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RESUMO

PEREIRA, Ana Carolina da Silva. Desenvolvimento de sucos tropicais mistos com
elevada capacidade antioxidante e avaliacio in vivo. 2014. Tese — Programa de Pos-
graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal do Ceara,

Fortaleza.

O objetivo desta pesquisa foi desenvolver formulagdes de sucos tropicais mistos,
baseando-se em dados da Dieta Mediterranea (DM), utilizando ferramentas de
otimizacdo de processos, para avaliar e quantificar possiveis efeitos aditivo, sinergistico
e antagdnico entre as variaveis, e avaliar o perfil funcional in vitro e in vivo dos sucos.
Foi utilizado um planejamento estatistico do tipo fracionado para selecdo das variaveis
(P<0,10), seguido de um delineamento composto central rotacional (DCCR) 2° com
P<0,05. As variaveis independentes foram as concentra¢des das polpas de frutas (%)
das seis espécies de frutas tropicais (camu-camu, acerola, caju, cajd, acai e manga) e
como variaveis dependentes a capacidade antioxidante total (TAC) através do método
ABTS, polifenois totais (TP), acido ascorbico e aceitagdo sensorial. Para os ensaios in
vivo foram utilizadas duas formulagdes de suco tropical misto: formulagdo A (suco
tropical misto de acerola, abacaxi, agai, caju, caja e camu-camu) e formulagdo B (suco
tropical misto de acerola, abacaxi, acai e caja), com suas diferentes porcentagens de
polpa (%). Ratos machos da linhagem Wistar, recém-desmamados foram distribuidos
em 7 grupos, sendo controle (dgua), e seis grupos de animais tratados por gavagem com
a reconstituicdo em agua das formulagdes dos sucos liofilizadas nas concentragdes: 100,
200 ou 400mg/kg de peso corpdreo, durante 30 dias. Foram avaliados os indices
nutricionais de consumo de racdo e ganho de peso; andlises bioquimicas: glicose,
triglicerideos, colesterol total, HDL (High Density Lipoprotein), alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST); peroxidagdo lipidica do
soro e figado, pelo método TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico) e
atividade das enzimas antioxidantes, catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e
glutationa peroxidase (GSH-Px), nos eritrécitos, e figado. A partir da analise dos
planejamentos estatisticos, o camu-camu, a acerola e o agai foram os principais fatores
que influenciaram o potencial antioxidante das formulac¢des, € o caja mostrou um efeito
positivo sobre a aceitacdo sensorial dos sucos tropicais. Observou-se um efeito

antagdnico entre acerola e camu-camu para a resposta TAC. A formulagao otimizada foi



composta por 20% acerola, 10% de camu-camu, 10% de caja, 10% caju e 10% de acali,
que correspondeu a um resultado de 155,46 mg.100 g de 4cido ascorbico, 103,01 mg
de GAE.100 g para TP, 10,27 uM Trolox g para TAC e aproximadamente 6,1 de
aceitagdo sensorial. Os grupos tratados com as formulacdes de sucos mistos nao
apresentaram diferenca significativa em relagdo aos indices nutricionais e parametros
bioquimicos, incluindo a atividade das enzimas ALT e AST, indicando que as
formulagdes ndo ocasionaram danos hepaticos aos animais. Os resultados demonstraram
que a atividade das enzimas SOD e CAT no figado (FA200), e GSH-Px nos eritrocitos
(FB400), ¢ TBARS no soro e figado (FB100, FA400, FB200, FB400) foi
significantemente reduzida nos grupos tratados com os sucos de frutas, quando
comparados com o grupo controle, enquanto que o HDL-c aumentou (FB400). Os
resultados in vitro e in vivo sugerem que o consumo dos sucos tropicais mistos
desenvolvidos neste trabalho foi eficaz na defesa antioxidante endogena, sugerindo
efetivamente que os sucos de frutas tropicais podem ter significativa relevancia para

efeitos benéficos a saude.

Palavras chaves: Blends, suco de fruta tropical, alimentos funcionais, dieta do

mediterraneo, ensaio in vitro, biodisponibilidade.



ABSTRACT

The aim of this research was to optimize the formulation of mixed tropical juices, based
on research into the Mediterranean Diet” (MD), using a statistical design of fractional
type for variable selection (P<0.10), followed by a planning type DCCR (Delineation
central composite rotational) 2° with P<0.05, and response surface methodology (RSM),
which it was possible to assess. Moreover this investigation proposed to quantify
possible additive effects, synergisms and antagonisms between variables, and to
evaluate in vitro and in vivo profile of functional the juices. We used six species of
tropical fruits (camu-camu, acerola, cashew, yellow mombin, acai and mango). The
dependent variables were analyzed: total antioxidant capacity (TAC) using ABTS
method, total polyphenols (TP), ascorbic acid and sensory acceptance. The independent
variables were the concentrations of fruit pulp (%). For evaluate the in vivo assays were
used two formulations of optimized mixed tropical fruit: The formulation (mixed
tropical acerola juice, pineapple, acai, cashew, yellow mombin and camu-camu) and
formulation B (mixed tropical acerola juice, pineapple, acai and yellow mombin), with
different pulp proportions (%) and weaned rats that were divided in 7 groups: control
(water), six groups of animals treated by gavage in water to reconstitute lyophilized
juice formulations at concentrations of 100, 200 or 400mg/kg for 30 days. The followed
analyzes were performed: The nutritional indices of feed intake and weight gain;
biochemical analyzes of glucose, triglycerides, total cholesterol, HDL (High Density
Lipoprotein), alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST),
serum lipid peroxidation and liver method TBARS (thiobarbituric acid reactive
substances) and activities of antioxidant enzymes, catalase (CAT), superoxide
dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px) in erythrocytes and liver.
Concerning to the statistical planning and MSR, camu-camu, acerola and acai were the
main factors that influenced the antioxidant potential of the juice, and yellow mombin
showed a positive effect on sensory acceptability of tropical juice. There was an
antagonistic effect between acerola and camu-camu in regarding to TAC. The optimal
formulation was composed of 20% acerola, 10% camu-camu, 10% yellow mombin,
10% cashew and 10% acai, which corresponding a result of 155,46 mg.100g™" ascorbic
acid, 103,01 mg GAE. 100 g'1 TP, 10,27 uM Trolox g'1 for TAC and sensory acceptance
of approximately 6.1. The groups treated with the formulations of mixed juices showed

no statistical significant difference in relation to nutritional indices and biochemical



parameters, including the activity of the enzymes ALT and AST, indicating that the
formulations did not cause liver damage these animals. The results showed that the
SOD activity and CAT in the liver (FA200) and GSH-Px in erythrocytes (FB400) and in
serum and liver TBARS (FB100, FA400, FB200, FB400) were efficiently reduced in
the groups treated with the fruit juices, when compared with the control group, while
HDL-c increased (FB400). In conclusion, daily consumption of 200mL of optimized
formulation is responsible for approximately 50% of the recommended amount of
antioxidants in the Mediterranean diet pattern, therefore, a rich source for these
bioactive compounds. The results of in vitro and in vivo studies suggest that
consumption of tropical juices mixed evaluated was effective in endogenous antioxidant
defense, and effectively suggest that the tropical fruit juices may have significant

relevance to the health beneficial effects.

Keywords: Blends, tropical fruit juice, functional foods, Mediterranean diet, in vitro

assay, bioavailability.
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INTRODUCAO

Os produtos alimenticios tradicionalmente sdo desenvolvidos utilizando os
atributos de sabor, aparéncia, nutricdo e conveniéncia, entretanto, vem sendo
incorporado o conceito de que o alimento, além de nutrientes pode ou deve proporcionar
outros beneficios a saide como auxiliar na preven¢ao de alguns distirbios metabolicos
e doencas degenerativas (MORZELLE et al., 2009). Neste contexto, estdo englobados
os alimentos funcionais, que além das funcdes nutricionais, possuem em sua
composicdo uma ou mais substiancias que atuam modulando e ativando os processos
metabolicos, melhorando as condi¢des de saude pelo aumento da efetividade do sistema
imune, e prevenindo o aparecimento precoce de alteragdes patoldgicas e de doencas
degenerativas, que levam a uma diminui¢do da longevidade (THAMER; PENNA,
2006).

A dieta ¢ um dos fatores ambientais mais representativos associados ao
desenvolvimento dos variados tipos de neoplasias. As frutas e hortalicas tém assumido
posi¢ao de destaque nos estudos que envolvem a prevencdo do cancer, indicando que a
ingestdo de frutas e hortaligas pode atuar na prevencdo e diminui¢do da mortalidade
causada pelos diferentes tipos de cancer (WISNIESKI, 2009).

Na avaliagdo da importancia real de compostos bioativos para a saude humana,
a dieta precisa ser abordada como um todo. Os compostos bioativos podem ser tteis na
correlagdo entre as dietas e os dados de estudos observacionais e epidemioldgicos que
demonstram baixas taxas de morbilidade e mortalidade por doengas cronicas. A dieta
mediterranea (MD), a dieta japonesa, ou outras dietas especificas, sobretudo ricas em
frutas e hortalicas podem ser utilizadas como bons modelos (SAURA-CALIXTO;
GONI, 2009).

As frutas e hortaligas sdo as principais fontes de vitaminas, minerais e fibras da
dieta mediterrdnea, contém ainda antioxidantes como o betacaroteno, licopeno,
vitaminas E e C, que evitam a formacdo de radicais livres, os quais intervém na
formacdo de tumores malignos, atuando ainda na prevencdo de algumas doencas
cardiovasculares, sendo recomendado o consumo minimo de cinco porg¢des de frutas ao

dia (SANCHEZ; MONTEROS, 2002).
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A opgao do consumidor por alimentos saudaveis e funcionais provocou uma
boa ascensdo no consumo de frutas e seus subprodutos, dentre eles pode-se destacar os
sucos mistos de frutas, com sabores e aromas exoticos, que estdo sendo produzidos em
todo o mundo, apresentando uma série de vantagens, como a possibilidade de
combinacdo de diferentes aromas, sabores e componentes nutricionais (SILVA et al.,
2011).

Segundo Granato et al. (2010) para desenvolver produtos funcionais, sdo
considerados parametros relacionados com a aceitagdo sensorial, estabilidade quimica,
propriedades funcionais e conveniéncia. Muitos processos de engenharia, especialmente
em ciéncia e tecnologia de alimentos sdo caracterizados por um grande nimero de
varidveis, tanto qualitativas quanto quantitativas e, portanto, a utilizacdo de modelagem
matematica, modelos computacionais e otimiza¢dao, sao métodos modernos para o
controle de qualidade eficiente desses processos complexos, sendo de extrema
importancia em muitos ramos da engenharia de alimentos (RUSSO et al., 2012).

A intencdo de otimizagdo consiste em proporcionar um mapa preciso do
caminho que tem a maior probabilidade de conduzir a um produto alimentar bem
sucedido. A metodologia de superficie de resposta (MSR) foi avaliada como sendo um
dos métodos mais adequados para identificar o efeito das varidveis do processo de
forma individual, permitindo a obten¢do de combinagdes ideais em um sistema
multivariavel de forma eficiente, contribuindo ainda para a economia de experimentos,
uma vez que tal método exige menos dados experimentais (NWABUEZE, 2010).

As propriedades funcionais de frutas tropicais podem ser exploradas como
fatores ndo sensoriais para melhorar a aceitabilidade dessas frutas, além de contribuir
para o desenvolvimento econdomico do Norte e Nordeste do Brasil. Desta forma ¢
recomendado o desenvolvimento de novos produtos com propriedades funcionais, como
sucos mistos, visando a agregacdo de valor de frutas tropicais tradicionais e nao
tradicionais.

O mercado j& apresenta bebidas mistas, algumas com apelo funcional
comprovado. A maioria das bebidas mistas ¢ de frutas de clima temperado e ndo
tropical. Desta forma, destaca-se o carater inovador deste projeto, tendo como objetivo
o estudo das propriedades funcionais de sucos tropicais mistos, utilizando ferramentas
de otimizacdo de processos, para obtencdo de um produto com perfil funcional
diferenciado, baseado na Dieta Mediterranea (DM), aliado a caracteristicas sensoriais e

estudo da bioavaliabilidade.



22

Para a elaboragdao desta tese, o trabalho de pesquisa foi dividido em trés
capitulos. O primeiro capitulo apresenta uma revisdo bibliografica abordando os
principais temas envolvidos no trabalho, como a otimizagdo de processos, alimentos
funcionais com €nfase em bebidas funcionais, a legislagao de sucos de frutas tropicais e
a importancia e caracteristicas das frutas tropicais escolhidas para o desenvolvimento da
pesquisa. Além disso, o capitulo aborda a relagdo entre o consumo de frutas e possiveis
efeitos benéficos a saude, o padrio da dieta Mediterranea e seus efeitos a satde, a
biodisponibilidade de compostos bioativos, finalizando a revisdo com 0s principais
aspectos envolvidos com o estresse oxidativo e os sistemas de defesa antioxidante.

O segundo capitulo descreve o estudo desenvolvido para a otimizacdo das
formulagdes de sucos tropicais mistos analisadas, baseado na concentragdo de polpas de
frutas e nas respostas esperadas, concentracao de acido ascorbico, polifendis totais (TP),
capacidade antioxidante total e aceitagdo sensorial, além da andlise das interacdes e
efeitos aditivo, sinergistico e antagdnico, entre as variaveis estudadas.

O terceiro e ultimo capitulo, apresenta a pesquisa in vivo, realizada para a
analise dos efeitos do potencial antioxidante das formulagdes de sucos tropicais mistos
otimizadas, na atividade das enzimas antioxidantes e na peroxidacdo lipidica com

modelo experimental em ratos saudaveis.
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CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Otimizacao de processos

A crescente necessidade da otimizag@o de produtos e processos, minimizando
custos e tempo, maximizando rendimento, produtividade e qualidade de produtos,
dentre outros objetivos, tem levado profissionais de diferentes areas a buscarem técnicas
sistematicas de planejamento de experimentos (RODRIQUES; IEMMA, 2009).
Entretanto, alguns pesquisadores ainda utilizam a selegdo arbitraria de variaveis de
processo ou combinagdes de ingredientes para obter certas caracteristicas desejaveis do
produto, sendo essa pratica muitas vezes considerada inadequada para a obtencao de
projetos experimentais relevantes (NWABUEZE, 2010).

Segundo Martins et al. (2011) embora seja possivel otimizar processos por
métodos empiricos que avaliam um fator de cada vez, estes demandam muito tempo e
podem ignorar as interagdes entre os fatores. Dentre as possiveis interagdes e efeitos que
podem ocorrer entre os componentes de alimentos tem-se o efeito aditivo, que se refere
a uma combinacdo de alimentos que proporcione a soma dos efeitos dos componentes
individuais; o efeito sinergistico, que ocorre quando o efeito combinado ¢ maior do que
a soma dos componentes individuais, e o efeito antagénico, que ocorre quando a soma
dos efeitos ¢ menor do que a soma matematica que poderia ser prevista a partir dos
componentes individuais (WANG et al., 2011).

Os métodos estatisticos de otimizagdo consideram as interagdes entre os fatores
estudados. Um dos métodos que permite avaliar os efeitos dos muitos fatores e suas
interacdes sobre as variaveis de resposta ¢ a Metodologia de Superficie de Resposta
(MSR), originalmente descrita por Box et al. (1978).

A MSR pode ser utilizada no planejamento de experimentos, onde o principal
objetivo € caracterizar a relagdo entre uma ou mais variaveis resposta € um conjunto de
fatores de interesse, procurando-se construir um modelo que descreva a varidvel
resposta em funcdo dos intervalos estudados desses fatores. Assim, por meio da MSR, ¢
possivel aproximar um modelo empirico a uma relagdo entre os fatores e a resposta do
processo. Essa fun¢do que relaciona tais variaveis ¢ chamada de superficie de resposta
(MENDONCA, 2012).

A metodologia de superficie de resposta do inglés “Response Surface

Methodology” (RMS) ¢ um dos métodos mais adequados para identificar o efeito de
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variaveis de processos individuais, localizar combinagdes varidveis de processos ideais
para um sistema multivariavel de forma eficiente, e para a economia de dados
experimentais (MULLEN; ENNIS, 1979). A MSR ¢ uma técnica de otimizagdo
baseada em planejamentos fatoriais, que estd sendo extensivamente utilizada nos
ultimos anos, permitindo a economia de tempo e a possibilidade de estudar diversas
interacdes e efeitos entre os componentes, auxiliando na obten¢do dos valores 6timos
para as respostas relacionadas (ZHANG et al., 2010).

A metodologia de planejamento fatorial, associada a analise de superficies de
resposta, ¢ uma ferramenta fundamental na teoria estatistica, que fornece informagdes
seguras sobre o processo, minimizando o empirismo € o erro. O numero de
planejamentos experimentais fatoriais necessarios depende principalmente do niimero
de varidveis independentes a serem inicialmente estudadas. No caso de duas ou trés
variaveis independentes ou fatores, ¢ recomendado a utilizagdo de um Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

A metodologia do DCCR consiste em um grupo de procedimentos estatisticos
e matematicos, que podem ser usados no estudo das inter-relagdes entre uma ou mais
respostas (varidveis dependentes) com iniimeros fatores (variaveis independentes). E
uma técnica estatistica baseada no emprego de planejamentos fatoriais (BARROS
NETO et al., 1996).

A técnica que utiliza os delineamentos compostos foi desenvolvida,
inicialmente, por Box ¢ Wilson (1951) para o estudo de fungdes polinomiais de resposta
na industria, onde o erro experimental, em geral, ¢ bem pequeno, ¢ as condi¢des do
experimento sdo mais facilmente controldveis. Nessas condigdes, ¢ comum repetir
apenas um tratamento, no caso, o relativo ponto central (PC). Introduzida na década de
50, desde entdo, tem sido usada com grande sucesso na modelagem de diversos
processos industriais. Possui caracteristicas interessantes para a busca do ponto que dé a
resposta 6tima, como um numero menor de tratamentos em relacdo aos fatoriais
completos e pode ser realizado sequencialmente, de forma a caminhar no sentido da
otimizacdo do sistema, isto €, através da execugao de uma parte do experimento, como a

aplicacdo de experimentos fatoriais 2k (MATEUS; BARBIN; CONAGIN, 2001).
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Figura 1- Possibilidades de condugao de experimentos para trés variaveis estudadas. (a)
analise de uma variavel por vez, (b) matriz com todas as combinagdes possiveis e (c)

delineamento composto central rotacional.

Muitos processos de engenharia, especialmente em ciéncia e tecnologia de
alimentos sdo caracterizados por um grande numero de varidveis qualitativas e
quantitativas. Na elaboracdo de produtos funcionais, diversos parametros como
componentes bioativos, estabilidade quimica, aceitagdo sensorial e conveniéncia devem
ser considerados. A utilizagdo de modelagem matematica e de métodos computacionais
modernos, sdo eficientes a otimizagdo e controle de tais processos complexos, sendo de
extrema importancia em varios ramos da engenharia de alimentos, para a garantia da
qualidade dos produtos (RUSSO et al., 2012). A otimizagdo propicia um mapa preciso
dos caminhos que tem a maior probabilidade de conduzir a obtencdo de um produto

funcional bem-sucedido.

1.2 Alimentos funcionais

Segundo Sir6 et al. (2008) o termo “alimento funcional” em si, foi usado pela
primeira vez no Japdo na década de 80, por cientistas japoneses que estudaram as
relagdes entre nutricdo, satisfagdo sensorial, fortificagdo e modulagdo dos sistemas
fisiologicos. Em 1991, o Ministério da Saude do Japdo, introduziu regras para a
aprovacdo de uma categoria de alimentos especificos relacionados com a satde os
chamados FOSHU - Food for Specified Health Uses - (alimentos para usos especificos
de saude).

O interesse japonés em alimentos funcionais também contribuiu para

conscientizacdo da necessidade de tais produtos em locais como Europa e Estados
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Unidos. No entanto, segundo o0s mesmos autores, esses paises divergem
consideravelmente no que diz respeito a natureza dos alimentos funcionais. No Japao,
por exemplo, alimentos funcionais tradicionais tendem a ser considerados como uma
classe distinta de produto, o que significa que ap6s a aprovacao o simbolo “FOSHU”
pode ser exibido no rotulo do alimento. Na Europa e EUA, o conceito de alimento
funcional em questdo, implica adicionar funcionalidade a um produto alimenticio
tradicionalmente existente e ndo criar um grupo separado (SIRO e al., 2008).

A atenc¢ao da Unido Européia e EUA sobre alimentos funcionais e suplementos
alimentares foi principalmente dirigida a seguranca alimentar e pedidos de eficacia, e a
maioria das pesquisas centram-se nestas duas areas. Atualmente pouco se sabe sobre as
oportunidades e adverténcias de alimentos funcionais e suplementos alimentares em
condig¢des habituais de uso (EUSSEN ez al., 2011).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Alimentos Funcionais - SBAF
(2007), alimento funcional ¢ aquele alimento ou ingrediente que, além das fungdes
nutricionais bdésicas, quando consumido como parte da dieta usual, produz efeitos
metabolicos e/ou fisioldgicos benéficos a saude, devendo ser seguro para consumo sem
supervisao médica, mediante a comprovagdo da sua eficicia e seguranca por meio de
estudos cientificos. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
vinculada ao Ministério da Saude, regulamentou os Alimentos Funcionais e Novos
Alimentos, através das seguintes resolucoes: ANVISA/MS n.16/99, ANVISA/MS n.°
17/99, ANVISA/MS n.° 18/99 ¢ ANVISA/MS n.°19/99.

