a incorporacdo de probioticos,
porque eles s&o ricos em nutrientes, contendo quantidades elevadas de acgulcares
gue podem incentivar o crescimento/viabilidade de probioticos e ndo contém outros
microrganismos que competem por nutrientes com probiéticos.

Além disso, a sobrevivéncia da cultura probiética durante os 28 dias
de armazenamento refrigerado a 4 °C, pode estar relacionada aos resultados
satisfatorios de conteudo de betalainas, teor de acido ascorbico, compostos
fendlicos totais e atividade antioxidante encontradas para 0s sucos mistos de
beterraba e laranja analisados, pois sabe-se que compostos antioxidantes podem
ser usados para limitar os efeitos negativos da exposicdo ao oxigénio sobre as
bactérias (GAUDREAU et al.,, 2013), como o &cido ascoérbico, que tem sido
associado com a sobrevivéncia de L. acidophilus em iogurte, por atuar como um
eliminador de oxigénio (SHAH, 2000; ZARATE et al., 2005).

O teor de oxigénio e o potencial redox estdo entre os fatores que
mais afetam a viabilidade das bactérias probioticas, especialmente durante o periodo
de armazenamento (LEE; SALMINEN, 2009). O oxigénio molecular pode ser toxico
para algumas células bacterianas, jA que algumas culturas produzem peréxidos
toxicos em presenca de oxigénio e radicais livres a partir da oxidagdo de
componentes (por exemplo, gorduras), que sdo toxicos para as células
(KORBEKANDI; MORTAZAVIAN; IRAVANI, 2011), por isso, a maioria das espécies
sao estritamente anaerobias (DE VUYST, 2000; HOLZAPFEL et al., 2001).

Nos sucos mistos de beterraba e laranja probibdticos, os compostos
fitoquimicos presentes (betalainas, &cido citrico, acido ascorbico e fendlicos),
possivelmente, atuaram sinergicamente com a cultura de Lactobacillus acidophilus

na remocao do oxigénio do produto, inibindo possiveis reacfes oxidativas e
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enziméticas promovendo a estabilidade fisico-quimica dos sucos mistos e a

viabilidade dos microrganismos, durante os 28 dias de armazenamento refrigerado.

3.7. Analises microbioldgicas para a seguranca do produto

Os resultados microbiolégicos para 0s sucos mistos a base de
beterraba e laranja adicionados de Lactobacillus acidophilus, elaborados no
presente trabalho, atenderam aos padrbes microbiolégicos estabelecidos pela RDC
n° 12 da ANVISA (BRASIL, 2001), para sucos pasteurizados e refrigerados,
incluindo &gua de coco, caldo de cana, de acai e similares, isolados ou em mistura,
uma vez que esta legislacdo preconiza até 5 NMP/mL para coliformes a 45 °C e
auséncia de Salmonella sp em 25 mL do produto. Dessa forma os sucos mistos

probidticos encontravam-se adequados para serem analisados sensorialmente.

3.8. Aceitacdo Sensorial

Na Tabela 6 esta apresentada a aceitacado sensorial em relacao
aos atributos cor, aroma, sabor e aceitacéo global e a intencdo de compra dos sucos
mistos de beterraba e laranja, adicionados de Lactobacillus acidophilus (SMPBL 1:1
e SMPBL 1:2), ndo havendo diferenca entre os dois sucos mistos. As notas para cor,
aroma e sabor foram satisfatérias, uma vez que foram iguais ou maiores que 6 em
escala de 9 pontos. A cor se destacou com maior nota que os demais atributos,
provavelmente pela cor intensa e atraente que a beterraba proporciona em seus
produtos, devido a presenca de pigmentos naturais hidrossoliveis, as betalainas
(DELGADO-VARGAS; JIMENEZ,; PAREDES-LOPEZ, 2000).

Quanto a aceitagdo global, os julgadores gostaram ligeiramente dos
sucos mistos SMPBL 1:1 e SMPBL 1:2, apresentando valores heddnicos proximos
de 6 numa escala de 9 pontos, e a intencdo de compra mostrou que talvez
comprariam os produtos (notas 3,1 e 3,3, respectivamente, em escala de cinco

pontos), ndo havendo diferenca significativa entre os sucos (p > 0,05).
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Tabela 6 - Aceitacdo de atributos e intencdo de compra de sucos mistos de

beterraba e laranja com Lactobacillus acidophilus

Amostras Cor Aroma Sabor Aceitagdo Intencéo de
Global Compra

SMPBL (1:1) 8,0+1,3? 6,1 +2,0% 58+2,1% 6,2+1,8% 3,1+1,2?

SMPBL (1:2) 7,7+1,3% 6,4 +2,12 6,1 +2,2% 6,3+1,92 3,3+1,3%

Valores representam a média + desvio padrdo onde diferentes letras mindsculas sobrescritas na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p<0,05) entre 0s sucos para um mesmo atributo, aceitacdo global e intencdo de compra. SMPBL 1:1
(suco misto de beterraba e laranja 1:1 (v/v) probiético) e SMPBL 1:2 (suco misto de beterraba e laranja 1:2 (v/v) probiético).
Valores heddnicos (cor, aroma, sabor e aceitagéo global): 1 = desgostei extremamente - 9 = gostei extremamente. Intengéo de
compra: 1=certamente ndo compraria - 5=certamente compraria.

Manter a qualidade sensorial dos alimentos apds a incorporacéao de
probioticos é importante, pois segundo Tuorila; Cardello (2002), os consumidores
nao estdo interessados em consumir bebidas funcionais se o0s ingredientes
adicionados ocasionarem aroma e sabores estranhos ou desagradaveis nos
produtos, mesmo levando em consideracéo os beneficios a saude.

A aceitacdo global para SMPBL 1.1 e SMPBL 1:2 esta de acordo
com o esperado, visto que Porto et al. (2015, artigo 1), ao avaliar a aceitacéo
sensorial de sucos mistos de beterraba e laranja sem probioticos, também encontrou
valores de 6,8 e 6,9 (em escala de 9 pontos) para suco misto de beterraba e laranja
nas proporcdes 1:1 (v/iv) e 1:2 (v/v), respectivamente, indicando que a adicdo de
probidticos no presente estudo, ndo resultou em perda de qualidade sensorial.
Provavelmente isso ocorreu porque a adi¢do de probidticos nos sucos de frutas e/ou
hortalicas, sem o processo de fermentacdo n&o alterou a composicdo quimica,
caracteristicas sensoriais como gosto acido, ou a producdo de compostos
aromaticos que alteram o perfil de sabor e aroma do produto final (LEROY; DE
VUYST, 2004). Destaca-se ainda, que a presenca de biomassa celular também néo
alterou a aceitacao dos sucos.

N&o ha relatos de estudos com adi¢cdo de probidticos em sucos
mistos a base de beterraba e laranja, e as pesquisas com suco de beterraba ou suco
de laranja como meio para probidticos, utilizam o processo de fermentacdo e, em
varias dessas pesquisas, ndo é realizada a avaliacdo de aceitacdo sensorial
(KLEWICKA; MOTYL; LIBUDZISZ, 2004; KLEWICKA; ZDUJCZYK; JUMKIEWICZ,
2009; YOON; WOODAM; HANG, 2005; LUCKOW; DELAHUNTY, 2004). No trabalho

de Pimentel et al. (2011) a adicdo de L. paracasei ssp. paracasei nao influenciou a
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aceitabilidade (aparéncia, aroma, sabor, textura e global) e a intencédo de compra de
néctares de péssego, visto que o0s julgadores indicaram que gostaram
moderadamente (valores entre 7 e 8 em escala hedonica de 9 pontos) e que
provavelmente comprariam os produtos (valores préoximos de 4 de intencdo de
compra em escala de 5 pontos). Em sucos clarificados de maca também
adicionados de L. paracasei ssp. paracasei, a presenca de sacarose, oligofrutose ou
cultura probidtica ndo interferiu na aceitabilidade (cor, aroma, sabor e global) e na
intencdo de compra, assim como o tipo de embalagem; indicando que, embora a
adicdo da cultura probiotica tenha promovido um aumento na turbidez dos sucos de
maca e tenham alterado algumas caracteristicas fisico-quimicas dos produtos; nao
afetaram o quanto os consumidores gostaram dos sucos e o0 desejo dos mesmos em

consumi-los ou compra-los, conforme verificado por Pimentel et al. (2015).