Os primeiros alimentos funcionais desenvolvidos foram os enriquecidos com
vitaminas, como vitamina C, vitamina E, vitamina B9 (4cido fo6lico), e/ou minerais,
como zinco, ferro e calcio. Posteriormente o foco mudou paraos alimentos
enriquecidos com acidos graxos Omega 3, fitoesterdis e fibra solivel para promover a
boa saide oupara prevenir doengas como cancer. Recentemente, as empresas de
alimentos tém dado passos no sentido de desenvolver produtos que oferecam beneficios
multiplos a satde, em um tnico alimento (SIRO et al., 2008).

Virios fatores de desenvolvimento na sociedade de médio e longo prazo, bem
como tendéncias socio-demograficas sdo a favor de alimentos funcionais, de modo que
se pode supor que os alimentos funcionais representam uma categoria sustentavel
no mercado de alimentos (SIRO et al., 2008). Para Betoret et al. (2011), o aumento na

demanda de alimentos funcionais pode ser explicado pelos elevados custos com
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cuidados de satde, o aumento constante da expectativa de vida e o desejo das pessoas
em melhorar a sua qualidade de vida.

Alimentos  funcionais se tornaram apedra fundamentalda inovacao
de alimentos nos ultimos anos. Todas as grandes companhias de alimentos estdo
investindo em alimentos funcionais, pois uma grande tendéncia na sociedade parece
exigir alimentos saudaveis com beneficios adicionais para melhorar a saude, bem estar e
qualidade de vida das pessoas (BLEIEL, 2010). O desenvolvimento de novos produtos
de alimentos funcionais torna-se cada vez mais desafiador, ja que tem que cumprir a
expectativa do consumidor em produtos que sdo, simultaneamente, saborosos e
saudaveis (BETORET et al,, 2011).

Segundo Granato et al. (2010) a industria de alimentos leva em consideracao
muitas variaveis para desenvolver ou reestruturar produtos funcionais, tais como a
aceitagdo sensorial, pregos, a estabilidade quimica, propriedades funcionais e
conveniéncia. Os autores ressaltam ainda, que os consumidores precisam receber
informagdes razodveis e de facil compreensdo sobre os efeitos fisioldgicos destes
alimentos em seres humanos, além do que, todos os fatores mencionados anteriormente
irdo influenciar diretamente nas atitudes dos consumidores com relagdo a compra
efetiva, que € necessaria para a manutencao da industria. Neste sentido, a nutricdo e a
saude sdao amplamente utilizadas como uma estratégia de marketing e diferenciacdo do
produto com o potencial de influenciar as respostas dos consumidores (VIDIGAL et al.,
2011).

De acordo com Bleiel (2010), existem mais falhas do que sucessos,
relacionados ao mercado de alimentos funcionais. A analise deste fendmeno mostra que
o desenvolvimento de novos produtos alimenticios tem que comecar na mente dos
consumidores. Os autores ainda complementam que a orientacdo e consequente
compreensdo do consumidor, traduzidos em relevantes e visiveis beneficios,
acrescentados a marcas confidveis, podem ser uma via potencial para o sucesso de
mercado. De acordo com Menrad (2003) inimeros produtos ja tém sido introduzidos no
mercado e uma categoria de produtos importantes dentro do segmento de alimentos
funcionais sdo as bebidas ndo alcoodlicas enriquecidas com vitaminas A, Ce E, ou
outros ingredientes funcionais.

Sabbe et al. (2009) ao estudarem a influéncia de informagdes sobre os
beneficios de saude do suco de agai em concentracdes de polpa de 20% a 40% sobre a

aceitacao dos consumidores na Bélgica, observaram a existéncia de uma correlagao
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negativa entre a aceitabilidade global do suco e a concentragdo de polpa de agai.
Entretanto, ao avaliar a influéncia da informagdo sobre os beneficios de saude,
verificou-se que o conhecimento dos beneficios dos sucos aumenta a aceitacdo,
reduzindo a insatisfacdo com o sabor.

O desenvolvimento de novos produtos funcionais ¢ um processo de multiplos
estagios, que requer entrada de interesses comerciais, académicos e de regulamentagao,
com uma critica necessidade de alcangar a aceitagdo pelos consumidores (SIRO et al.,
2008).

De acordo com Marete, Jacquier e O’Riordan (2011), na categoria de alimentos
funcionais o segmento de bebidas funcionais ¢ o que mais cresce devido ao forte
interesse do consumidor em alimentos antienvelhecimento, relaxantes, que melhoram a

disposic¢do e energia, € com propriedades de bem-estar em geral.

1.3 Bebidas funcionais

O mercado do setor de bebidas apresenta-se em constante ascensao € o
principal consenso entre especialistas ¢ a tendéncia de um aumento no consumo das
bebidas ndo alcodlicas. O motivo desta preferéncia ¢ a op¢do do consumidor por
alimentos saudaveis e funcionais visando a prevencao contra doencas (MORZELLE, et
al., 2009).

Bebidas tém sido usadas habitualmente na incorporagdo de altas concentragdes
de ingredientes funcionais, devido em parte, a facilidade de integragdo desses
compostos, mas também a elevada exigéncia humana de liquidos. Houve um evidente
aumento no numero de bebidas que utilizam sua capacidade antioxidante como
ferramenta de marketing nos ultimos anos (WOOTTON-BEARD; RYAN, 2011).

O habito do consumo de sucos de frutas processadas tem aumentado motivado
pela falta de tempo da populagdo em preparar suco de frutas in natura, pela praticidade
oferecida pelos produtos, pela substitui¢ao do consumo de bebidas carbonatadas, devido
ao seu valor nutritivo e a preocupacdo com o consumo de alimentos mais saudaveis
(BATISTA et al., 2010).

Dentre os principais avangos do segmento de bebidas destaca-se o crescente
interesse da sociedade pela comercializagdo dos sucos de frutas nas mais diversas

formas de apresentac¢ao do produto (SILVA et al., 2011).
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Os sucos de frutas sdo consumidos e apreciados em todo o mundo, ndo sé pelo
seu sabor, mas, também, por serem fontes naturais de carboidratos, carotenoides,
vitaminas, minerais e outros componentes importantes. Uma mudanga apropriada na
dieta em relacdo a inclusdo de componentes encontrados em frutas e suco de frutas pode
ser importante na prevencdo de doengas e para uma vida mais saudavel (PINHEIRO et
al., 2006).

No segmento de sucos e néctares industrializados, um novo mercado que esta
se abrindo ¢ o de bebidas mistas de frutas (blends), que constituem uma boa fonte
nutricional de algumas vitaminas, minerais ¢ carboidratos soluveis, sendo que algumas
possuem teor mais elevado de um ou de outro nutriente € com o desenvolvimento de
“blends” ocorreu uma compensa¢do, produzindo sucos e néctares com alto valor
nutritivo. Além disso, o desenvolvimento de bebidas mistas permite a obtencao de
novos sabores, cores, texturas e o incremento de componentes nutricionais
(MORZELLE, et al., 2009).

Muitos sucos de frutas t€m um flavour intenso e muito adstringente, a diluigdo
ou a mistura com outros sucos menos acidos torna-se uma alternativa para melhorar o
sabor, resultando em um suco suave e agradavel (SILVA et al., 2006).

Segundo Fernandez-Mar et al. (2012), bebidas comerciais ricas em polifenois
baseiam as suas estratégias de comercializagdo sobre o seu potencial antioxidante. Em
uma pesquisa desenvolvida por Gonzalez-Molina, Moreno e Garcia-Viguera (2009),
onde foram formuladas novas bebidas, utilizando como base sucos deromade
limao, alcangando resultados interessantes, obtendo uma bebida mista com boas
caracteristicas sensoriais (cor), um incremento no conteudo dos compostos bioativos e
elevada atividade antioxidante, caracteristicas relevantes para o desenvolvimento de
novas bebidas saudaveis.

Os sucos de frutas e a mistura de dois ou mais sucos de frutas podem resultar
em novos produtos, que apresentam algumas vantagens, devido a combinagdo de
propriedades sensoriais e nutricionais de frutas diferentes (OLUDEMI; AKANBI,
2013). As frutas tropicais sdo amplamente aceitas pelos consumidores e sdo importantes
fontes de compostos antioxidantes, sendo consideradas matérias-primas adequadas a

produgdo de diversos produtos dentre eles os sucos de frutas tropicais.
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1.4 Sucos de frutas tropicais - Legislacao

Os sucos de frutas devem atender a legislacdo especifica, estando de acordo
com a defini¢do, classificagdo, registro, padronizagao e requisitos de qualidade, devendo
também atender a legislacdo sobre rotulagem de alimentos embalados. A legislacao
brasileira na area de alimentos ¢ regida pelo Ministério da Satde, por intermédio da
Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) e pelo MAPA- Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (FERRAREZI; SANTOS; MONTEIRO, 2010).

Segundo a Instrugdo Normativa n° 01/2000, suco ou sumo de fruta pode ser
definido como: “a bebida nao fermentada, ndo concentrada e nao diluida, destinada ao
consumo, obtida da fruta sa e madura, ou parte do vegetal de origem, por processo
tecnologico adequado, submetida a tratamento que assegure a sua apresentagdo e
conservagao até o consumo”. O suco misto ¢ definido como: “o suco obtido pela
mistura de duas ou mais frutas e das partes comestiveis de dois ou mais vegetais, ou dos
seus respectivos sucos, sendo a denominacao constituida da palavra suco, seguida da
relacdo de frutas e vegetais utilizados, em ordem decrescente de quantidades presentes
na mistura” (BRASIL, 2000).

A Instrucdo Normativa n° 12/2003 (BRASIL, 2003) fixa os padrdes de
identidade e qualidade de suco tropical e néctar, sendo um suco tropical o produto
obtido pela dissolug¢do, em agua potavel, da polpa da fruta polposa de origem tropical,
por meio de processo tecnoldgico adequado, ndo fermentado, de cor, aroma e sabor
caracteristicos da fruta, submetido a tratamento que assegure sua conservacao e
apresentacao até o momento do consumo, devendo conter um minimo de 50% (m/m) da
respectiva polpa, ressalvados o caso de fruta com acidez alta ou contetdo de polpa
muito elevado ou sabor muito forte que, neste caso, o conteudo de polpa nao deve ser

inferior a 35% (m/m).

1.5 Frutas tropicais

O Brasil ¢éum pais com condigdes climaticas adequada para um grande
nimero de espécies frutiferas sub-exploradas nativas e exoticas de interesse potencial
para a industria agricola o que pode oferecer uma fonte de renda para as populagdes
locais (BORGES et al., 2011). Além de nutrientes essenciais, a maioria das

frutas apresentam quantidades consideraveis de micronutrientes, como minerais, fibras,
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vitaminas e compostos fenolicos secundarios. Evidéncias crescentes demonstram a
importancia desses micronutrientes para a satde humana (RUFINO et al., 2010).

Para Kuskoski et al. (2006) um grande destaque deve ser dado as frutas
tropicais cultivadas no Brasil, uma vez que o nosso pais apresenta condigdes
extremamente favoraveis quanto a adaptacao dessas espécies.

O abacaxi (4dnanas comosus L. Merril) é considerado um dos frutos tropicais
mais importantes, principalmente por suas aprecidveis caracteristicas de sabor, aroma e
cor, cuja comercializacdo vem se expandindo no mercado mundial (PEREIRA et al.,
2009). A fruta pertence ao grupo das frutas acidas, ¢ fonte de vitamina C e rico em
mangangés, mineral que ajuda a combater problemas 6sseos. Possui fibras, que regulam
o funcionamento intestinal e eliminam toxinas do organismo. Essas fibras podem
prevenir a arteriosclerose e a obstrucao vascular (MORAES, 2007).

O acai (Euterpe oleracea Mart) ¢ matéria-prima para producdo de polpa ou
suco, alimento altamente energético, por possuir significativo teor lipidico, ¢ com
grande apelo funcional em razdo do contetdo de antocianinas, fibras e outras
substancias nutracéuticas (MENEZES et al., 2008). A polpa desse fruto tem sido objeto
de alguns estudos em fung¢do de seu valor nutritivo e sensorial, sendo inclusive
considerada como um alimento nutracéutico, devido ao seu rico conteudo de
antocianinas, pigmentos hidrossoliiveis responsaveis pela cor avermelhada do fruto
(SOUZA et al., 2009; MENEZES; TORRES; SRUR, 2008).

O Brasil se posiciona como o maior produtor, consumidor e exportador de agai.
Entre os estados produtores, Pard, Maranhdo, Amapa, Acre ¢ Ronddnia sdo os mais
valorizados pela obtencdo do fruto, sendo o primeiro, responséavel por 95% da producao
de acai, calculada entre 100 a 180 mil litros/dia em Belém. Sua expansdo econdmica, ja
atinge novos mercados no sudeste do pais e em alguns paises da Europa, Estados
Unidos, Japao e China (MENEZES; TORRES; SRUR, 2008).

A acerola (Malpighia emarginata D.C) ¢ cultivada principalmente devido seu
alto teor de vitamina C. O teor de vitamina C da acerola s6 ¢ comparavel ao encontrado
no camu-camu (Mirciaria dubia), uma planta nativada regido amazonica, que
contém cerca de 3 g de vitamina C por 100 g de polpa (ALVES et al., 2008). O Brasil ¢
um dos maiores produtores mundiais de acerola, destacando-se a regido Nordeste com
uma producao de aproximadamente 22.500 toneladas de frutos (MACIEL et al., 2010).

Aliado ao alto teor de vitamina C, este fruto ainda ¢ fonte de antocianinas e de

carotenoides, vitaminas B1 e B2, niacina, albumina, ferro, fosforo e calcio, compostos



32

que exercem efeitos benéficos a sauide humana uma vez que possuem reconhecida agao
antioxidante (DEMBITSKY et al., 2011; MACIEL et al., 2010). Apesar de ser fonte
destes constituintes nutricionais, ndo se acredita no potencial de comercializagdo da
acerola fresca, mas sim, no processamento ¢ conservacao de sua polpa e na producao de
suco, pois a qualidade da fruta diminui rapidamente apos a colheita (MAIA et al.,
2007). Além de in natura, a fruta pode ser consumida na forma de sucos, compotas e
geleias, bem como ser utilizada no enriquecimento de sucos e de alimentos dietéticos e
nutracéuticos, como comprimidos ou capsulas usados como suplemento alimentar, chas,
bebidas para esportistas, barras nutritivas e iogurtes (SILVA, 2008).

A acerola pode ser usada vantajosamente como agente enriquecedor na
formulagdo de numerosos sucos de frutos pobres em vitamina C (PEREIRA et al.,
2009). No Japao a acerola ¢ muito utilizada na fabricagdo de bebidas, confeitos,
chicletes, catchup, entre outros subprodutos. Nos Estados Unidos, a utilizagao da
acerola destaca-se na industria farmacéutica enquanto na Europa, com destaque para
Alemanha, Franga, Bélgica e Hungria, a acerola ¢ usada basicamente para enriquecer
sucos (SILVA, 2008). Barnabé e Venturini Filho (2004) desenvolveram formulagdes de
refrigerantes, com elevado teor de vitamina C, a partir desta fruta.

O caja (Spondias mombin L.) ¢ um fruto bastante apreciado em todo o Brasil,
sendo mais consumido no Nordeste, na forma in natura e, nas outras regides do Pais, na
forma de polpa. Embora exista expectativa de desenvolvimento e expansao de seu
cultivo, seus frutos sdo bastante pereciveis, havendo a necessidade de processamento
para aumentar sua vida util. Uma das maneiras mais utilizadas para armazenar a polpa
do caja, pela industria alimenticia, ¢ o congelamento imediatamente apos a extragdo. A
polpa também pode ser consumida pelas diferentes industrias de transformagao, como
as de doces, sucos, refrescos e sorvetes (MATA; DUARTE; ZANINI, 2005).

Com relagdo as propriedades nutricionais, o caja € rico em vitaminas (B1, B2,
A, C e niacina), minerais (cdlcio, potassio, ferro e fosforo) e ainda tem uma alta
concentracdo de carotenoides e taninos. Pesquisa cientifica confirma a agdo terapéutica
de caja com atividades antifingica e antiviral natural, além de apresentar atividade anti-
inflamatéria com agao protetora da pele e mucosa (VIDIGAL et al., 2011).

Tiburski et al. (2011) obtiveram altos niveis de potassio, magnésio, fosforo
e cobre para a polpa de caja quando em comparagdo com outras frutas, apresentando
ainda niveis elevados de compostos fenolicos 260.21+11.89 mg GAE/100 g, e atividade
antioxidante de 17.47+3.27 uM TEAC/g pelo método de captura do radical ABTS.
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O caju (4nacardium occidentale L.) ¢ um fruto tipico do Nordeste brasileiro e
cada vez mais o seu cultivo adquire maior importancia socioecondmica. Do total
produzido anualmente na regido Nordeste, 15% ¢ aproveitado para a fabrica¢do de suco
e o restante ¢ destinado a producdo da castanha de caju (PEREIRA et al., 2011;
BROINIZI et al., 2007).

O suco de caju tem alto teor de acido ascorbico e compostos fendlicos. O teor
de vitamina C em caju ¢ de aproximadamente cinco vezes maior do que na laranja,
podendo ser considerado uma boa fonte deste nutriente. A vitamina C ¢ importante para
a absor¢do de ferro, metabolismo de aminoacidos, hormonios e processos celulares de
oxido reducao (PEREIRA et al., 2008). Além do potencial vitaminico, o caju possui
compostos que contribuem para o potencial antioxidante, propriedade bioldgica que esta
associada a prevencao de doencgas cronico-degenerativas (ABREU et al., 2009).

O pedunculo de caju apresenta diversas propriedades funcionais, dentre as
quais a prevencao do cancer e propriedades antioxidantes (CARVALHO et al., 2005).
Abreu et al. (2009) avaliando compostos antioxidantes em pedunculos de caju a partir
de diferentes clones de cajueiro ando precoce obtiveram uma grande variabilidade
entre amostras, com valores que variam 99,53 a 236,97 mg/100 g para o teor de
polifendis e de 6,84 a 34,35 uM Trolox /g de polpa para a atividade antioxidante
respectivamente. Considerando o alto valor nutritivo do suco de caju, apresenta-se como
uma matéria-prima de excelentes perspectivas para a elaboragdo de novas bebidas
(SOARES et al., 2001).

Na Amazonia existem inimeras espécies vegetais com potencial econdmico,
dentre os quais se destaca o camu-camu (Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh), o
interesse por este fruto aumentou em fung¢do do seu notavel conteudo de vitamina C,
apresentando de 1.600 até 2.994 mg/100g de polpa (MAEDA et al., 2006). Além destas,
concentragdes superiores foram observadas por Yuyama et al. (2002) em frutos pro-
venientes da regido leste de Roraima, e apresentaram de 3.571 a 6.112 mg/100g de
polpa fresca, o que os tornam os mais ricos em vitamina C, no mundo. Segundo os
mesmos autores a concentragdo de acido ascorbico do camu-camu ¢ superior a da
acerola, considerada até entdo, como a fruta mais rica em acido ascorbico no Brasil,
cuja concentrardo varia de 973 a 2786 mg/100g de polpa.

Apesar da descoberta e divulgacao da alta concentracdo de acido ascérbico no
camu-camu ¢ da sua boa adaptabilidade, este fruto ainda ndo faz parte do habito

alimentar da populacao amazonense, ¢ a demanda pelas agroindustrias ¢ baixa. Um dos
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fatores que contribuem para a restricdo do seu consumo ¢ o sabor muito acido da polpa
e o amargor da casca, levando a necessidade de pesquisas para o melhor aproveitamento
do fruto. Uma das alternativas para a utilizacdo deste fruto ¢ na forma de néctar, uma
bebida natural, nutritiva, pronta para o consumo e de facil processamento (MAEDA et
al., 2006).

O alto teor de vitamina C do camu-camu criou uma demanda por esse fruto no
mercado de produtos naturais, assim, atualmente os derivados de camu-camu, como
polpa, suco e extratos t€m como principais mercados de exportagdo o Japao e Unido
Europé¢ia (CHIRINOS et al., 2010). Antocianinas também foram identificadas e
estudadas em camu-camu, cianidina-3-glicosideo foi identificada como a antocianina
mais importante neste fruto, seguida por delfinidina-3—glucosideo (ZANATTA;
MERCADANTE, 2007).

A manga (Mangifera indica L.) ¢ a sexta mais importante fruta brasileira em
area colhida com 75,2 mil hectares e a terceira em volume de exportagdo com 124,6 mil
toneladas em 2010 (MAPA, 2011), representando cerca de 100 milhdes de dolares em
exportacdo. Porém, esse volume de exportagdo refere-se ao produto exportado na forma
in natura, nao havendo cifras relacionadas a manga processada. Considerando o maior
valor das exportagdes de frutas processadas brasileiras em relacdo as frutas frescas,
pode-se concluir que as exportagdes de manga processada também seguem esse tipo de
comportamento ascendente no mercado (PINTO; PINHEIRO NETO; GUIMARAES,
2011).

A manga ¢ considerada uma importante fruta tropical por seu excelente sabor,
aroma ¢ colora¢do caracteristicos. Além do mais, devido a sua sazonalidade, torna
vidvel sua industrializagdo, visando a um melhor aproveitamento e diminui¢do das
perdas de producio da manga. E uma fruta que tem grande aceitagdo no mercado,
apresentando valores de vitamina C que variam de, 66,5 mg. 100 g, na fruta “verde", a
43,0 mg.100g " na fruta madura, mas podendo chegar a 110 mg.100g™, dependendo da
variedade (BRUNINI; DURIGAN; OLIVEIRA, 2002).

O consumo de frutas na alimentacdo humana tem deixado de ser somente um
prazer para ser uma necessidade, dadas as boas caracteristicas que as mesmas tém para a
sade e bem-estar do homem, além de que proporcionam variedade e sabor a dieta,

constituindo parte importante desta (ALVES; BRITO; RUFINO, 2006).
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1.6 Frutas e compostos bioativos relevantes a saide humana

Tem sido demonstrado que os individuos que consomem diariamente cinco
por¢des ou mais de frutas e hortalicas tém aproximadamente metade do risco de
desenvolvimento de uma ampla variedade de tipos de cancer, particularmente aqueles
do trato gastrointestinal. Os dados coletados por Burton-Freeman (2010) sugerem que o
consumo de frutas ricas em compostos fendlicos pode aumentar a capacidade
antioxidante no sangue (DEMBITSKY et al., 2011).

As frutas sdao uma excelente fonte de compostos antioxidantes, tais como
compostos fendlicos, vitaminas, carotendides e minerais, que contribuem com o
potencial quimiopreventivo (ALMEIDA ef al., 2011). Embora significantemente ricas
em muitos nutrientes e fitoquimicos, além de contribuir para uma dieta saudavel,
contendo varios compostos fenolicos, incluindo hidroxicinamato, flavonois,
procianidinas e antocianinas sua bioavaliabilidade bem como a metabolémica ainda sdo
discutidas (BALLISTRERI et al., 2013). Os mesmos autores ainda acrescentam que os
fatores genéticos podem modular a composi¢do e concentragdo de fitoquimicos.
Investigagdes adicionais sdo necessarias para avaliar os efeitos do ambiente e outros
fatores, tais como clima, caracteristicas do solo ¢ técnicas de cultivo.

Foi demonstrado que o consumo de frutas reduz o risco de cancer, bem como
a dor e a inflamacdo por artrite (JACOB et al., 2003) e oferece protecdo contra as
doencas neurodegenerativas (KIM et al., 2005). Segundo Wisnieski (2009),
quimioprevengdo pode ser definida como a utilizagdo de agentes naturais ou sintéticos
que revertem, inibem ou previnem o desenvolvimento do cancer em tecidos normais e
pré-neoplasicos. Segundo o mesmo autor o objetivo da quimioprevengdo € retardar as
fases iniciais do cancer, bem como diminuir sua incidéncia, a quimioprevencgao efetiva
requer a utilizagdo de agentes ndo toxicos que inibem os passos moleculares especificos
da via carcinogénica.

Manhaes (2007) observa que os alimentos consumidos in natura, tais como
frutas e hortalicas, representam a forma mais simples de consumo de um alimento
funcional. Neste sentido, Camargo et al. (2007) lembram que o Brasil apresenta
consideravel biodiversidade de fruteiras, sendo que a potencialidade de suas frutas ¢
relevante.

Recentes avaliagdes da qualidade da dieta no Reino Unido revelam que dois

tercos das pessoas ainda ndo consomem a quantidade recomendada de cinco porgdes de
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frutas e legumes por dia. A responsabilidade para lidar com essa disparidade,
obviamente, encontra-se com o consumidor, mas ha também um desafio inerente a
industria de alimentos em desenvolver novos produtos alimenticios, atrativos e
convenientes para ajudar a motivar as pessoas a fazer uma mudanga positiva em sua
dieta (WOOTTON-BEARD; RYAN, 2011).

A associacdo inversa entre a ingestdo de frutas e hortalicas e doencas cronicas
aparece como verdadeira em diferentes localizacdes geograficas e em populagdes que
diferem em género, estilo de vida e idade, um verdadeiro paradigma, levando
autoridades de saude publica a recomendar aumento do consumo de frutas e legumes e
implementar esta agdo em muitos paises (KAWASHIMA et al., 2007).

Recentemente, um grande interesse cientifico foi despertado pelas potenciais
propriedades de protecao do cancer da dieta mediterranea, uma dieta caracterizada pelo
alto consumo de alimentos ricos em polifendis, como legumes, frutas e azeite de oliva.
Polifendis agem como agentes quimiopreventivos altamente eficazes contra o cancer,
devido ndo sOé a sua atividade antioxidante, mas também como moduladores de
diferentes mecanismos moleculares que podem, pelo menos em parte, explicar a sua

eficacia sobre as células cancerosas (PARISI et al., 2014).

1.7 Dieta Mediterranea

O primeiro a investigar a Dieta Mediterranea (DM) foi Ancel Keys em1960
(KEYS et al.,1986). A DM ¢ rica em vitaminas, minerais, carboidratos complexos
(incluindo os ndo digeriveis), acidos graxos mono e poliinsaturados, e pobre em acidos
graxos saturados, apresentando ainda compostos com atividades bioldgicas benéficas ao
organismo humano, como flavonodides, saponinas e taninos (BORTOLUZZI, 2010).
Esta dieta, além de atividade fisica regular, enfatiza alimentos vegetais abundantes,
principalmente consumidos in natura, frutas frescas como tipica sobremesa diaria,
azeite de oliva como principal fonte de gordura, consumo frequente de pescados,
moderadas quantidades semanais de vinho tinto, e dieta pobre em gorduras de origem
animal, laticinios, carnes suinas e bovinas (COVAS, 2007).

O papel benéfico da DM, tem sido comprovado através de resultados de
muitos estudos epidemioldgicos e ensaios clinicos, e diz respeito a diminuicdo da
mortalidade ocasionada por doencas cardiovasculares (CVD) e cancer (SOFI et al.,

2008), bem como diminuicdo da incidencia de obesidade e diabetes tipo 2
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(BUCKLAND et al., 2008; GIUGLIANO; ESPOSITO, 2008). Os maiores mecanismos
biopatofisiologicos estdo associados aos efeitos antioxidantes e antiinflamatdrios dos
alimentos incluidos neste Padrao alimentar da Dieta Mediterranea (KASTORINI et al.,
2011).

A prevaléncia da sindrome metabolica (SM) ¢ crescente, e se espalha
rapidamente por todo o mundo, em paralelo com o aumento da prevaléncia de diabetes e
obesidade, sendo, portanto, atualmente considerada como um problema de satde
publica (KASTORINI et al., 2011). Os mesmos autores a partir de resultados de 50
estudos em mais de 534 mil individuos sugerem que a adesdo ao padrao alimentar
mediterranico esta associado com uma menor prevaléncia da sindrome metabolica (SM)
e de sua progressdo. Além disso, que a maior aderéncia a este padrao alimentar
tradicional era associado com efeitos favordveis sobre os componentes da SM.
Estes resultados sdo de grande importdncia para a saade publica,
porque este padrdo alimentar pode ser facilmente adotado por todos
grupos populacionais e diferentes culturas, servindo para a prevengdo primaria e
secundaria da sindrome metabolica e seus componentes individuais.

Em 17 de novembro de 2010, a UNESCO reconheceu esse padrdao de dieta
como Patrimoénio Cultural Imaterial da Itdlia, Grécia, Espanha e Marrocos (UNESCO,
2013). Apesar do nome, esta dieta ndo ¢ tipica de toda culinaria mediterranea. No norte
da Italia, por exemplo, a banha e manteiga sao comumente usados na culindria, € o
azeite de oliva ¢ reservado para temperar saladas e legumes cozidos. No norte da Africa,
o vinho ¢ tradicionalmente evitado pelos mugulmanos. Em ambos, norte da Africa e no
Oriente Médio, a gordura de cordeiro e a manteiga, sdo as gorduras tradicionais basicas,
com algumas excecdes (FUNG et al., 2009).

A dieta mediterranea, nao se constitui de uma dieta inica e sim de um conjunto
de alimentos que compartilham aspectos funcionais ao organismo. Como todos os
modelos alimentares, este s6 podera ser considerado saudavel, quando inserido num
conjunto de outras praticas de vida saudaveis, que privilegiem a ingestdo regular de
4dgua e o exercicio fisico (VALAGAO, 2011; SANCHEZ; MONTEROS, 2002).

A correlagao existente entre dieta e a saude cardiovascular foi sugerida por
estudos experimentais ha mais de 100 anos, sendo que no mundo inteiro houve um
aumento significativo das doencas cronicas ndo transmissiveis, podendo estas serem
atribuidas a fatores como estilo de vida e alimentagdo. Na regido mediterranea, no

entanto, isto ndo tem acontecido com tanta intensidade. Varios estudos sugerem que a
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dieta tipica mediterranea, aliada a rotina de vida menos estressante, promovem a saude e
reduzem o risco de DCV (MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2010; TYROVOLAS,
PANAGIOTAKOS, 2010; PEREZ-LOPEZ et al., 2009; PANAGIOTAKOS et al.,
2006).

As populagdes da regido mediterranea apresentam os mais baixos indices de
doengas cronicas ndo transmissiveis e as mais altas taxas de expectativa de vida da
Europa. Estudos realizados nas ultimas décadas avaliaram a presenga da dieta
mediterranea em populacdes gerais saudaveis e em populagdes com risco cardiovascular
aumentado, como pacientes portadores de doenca arterial coronariana (DAC) ja
estabelecida. Estes estudos demonstraram a relagdo inversa entre a presenca de
alimentos cardioprotetores como os que compdem a dieta mediterranea e o risco
cardiovascular futuro (MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2010; BILENKO et al., 2005;
PARIKH et al., 2005).

Os produtos horticolas ocupam um lugar de destaque neste tipo de alimentacao,
sendo ricos em nutrientes antioxidantes e em flavonoides, ambos protetores da saude.
Dentre os produtos horticolas se destacam as folhas verdes e o abundante consumo de
frutas, que sdo fontes de vitamina C, carotendides e sais minerais (VALAGAO, 2011).

De acordo com Pérez-Lopez et al. (2009) as pessoas que aderem aos principios
da DM tradicional tendem a ter uma maior tempo de vida. Homens e mulheres que
relatam o consumo de alimentos mais proximos dos recomendados pela DM, tem cerca
de 10 a 20% menos probabilidade de morte durante o curso de um estudo de doengas do
coragdo, cancer ou qualquer outra causa. Foi demonstrado que um baixo nivel de
antioxidantes no plasma leva a uma alta mortalidade por aterosclerose coronariana.
Portanto, alguns autores propdem dietas ricas em vegetais e frutas, que sdao fontes

natural de antioxidantes (DEMBITSKY et al., 2011).
1.8 Biodisponibilidade e bioatividade dos fitoquimicos derivados da dieta

O estudo dos principais compostos responsaveis pela capacidade antioxidante
in vitro de uma fonte alimentar ¢ de fundamental importancia na determinagdo do seu
potencial como alimento funcional. No entanto, ¢ relevante a avaliagdo dos compostos
presentes nos alimentos também in vivo, quer em cultura de células (SEERAN et al.,

2005), para se dimensionar o nivel de influéncia que esses compostos podem ter sobre
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as mesmas, quer em ensaios com animais, podendo se caracterizar os efeitos dos
mesmos sobre diferentes tecidos (BROINIZI et al., 2007).

Segundo Fardet, Rock ¢ Rémésy (2008), a biodisponibilidade in vivo de cada
um dos micronutrientes varia muito, e alguns, como os polifendis podem
ser metabolizados. Assim, alguns micronutrientes podem perder o seu potencial
antioxidante ou a sua concentragdo no plasma e tecidos pode ser muito baixa para que
atuem de forma significativa contra os radicais livres. Outros mecanismos também
estdo provavelmente envolvidos. Portanto a realidade ¢ que o sistema in vivo ¢ muito

mais complexo do que parece a primeira vista.

De acordo com Jiménez-Colmenero et al. (2010), quando nao ¢ possivel medir
diretamente o efeito de um alimento em termos de saude, qualidade de vida ou risco
reduzido de doengas, como na maioria dos casos relativos a doencas crdnicas, a
funcionalidade ¢ avaliada por meio de biomarcadores. No campo da nutricdo, os
biomarcadores devem ser associados com um objetivo de saude futura, mas em um
estagio onde a intervencao dietética pode efetivamente auxiliar o diagnostico precoce ou
melhora do prognostico da doenca em questdo. Segundo os mesmos autores tais
marcadores tem objetivos intermediarios dentro do processo e desenvolvimento da
doenca, devendo ser cuidadosamente selecionados para permitir medidas de curto prazo
que podem ser usadas posteriormente para fazer inferéncias sobre os possiveis efeitos e
objetivos finais, que normalmente s6 serdo possiveis em um estudo de longo prazo.

Segundo Garcia-Alonso et al. (2011), tomates crus e suco de tomate
proporcionam uma combinagdo ideal de fitoquimicos dietéticos como carotendides
compostos fenolicos e vitaminas C e E, que permanecem mais ou menos estdveis ao
longo da vida de prateleira. Os efeitos benéficos do suco de tomate sdo o resultado das
interagdes entre diferentes compostos € podem ser aumentados pela adicdo de outros
ingredientes funcionais, o que poderia ter um efeito sinergistico entre os componentes
naturais existentes. Os autores ressaltam ainda que o consumo de suco de tomate
enriquecido com acido ascorbico reduz os niveis de alguns biomarcadores do estresse
oxidativo, e inflamacao, que estdo relacionados com doengas cardiovasculares, devido a
acdo sinérgica dos compostos bioativos do tomate com o acido ascorbico adicionado.

A medicao da atividade antioxidante por meio de modelos simulando reagdes
oxidativas semelhantes as que ocorrem in vivo, sdo utilizadas para a avaliagdo do efeito

protetor de antioxidantes da dieta contra as reacdes oxidativas em produtos alimenticios.
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Esses tipos de medigdes fornecem exaustivas e abrangentes informacgdes, que tentam
explicar a eficacia antioxidante global de alimentos, decorrente da a¢do de diferentes

compostos antioxidantes (KAUR; KAPOOR, 2005).

1.9 Estresse oxidativo e sistema de defesa antioxidante

Os radicais livres sdo moléculas e/ou d&tomos que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados, o que os torna altamente reativos. Dentre estas espécies, algumas
apresentam moléculas de oxigénio, as espécies reativas de oxigénio (EROs) e as
apresentam moléculas de nitrogénio em sua estrutura, espécies reativas de nitrogénio
(ERNs). Entre as EROs mais importantes temos o anion superdxido (027), o peroxido
de hidrogénio (H,0,), o radical hidroxil (HO), radical alcoxil (RO") e o radical peroxil
(ROO). Além desses temos as espécies reativas de nitrogénio incluindo o 6xido nitrico
(NO) e o peroxinitrico, que tem importantes atividades biologicas (AFSAHRI et al.,
2007).

O equilibrio das espécies reativas no organismo pode ser controlado por
antioxidantes de origem exogena provenientes da dieta, como a-tocoferol (vitamina E),
B- caroteno, selénio, acido ascorbico (vitamina C) e os compostos fenolicos, e
endogenamente, por enzimas antioxidantes, pois, quando ¢ exposto as espécies reativas
0 organismo sintetizam proteinas (enzimas) com atividade antioxidante, a superoxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GSH-Px) (MATHEW;
TIWARIL; JATAWA, 2011; WOLFE et al., 2008).

A SOD contribui para um dos mecanismos antioxidantes mais eficientes,
converte O2¢- em perdxido de hidrogénio (H,0,), prevenindo os danos que poderiam
ser causados por este radical. Diversos tipos de SOD sdao descritos na literatura,
podendo estar localizadas no citosol, em organelas celulares especificas ou
extracelularmente, e cujos sitios ativos podem conter diferentes ions (como cobre,
zinco, manganés ou ferro). A CAT e a GSH-Px sdo as principais responsaveis pela
remo¢dao imediata de H,0O0,. A CAT, encontrada em peroxissomos, catalisa a
decomposicao especifica de H,O,, gerando moléculas de agua e oxigénio. A GSH-Px,
por sua vez, ¢ fundamental no metabolismo de H,O, e de outros perdxidos, pois catalisa
reacdes de doagdo de elétrons, no qual se utiliza da glutationa reduzida (GSH) como
agente redutor, formando a glutationa oxidada (GSSG) (SILVA et al., 2012;
GUARATINIL, MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).
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Estas enzimas atuam em colabora¢ao direta nos sistemas in vivo. A atividade
da SOD que dismuta o anion superdxido, leva a formagdo de perdxido de hidrogénio,
que ¢ entdo detoxificado pela agdo tanto da catalase quanto da GSH-Px, ou ambas,
dependendo do compartimento celular. A GSH-Px na reacao de decomposicao do H,O,
consome GSH que ¢ entdao convertido a GSSG (forma oxidada) e por ultimo, a enzima
GR regenera a forma oxidada e mantém os niveis de GSH (SILVA et al., 2012).

As enzimas antioxidantes constituem o principal mecanismo de defesa
antioxidante intracelular, pois eliminam O2”, H,O, e hidroperoxidos que poderiam
oxidar os substratos celulares, prevenindo as reagdes em cadeia dos radicais livres,
através da diminuicdo na concentracdo disponivel destes para iniciar o processo
(CIRCU et al., 2010).

Apesar dessas defesas antioxidantes reduzirem os riscos de lesdes oxidativas
por radicais livres, o organismo pode vivenciar situagdes onde a protecao ¢ insuficiente.
Quando isso acontece, ocorre estresse oxidativo (PEREIRA, 1996). A formacdao do
quadro de estresse oxidativo atinge as cé€lulas, os tecidos e os 6rgdos e como
consequéncia, as doengas cronicas degenerativas nado transmissiveis como as
inflamagdes, alguns tipos de cancer e os distirbios de circulagdo sdao instalados. A
peroxidagdo dos lipidios das membranas celulares ¢ apenas um exemplo de lesdo
bioldgica que pode ser promovida pelos radicais livres, uma vez que praticamente todas
as biomoléculas sao suscetiveis a oxidacao (TRIPATHIA; MOHAN; KAMAT, 2007;
LIU; FINLEY, 2005).
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CAPITULO 2: EFEITO ADITIVO, SINERGISTICO E ANTAGONICO DA
MISTURA DE FRUTAS SOBRE A CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL E
COMPOSTOS BIOATIVOS EM SUCOS TROPICAIS MISTOS.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos aditivo, sinergistico e antagdnico de
misturas de frutas na capacidade antioxidante total e na quantificacdo dos compostos
bioativos de sucos tropicais mistos, para fins de otimizagdo de uma formulacao de suco
tropical misto usando metodologia de superficie de resposta (MSR) com base no teor de
polifenois totais (TP), acido ascoérbico, capacidade antioxidante total (TAC) e analise
sensorial para futuro uso nutricional. Camu-camu, acerola e agai foram os principais
fatores que influenciaram no potencial antioxidante do suco, o cajd apresentou um efeito
positivo sobre a aceitacdo sensorial do suco tropical. Observou-se um efeito antagénico
entre acerola e camu-camu para a resposta TAC. A formulag¢do ideal obtida foi
composta por 20% de acerola, 10% de camu-camu, 10% de caja, 10% de caju e 10% de
acai, apresentando 155,46 mg.100 g de 4cido ascorbico, 103,01 mg de GAE.100 g de
TP, 10,27 uM Trolox g-' de TAC e aproximadamente 6,1 de aceitagdo sensorial.

Palavras-chave: frutas tropicais, polifenois totais, capacidade antioxidante total, acido

ascorbico, alimentos funcionais, blend de suco tropical.
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ABSTRACT

The aim of this work was investigate the synergistic, additive and antagonistic effects of
Fruit mix on bioactive compound content and total antioxidant capacity of mixed
tropical juices aimed to optimize a tropical juice blend using response surface
methodology (RSM) based on total polyphenols (TP), ascorbic acid content, total
antioxidant capacity (TAC) and sensorial analyze for future nutrition and health uses.
Camu-camu, acerola and acai were the major factors that influenced the antioxidant
potential of the juice; and the yellow mombin showed a positive effect on the
acceptance of the tropical juice. It was observed an antagonistic effect between acerola
and camu-camu for concerning to TAC. The optimum formulation obtained was 20%
acerola, 10% camu-camu, 10% yellow mombin, 10% cashew apple and 10% acai,
showing 155,46 mg.100g™" of ascorbic acid, 103,01 mg of GAE.100 g of TP, 10,27
UM Trolox g of TAC and around 6,1 of sensory acceptance.