4. CONCLUSAO

A producdo de uma bebida funcional por meio da adicdo de
Lactobacillus acidophilus La-5 em suco misto de beterraba e laranja é promissora,
visto que durante os 28 dias de armazenamento a 4 °C, a contagem minima de
cultura probiodtica viavel ficou dentro dos valores estipulados pela legislacdo
brasileira para alimentos funcionais probioticos. Além disso, 0s sucos atendem ao
conceito de alimentos funcionais com beneficios a saude do consumidor, uma vez
gue agregam probidticos, compostos antioxidantes naturalmente presentes na
beterraba e na laranja (betalainas, acido ascoérbico e compostos fendlicos), boa
aceitacdo sensorial e intencdo de compra, com vida util de 28 dias, desde que

armazenados a 4 °C.
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7 CONCLUSOES

* O suco misto de beterraba e laranja, pelo valor de pH, acidez e
presenca dos acidos citrico e ascorbico da laranja, € mais estavel
guanto ao conteudo de betalainas, compostos fendlicos e atividade
antioxidante, do que o suco de beterraba puro em armazenamento
refrigerado a 4°C ao longo de 30 dias.

* A obtencdo de um produto alimenticio funcional com estabilidade
fisico-quimica, atividade antioxidante e viabilidade da cultura
probidtica, durante 28 dias de armazenamento refrigerado a 4°C, é
possivel com a adicdo da cultura probiética Lactobacillus acidophilus
em sucos mistos de beterraba e laranja nas proporgbes 1:1 e 1:2
(V/v).

* H4& aceitacdo sensorial dos sucos mistos de beterraba e laranja
puro e com probidtico, tendo os julgadores boa inten¢cdo de compra

dos sucos mistos probioticos.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO NA FORMA DE CONVITE PARA
PARTICIPANTES DA SESSAO DE TESTE DE ACEITACAO

“Estabilidade de Suco Misto de Beterraba e Laranja puro e com Lactobacillus
acidophilus ”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) a participar da pesquisa “ESTABILIDADE DE SUCO MISTO
DE BETERRABA E LARANJA PURO E COM Lactobacillus acidophilus”, realizada no
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos/UEL, LONDRINA/PR”. O objetivo da
pesquisa € desenvolver um suco misto porbibtico para consumo a base de suco de laranja e
suco de beterraba com Lactobacillus acidophilus. A sua participacdo é muito importante,
como integrante de uma equipe de provadores, que avaliara através dos principais atributos
a aceitacdo de diferentes formulacdes em estudo de bebida mista de suco de laranja e
extrato de beterraba. A sessdo levara no maximo 30 minutos e vocé podera fazé-la no
horario que tiver maior disponibilidade. Gostariamos de esclarecer que sua participacdo €
totalmente voluntaria, podendo vocé: recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer
momento sem que isto acarrete qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa. Informamos ainda
gque as informacdes serdo utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serdo tratadas
com 0 mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. O
beneficio esperado € medir a aceitacdo das formulacdes de bebida mista de suco de laranja
e extrato de beterraba, para posteriormente ser adicionada de probidtico no decorrer do
projeto. Informamos que o senhor ndo pagara nem sera remunerado por sua participagao.
Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serdo ressarcidas,
gquando devidas e decorrentes especificamente de sua participacdo na pesquisa. Caso vocé
tenha ddvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos contactar, Prof2 Sandra
Helena Prudencio, DCTA/UEL, telefone (43) 3371-4986, sandrah@uel.br, ou procurar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de
Londrina, na Avenida Robert Kock, n® 60, ou no telefone 33712490. Este termo devera ser
preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e

assinada entregue a vocé.