Keywords: Tropical fruit, total polyphenols, total antioxidant capacity, ascorbic acid,

functional food, tropical juice blend.
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2.1 Introducao

Nos ultimos anos tem havido um aumento na avaliagdo dos potenciais efeitos
benéficos a satide associados ao consumo de bebidas de frutas tropicais (SIRO et al.,
2008). Bebidas ricas em nutrientes funcionais estdo ganhando popularidade devido ao
desejo dos consumidores por alimentos mais saudaveis, experimentando sabores novos
e exoticos, apresentando um novo foco para as industrias produtoras de bebidas com a
alegacdo de propriedades de saide como um parametro de diferenciacdo de seus
produtos (VIDIGAL et al., 2011; SABBE et al., 2009).

As frutas tropicais sdo amplamente aceitas pelos consumidores e constituem
importantes fontes de compostos antioxidantes. Entre as frutas tropicais, o acai (Euterpe
oleracea) possui teores significativos de antocianinas, lipidios e fibras (SABBE et al.,
2009; SOUZA et al., 2009). Recentemente esta frutas vém ganhando popularidade na
América do Norte e nos paises europeus como uma nova “super fruta”, em grande parte
devido a sua elevada capacidade antioxidante e potenciais efeitos anti-inflamatdrios
(KANG et al, 2011). O camu-camu (Myrciaria dubia), a acerola (Malpighia
punicifolia) e o caju (Anacardium occidentale) sao reconhecidos por seu alto teor de
vitamina C (GORDON et al., 2012; RUFINO et al., 2010, ABREU et al., 2009,
MAEDA et al., 2006), sendo o camu-camu ¢ a acerola as frutas estudadas com maior
conteudo desta vitamina (GENOVESE et al., 2008). Essas frutas também representam
uma fonte de compostos fenolicos, que exercem efeitos benéficos sobre a satde
humana, uma vez que t€ém reconhecida capacidade antioxidante (DEMBITSKY et al.,
2011). Além destas, o caja (Spondias mombim L.) ¢ muito apreciado pelos
consumidores brasileiros, devido ao seu sabor exotico, apresentando ainda
concentragdes elevadas de compostos fenolicos e antioxidantes (TIBURSKI et al.,
2011).

A combinagao natural de fitoquimicos em frutas e hortalicas ¢ responsavel pela
sua potencial capacidade antioxidante. Existem aproximadamente 8000 fitoquimicos
presentes nos alimentos, e estes compostos diferem em peso molecular, polaridade, e
solubilidade. Estas diferengas podem afetar a biodisponibilidade e distribui¢ao de cada
fitoquimico em diferentes macromoléculas, organelas subcelulares, células, o6rgaos e

tecidos (LIU, 2003). Por esta razdo, a combinacdo de diferentes alimentos, pode
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apresentar efeito aditivo e interagdes sinérgicas ou antagonicas entre os seus diferentes
fitoquimicos.

Wang et al. (2011) definem os efeitos aditivo, sinergistico e antagdnico em
alimentos. A combinagdo de alimentos que fornecem o somatorio dos efeitos de seus
componentes individuais ¢ denominado de efeito aditivo; o sinergismo ocorre quando o
efeito ¢ maior do que a soma dos componentes individuais, € o antagonismo ocorre
quando a soma dos efeitos ¢ menor do que a soma matematica que poderia ser prevista a
partir dos componentes individuais. Para medir essas interagdes, a metodologia de
superficie de resposta (MSR) pode ser aplicada. Por definicdo, a MSR ¢ uma técnica
empirica, que emprega a analise dos dados quantitativos obtidos a partir de experiéncias
adequadamente concebidas para resolver simultaneamente as equacgdes de regressdo
multipla. As representacdes graficas destas equagdes sao chamadas de contorno da
superficie de resposta, e descrevem as interacdes cumulativas das variaveis testadas
sobre a resposta (JO et al., 2008).

O objetivo do presente estudo foi verificar possiveis efeitos aditivo,
sinergistico e antagdnico entre as seis frutas tropicais (acerola, acai, caja, caju, camu-
camu ¢ manga) e estabelecer as concentracdes o6timas de cada fruta para obter um suco
tropical misto com altas concentragdes de acido ascérbico, polifendis, capacidade
antioxidante total e aceitacdo sensorial, utilizando dois planejamentos estatisticos
sequenciais (delineamento fatorial fracionado, seguido por metodologia de superficie de

resposta).
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2.2 Material e métodos

2.2.1 Materiais

Para a preparacdo das formulacdes foram utilizadas polpas de frutas tropicais
congeladas, de caju (4nacardium occidentale) e acerola (Malpighia punicifolia),
processadas na Embrapa Agroindustria Tropical, e polpas de camu-camu (Myrciaria
dubia), acai (Euterpe oleracea), caja (Spondias mombim L.), manga (Mangifera indica)
e abacaxi (4Ananas comosus L.), adquiridas no comércio regional (Norte e Nordeste do

Brasil).

2.2.2 Formulacgdo dos sucos tropicais mistos

As formulagdes foram preparadas com combinacdes de percentual de polpa das
frutas camu-camu, cajd, caju, acai, acerola e manga, de acordo com o delineamento
experimental fracionado ou completo, adicionada de polpa de abacaxi para completar o
percentual de 100%. A partir de entdo, seguiu-se a diluicdo com igual volume de 4dgua e
ajustados o teor de solidos soluveis para 12° Brix com sacarose, obtendo suco tropical
misto com percentual total de polpa de 50%, teor minimo exigido em legislacdo no
Brasil, de acordo com a Instru¢ao Normativa 12/2003 (BRASIL, 2003).

A concentragao de compostos bioativos esperada para as formulacdes de sucos
tropicais mistos proposta no presente trabalho, foi baseada em dados epidemiologicos
de ingestdo de antioxidantes da Dieta Mediterranea (DM) proposta por Saura-Calixto e
Goiii (2009), no qual sugerem a ingestao de 3.500 a 5.300 uM Trolox/dia, mensurado
por meio do método ABTS.

2.2.3 Modelo experimental e andlise estatistica

A estratégia utilizada envolveu a combinagdo de diferentes modelos, utilizados
para otimizar o conteido de &cido ascorbico, TP, TAC, bem como a aceitagdao do suco
tropical. O primeiro modelo estatistico teve como objetivo identificar quais varidveis
apresentavam os fatores mais importantes para o aumento dos compostos bioativos dos
sucos. Entdo, um planejamento fatorial fracionado foi utilizado para otimizar a

concentracdo dessas variaveis. Para a selecdo das variaveis, foi utilizado um
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delineamento fatorial fracionado (2°'), considerando P<0,10 como estatisticamente
significativo, para esta etapa do experimento. Com base nos resultados do planejamento
fatorial fracionado, foi utilizado um delineamento composto central rotacional (DCCR)
de cinco niveis (2°) para otimizar os valores das respostas avaliadas. Os experimentos
foram realizados a fim de dispor de um método de selecdo aleatéria, minimizando o
efeito da variabilidade inexplicavel das respostas obtidas devido a erros sistematicos.
Aplicou-se a analise da varidncia (ANOVA) para validar os modelos, e os coeficientes
de regressao foram entdo utilizados para gerar as superficies de resposta. Foi
considerado estatisticamente significativo o P<0,05. Todos os resultados foram

analisados utilizando o programa Statistica 7,0.

2.2.3.1 Planejamento fatorial fracionado (2 **)

O planejamento fatorial fracionado foi utilizado para definicdo das varidveis
mais importantes para cada resposta avaliada. Sequencialmente, as varidveis
estatisticamente significativas (P<0,10) foram consideradas no DCCR, visando a
otimizac¢do propriamente dita.

As variaveis dependentes avaliadas foram: capacidade antioxidante total
(TAC), polifendis totais (TP), acido ascorbico e aceitacdo sensorial, para obtencdo de
formulagdes com perfil funcional, sem, no entanto, apresentar baixa aceitabilidade do
produto. As varidveis independentes foram as polpas de frutas (camu-camu, acerola,
caju, caja, acai e manga) tendo como base a polpa de abacaxi. Desta forma, foram 6
(seis) variaveis (considerando a complementagdo com a base, totalizando 100% de
polpa), e 4 (quatro) respostas (capacidade antioxidante total, fendlicos, acido ascoérbico
e aceitagdo sensorial).

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores em porcentagem de polpa utilizados

no planejamento fatorial fracionado.



Tabela 1 - Valores utilizados no planejamento fatorial fracionado.

Nivel -1 0 +1
Camu-camu 0 15 30
Acerola 0 15 30
Manga 0 5 10
Caja 0 5 10
Caju 0 5 10
Acai 0 5 10
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O delineamento fatorial fracionado de 2% totalizou 36 ensaios iniciais, sendo

32 ensaios + 4 PC (Pontos centrais), com andalise dos efeitos das seis variaveis. A partir

dos efeitos do planejamento fatorial fracionado, foi realizado o Delineamento Composto

Central Rotacional (DCCR).

A Tabela 2 apresenta o planejamento com os 36 ensaios realizados, com os

valores codificados para cada varidvel (polpa de fruta). Os valores reais em

porcentagem de polpa encontram-se na Tabela 3.



Tabela 2 - Delineamento fatorial fracionado 2% valores codificados.

Ensaios Camu-camu Acerola Manga Caju Caja Acai
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1 -1 +1
3 -1 +1 -1 -1 -1 +1
4 +1 +1 -1 -1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1 -1 -1 -1
7 -1 +1 +1 -1 -1 -1
8 +1 +1 +1 -1 -1 +1
9 -1 -1 -1 +1 -1 +1
10 +1 -1 -1 +1 -1 -1
11 -1 +1 -1 +1 -1 -1
12 +1 +1 -1 +1 -1 +1
13 -1 -1 +1 +1 -1 -1
14 +1 -1 +1 +1 -1 +1
15 -1 +1 +1 +1 -1 +1
16 +1 +1 +1 +1 -1 -1
17 -1 -1 -1 -1 +1 +1
18 +1 -1 -1 -1 +1 -1
19 -1 +1 -1 -1 +1 -1
20 +1 +1 -1 -1 +1 +1
21 -1 -1 +1 -1 +1 -1
22 +1 -1 +1 -1 +1 +1
23 -1 +1 +1 -1 +1 +1
24 +1 +1 +1 -1 +1 -1
25 -1 -1 -1 +1 +1 -1
26 +1 -1 -1 +1 +1 +1
27 -1 +1 -1 +1 +1 +1
28 +1 +1 -1 +1 +1 -1
29 -1 -1 +1 +1 +1 +1
30 +1 -1 +1 +1 +1 -1
31 -1 +1 +1 +1 +1 -1
32 +1 +1 +1 +1 +1 +1
33 0 0 0 0 0 0
34 0 0 0 0 0 0
35 0 0 0 0 0 0
36 0 0 0 0 0 0
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Tabela 3 — Delineamento fatorial fracionado 2°' valores reais em porcentagem de

polpa.

Ensaios Camu-camu  Acerola Manga Caju Caja  Acai

1 0 0 0 0 0 0
2 30 0 0 0 0 10
3 0 30 0 0 0 10
4 30 30 0 0 0 0
5 0 0 10 0 0 10
6 30 0 10 0 0 0
7 0 30 10 0 0 0
8 30 30 10 0 0 10
9 0 0 0 10 0 10
10 30 0 0 10 0 0
11 0 30 0 10 0 0
12 30 30 0 10 0 10
13 0 0 10 10 0 0
14 30 0 10 10 0 10
15 0 30 10 10 0 10
16 30 30 10 10 0 0
17 0 0 0 0 10 10
18 30 0 0 0 10 0
19 0 30 0 0 10 0
20 30 30 0 0 10 10
21 0 0 10 0 10 0
22 30 0 10 0 10 10
23 0 30 10 0 10 10
24 30 30 10 0 10 0
25 0 0 0 10 10 0
26 30 0 0 10 10 10
27 0 30 0 10 10 10
28 30 30 0 10 10 0
29 0 0 10 10 10 10
30 30 0 10 10 10 0
31 0 30 10 10 10 0
32 30 30 10 10 10 10
33 15 15 5 5 5 5
34 15 15 5 5 5 5
35 15 15 5 5 5 5
36 15 15 5 5 5 5
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2.2.3.2 Delineamento composto central rotacional (DCCR)

A partir dos resultados obtidos no delineamento fatorial fracionado, foi
possivel calcular os efeitos, selecionar as variaveis, e definir novas faixas para o DCCR,
desta forma, as variaveis que apresentaram efeito positivo para as respostas desejadas

foram camu-camu, acerola, caja, caju e acai, conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 — Valores a serem utilizados no planejamento fatorial completo (DDCR) 2°.

Nivel -2,38 -1 0 +1 +2,38
Camu-camu 0 5,8 10 14,2 20
Acerola 0 5,8 10 14,2 20
Caja 0 5,8 10 14,2 20
Caju 0 5,8 10 14,2 20
Acai 0 5,8 10 14,2 20

A Tabela 5 apresenta o planejamento completo 2°, incluindo os 10 pontos
axiais e os 7 pontos centrais, totalizando 49 ensaios, com os valores codificados para

cada variavel (polpa de fruta).



62

Tabela 5 — Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) - 2° com os valores

codificados.

Ensaios Camu-camu Acerola Acai Caju Caja
1 -1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1 -1
6 +1 -1 +1 -1 -1
7 -1 +1 +1 -1 -1
8 +1 +1 +1 -1 -1
9 -1 -1 -1 +1 -1
10 +1 -1 -1 +1 -1
11 -1 +1 -1 +1 -1
12 +1 +1 -1 +1 -1
13 -1 -1 +1 +1 -1
14 +1 -1 +1 +1 -1
15 -1 +1 +1 +1 -1
16 +1 +1 +1 +1 -1
17 -1 -1 -1 -1 +1
18 +1 -1 -1 -1 +1
19 -1 +1 -1 -1 +1
20 +1 +1 -1 -1 +1
21 -1 -1 +1 -1 +1
22 +1 -1 +1 -1 +1
23 -1 +1 +1 -1 +1
24 +1 +1 +1 -1 +1
25 -1 -1 -1 +1 +1
26 +1 -1 -1 +1 +1
27 -1 +1 -1 +1 +1
28 +1 +1 -1 +1 +1
29 -1 -1 +1 +1 +1
30 +1 -1 +1 +1 +1
31 -1 +1 +1 +1 +1
32 +1 +1 +1 +1 +1
33 -2,38 0 0 0 0
34 +2,38 0 0 0 0
35 0 -2,38 0 0 0
36 0 +2,38 0 0 0
37 0 0 -2,38 0 0
38 0 0 +2,38 0 0
39 0 0 0 -2,38 0
40 0 0 0 +2,38 0
41 0 0 0 0 -2,38
42 0 0 0 0 +2,38
43 0 0 0 0 0
44 0 0 0 0 0
45 0 0 0 0 0
46 0 0 0 0 0
47 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0
49 0 0 0 0 0
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A Tabela 6 apresenta os valores reais em porcentagem de polpa para o

Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) - 2°. Os resultados obtidos foram

avaliados pelo programa Statistica 7.0, considerando P<0,05.

Tabela 6 — Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) - 2°, valores reais em

porcentagem de polpa.

Ensaios Camu-camu Acerola Acai Caju  Caja
1 5,8 5,8 5,8 5.8 5,8
2 14,2 5,8 5,8 5.8 5,8
3 5,8 14,2 5,8 5,8 5,8
4 14,2 14,2 5,8 5,8 5,8
5 5,8 5,8 14,2 5,8 5,8
6 14,2 5,8 14,2 5,8 5,8
7 5,8 14,2 14,2 5,8 5,8
8 14,2 14,2 14,2 5,8 5,8
9 5,8 5,8 5,8 14,2 5,8
10 14,2 5,8 5,8 14,2 5,8
11 5,8 14,2 5,8 14,2 5,8
12 14,2 14,2 5,8 14,2 5,8
13 5,8 5,8 14,2 14,2 5,8
14 14,2 5,8 14,2 14,2 5,8
15 5,8 14,2 14,2 14,2 5,8
16 14,2 14,2 14,2 14,2 5,8
17 5,8 5,8 5,8 5,8 14,2
18 14,2 5,8 5,8 5,8 14,2
19 5,8 14,2 5,8 5,8 14,2
20 14,2 14,2 5,8 5,8 14,2
21 5,8 5,8 14,2 5,8 14,2
22 14,2 5,8 14,2 5,8 14,2
23 5,8 14,2 14,2 5,8 14,2
24 14,2 14,2 14,2 5,8 14,2
25 5,8 5,8 5,8 5,8 14,2
26 14,2 5,8 5,8 5,8 14,2
27 5,8 14,2 5,8 5,8 14,2
28 14,2 14,2 5,8 5,8 14,2
29 5,8 5,8 14,2 5,8 14,2
30 14,2 5,8 14,2 5,8 14,2
31 5,8 14,2 14,2 5,8 14,2
32 14,2 14,2 14,2 5,8 14,2
33 0 10 10 10 10
34 20 10 10 10 10
35 10 0 10 10 10
36 10 20 10 10 10
37 10 10 0 10 10
38 10 10 20 10 10
39 10 10 10 0 10
40 10 10 10 20 10
41 10 10 10 10 0
42 10 10 10 10 20
43 10 10 10 10 10
44 10 10 10 10 10
45 10 10 10 10 10
46 10 10 10 10 10
47 10 10 10 10 10
48 10 10 10 10 10
49 10 10 10 10 10
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2.2.4 Acido ascérbico

Foi quantificado utilizando método de titulometria com solucdo de DFI (2,6
diclorofenolindofenol a 0,02%) até colorag¢do rdsea clara permanente, utilizando-se 1g
de suco diluido em 50 mL de acido oxalico 0,5% de acordo com Strohecker e Henning

(1967).

2.2.5 Preparacdo dos extratos

Os extratos foram preparados seguindo metodologia proposta por Larrauri,
Rupérez e Saura-Calixto (1997), com algumas modificacdes. As amostras de suco
foram pesadas (g) em tubos de centrifuga e submetidas a extragdo sequencial,
inicialmente com 4 mL de solu¢ao de metanol/agua (50:50, v/v) a temperatura ambiente
durante 1h. Os tubos foram centrifugados a 15.000 rpm durante 15 minutos e o
sobrenadante foi filtrado em papel de filtro e recuperado. Em seguida, foram
adicionados ao residuo da primeira extracdo, 4 mL da solugdo de acetona/agua (70:30,
v/v), a temperatura ambiente, extraiu-se durante 60 minutos e posteriormente foi
realizada a centrifugacdo e a recuperagdo do extrato nas mesmas condi¢des citadas
anteriormente. Os extratos de metanol e acetona foram combinados e em seguida,
completou-se o volume final do baldo (10 mL) com &gua destilada. Estes extratos foram
mantidos em temperatura de -18°C, durante um periodo maximo de 30 dias, sendo

utilizados nas determinagoes de TP ¢ TAC.

2.2.6 Polifendois totais (TP)

Os polifendis totais foram determinados utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteu, utilizando curva padrdo de 4acido galico como referéncia, conforme
metodologia descrita por Larrauri, Rupérez e Saura-Calixto (1997). Os resultados foram
expressos em miligramas de equivalente ao 4cido galico por 100 gramas de suco (mg

GAE. 100g™).
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2.2.7 Capacidade antioxidante total (TAC)

A atividade antioxidante total foi determinada por meio de ensaio com o
radical ABTS, método desenvolvido por Miller et al. (1993), com modificagdes
propostas por Rufino et al. (2006). O ensaio com o radical livre ABTS, foi obtido pela
reacdo do ABTS (7 mM) com persulfato de potassio (2,45 uM). O sistema foi mantido
em repouso € em temperatura ambiente (+25°C), durante 16 horas em auséncia de luz.
Uma vez formado o radical ABTS™, diluiu-se com etanol até obter um valor de
absorbancia entre 700 a 705 nm. A leitura espectrofotométrica foi realizada exatamente
apos 6 minutos, a partir da mistura do radical com o extrato em um comprimento de
onda de 734 nm. Utilizou-se uma aliquota de 30 pL de amostra e 3 mL de radical
ABTS™. A curva gerada a partir dos valores das absorbancias e das concentracdes das
amostras foi calculada. Os valores da TAC foram obtidos substituindo-se o valor de “y”
na equacao da reta pela absorbancia equivalente a 1000 uM Trolox, sendo os resultados

expressos em pM Trolox/g.

2.2.8 Analise sensorial

Foram efetuados testes de aceitagcdo sensorial com consumidores potenciais dos
sucos tropicais mistos. Os testes de aceitagdo sensorial foram realizados utilizando-se
escala hedonica estruturada de 9 pontos, variando de desgostei muitissimo (1) a gostei
muitissimo (9) (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1987). As amostras refrigeradas
foram servidas em copos plasticos codificados com numeros de trés digitos e avaliadas
sob luz branca em cabines individuais. A apresentagdo das amostras seguiu ordem
balanceada (MACFIE; THOMSON, 1989). Este estudo foi aprovado pelo Comité de
¢tica da Universidade Estadual do Ceara (CEP-UECE) sob o numero de protocolo
11044529-5.
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2.3 Resultados e discussao

A Tabela 7 apresenta a composicdo das polpas de frutas utilizadas nos
experimentos com relacao aos valores de acido ascorbico, TP e TAC. As polpas com
maiores concentragdes de compostos bioativos em ordem decrescente de valores foram
acerola> camu-camu> acai> caju> cajad. A influéncia desses frutos, em termos de
compostos bioativos, pode ser visualizada em ambos os planejamentos estatisticos, onde
acerola e camu-camu representam as variaveis com os maiores efeitos para a
concentracdo de acido ascorbico, TP ¢ TAC. Ao analisar os resultados obtidos, foi
possivel determinar os efeitos aditivos e as interagdes sinergisticas e antagdnicas entre
as variaveis estudadas e definir um modelo vélido usando as varidveis estatisticamente

significativas.

Tabela 7 — Acido ascorbico, polifendis totais (TP) e capacidade antioxidante total

(TAC) das diferentes polpas de frutas tropicais utilizadas.

Ac. ascorbico TP TAC
Polpa de fruta mg 100 g'1 mg GAE. 100 g'1 pM Trolox g'1

Acerola 1347,23 + 158,09 664,27 £ 108,95 36,88 + 1,54
Camu-camu 854,01 + 86,66 411,72 £ 54,08 33,75 £5,49
Acai* 102,78 +£4,81 145,87 £ 18,16 14,67 £ 0,75
Acai** 92,32 £ 6,91 279,30 £ 24,38 26,02 + 4,68
Caju 140,15 + 24,80 90,97 + 7,23 10,87 £ 0,13
Caja 24,83 £ 5,16 77,97 £ 10,02 7,29 + 0,50

* utilizada no delinemaneto fatorial fracionado.

**utilizada no DCCR.

2.3.1. Acido ascérbico

Para o 4cido ascorbico, ambos os planejamentos estatisticos (fatorial
fracionado ¢ DCCR) indicaram um efeito significativo para as variaveis camu-camu,
acerola e caju. A estimativa dos efeitos obtidos no primeiro delineamento estatistico ¢
apresentada na Tabela 8. Analisando os resultados de P<0,10, o caju teve um efeito
positivo significativo (24,68) no teor de acido ascorbico, embora o efeito positivo
significativo do camu-camu e acerola foram muito maiores (141,75 e 141,72,
respectivamente). Assim, no planejamento sequencial (DCCR) a P< 0,05 (Tabela 9), a

concentracio de 4cido ascorbico variou de 76,84 a 201,91 mg 100 g
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Os efeitos significativos destas variaveis estdo de acordo com a literatura, que
relata o cam-camu, a acerola e o caju entre as mais ricas fontes de vitamina C
(CHIRINOS et al., 2010; RUFINO et al., 2010; SAMPAIO et al., 2009;
VENDRAMINI; TRUGO, 2004). Portanto, a incorporacao de camu-camu, acerola e
caju, nos niveis testados neste trabalho, foi fundamental para a obten¢ao de uma bebida
com altos niveis dessa vitamina, como sugerido por alguns autores (SOUSA et al.,

2010; PEREIRA et al., 2009).

Tabela 8 - Estimativa de efeitos para o teor de acido ascoérbico, TP, TAC e aceitagao

sensorial, das diferentes polpas utilizadas para a formulacdo dos sucos tropicais mistos.

. Erro

Efeito Padrio t(31)** P-valor
Acido ascérbico
Média 178,24 4,60 38,78 0,0000
Camu-camu 141,75%* 10,02 14,15 0,0000
Acerola 141,72* 10,02 14,15 0,0000
Manga -8,34 10,02 -0,83 0,4110
Caju 24,68%* 10,02 2,46 0,0190
Caja -10,74 10,02 -1,07 0,2910
Agai 1,69 10,02 0,17 0,8660
TP
Média 87,37 2,59 33,78 0,0000
Camu-camu 66,32* 5,64 11,77 0,0000
Acerola 67,40* 5,64 11,96 0,0000
Manga -15,08%* 5,64 -2,68 0,0118
Caju -3,85 5,64 -0,68 0,5001
Caja -0,49 5,64 -0,09 0,9318
Acai -0,26 5,64 -0,05 0,9637
TAC
Média 7,82 0,37 21,29 0,0000
Camu-camu 6,38* 0,80 7,96 0,0000
Acerola 6,86* 0,80 8,57 0,0000
Manga -0,98 0,80 -1,23 0,2290
Caju 0,60 0,80 0,75 0,4583
Caja 0,17 0,80 0,21 0,8332
Agai -0,36 0,80 -0,45 0,6527
Aceitacio sensorial
Média 6,00 0,11 55,83 0,0000
Camu-camu -1,62%* 0,23 -6,93 0,0000
Acerola -0,16 0,23 -0,69 0,4977
Manga 0,07 0,23 0,31 0,7609
Caju 0,26 0,23 1,09 0,2833
Caja 0,71% 0,23 3,04 0,0048
Agai -0,03 0,23 -0,11 0,9093

* Efeito significativo considerando P<0,10.
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Tabela 9 — Desing experimental e resultados do DCCR utilizados na metodologia de
superficie de resposta.

Variaveis independentes Variaveis dependentes
Camu- : : . Acido TAC o
Ensaio camu Acerola  Acai Caju Caja ascorbico e 1 M Aceltagao
x| X9 X3 X4 X5 mg 100g" mg 100 g Trolox g sensorial
1 -1 -1 -1 -1 -1 98,22 58,40 2,73 5,7
2 +1 -1 -1 -1 -1 121,08 77,95 4,81 5,4
3 -1 +1 -1 -1 -1 144,91 81,20 6,38 6,0
4 +1 +1 -1 -1 -1 171,19 91,15 7,41 5,3
5 -1 -1 +1 -1 -1 93,09 69,65 3,48 5,2
6 +1 -1 +1 -1 -1 129,46 94,10 6,41 5,9
7 -1 +1 +1 -1 -1 133,69 113,00 6,45 6,3
8 +1 +1 +1 -1 -1 165,98 129,6 6,76 6,0
9 -1 -1 -1 +1 -1 100,82 67,20 3,38 6,9
10 +1 -1 -1 +1 -1 132,50 85,35 6,61 6,2
11 -1 +1 -1 +1 -1 133,33 92,75 7,43 6,2
12 +1 +1 -1 +1 -1 166,64 113,20 6,14 6,2
13 -1 -1 +1 +1 -1 81,89 65,65 3,64 6,1
14 +1 -1 +1 +1 -1 119,29 92,40 8,06 6,1
15 -1 +1 +1 +1 -1 143,52 102,85 7,71 6,4
16 +1 +1 +1 +1 -1 156,53 106,00 6,21 6,3
17 -1 -1 -1 -1 +1 88,73 70,60 3,26 7,1
18 +1 -1 -1 -1 +1 123,67 84,00 6,62 6,6
19 -1 +1 -1 -1 +1 133,17 94,45 7,31 6,8
20 +1 +1 -1 -1 +1 153,01 108,55 6,19 6,7
21 -1 -1 +1 -1 +1 83,64 73,95 3,40 6,6
22 +1 -1 +1 -1 +1 96,93 83,70 6,37 6,2
23 -1 +1 +1 -1 +1 140,94 103,35 6,83 6,7
24 +1 +1 +1 -1 +1 149,80 126,95 7,53 6,3
25 -1 -1 -1 +1 +1 105,11 72,05 3,13 6,4
26 +1 -1 -1 +1 +1 136,22 83,65 7,51 6,5
27 -1 +1 -1 +1 +1 161,05 99,60 6,52 6,9
28 +1 +1 -1 +1 +1 201,91 101,85 6,79 6,0
29 -1 -1 +1 +1 +1 99,52 93,15 8,21 6,2
30 +1 -1 +1 +1 +1 136,25 95,10 7,79 6,4
31 -1 +1 +1 +1 +1 169,03 102,75 7,44 7,1
32 +1 +1 +1 +1 +1 191,56 124,55 7,60 6,2
33 -2,38 0 0 0 0 145,09 86,20 5,07 7,0
34 +2,38 0 0 0 0 179,38 98,40 7,91 6,2
35 0 -2,38 0 0 0 76,84 57,10 3,59 6,4
36 0 +2,38 0 0 0 155,46 103,01 10,27 6,1
37 0 0 -2,38 0 0 138,63 69,80 6,69 6,8
38 0 0 +2,38 0 0 126,11 108,50 6,86 5,9
39 0 0 0 -2,38 0 125,03 85,75 7,64 6,9
40 0 0 0 +2,38 0 124,96 95,95 7,23 6,5
41 0 0 0 0 -2,38 98,91 77,75 6,73 6,6
42 0 0 0 0 +2,38 116,76 85,05 6,38 6,7
43 0 0 0 0 0 129,98 88,05 7,25 5,9
44 0 0 0 0 0 122,71 89,00 7,39 6,1
45 0 0 0 0 0 121,86 91,3 7,14 6,3
46 0 0 0 0 0 124,56 90,00 7,34 6,4

Variaveis independentes: concentragdo de polpa de frutas utilizadas no DCCR nos niveis: 0% (-2.38)

5.8% (-1) 10% (0) 14.2% (+1) e 20% (+2.38).
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2.3.2. Polifendis totais (TP) e capacidade antioxidante total (TAC)

Os resultados obtidos para TP e TAC foram semelhantes para as varidveis
acerola e camu-camu, com um efeito positivo significativo em ambos os planejamentos
estatisticos. O camu-camu e a acerola apresentaram um efeito positivo para TP (66,33 e
67,40, respectivamente), € a manga apresentou um efeito negativo (-15,08) no
planejamento estatistico fatorial fracionado.

Dentre as variaveis testadas em relagdo ao TAC, o camu-camu e a acerola
demonstraram efeitos positivos similares (6,38 e 6,86, respectivamente). Com base
nestes resultados, a manga foi excluida para o DCCR, com a finalidade de reduzir o
nimero de varidveis. Nao foi observado nenhum efeito para o acai, em todos os niveis
das variaveis dependentes estudadas no delineamento fatorial fracionado, contrariando
estudos que demonstram que o acai possui elevada capacidade antioxidante in vitro,
devido principalmente ao elevado teor de polifendis (SOUZA et al., 2009;
HASSIMOTTO, GENOVESE; LAJOLO, 2005). Uma hipdtese para esta discrepancia ¢
baseada na qualidade da polpa de fruta utilizada no primeiro experimento. Segundo
Souza et al. (2009), no processo de extragao de polpa de agai, a adicdo de agua, pode
contribuir para as diferencas entre os niveis de polifendis. Com base neste fato, antes de
iniciar o DCCR, foram analisadas algumas marcas de polpas de agai disponiveis no
comeércio local de Fortaleza — CE, com a finalidade de se obter uma polpa de melhor
qualidade para ser utilizada sequencialmente no segundo experimento. Os resultados

das analises das polpas de acai estdo disponiveis na Tabela 10.

Tabela 10 - Compostos bioativos e capacidade antioxidante total de seis marcas de

polpa de acai.
Acido TP TAC
Polpa Marca ascorbico (mg (UM Trolox/g)
(mg/100g) GAE/100g) n g
Acgai natural A 102,78 4,81 145,87 + 18,16 14,67 £ 0,75
Acai médio B 92,32+ 6,91 279,30 + 24,38 26,02 + 4,68
Acai médio C 98,57 £ 11,14 236,47 + 26,87 23,45+ 4,35
Agai especial C 104,33+ 12,43 200,13 + 4,35 15,87 £2,99
Acgai popular C 93,84+ 7,14 166,83 + 20,39 10,96 + 0,91
Acai médio D 110,98 + 8,94 126,13 £ 7,39 13,65 +2,19
Acai médio E 104,70 + 16,89 215,17 £ 30,10 16,91 +2,77
Agai especial E 103,38 £ 13,60 214,03 +£25,16 23,01 £ 3,02
Acai médio F 97,00 £ 13,78 97,10 £ 4,76 11,68 £ 3,75
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No primeiro planejamento estatistico, foi utilizado ag¢ai da marca A, que
apresentou valores de TAC de 14,67 = 0,75 uM Trolox/g polpa e TP de 145,87 + 18,16
mg GAE. IOOg'l. A partir dos resultados obtidos, foi utilizada a polpa de fruta da marca
B, que apresentou 26,02 + 4,68 uM Trolox/g polpa e 279,30 + 24,38 mg GAE. 100g™,
para TAC e TP, respectivamente. A marca B apresentou as maiores médias para
capacidade antioxidante total e polifendis totais sendo escolhida para ser utilizada no
DCCR, correspondendo a aproximadamente o dobro dos resultados obtidos para a polpa
de acai utilizada na primeira etapa da formulagao dos sucos tropicais mistos (Tabela 7).

Os resultados obtidos no segundo planejamento (DCCR), apresentaram valores
minimos ¢ maximos de 57,1 e 126,95 mg GAE. 100 g'l, e 2,73 ¢ 10,27 uM Trolox g'1
para as respostas TP e TAC, respectivamente (Tabela 9). As variaveis camu-camu,
acerola e acai apresentam um efeito aditivo para TP, ndo foram observados efeitos
sinergisticos € nem antagonicos para esta variavel. Para TAC, as variaveis acerola e
camu-camu apresentaram um efeito antagdnico. Considerando-se P<0,05, camu-camu e
acerola foram estatisticamente significativas para ambas as respostas, o agai apresentou
efeito aditivo sobre TP, embora para TAC, o seu efeito s6 foi observado em P<0,10. A
utilizacao de polpa de acai contendo niveis mais elevados de TP e, consequentemente,
de TAC, foi decisiva para o planejamento estatistico sequencial, resultando, como
esperado, um efeito positivo significativo no DCCR.

Alguns estudos sugerem uma correlacdo positiva e significativa entre TAC,
acido ascorbico e TP, sendo que TP ¢ considerado o fator mais importante para
aumentar a capacidade antioxidante total (RUFINO et al., 2010; PEREIRA et al., 2009).
De acordo com a literatura, o camu-camu, a acerola e o acai sdo importantes fontes de
compostos fenodlicos.

Chirinos et al. (2010) encontraram altos niveis de compostos fendlicos em
polpa de camu-camu, com uma média de 1286 mg GAE. 100 g' de matéria fresca.
Akter et al. (2011) analisaram a composi¢ao nutricional e possiveis efeitos de promogao
de saude associados a fitoquimicos do camu-camu e concluiram que este fruto pode ser
utilizado como um alimento funcional, ou para fins nutracéuticos. Rufino et al. (2010)
avaliaram compostos bioativos e capacidade antioxidante de 18 frutas tropicais nao
tradicionais do Brasil, e obtiveram valores para TP em matéria fresca, de 1176 mg
GAE. 100 g'1 para o camu-camu, ¢ 1063 mg GAE. IOOg'1 para a acerola. Os autores
sugeriram para a concentracao de TP trés categorias de frutos: baixa (<100 mg GAE.

100 g), média (100 a 500 mg de GAE. 100 g") e elevada (>500 mg GAE 100 g),
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considerando esta classificacdo, o camu-camu e acerola podem ser considerados como
frutos com elevadas concentragdes de compostos fendlicos. Embora o agai seja
considerado como o um fruto de concentragdo média, o valor obtido para este fruto (454
mg GAE 100 g") pode ser considerado proximo do limite de frutos considerados com
um elevado teor de polifendis.

Abreu et al. (2011) avaliaram manga, maracuja e caju como componentes de
bebidas ricas em compostos bioativos. Os resultados obtidos apresentaram uma faixa de
51,70 a 62,59 mg GAE. 100 g, valores significativamente menores do que os
encontrados em nosso trabalho. No entanto, Pereira et al. (2009) utilizando polpas de
acerola e abacaxi, e agua de coco, em concentracdes de 20%, 15% e 65%,
respectivamente, para elaboracdo de bebidas mistas, obtiveram valores para TP de
150,79 + 6,92 mg GAE. 100 g '. Os autores sugerem que a acerola demonstrou um
papel importante para os valores de TP das bebidas mistas. Resultados que estdo de
acordo com os observados nos planejamentos estatisticos do presente estudo, onde
acerola e camu-camu representaram as varidveis com maior contribui¢do para as
resposta de TP e, consequentemente, TAC.

Como mencionado anteriormente, o efeito da acerola e do camu-camu foram
positivos (P<0,05) para ambas as respostas (TP e TAC), embora tenha sido observado
um efeito antagénico na interacdo entre o camu-camu e acerola para TAC. Varias
hipoteses t€m sido desenvolvidas para explicar os efeitos sinergisticos e antagdnicos de
combinagdes de compostos antioxidantes (FREEMAN; EGGETT; PARKER, 2010). No
entanto, Wang ef al. (2011) sugerem que a maioria das investigagdes sdo ainda
limitadas aos testes in vitro com misturas de compostos antioxidantes puros, podendo
ser encontrados diferentes compostos em alimentos especificos, e/ou compostos
similares em alimentos dentro de uma mesma categoria como as frutas e hortalicas.

Com o presente estudo ndo foi possivel elucidar como os fitoquimicos
analisados interagiram uns com os outros € como essas interagdes resultaram nos efeitos
encontrados, sendo necessarios estudos complementares para a investigacdo das
possiveis causas do antagonismo observado entre o camu-camu ¢ a acerola. No entanto,
pode-se sugerir algumas possibilidades para explicar este resultado: uma interagdo
antagOnica entre certas misturas de polifendis; acdo pro-oxidante do acido ascorbico em
concentragdes mais elevadas (YEN; DUH; TSAI, 2002), ou a a¢do conjunta desses
fatores. Putchala et al. (2013) analisaram a atividade pro-oxidante do acido ascorbico.

Os autores citaram que esta vitamina apresenta um carater duplo, em que exibe uma
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atividade pro-oxidante decorrente de sua propriedade antioxidante de rotina. Estes
autores mencionam que parte da reducdo das fontes oxidantes, como o ascorbato
também gera radicais livres altamente reativos na presenga de ions metalicos de

transicao.

2.3.3. Analise sensorial

Nos dados de avaliagdo sensorial do planejamento fatorial fracionado,
considerando-se o efeito de cada polpa de fruta na aceitagcdo (P<0,10), apenas o caja
apresentou um efeito positivo significativo (0,71) e o camu-camu um efeito negativo (-
1,62). No entanto, o camu-camu por ser uma importante varidvel no aumento da
capacidade antioxidante total, compostos fendlicos e teor de acido ascorbico dos sucos
tropicais, foi considerado para 0o DCCR em concentragdes mais baixas. Para o DCCR,
as notas obtidas variaram de 5,2 a 7,1. Aparentemente, os resultados sdo positivamente
influenciados pelo aumento da concentracdo de polpa de caja, enquanto o uso de
quantidades maiores de camu-camu diminui a aceitagdo. Resultados que estdo de acordo
com os obtidos por Souza-Filho et al. (2002), que obtiveram baixa aceita¢dao para néctar
elaborado com elevadas concentragdes de polpa de camu-camu, e em contraste o caja,
apresentou alta aceitacdo sensorial.

Vidigal ef al. (2011) avaliaram a aceitacdo sensorial de quatro sucos de frutas
tropicais exoticas (agai, camu-camu, caja ¢ umbu). Através do mapa de preferéncia
interno, observaram o fato de que os sucos de caja e umbu apresentaram maior
aceitagdo sensorial e o suco de camu-camu obteve a maior rejeicdo sensorial. Alguns
autores sugerem que o consumo de camu-camu ainda ¢ restrito devido a sua elevada
acidez, amargor e adstringéncia da polpa, necessitando, assim, o uso de tecnologias
adequadas para o seu processamento (MAEDA et al., 2006). No entanto, a contribui¢cdo
do camu-camu no aumento dos niveis de compostos bioativos ¢ relevante, e esta fruta

pode ser associada com outros frutos para aumentar a sua aceita¢ao sensorial.
2.3.4. ANOVA, superficie de resposta em modelos quadraticos
A andlise da varidncia para as quatro varidveis dependentes (Tabela 11)

indicou que os modelos de superficie de resposta desenvolvidos para o acido ascorbico

(R* = 0,94), TP (R* = 0,87) e TAC (R* = 0,79), foram adequados. Entretanto, para a
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aceitacdo sensorial obteve-se R* = 0,63 ndo se adequando ao modelo de superficie de
resposta. A falta de ajuste, que mede a adequagdo do modelo, ndo resultou em um valor
de F significativo para o acido ascorbico, TP e TAC, indicando que estes modelos sdo
precisos para prever essas respostas. Os coeficientes de determinacio (R?) destas
respostas sdo bastante elevados, indicando que uma percentagem elevada da
variabilidade foi explicada pelos dados e que os modelos de MSR foram adequados
(Tabela 11). No entanto, para a resposta de aceitacdo sensorial, o valor de F' calculado
foi de 11,36, e o F tabelado foi de 8,59. Apesar de F' calculado ser superior ao F'
tabelado, o modelo nao se adequa muito bem a essa resposta, considerando o baixo

valor de R?.

Tabela 11- ANOVA para o modelo quadratico de superficie de resposta.