Londrina, de de 2011.
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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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FICHA DE RECRUTAMENTO

Dados pessoais

Nome:

Data: / /

Sexo: ( )Fem () Masc
Idade: ( ) <25 () 25-35 () 36-50 ( ) >50 anos
Com que frequiéncia vocé consume suco de frutas?

( ) Diariamente

( ) 2 a3 vezes por semana
( ) 1 vez por semana

() Nunca

Vocé ja consumiu/consume suco de frutas com extrato

de vegetais?

() Diariamente

( ) 2 a3vezes por semana
( ) 1 vez por semana

() Nunca

Indique o quanto vocé gosta de
suco de frutas:

() Muitissimo

( ) Apenas Gosto
( ) Gosto Pouco
( ) Nao Gosto
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FICHA DE TESTE DE ACEITACAO E FICHA DE ACEITACAO E INTENCAO DE

COMPRA

Teste de Escala Hedonica

Vocé esta recebendo trés amostras codificadas de “Bebida mista de suco de laranja e extrato de

beterraba”, por favor, prove da esquerda para a direita e avalie cada amostra utilizando a escala de

valores abaixo para cada atributo:

9 - Gostei muitissimo

8 - Gostei muito

7 - Gostei regularmente

6 - Gostei ligeiramente

5 - Ndo gostei, nem desgostei
4 - Desgostei ligeiramente

3 - Desgostei regularmente

2 - Desgostei muito

1 - Desgostei muitissimo

Amostra:

Cor Aroma

Sabor

Impresséo
Global

Comentarios:
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FICHA DE ACEITACAO E INTENCAO DE COMPRA

Teste de Escala Hedbnica e Intencdo de Compra
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Vocé esta recebendo uma amostra codificada de Suco misto de beterraba e laranja com probiético

(Lactobacillus acidophilus). Por favor, prove e avalie a amostra utilizando as escalas de valores

abaixo para cada atributo, e sua intengédo de compra:

9 - Gostei muitissimo

8 - Gostei muito

7 - Gostei regularmente Amostra:
6 - Gostei ligeiramente Cor Aroma Sabor

5 - Ndo gostei, nem desgostei

Impresséo
Global

4 - Desgostei ligeiramente
3 - Desgostei regularmente

2 - Desgostei muito
1 - Desgostei muitissimo

5 — Certamente compraria
Intencdo de Compra 4 — Provavelmente compraria
3 — Talvez comprasse, talvez ndo comprasse
2 — Provavelmente ndo compraria
1 — Certamente ndo compraria
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ANEXO A
APROVACAO DO PROJETO PELO COMITE DE ETICA

Universidade PARANA
Fsiadual de LondRring B

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidade Estadual de Londrina

Registro CONEP 268
Parecer CEP/UEL:  342/2011 __J
CAAE: 0319.0.268.000-11 ‘
Processo: 33575/2011
Folha dé Rosto: 477301
Pesquisador(a): Sandra Helena Prudencio
Unidade/Orgdo: CCA - Departamento da Ciéncias e Tecnologia de Alimentos
Prezado(a) Senhor(a):

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina’ (Registro CONEP 268) —~ de acordo com as
| orientagdes da Resolugdo 196/86 do Conselho Nacional de Saide/MS e Resolugdes

Complementares, avaliou o projeto:

“ELABORACAO E ESTUDO DA ESTABILIDADE UMA BEBIDA MISTA
PROBIOTICA A BASE DE SUCO DE LARANJA E EXTRATO DE BETERRABA
COM LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS"

Situaglo do Projeto: APROVADO

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificago que ocorra
no desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ac CEP/UEL relatéric
final da pesquisa.

Londrina, 12 de novembro de 2011.

' N
—"
Profa, Dra, Alexandrina Aparecida Maciel Cardelli

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Universidade Estadual de Londrina