Fonte de variacao SQ GL MQ Fa, Ftab
Acido ascérbico

Regressao 333391,27 5 6678,25 63,83 4,46
Residuos 4394,53 42 104,63

Falta de ajuste 4354,62 37 117,69 8,85

Erro puro 39,90 3 13,3

Total 37785,80 45

TEP

Regressao 10135,14 3 3378,38 54,19 8,59
Residuos 2618,46 42 62,34

Falta de ajuste 2612,66 39 69,99 36,13

Erro puro 5,81 3 1,94

Total 12753,86 45

AAT

Regressao 76,18 3 25,39 23,36 8,59
Residuos 45,65 42 1,09

Falta de ajuste 45,61 39 1,17 97,50

Erro puro 0,04 3 0,01

Total 121,83 45

Aceitacio sensorial

Regressao 3,74 3 1,25 11,36 8,59
Residuos 4,83 42 0,11

Falta de ajuste 4,69 39 0,12 2,40

Erro puro 0,15 3 0,05

Total 8,57 45

SQ - Soma dos quadrados. GL - Graus de liberdade. MQ - Média dos quadrados.
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A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada considerando apenas as

variaveis estatisticamente significativas (P< 0,05), e os modelos validos foram definidos
pelas equagdes (1), (2) e (3):
Acido ascérbico = 124,64 + 12,07 + 7,29 x1 (x1) 2 + 22,09 x2 + 4,79 x4 + 7,93 x4x5 (1)

TP = 90,97 + 6,16 x1 + 12,33 x2 + 6,63 x3 (2)

TAC = 6,38 + 0,65 xI + 0,95x2 - 0,76 xIx2 (3)

Sendo que x1, x2, x3, x4 e x5 correspondem as variaveis polpas de frutas camu-camu,
acerola, agai, caju e caja, respectivamente.

O efeito do acido ascorbico € descrito por uma equagdo de segunda ordem, e

uma superficie de resposta foi construida a partir das varidveis acerola e camu-camu

(Figura 1), considerando que estas varidveis sao as mais importantes para esta resposta.

2)

Acido ascorbico (mg/100

Figura 1 - Superficie de resposta do efeito das concentragcdes de polpas de acerola e

camu-camu no teor de acido ascorbico das formulagdes de suco tropical misto.

A concentracdo de TP ¢ afetada significativamente pelas varidveis acerolas,

camu-camu ¢ acai, sendo possivel verificar este efeito positivo nas interagdes entre

acerola e camu-camu e entre camu-camu e acai (Figuras 2 e 3, respectivamente).
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Figura 2 - Superficie de resposta do efeito das concentragcdes de polpas de acerola e

camu-camu no teor de polifenois totais (TP) das formulacdes de suco tropical misto.
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Figura 3 - Superficie de resposta do efeito das concentragdes de polpas de acai e camu-

camu no teor de polifendis totais (TP) das formulagdes de suco tropical misto.
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Considerando a capacidade antioxidante total, os resultados indicaram que a

acerola e o camu-camu apresentaram um efeito positivo individualmente, e um

antagonismo entre si, podendo ser observado na Figura 4.
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Figura 4 - Superficie de resposta do efeito das concentragcdes de polpas de acerola e

camu-camu na capacidade antioxidante total (TAC) das formulagdes de suco tropical
misto.

Estudos sobre padroes de dieta apresentam uma indicagdo dos nutrientes que
podem ser benéficos a saude. De acordo com Saura-Calixto e Goni (2009), seguindo o
padrdo da dieta Mediterranea, a capacidade antioxidante total (TAC) da dieta geral deve
ser de 3500-5300 uM Trolox diério por pessoa, juntamente com a relacao de ingestao de
acidos graxos, fitoesterdis e fibras dietéticas. A ingestdo destes compostos estd
fortemente ligada com o consumo de frutas, legumes e graos integrais. Entretanto,
Hervert-Hernandez et al. (2011) determinaram uma ingestdo média diaria de polifendis
superiores a 800 mg/dia, e de 1000-2000 uM Trolox por dia.

Devido a razdes praticas, baseadas nos resultados de TAC, TP e 4cido
ascorbico obtidos no presente estudo foi estabelecida como a formulagdo Otima, as

porcentagens de polpa de 20% de acerola, 10% de camu-camu, 10% de caja, 10% de
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caju e 10% de agai, apresentando 177,18 mg 100 g"' de 4cido ascorbico, 120,30 mg
GAE 100 g de TP ¢ 8,64 uM g' de TAC. Embora o valor de F ¢ R* para aceitagio
sensorial ndo serem adequados para o modelo estatistico, ¢ importante observar que
todas as bebidas testadas neste trabalho obtiveram pontuacdes de aceitacdo acima de
cinco, ou seja, nenhuma das formulagdes testadas foi rejeitada pelos consumidores
potenciais. Portanto a formulagdo otimizada ¢ capaz de fornecer em uma embalagem de
200 mL (aproximadamente um copo), cerca de 50% da ingestdo diaria de compostos
antioxidantes recomendadas por Saura-Calixto e Gofii (2009), apresentando-se como
uma rica fonte de acido ascorbico, compostos fendlicos e com uma boa aceitacao
sensorial. Requisitos que podem ser considerados adequados a uma formulagdo de suco

tropical misto com perfil funcional.

2.4 Conclusoes

Com base nos resultados do planejamento fatorial fracionado e do
delinecamento composto central rotacional, as concentragdes de camu-camu, acai,
acerola, caja e caju apresentaram efeitos significativos sobre os fenolicos totais (TP),
capacidade antioxidante total (TAC), acido ascorbico e aceitagdo sensorial dos sucos de
frutas avaliados.

O uso da metodologia de superficie de resposta foi eficaz para estimar o efeito
das polpas de frutas sobre as respostas acido ascorbico, TP e TAC, possibilitando a
identificacdo das interagdes (efeito aditivo, sinergistico ou antagOnico) entre esses
frutos.

As condicdes Otimas para as varidaveis independentes foram obtidas
graficamente, resultando em um suco tropical misto com elevadas concentragdes de
polifenois, acido ascorbico e capacidade antioxidante total, aliadas a uma boa aceitacao
sensorial.

A nova formulagdo de suco tropical misto tem potencial para desenvolvimento
de um produto com caracteristicas nutricionais e promotor de satde. Porém, ¢
necessaria a execucdo de estudos metabdlicos e de atividade bioldgica para

comprovagao dos resultados in vivo.
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CAPITULO 3: EFEITO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE SUCOS
TROPICAIS MISTOS NA ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES E NA
PEROXIDACAO LIPIDICA EM RATOS SAUDAVEIS

RESUMO

O estresse oxidativo ¢ reconhecido como um fator importante para o desenvolvimento
de patologias hepaticas. As espécies reativas de oxigénio geradas endogenamente ou
como consequéncia do metabolismo de xenobidticos sdo eliminadas por sistemas
celulares enzimaticos e ndo-enzimaticos. Além das defesas endogenas, o consumo de
antioxidantes através de uma dieta rica em frutas, com variedades de compostos
bioativos, tem um papel importante na prote¢do contra o desenvolvimento de doencas
originadas por danos oxidativos. Embora a literatura reporte a capacidade antioxidante
de frutas tropicais individualmente, a capacidade antioxidante resultante da interagdo
dos componentes bioativos em formulacdes a base de frutas nao tem sido bem
explorada. Por esta razdo, este estudo teve como objetivo a investigagdo do efeito do
consumo de dois sucos tropicais mistos (FA e FB) sobre a peroxidacdo lipidica e agdo
das enzimas antioxidantes em ratos saudaveis. Sete grupos compostos por oito animais,
foram alimentados com dieta normal, durante 4 semanas, e receberam diariamente por
gavagem as formulagdes de suco tropical ou 4gua (controle), nas dosagens de 100, 200,
ou 400 mg de FA ou FB por quilograma de peso corporeo. Os resultados demonstraram
que a acdo das enzimas superoxido dismutase e catalase no figado (FA200), glutationa
peroxidase nos eritrocitos (FB400), e as substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(FB100, FA400, FB200, FB400) foram efetivamente reduzidas com o consumo dos
sucos de frutas, quando comparadas com o grupo controle, enquanto que a concentracao

de HDL-c aumentou (FB400).

Palavras-chave: frutas tropicais, potencial antioxidante, estresse oxidativo, capacidade

antioxidante total, glutationa peroxidase, catalase, superoxido dismutase, ensaio in vivo.
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ABSTRACT

Oxidative stress is recognized as an important factor in the development of liver
pathologies. The reactive oxygen species endogenously generated or as a consequence
of xenobiotic metabolism are eliminated by enzymatic and non enzymatic cellular
systems. Besides endogen defenses, the antioxidant consumption in the diet of fruit rich
in a variety of bioactive compound has an important role in the protection against the
development of diseases that generate oxidative damage. Although the effects of
tropical fruits have been examined individually, the interactive antioxidant capacity of
the bioactive compounds in the formulations has not been well explored. For this
reason, this study investigated the effect of two tropical fruit juices (FA and FB) on
lipid peroxidation and antioxidant enzymes in rats. Seven groups with eight rats each
were fed a normal diet for 4 weeks, and received daily by gavage either water (control),
100, 200, or 400 mg of FA or FB per kg.day. The results showed that the liver
superoxide dismutase and catalase activities (FA200), erythrocytes glutathione
peroxidase (FB400), and thiobarbituric acid-reactive substances (FB100, FA400,
FB200, FB400) were efficiently reduced by fruit juices when compared with control;
whereas HDL-c increased (FB400).

Key words: tropical fruits; antioxidant potential, oxidative stress, total antioxidant

capacity, catalase, glutathione peroxidase, superoxide dismutase, in vivo assay.
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3.1 Introducio

Frutas tropicais, como por exemplo, camu-camu (Myrciaria dubia), acerola
(Malpighia punicifolia), caju (Anacardium occidentale), caja (Spondias mombin L.) e
acai (Euterpe oleracea), sao excelentes fontes de vitaminas hidrossoluveis, provitamina
A, fitoesterdis e fitoquimicos (ROSSO, 2013; MULLER et al, 2010). O grande
interesse nos potenciais beneficios a saude dessas frutas tropicais, se deve a sua
capacidade antioxidante e riqueza de compostos bioativos, o que tem incentivado alguns
pesquisadores na area de alimentos a investigar os efeitos in vitro e in vivo dessas frutas
individualmente (ROSSO, 2013). No entanto, quando os frutos s3o consumidos em
conjunto, a capacidade antioxidante total destas misturas pode ser modificada através de
efeitos aditivo, sinergistico ou antagonico das interagdes entre os constituintes, que
podem alterar os seus efeitos fisiologicos (WANG et al., 2011; FREEMAN; EGGETT;
PARKER, 2010).

Fitoquimicos, especialmente os compostos fendlicos, apresentam elevada
capacidade antioxidante in vitro e in vivo. Seus efeitos benéficos sdo amplamente
relatados na literatura em modelos experimentais envolvendo estresse oxidativo causado
por diabetes, hipertensdo e dietas hipercolesterolémica e aterogénica (AMANULLAH et
al., 2012; DECORDE et al., 2008; AFSHARI et al., 2007; AUGER et al., 2005). Esses
compostos bioativos sdo capazes de sequestrar espécies reativas de oxigénio (ERO), e
consequentemente, reduzir os danos oxidativos celulares (SPORMANN et al., 2008).
Os lipidios, especialmente os acidos graxos poli-insaturados, sdo sensiveis a oxidagao,
conduzindo a formag¢do de malonaldeido (MDA). O acumulo de MDA nos tecidos ou
em fluidos bioldgicos ¢ um indicativo do grau de producao de radicais livres, estresse
oxidativo e danos aos tecidos (GUTTERIDGE, 1995). Portanto, os antioxidantes podem
reduzir os efeitos nocivos do estresse oxidativo in vivo, aumentando a expressao dos
genes que codificam as enzimas antioxidantes envolvidas na redu¢do da producdo de
ERO, como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e aglutationa peroxidase
(GSH-Px), (SILVA et al., 2012; FINLEY et al., 2011).

Embora a capacidade antioxidante in vitro individual de frutas tropicais tenha
sido relatada na literatura (ALOTHMAN; BHAT; KARIM, 2009), especialmente para
frutos como o acai e a acerola (RUFINO et al., 2010; LICHTENTHALER et al., 2005),
os estudos in vivo da capacidade antioxidante de frutas tropicais consumidas em

conjunto, a fim de investigar possiveis interagdes entre os compostos bioativos, ainda
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tem caréncia de dados. Portanto, ¢ de grande importancia a avaliagdo da capacidade
antioxidante in vitro e in vivo de sucos de frutas tropicais, a fim de esclarecer e
estabelecer os seus efeitos e a biodisponibilidade de seus fitoquimicos. Neste sentido, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade antioxidante in vitro € in vivo
de duas formula¢des compostas por misturas de frutas com alto conteudo de compostos
bioativos e os seus possiveis efeitos sobre a atividade de enzimas antioxidantes e

peroxidagao lipidica, em ratos saudaveis.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Sucos tropicais mistos

A partir da andlise das superficies de respostas obtidas pelo Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR), descritas anteriormente (Capitulo II), foram
selecionadas duas formulagdes de sucos tropicais mistos para os ensaios in vivo. A
primeira formulagdo denominada de Formulagdo A (FA), correspondente a formulagao
otimizada que obteve os melhores resultados para a capacidade antioxidante total (TAC)
no DCCR (formulagdo n° 36) e uma formulagado predita a partir dos modelos obtidos no
DCCR, para TAC, acido ascorbico e polifenois totais (TP), denominada de formulacao
B (FB). As formulagdes selecionadas com suas respectivas porcentagens de polpas
estdo descritas na Tabela 1. Para a formulagao B foram excluidas as polpas de camu-
camu e caju, como uma forma alternativa para as industrias em caso de dificuldades de

obtencao de polpas.

Tabela 1 — Porcentagens de polpas de frutas tropicais das formulagdes A e B.

Polpas de frutas Formulac¢io A (FA) Formulaciao B (FB)

(Y0) (%0)
Camu-camu 10 -
Acerola 20 20,0
Acai 10 20,0
Caju 10 -
Caja 10 20,0

Abacaxi (Base) 40 40,0
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As formulagdes foram processadas, e uma parte foi armazenada congelada
(-80°C) para realizagdo das analises de acido ascorbico, TP e TAC, e a outra parte foi

liofilizada para ser utilizada nos ensaios com animais.

3.2.2 Determinacdao da capacidade antioxidante total (TAC) e polifendis totais (TP) in

vitro

As amostras de suco tropical misto (FA e FB) foram extraidas em agua e em
solventes organicos, para a determinacdo de TP, e TAC por quatro métodos ABTS,

DPPH, FRAP e ORAC.

3.2.2.1 Obtencao dos extratos

Para obtencdo do extrato aquoso (EAq), foi pesado 2g das amostras de suco
tropical misto, sendo adicionado dgua destilada até completar o volume final de 10 mL,
a solugdo foi homogeneizada em shaker por 1 hora a temperatura ambiente, ¢ em
seguida centrifugadas a 15000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi filtrado em papel de
filtro. Os extratos aquosos foram preparados sempre no momento da analise, ndo sendo
armazenados. Os extratos de solventes organicos (EMAc) foram obtidos por extracdo
sequencial com solu¢do de metanol (50:50 v.v) e acetona (70:30 v.v) conforme
metodologia descrita por Larrauri, Rupérez e Saura-Calixto (1997), sendo armazenados

a -18°C por um periodo de até 30 dias.

3.2.2.2 Polifenois Totais (TP)

Os polifendis totais foram determinados nos extratos “EAq” e “EMAc” das
amostras de suco tropical misto, segundo metodologia descrita por por Larrauri,
Rupérez e Saura-Calixto (1997), com reagente Folin-Ciocalteu, utilizando como
referéncia uma curva padrao de acido galico. Os resultados foram expressos em

miligramas de equivalente a 4cido galico por cem gramas de suco (mg GAE. 100g™).



87

3.2.2.3 TAC pelo método ABTS

A atividade antioxidante total foi determinada por meio de ensaio com o
radical ABTS, método desenvolvido por Miller et al. (1993), e modificagdes propostas
por Rufino et al. (2006a). O ensaio com o radical livre ABTS, foi obtido pela reacao do
ABTS (7 mM) com persulfato de potassio (2,45 pM). O sistema foi mantido em
repouso, a temperatura ambiente (+25°C), durante 16 horas em auséncia de luz. Uma
vez formado o radical ABTS™, diluiu-se com etanol até obter um valor de absorbancia
entre 700 a 705 nm. A leitura espectrofotométrica foi realizada exatamente apds 6 min,
a partir da mistura do radical com o extrato em um comprimento de onda de 734 nm.
Utilizou-se uma aliquota de 30 pL de amostra e 3 mL de radical ABTS™. A curva
gerada a partir dos valores das absorbancias e das concentragdes das amostras foi
calculada. Os valores da TAC foram obtidos substituindo-se o valor de “y” na equagao
da reta pela absorbancia equivalente a 1000 uM Trolox, sendo os resultados expressos

em uM Trolox/g.

3.2.2.4 TAC pelo método DPPH

Método baseado na captura do radical DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhidrazil)
por antioxidantes, o qual produz um decréscimo da absorbancia a 515 nm. A atividade
do antiradical expressa pelo parametro EC50 ¢ definida como a quantidade do
antioxidante necessario para reduzir 50% da concentragdo do DPPH inicial de acordo
com Brand-Williams et al. (1995) e com modificagdes sugeridas por Rufino et al.

(2007). Os resultados foram expressos em g suco/g de DPPH.

3.2.2.5 TAC pelo método FRAP

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) mede o poder
antioxidante da redugdo do Ferro, conforme metodologia descrita por Benzie e Strain
(1996) e Pulido et al. (2000), e modificagdes feitas por Rufino et al. (2006 b). A partir
dos extratos obtidos anteriormente, foram preparados em tubos de ensaio, trés dilui¢des
diferentes, em triplicata de cada extrato. Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota

de 90 pL de cada diluigdo do extrato para tubos de ensaio, sendo acrescentado 270 pL
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de agua destilada, e 2,7 mL do reagente FRAP (80% de tampao de acetato, 10% TPTZ
10 mM e 10% de uma solug@o aquosa de cloreto férrico 20 mM, usado imediatamente
apods sua preparacdo), em seguida as amostras foram homogeneizadas em agitador de
tubos e mantidas em banho-maria a 37 °C. A leitura foi realizada apds 30 minutos do
preparo da mistura, no comprimento de onda de 595 nm, o reagente FRAP foi utilizado
como branco para calibrar o espectrofotometro. A curva gerada a partir dos valores das
absorbancias ¢ das concentragoes das amostras foi calculada. Os valores da AAT foram
obtidos substituindo-se o valor de “y” na equacao da reta pela absorbancia equivalente a

1000 uM de sulfato ferroso, sendo os resultados expressos em uM F,SO4/g de suco.

3.2.2.6 TAC pelo método ORAC

A extragdo e determinagdo da capacidade antioxidante total pelo método
ORAC seguiu metodologia descrita por Ou, Hampsch-Woodill e Prior, (2001) com
modificacdes. As amostras liofilizadas (0,5g) foram extraidas em solugdo de
acetona/agua (50:50, v.v), colocadas em shaker por 1h, e em seguida centrifugadas a
15000 rpm por 15 min. Para a realizacdo do ensaio foi adicionado em cada pogo da
microplaca de 96-well (Fisher Scientific, Hanover Park, IL) 25 pL de padrao (Trolox®)
ou de amostra, em concentracdes diferentes, ¢ 150 pL de fluoresceina a 40 nM,
incubados a 37°C, por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se 25 uL de AAPH (153
mM) nos pogos controles, que continha apenas tampao fosfato 75 mM pH 7,0; no
padrao e nas amostras. Apos a adigdo do AAPH, a placa foi agitada por 10 segundos e
realizada a leitura a cada 1 min, durante 1 h em uma leitora de microplacas (Synergy
HT, Bio-Tek), excitagdo em 493 nm (filtro 485/20) e emiss@do em 515 nm (filtro
528/20). A area sob a curva de decaimento da fluorescéncia foi calculada usando

software Gen5. O resultado foi expresso em pMTrolox®/g da amostra.

3.2.3 Analise de perfil de acidos graxos (CG-FID)

A identificagdo e quantificacdo dos 4cidos graxos nas amostras de suco tropical
misto FA e FB foram realizadas por cromatografia a gas (CG-FiD), utilizando um
cromatografo da marca Shimadzu GC, modelo 2012, com detector de ionizacao de
chama. Esta analise foi realizada no Laboratorio de Lipides da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo — USP. A coluna silica fundida de 100m
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de comprimento e 0,25mm de diametro interno (SP-2560), foi utilizada nas analises.
Segundo as metodologias AOAC 996.06 ¢ AOCS Ce 1j-07 (AOAC, 2002), com
algumas modifica¢des. O padrdo interno foi o acido graxo tetradecandico (13:0). Foram
utilizadas as seguintes condi¢des cromatograficas:
— Cromatdgrafo a gas GC 2012 plus Shimadzu/ software GC solution.
— Coluna cromatografica de silica fundida SP-2560 (biscianopropil polisiloxana)
de 100 m e 0,25 mm. de d.i.
— Programagdo de temperatura da coluna: isotérmico a 140°C por 5 min. e entdo
aquecimento a 4°C/min. até 240°C, permanecendo nesta temperatura por 30 min.
— Temperatura do vaporizador: 250°C.
— Temperatura de detector: 260°C.
— Gés de arraste: Hélio (1 mL/min.).

— Razdo de divisdo da amostra: 1/50.

3.2.4 Andalise LC- DAD- ESI- MS dos sucos tropicais mistos

Os sucos tropicais foram analisados em um sistema constituido por um LC-
DAD-ESI/MS Varian 250 HPLC (Varian, CA) acoplado a um detector de arranjo de
diodos (DAD) e a um espectrometro de massa 500 - MS TI (Varian, CA). O
procedimento geral para a deteccdo dos compostos fenolicos seguiu metodologia
descrita por Lin e Harnly, (2007) para materiais vegetais, com modificacdes. Foi
utilizada uma coluna Symmetry C18 (Varian Inc., Lake Forest, CA — 5 um, 4,6 x 250
mm) com um fluxo de 400puL/min a uma temperatura de 30°C. A fase mével serd uma
combinagdo de A (0,1% de acido formico em agua) e B (0,1% de &cido formico em
acetonitrila).

O gradiente variou de forma linear de 10% a 26% B (v/v) em 40 min, a 65% de
B em 70 min, e, finalmente, 100% de B em 71 minutos ¢ mantidos a 100% de B durante
75 min. O comprimento de onda do DAD foi selecionado como 270 e 512 nm, leituras
em tempo real em espectro UV/VIS, em 190-650 nm, foram realizadas continuamente.
Os espectros de massa foram adquiridos utilizando simultaneamente ionizagdo por
electrospray nos modos positivo e negativo (PI e NI) em uma voltagem de
fragmentacao de 80 V para uma faixa de massas de 100-1000 uma. Pressao do gés seco

de 35 psi, pressao do gas nebulizador de 40 psi, temperatura do gas de secagem 370 °C,
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as voltagens capilares de 3.500 V para PI e 3500 V para NI e spray shield com
voltagem de 600 V foram utilizados. O sistema LC foi acoplado ao MSD com uma

separacao de 50%.

3.2.5 Capacidade antioxidante dos sucos tropicais mistos in vivo

A avaliagdo do efeito dos sucos tropicais mistos in vivo foi realizada em
parceria com o Laboratorio de Lipides da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo (USP). As amostras liofilizadas e embaladas em sacos de
polietileno foram transportadas em isopor com gelo seco, até o Laboratorio de Lipides,
sendo armazenadas em freezer a temperatura de -18°C.

Foram utilizados ratos machos (Rattus noveigicus, v. albinus) da linhagem
Wistar, recém-desmamados pesando entre 50 a 60g, provenientes do Biotério de
Criagdo e Experimentacdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/Instituto de
Quimica/USP. O protocolo experimental foi submetido a avaliagdo pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da FCF/USP, sendo aprovado, sob o protocolo CEAU/FCF
359 (ANEXO D).

Os animais foram mantidos em adapta¢do durante uma semana em condigdes
ambientais adequadas: ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura de 22°C + 2, umidade
relativa de 55%, trocas de ar = 15 a 20 trocas /hora e disponibilidade de dgua e ragdo ad
libitum sendo mantidos em caixas contendo quatro animais por caixa.

Os animais foram alimentados com ra¢ao peletizada e irradiada, fornecida pela
empresa Nuvilab (Sao Paulo-Brasil). A composi¢ao da racdo esta apresentada na Tabela

2.
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Tabela 2 - Composicao da ragdo oferecida aos ratos machos (Rattus noveigicus, v.

albinus) da linhagem Wistar, recém-desmamados.

Composicio %
Umidade (méx) 12,50
Proteina bruta (min) 22,00
Extrato etéreo (min) 4,00
Matéria mineral (méx) 9,00
Matéria fibrosa (max) 7,00
Célcio (max) 1,40
Fosforo (min) 0,80

Composigao basica do produto: milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo,
carbonato de calcio, fosfato bicalcico e cloreto de sddio. Vitaminas: A, D3, E, K3,
B1, B2, B6, B12, niacina, pantotenato de célcio, acido folico, biotina, cloreto de
colina. Minerais: sodio, ferro, manganés, zinco, cobre, iodo, selénio e cobalto.

Aminoacidos: lisina e metionina.

Os animais foram distribuidos em sete grupos de oito animais:

Grupo I: controle (4gua destilada);

Grupo II: formulagdo A (FA100) na concentracdo de
corporeo;

Grupo III: formulacdo A (FA200) na concentragdo de
corporeo;

Grupo IV: formulagdo A (FA400) na concentragdo de
corporeo;

Grupo V: formulacio B (FB100) na concentracdo de
corporeo;

Grupo VI: formulagdo B (FB200) na concentracdo de
corporeo;

Grupo VII: formulacio B (FB400) na concentracdo de

corporeo.

100mg/Kg de peso

200mg/Kg de peso

400mg/Kg de peso

100mg/Kg de peso

200mg/Kg de peso

400mg/Kg de peso

Os ratos de cada grupo receberam agua (grupo controle) ou as formulagdes de

suco tropical misto (FA ou FB) reconstituida em &gua destilada, diariamente por

gavagem, no horario entre 13h e 15h, com volume correspondente a 0,5 mL/100g de

peso durante 30 dias.

Os parametros nutricionais avaliados foram o consumo de ra¢do e o ganho de

peso, sendo os dados coletados trés vezes por semana durante os 30 dias de tratamento.

Para o calculo do consumo médio de racdo, foi fornecido 200g de racdo por gaiola,
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sendo as sobras de ragdo pesadas para calcular a média de ingestao diaria. Os animais
foram pesados para calcular o ganho de peso e ajustar a quantidade de amostra a ser
suplementada de acordo com o crescimento dos animais.

Apo6s o periodo de tratamento os animais passaram por jejum de 8 horas (com
acesso livre a agua), foram anestesiados com uma mistura de ketamina (90 mg/Kg)
mais xilazina (10 mg/Kg), volume igual a 0,15 mL/100g de peso corpdreo, via
intraperitoneal e em seguida foram eutanaziados.

Foi colhido o sangue para obten¢dao do soro e eritrocitos. Em seguida, os
tecidos (figados) foram coletados e perfundidos com solucdo NaCl 0,9%, para a
determinagdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), proteinas e para
a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e

glutationa peroxidase (GSH-Px).

3.2.5.1 Preparo das amostras de sangue

O sangue coletado de cada animal (aproximadamente 6 mL) foi destinado a
obtenc¢do do soro e dos eritrécitos. Para a obtengdo do soro o sangue foi colhido sem
anticoagulante e centrifugado a 1500 g por 5 min a 4°C. Com o auxilio de pipeta
automatica (100-1000uL), o soro foi transferido para microtubos previamente
identificados, e armazenados a -80°C até o momento da analise.

Para obtencdo dos eritrécitos, o sangue total foi colhido utilizando
anticoagulante (EDTA) e centrifugado a 1500 x g por 5 min a 4°C. Posteriormente foi
realizada a lavagem do cocentrado de hemacias obtida do sangue total, com solucdo
salina (NaCl a 0,9%) e subsequente homogeneizacdo lenta por inversdo. Apos esse
procedimento, o material foi centrifugado a 4°C, 10000 rpm por 10 min. Ao término da
centrifugacdo, foi aspirado o sobrenadante. Apos aspirar a solugdo salina, repetiu-se o
procedimento de lavagem das hemacias por mais duas vezes. Ao final da ultima
centrifugacdo, a massa de eritrdcitos foi cuidadosamente extraida, com o auxilio de uma
micropipeta. O material coletado foi acondicionado em microtubos e congelado

imediatamente a -80°C até o momento da analise.
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3.2.5.2 Pardmetros bioquimicos

Foram analisados os parametros bioquimicos de glicose, triglicerideos,
colesterol total, HDL (High Density Lipoprotein), ¢ atividade das enzimas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), por meio de kit comercial

LABTEST®.

3.2.5.3 Obtenc¢do dos homogenatos de figado

Para a obten¢do dos homogenatos, foram pesados 1,0g dos tecidos (figado),
que foram homogeneizados utilizando equipamento Potter-Elvehjem, em banho de gelo,
com 3mL de solucdo de tampao de fosfato de potéssio 0,1M (pH 7,0). Apds a
homogeneizagao, o material foi centrifugado a 15000 rpm durante 30 min (temperatura
de 4°C). O sobrenadante foi coletado, transferido para tubos microtubos e mantidos a

temperatura de -80°C.

3.2.5.4 Avalia¢do da lipoperoxidagdo pela produgdo de substdncias reativas ao dcido

tiobarbiturico (TBARS)

A determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foi
realizada pelo método de Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979) com algumas modificagoes:
em microtubos foram adicionados 200 pL de soro, 350 puL de 4cido acético 20% (pH
3,5) e 600 pL de acido tiobarbitirico (TBA - 0,5%, dissolvido em acido acético). As
amostras foram incubadas em banho termostatizado durante 1 hora a 85°C. Em seguida,
foram resfriados em banho de gelo e adicionados 50 pL de SDS (agente detergente
anidnico que solubiliza lipideos) a 8,1% e centrifugado a 10.000 rpm durante 15
minutos a 4 °C e a absorbancia foi medida a 532 nm. Uma curva de tetraepoxipropano
(TEP - 0,5 a 8 nMol) foi feita e os resultados foram expressos em nMol de TBARS/mL

de soro.

3.2.5.5 Avaliagao do teor proteico

A avaliacdo do teor de proteinas presentes no soro e nos tecidos foi realizada

pelo método de Bradford (1985). Foi feita uma curva padrao de proteina com solugao
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padrao de albumina (concentragdo inicial de 0,5mg/mL) e os resultados expressos em

mg de proteina/g de tecido.

3.2.5.6 Determinagdo da atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GSH-Px)

—  Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD citoplasmatica foi avaliada de acordo com a metodologia
de McCord e Fridovich (1969), que verifica a producdo dos anions peroxidos
produzidos pela xantina oxidase em presenga da xantina. O anion superdxido produzido
reduz o citocromo ¢ e esta reducao foi medida pelo aumento da densidade Optica a
550nm em uma temperatura de 25°C. O volume de xantina oxidase utilizado na reagao
foi determinado em um branco, na auséncia da SOD; obtendo-se, desta, uma variagdo na
absorbancia, a 500 nm, entre 0,0250 ¢ 0,0300/min. O meio de reacao foi composto por
citocromo ¢ 100 uM, xantina 500 uM, EDTA 1 mM e KCN 200 uM em tampao fosfato
de potassio 0,05 M pH 7,8. A 1 mL do meio, em cubeta de poliestireno, foram
adicionadas a xantina oxidase (volume encontrado no branco) e 15 pL da fragdo
citosdlica de cada tecido. A medicdo foi realizada em duplicata e os resultados foram
expressos em U/mg de proteina.

Entendeu-se por uma unidade (U) a atividade da enzima que promove 50 % de
inibi¢do da reagdo da xantina a 25 °C em pH 7,8.

— Catalase (CAT)

A CAT propicia a oxidagdo do perdxido de hidrogénio a H,O e O, A
metodologia empregada foi descrita por Beutler (1975), a qual quantifica a velocidade
de decomposi¢dao do peroxido de hidrogénio pela enzima, mediante o decréscimo da
densidade 6ptica a 230 nm (coeficiente de extensdo molar 0,0071 nM".cm™) a 37 °C. O
meio de rea¢do foi composto por H,O, 10 mM (10 puL de peridrol 30 % em 10 mL de
H,O nanopura) e tampao Tris HCL 1M, EDTA 5 mM pH 8,0. Para a reagdo, foi
utilizada a diluigdo, de 15 pL do homogenato e 985 puL do meio. As amostras (fragdes
citosolicas) foram incubadas a 37°C e realizadas leituras das absorbancias a cada um
minuto durante 6 min. Os resultados foram expressos em U/mg de proteina.

Uma unidade (U) da catalase correspondeu a atividade da enzima que realiza

hidrolise de 1 umol de H,O; por minuto a 37 °C em pH 8,0.
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— Glutationa Peroxidase (GSH-Px)

A atividade da GSH-Px foi determinada pela metodologia padronizada por Sies
(1979). Este método fundamenta-se na medi¢do do decaimento da densidade optica, a
340 nm, promovido pela oxidacdo do NADPH a 30 °C (coeficiente de extingdo molar
igual a 6,22 nM'.cm ') durante a reducio da glutationa oxidada (GSSG) catalisada pela
enzimas glutationa redutase. O meio de reagdao contém glutationa 1 mM, GR 0,1 U/mL,
NADPH 20 mM, EDTA 5 mM pH 7,0 e tampao fosfato de potassio 0,1 M pH 7,0.
Inicialmente, tomou-se 1 mL deste meio, e acrescentou-se 10 pL de cada amostra e 10
uL de peroxido de terc-butila 0,5 mM, incubando esta solugdo a 30 °C. As leituras
realizadas a cada minuto num periodo de 6 min. Os resultados foram expressos em
U/mg de proteina.

Uma unidade (U) da enzima foi definida como atividade da enzima que oxida

1 uM de NADPH por minuto a 30 °C em pH 7,0.

3.2.6 Analise estatistica

Para o tratamento estatistico dos dados foi utilizada a andlise de variancia
(ANOVA), seguida do teste Tukey, usando-se o software Prism 3.0 (GraphPad). Os
dados foram expressos como média e desvio padrao, adotando nivel de significancia de

P <0,05.
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3.3 Resultados e discussao

3.3.1. Polifendis totais (TP) e capacidade antioxidante total (TAC) in vitro

Na Tabela 3 s3ao apresentados os resultados obtidos para a capacidade
antioxidante total (TAC) e polifendis totais (TP) das formulagdes de sucos tropicais
mistos (FA e FB) em extrato aquoso (EAq) e extratos de metanol+acetona (EMAc). O
extrato acetonico (EAc) foi utilizado apenas para a analise de ORAC, de acordo com a
metodologia descrita anteriormente (OU; HAMPSCH-WOODILL; PRIOR, 2001). Os
valores obtidos com diferentes tipos de solventes para extracdo dos compostos
antioxidantes foram comparados, sendo observada uma diferenga estatisticamente
significativa (P< 0,05) para TP e TAC pelo método ABTS, para ambas as formulagdes
de sucos tropicai mistos.

Tabela 3 - Capacidade antioxidante total (TAC) e fenolicos totais (PT) das formulacdes
sucos tropicais mistos (FA e FB), em extrato aquoso (EAq), extrato de metano+acetona
(EMACc) e extrato acetonico (EAc). Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente

significativa, P<0,05.

Capacidade Antioxidante Total (TAC) TP
Solventes ABTS ; prPH FraP ; ORAC , (mgEAG I 00g™”)
(uM Trolox g°) (g suco/g DPPH) (umol F5SO,g”) (uM Trolox g”)

FA (EAq) 7,64+023¢c  779,24+29,64b  33,18+2,53a - 91,60+3,13 ¢
FA(EMAc) 10,27+0,22a  845,87+29,12b 32,86+ 0,67 a - 103,01 +£5,96 a

FB (EAq) 7,53+£029¢ 1217,58+32,40a 30,56 +0,64 a - 81,65+ 1,61d
FB(EMAc) 857+021b 1303,88+12,37a 32,09+0,37a - 104,63 £ 1,45 a

FA (EAc) - - - 14,60 + 5,04 -

FB (EAc) - - - 15,12 + 4,36 -

Os valores obtidos para TP e TAC (ABTS) para os EMAc foram maiores do
que os de EAq. Comparando-se os sucos de frutas FA e FB, FA apresenta maiores
concentragdes de TP, maior capacidade antioxidante pelos métodos ABTS e DPPH,
embora que para FRAP ¢ ORAC nido foi observada diferenga estatistica (P<0,05). A
comparacao entre os métodos de extragdao s6 nao foi realizada para a analise de ORAC,

pois, so foi realizado um tipo de extragao para esta metodologia.
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Os resultados indicam que ambas as formulacdes de suco tropical misto FA e
FB, tém alto teor de TP, 81,65-104,63 mg GAE. 100g'1, e alta TAC, com valores de
ORAC 14,60-15,12 uM Trolox g'l. Para ABTS e TP, a extragdo com metanol e acetona
(EMACc) foi mais eficaz do que a extragdo utilizando dgua como solvente (EAq).
Alothman ef al. (2009) mencionaram que a recuperagdo dos compostos fenolicos ¢
influenciada pela sua solubilidade, nos solventes utilizados para o processo de extragao.
Os autores avaliaram a capacidade antioxidante e os compostos fenolicos de trés frutos
tropicais (abacaxi, banana e goiaba), e os resultados demonstraram que a recuperacao
dos polifenodis ¢ dependente do tipo de fruta e do sistema de solvente utilizado, a
acetona (50%) e etanol (70%) foram os solventes mais eficientes para o abacaxi, a
acetona (70%) para a banana, e acetona (90%) e etanol (90%) para a goiaba.

Para os métodos DPPH e¢ FRAP, nao foram observadas diferengcas nos
resultados de capacidade antioxidante para os dois métodos de extracdo testados.
Turkmen, Sari e Velioglu (2006) avaliaram os efeitos dos solventes utilizados na
extragcdo, sobre a concentragdo dos polifenois e capacidade antioxidante determinada
pelo método DPPH, do cha preto e mate. Estes autores sugerem que os solventes com
polaridade diferente apresentaram um efeito significativo sobre o teor de polifenois e
atividade antioxidante, os métodos de extragdo mais eficazes foram extragdo com
acetona 50% de para o chd preto e etanol 50% para a erva-mate. Portanto, torna-se
dificil a comparacao dos resultados obtidos com os relatos na literatura, devido as
diferencas nas metodologias, solventes e condi¢des de trabalho utilizadas.

Além das diferencas decorrentes dos métodos de extracdo, no presente trabalho
foram observadas também diferencas entre as formulagdes FA e FB, para TP ¢ TAC. Os
sucos avaliados sdo compostos por frutas ricas em antioxidantes naturais, como por
exemplo, a acerola e o agai, apresentando altos valores de capacidade antioxidante total
em todos os métodos testados. A formula¢do (A) contém polpa de camu-camu, uma
fruta amazonica rica em acido ascorbico e polifendis (CHIRINOS et al., 2010). No
entanto, embora FB ndo tenha camu-camu em sua composicao, os valores obtidos de
TAC e TP foram semelhantes, fato que pode ser justificado devido a uma compensagao,
por possuir o dobro da concentragdo de polpa de acgai, do que a FA.

Abreu et al. (2011) avaliando o teor de fenolicos totais de quatro formulagdes
de bebida mista de manga, maracuja e caju, obtiveram valores de 51,70 £ 0,50 a 62,59 +
2,02 mg GAE. 100g™, valores inferiores aos obtidos no presente estudo. Pereira et al.

(2009), trabalhando com dez formulagdes de bebida mista de agua de coco e polpas de
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abacaxi e acerola, obtiveram valores de fendlicos totais variando de 29,60 + 2,83 a
150,79 + 6,92 mg GAE. 100g™, observando que as formulagdes que possuiam elevadas
concentragdes de polpa de acerola, apresentaram os maiores teores de compostos
fenolicos, em que a maior média foi para a formulacdo com 65% de agua de coco, 15%
de polpa de abacaxi e 20% de polpa de acerola. Resultados que estdo de acordo com os
obtidos neste trabalho, onde a porcentagem de polpa de acerola teve efeito positivo
significativo na concentra¢do de TP das formulacdes testadas durante os delineamentos
estatisticos (capitulo 2).

Muller et al. (2010) avaliaram a capacidade antioxidante total de 14 smoothies,
constituidos por oito purés de frutas, quatro concentrados de frutas e um suco de fruta,
obtidos principalmente a partir de frutas vermelhas. Os compostos antioxidantes foram
extraidos em agua, exceto para o método ORAC, e os resultados obtidos variavam
51,44 - 213,33 mg GAE. 100g" para TP, 3,6 - 19,5 uM Fe "%/100g (FRAP), 3,4 - 12,8
uM Trolox/100g (ABTS) e 7,9 - 38,5 uM Trolox/100g (ORAC). Os resultados mais
elevados encontrados por estes autores, foram obtidos utilizando os concentrados de
frutos, em sua maior parte, os resultados obtidos foram menores do que aqueles obtidos
no presente trabalho (Tabela 1). Como mencionado anteriormente, as frutas utilizadas
nos sucos (FA e FB) sdo ricas fontes de vitamina C e polifenois (por exemplo, camu-
camu, caju, acerola e agai), influenciando nos altos valores de TAC. Os sucos de frutas
também apresentaram maiores concentracdes de TP (~100 mg GAE. 100g™), em
comparacao com 17 sucos de frutas e bebidas compostas por misturas de frutas e leite
condensado (batidas) (~ 60 mg GAE. 100g™) estudados por Zulueta et al. (2007).

Muitos estudos tém verificado uma correlagdo direta entre a atividade
antioxidante total e os compostos fenolicos, sendo estes considerados os mais
representativos entre as substancias bioativas com atividade antioxidante (PEREIRA,
2009; RUFINO, 2008; HEIM et al., 2002; GARDENER et al., 2000).

Dada a importancia dos compostos fenolicos na capacidade antioxidante dos
sucos tropicais mistos, as suas composigdes foram determinadas por LC-DAD- ESI-MS

(Tabela 4).
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Tabela 4 - Compostos identificados nas formulagdes de suco tropical misto.

Pico tmin  IMH]"/ PI/NI Mmax Composto FA FB
[MH] (nm) (mg.L™)
1 20.8 449 287 509 cianidina-3-O-glicosideo 34+02 8.8+0.3
2 21.8 595 449,287 279,517 cianidina-3-O-rutinosideo 39+0.3 9.7+0.5
3 259 433 287 279, 516 cianidina-3-O-ramnosideo tr tr
4 29.7 417 271 276,508  pelargonidina-3-O ramnosideo tr tr

tr — trago < lmg.L'1

Os principais compostos identificados em ambos 0s sucos tropicais mistos

foram antocianinas (Figura 1), especialmente cianidina -3 -O- glicosideo (1) e cianidina

-3 -O- rutinosideo (2), ambos previamente relatados como as principais antocianinas de

Euterpe oleracea (acai) (LICHTENTHALER et al., 2005; BRITO et al., 2007). Dois

compostos minoritdrios foram encontrados, a cianidina -3-O- ramnosideo (3) e

pelargonidina -3 -O- ramnosideo (4) provavelmente originados a partir da polpa de

acerola utilizada em sua composi¢do, os compostos 3 e¢ 4, também foram previamente

identificados nesta fruta por BRITO et al. (2007).
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Figural - Compostos identificados nas formulagdes de suco tropical misto, (1)
cianidina-3-0-glicosideo, (2) cianidina-3-O-rutinosideo, (3) cianidina-3-O-ramnosideo
e (4) pelargonidina-3-O ramnosideo.
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3.3.2 Analise de perfil de acidos graxos (CG-FID)

A porcentagem dos acidos graxos das duas formulagdes de suco tropical misto
(FA e FB) ¢ apresentada na Tabela 5. Como esperado, as composicdes de acidos graxos

das formulag¢des de suco tropical misto sdo em sua maioria formada por acidos graxos

insaturados, aproximadamente 70% do total.

Tabela 5 - Perfil de acidos graxos das formulagdes A e B de suco tropical misto.

Formula Nome FA (%) FB (%)
14:0 Miristico 0,14+ 0,00 0,13+ 0,00
16:0 Palmitico 22,4+2,16 20,82 £ 0,07
16 :1 Hexadecenoico 3,88 +£0,29 3,59+ 0,00
18:0 Estearico 1,87 £0,29 1,63 +£ 0,00
18 : 1 (n-9) Oleico 49,57 +4,31 49,22 + 0,13
18 : 1 (n-7) Vacénico 4,17 £0,86 3,92 £ 0,20
18 : 2 (n-6) Linoleico 10,92 + 1,01 11,10 £ 0,13
18 :3 (n-3) Linolénico 2,16 £ 0,29 1,31 £ 0,00
20:0 Eicosanoico — —
20:1 (n-9) Eicosenoico — —
22:0 Docosanodico — —
24:0 Lignocérico 0,14+0,014 —
Totais Saturados 24,57 £2,44 22,52 £0,07
Monoinsaturados 57,18 £ 6,03 56,72 £ 0,26
Polinsaturados 13,22 £ 1,29 12,40 £ 0,13
Lipidios (g 100g™) 6,96 + 0,69 15,32 £ 0,10

Os dois sucos de frutas analisados, também continham concentragdes
semelhantes de acidos graxos, sendo o oleico [18:1 (n-9)] e palmitico [16:0], os
componentes em maior abundancia, representando, respectivamente, 49% e 21% do
total. Entretanto, FA apresentou a metade da quantidade de acidos graxos quando

comparada com FB.
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As formulagdes (FA e FB) tém acidos graxos importantes para uma dieta
saudavel, com 4cido oleico, como o principal componente de ambos os sucos de frutas
tropicais, seguido por palmitico e linoleico [18:2 (n -6)]. Através da andlise de cada
polpa de fruta, isolando componentes fitoquimicos e nutrientes, o agai demonstra ser o
maior contribuinte de acidos graxos nas formulagdes. Consequentemente, FB tem maior
concentragdo de acidos graxos do que FA, devido a maior concentracdo de acai nesta
formulagdo, possuindo o dobro da porcentagem de polpa quando comparada a FA. A
Polpa de acai tem baixa concentragao de acucares e nao ¢ considerada uma boa fonte de
carboidratos, mas ¢ rica em lipidios, com altas concentragdes de acidos graxos
insaturados (4cidos oleico e linoleico), fitoesterdis (p-sitosterol), fibra alimentar
(SOUZA et al., 2010), e, especialmente, compostos fendlicos (LICHTENTHALER et
al., 2005). Além disso, o camu-camu, acerola e caju apresentam atividade antioxidante
importante, ndo so6 relacionadas ao seu alto teor de acido ascorbico, mas também ao seu
conteudo fenolico (CHIRINOS et al, 2010; BRITO et al., 2007). Todos esses
compostos podem melhorar o perfil lipidico e, portanto, pode ter efeitos benéficos sobre
as doengas cardiovasculares (DCV).

De acordo com Nascimento ef al. (2008) o uso de matérias-primas ricas em
acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados ¢ de grande interesse para as industrias
de alimentos e bebidas que buscam alternativas para elabora¢do de produtos mais
saudaveis. O dacido oleico ¢ um 4cido graxo monoinsaturado muito importante no
fornecimento de calorias (LIMA, 2008). Segundo Lottenberg (2009) esta bem
documentado que populagdes do Mediterraneo, reconhecidas pelo alto consumo de
acido oleico, apresentam menor prevaléncia de obesidade, sindrome metabolica,
diabetes tipo 2 e eventos cardiovasculares.

A partir dos resultados obtidos, tanto a formulagdo A (FA) quanto a
formulagdo B (FB) possuem &cidos graxos importantes na composi¢do de uma dieta

saudavel, pois em ambas predominam acido oleico.
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3.3.3 Avaliagdo dos efeitos dos sucos tropicais mistos in vivo

Durante o experimento in vivo ndo ocorreram Obitos nem foram registradas
anormalidades comportamentais ou alteragcdes nos animais durante o tratamento. Nao
houve diferenga estatistica no ganho de peso corporal (175,0 g = 10,5) ¢ nem no
consumo de racdo (11,6 g + 0,41) entre os grupos. Esses resultados dao indicios de que
os compostos presentes nas formulagdes de suco tropical misto ndo interferem no
aproveitamento dos nutrientes da ragdo, demonstrando que a administragao dos sucos
permitiu o desenvolvimento e o crescimento normal dos animais, fato esse ja esperado
por se tratar de um alimento natural a base de frutas.

Os resultados obtidos no presente estudo ndo apresentaram alteragdes nos
niveis de glicose, triglicerideos, colesterol total e LDL-c quando se comparam todos os
grupos tratados com as formulagdes de suco (FA e FB) e o grupo controle. A atividade
das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) ndo
foram afetadas pela ingestdo de qualquer um dos sucos tropicais nas dosagens testadas.
No entanto, foi observado um aumento nos niveis de HDL-c nos grupos FA400, FB200
e FB400, embora apenas FB400 apresentou diferenca estatisticamente significativa (P <

0,05) quando comparado com o grupo de controle (Tabela 6).
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Tabela 6 — Glicose sérica, atividade das enzimas ALT e AST, e perfil lipidico dos grupos experimentais. Letras diferentes indicam diferenca

estatisticamente significativa, P <0,05.

Glicose sérica ALT AST Triglicerideos Colesterol HDL-c LDL-c
(mg/dL) (U/mL) (U/mL) (mg/dL) fotal (mg/dL) (mg/dL)
(mg/dL)

Controle 197,25+36,02a 55,75+10,94a 153,38+23,27a 51,75+16,07a 61,75+4,03ab 26,00+251b 254+4,00ab
FA100 177,75+33,97a 52,25+495a  152,00+11,03a 49,50+ 14,18a 64,13+7,83ab 2588+236b 28,35+ 6,43 ab
FA 200 156,13+35,89a 49,75+6,43a 147,13+17,85a  55,00+25,28a 64,88+4,49ab 26,13+1,46b 27,75+ 7,07 ab
FA 400 182,63 +40,77a 51,63+5,53a  141,25+24,78a  58,75+13,58a 70,38 +8,40a 27,88+2,53ab 30,75+6,84a
FB100 211,13+72,20a 50,50+6,61a  154,75+31,76ac 53,63 +21,65a 58,63+534b 26,13+3,00b 21,78+5,78b
FB200 176,75+40,81a 51,00+7,89a 124,00+24,15a 48,63+13,09a 62,38+835ab 27,75+2,92ab 24,90 + 6,89 ab
FB400 176,63+41,60a 45,63+6,28a 123,13+ 13,52ab 47,75+9,75a 71,63 +6,00a 31,00+3,02a 31,08 +2,55ab
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Recentemente, alguns estudos demonstraram que a concentra¢do sérica de
colesterol HDL esta inversamente relacionada com o risco de desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, sendo independentes das concentragdes de LDL-c e de
triglicerideos. Qin et al. (2009) demonstraram os efeitos benéficos do consumo de
antocianinas em seres humanos, em que a suplementacdo diminui o LDL-c, aumentou
as concentragdes de HDL-c, e o efluxo de colesterol celular para o soro. Na presente
investigacdo, o ensaio in vivo demonstrou que FB400 foi capaz de aumentar as
concentragdes de HDL-c (P<0,05), ndo sendo observadas diferencas nos niveis de LDL-
c e colesterol total. Aparentemente, este efeito pode ser atribuido & maior quantidade de
acidos graxos insaturados (400mg de FB/kg de peso corpdreo) associados a composi¢ao
fenolica desta dieta.

Segundo Afonso et al. (2013) os compostos fenolicos podem diminuir a
solubilizagdo micelar do colesterol no trato digestivo, por um aumento do fluxo biliar,
colesterol biliar e concentracdo de acido biliar, € por um consequente aumento da
excrecao fecal de esteroides. Além disso, os efeitos dos acidos graxos monoinsaturados
nas concentragdes de HDL-c e LDL-c estdo amplamente relatados na literatura (QIN et
al., 2009; JENKINS et al., 2010) e sua relagdo com a prevengdo da DCV.

No presente estudo, ndao foram observadas diferencas (P<0,05) nas
concentracdes de glicose sérica e atividades das enzimas alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST). As aminotransferases sdo consideradas
indicadores de lesdes hepaticas, onde ALT ¢ encontrada principalmente no figado,
enquanto a AST também pode ser encontrada em outros tecidos e, portanto, ¢ um
marcador menos especifico da fungdo hepatica (VOZAROVA et al., 2002). E
importante ressaltar que os niveis plasmaticos de ALT e AST nao foram afetados pela
ingestdo das formulagdes FA e FB em todos os grupos nas dosagens testadas. A
atividade normal das enzimas ALT e AST, indica que as formula¢des ndo ocasionaram
danos hepaticos nos animais tratados.

Na Figura 2 podem ser observados as concentracdes de TBARS no soro e
figado nos grupos de animais tratados, e os efeitos na atividade das enzimas
antioxidantes ocasionados pela ingestdo das formulagdes de suco tropical misto FA e

FB, no figado e nos eritrocitos.
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Figura 2 - Concentracdes de TBARS no soro (A) e figado (E) do grupo controle, e
grupos tratados com as formulagdes de suco tropical misto (FA e FB); atividade das
enzimas antioxidantes SOD (B), CAT (C), e GSH-Px (D) nos eritrdcitos; atividade das
enzimas antioxidantes SOD (F), CAT (G) e GSH-Px (H) nos figados dos grupos
controle, ¢ tratados com FA e FB. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente
significativa, P <0,05.
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As concentragdes de TBARS foram mais baixas nos figados de ratos tratados
com FA em comparagdo com o grupo de controle (P<0,05), quando administrada nas
dosagens de 100 e 200 mg/kg (19% de redugdo em ambos os grupos). Na andlise do
soro dos ratos alimentados tanto com FA como com FB, nas seguintes dosagens FA100,
FA400, FB200 e FB400, foram observados efeitos benéficos, com uma redugdo dos
niveis de TBARS de 29%, 40%, 32% e 34%, respectivamente.

As atividades das enzimas SOD e CAT no figado foram reduzidas (P<0,05)
nos animais tratados com FA200, quando comparado com o grupo controle, sendo
responsavel pela diminuicao de aproximadamente 23% e 31% da atividade das enzimas
SOD e CAT respectivamente. O Tratamento com FB400 resultou em reducdo de 20%
na atividade enzimatica da GSH-Px nos eritrocitos.

Na verdade, pode ser observado que o tratamento dos animais com 0s sucos
tropicais demonstrou um efeito poupador na atividade das enzimas catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GSH-Px) nos eritrocitos e no figado, e uma redugdo nas
concentragdes de TBARS no soro e figado dos ratos. Estes resultados sdo consistentes
com pesquisas anteriores (ROUANET et al., 2010; DECORDE et al., 2008; AUGER et
al., 2005). Por outro lado, apresentou uma diminuicdo da atividade de enzimas
antioxidantes (GSH-Px) nos eritrocitos para FB400 e CAT e SOD no figado para
(FA200) pode ser uma consequéncia do efeito poupador promovido por antioxidantes
na dieta, reduzindo a necessidade da funcdo antioxidante enzimatica (endogena) quando
altas concentracdes de antioxidantes exogenos estdo presentes no sistema circulatorio
(BREINHOLT et al., 1999). Embora alguns estudos sugiram que ratos alimentados com
materiais vegetais (por exemplo, alecrim, algas, entre outros) apresentem um aumento
na atividade de enzimas antioxidantes (AFONSO et al., 2013; SILVA et al., 2012), os
resultados do presente estudo estdo de acordo com resultados de estudos anteriores que
demonstraram uma diminui¢do da atividade das enzimas antioxidantes, possivelmente,
devido a capacidade de antioxidantes da dieta em eliminar os radicais livres e,
consequentemente, reduzir a necessidade de antioxidantes enddgenos (enzimas
antioxidantes). Por outro lado, foi observada uma diminui¢do da peroxida¢ao lipidica
hepatica espontanea, com a elevada concentragdo de antioxidantes na dieta, devido a
suplementagdo com as formulacdes de sucos tropicais mistos (FA e FB), que
efetivamente diminuiram a peroxidacdo lipidica, e consequente formacdo de

malonaldeido.
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Os radicais livres derivados de oxigénio, incluindo os radicais superoxido e
hidroxil estdo envolvidos em patogéneses e lesdes nos tecidos iniciadas e promovidas
pela peroxidagdo lipidica. Os acidos graxos poli-insaturados das membranas celulares
sao degradados pela peroxidacdo lipidica com subsequente ruptura da integridade da
membrana, o que sugere que a peroxida¢do lipidica mediada por radicais livres ¢ uma
das importantes causas de danos e destruicdo das membranas celulares (KHENNOUF et
al., 2010; PIETTA, 2000). Quando a geragdao de espécies reativas de oxigénio (EROs)
excede a capacidade antioxidante dos tecidos, se instala o estresse oxidativo o que pode
resultar em danos aos tecidos. Devido as espécies reativas de oxigénio (particularmente
o radical hidroxil) ser instaveis, em sistemas biologicos, com tendéncia a reagir com
macromoléculas nas proximidades tais como lipidios e proteinas. Estas reagdes
ocasionam danos as macromoléculas através de processos de peroxidagdao
(YOSHIKAWA et al., 1989).

A dieta ¢, sem divida, um fator de grande importancia na modulagdo do
estresse oxidativo. Os efeitos da suplementacdo de vitaminas € minerais antioxidantes
sobre o estresse oxidativo nao siao ainda conclusivos, sobretudo em relagdao a dose e ao
tempo de suplementagdo. No entanto, os estudos de suplementagdo t€ém conseguido
demonstrar efeitos positivos sobre biomarcadores especificos, sendo os relacionados a
oxidagao de lipidios de maior relevancia (BARBOSA et al., 2010).

A forte relagdo negativa entre a peroxidagao lipidica e compostos fenolicos tem
sido observada em diversos estudos, fato que também foi observado no presente estudo
com a diminuicdo dos niveis de TBARS no figado e soro. Khennouf et al. (2010)
relataram o efeito de compostos fendlicos e de taninos purificados sobre a peroxidacao
lipidica em coelhos. Os resultados demonstraram que os acidos fendlicos e taninos
inibem a peroxidagao de lipidios no cérebro, em todas as concentracdes testadas (10, 25
e 50 ug/mL).

Rop et al. (2010) observaram também uma reducdo da peroxidagdo lipidica
(12,57% - 19,81%) no figado de ratos por meio da administracdo de amoras pretas. Os
autores mencionam que a fruta ¢ considerada uma das fontes mais importantes de
substancias fenoélicas, com valores de polifendis totais (TP), determinados pelo método
de Folin-Ciocalteu na faixa de 125,7-198,1 mg GAE. 100g" de matéria fresca. Além
disso, o efeito positivo observado no presente estudo poderia ser atribuido a atividade
anti-radical dessas formulagdes e de seus compostos fendlicos, conforme demonstrado

pelas analises de TP e TAC . No entanto, esses efeitos benéficos ndo podem somente ser
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atribuidos aos seus compostos fendlicos, mas a acdo de diferentes compostos
antioxidantes presentes nas frutas (carotenoides, acido ascorbico, fitoesterois, entre
outros), como demonstrado pelos ensaios ABTS, FRAP, DPPH e ORAC. Todos estes
componentes podem causar a redugdo dos radicais livres que podem danificar os acidos

graxos poli-insaturados, impedindo assim a peroxidagao lipidica.

3.4 Conclusoes

Os resultados in vitro e in vivo indicam que o consumo dos sucos tropicais
mistos avaliados foi eficaz na defesa antioxidante enddgena, reduzindo a peroxidacao
lipidica no soro e figado, com consequente diminuicdo da atividade das enzimas
antioxidantes. Os efeitos benéficos podem ser atribuidos aos elevados teores de
compostos antioxidantes presentes nos sucos de frutas tropicais, especialmente aos
compostos fenodlicos. Estes resultados sugerem fortemente que os sucos de frutas
tropicais podem ter significativa relevancia para efeitos benéficos a saude, sendo
necessarios mais estudos, como ensaios clinicos abrangentes de biodisponibilidade para

comprovacgao dos seus efeitos em humanos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir da andlise dos planejamentos estatisticos e metodologia de superficie de
resposta, o camu-camu, a acerola e o acai foram os principais fatores que
influenciaram o potencial antioxidante das formulagdes, € o cajad mostrou um efeito
positivo sobre a aceitagdo sensorial dos sucos tropicais. Um efeito antagdnico entre
a acerola e o camu-camu para a capacidade antioxidante total foi observado através
da andlise da superficie de resposta.

As condigdes Otimas para as varidveis independentes (polpas de frutas) foram
obtidas graficamente, resultando em um suco tropical misto (FA) com elevadas
concentracdes de polifenois, dcido ascorbico e capacidade antioxidante total, aliadas
a uma boa aceitacao sensorial. Uma formulagdo (FB) obtida através dos modelos do
planejamento estatistico também apresentou elevada capacidade antioxidante, sendo
escolhida para a avaliagdo in vivo.

O consumo diario de 200 mL da formulagdo otimizada ¢ responsavel por
aproximadamente 50% da quantidade de antioxidantes recomendada pela dieta
padrao Mediterranea, sendo, portanto, uma fonte rica destes compostos bioativos.
Os principais compostos identificados nas duas formulagdes de sucos tropicais
mistos otimizadas foram antocianinas, especialmente cianidina -3 -O- glicosideo e
cianidina -3 -O- rutinosideo.

A composicdo de acidos graxos das formulagdes de suco tropical misto ¢ em sua
maioria formada por 4cidos graxos insaturados, aproximadamente 70% do total. As
formulagdes (FA e FB) tém dacidos graxos importantes para uma dieta saudavel,
tendo o acido oleico como o principal componente de ambos os sucos de frutas
tropicais, seguido por palmitico e linoleico.

Os efeitos benéficos das formulagdes de sucos tropicais mistos podem ser atribuidos
aos seus elevados teores de compostos antioxidantes, que consequentemente
reduziram a necessidade da atividade das enzimas SOD, CAT e GSH-Px
(antioxidantes enddgenos) e a sua composicao rica em acidos graxos insaturados e
polifendis que possivelmente elevaram a concentragio de HDL-c sérico,
melhorando o perfil lipidico e, portanto, podem ter efeitos benéficos sobre as

doengas cardiovasculares (DCV).
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Mais investigagcdes sdo necessarias, pois a capacidade antioxidante de um produto
natural vai depender essencialmente da biodisponibilidade da mistura dos
compostos bioativos e suas interagdes. Sendo necessario ainda, elucidar o papel dos
sistemas antioxidantes endogenos e exdgenos em diferentes modelos in vivo na

sinaliza¢do dos mecanismos redox.
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ANEXO 01: Aprovagio pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/FCF/USP)

para realizacao dos ensaios com animais de laboratério.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE QIE’NCIAS FARMACEUTICAS
Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA

Oficio CEUA/FCF/39 /2012

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo Certifica que o Projeto
‘Desenvolvimento e avaliacdo de bebidas mistas de frutas
tropicais com elevada atividade antioxidante total e
biofuncionalidade” (Protocolo CEUA/FCF/359), de responsabilidade
do pesquisador Prof. Dr. Jorge Mancini Filho, esta de acordo com
as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal - CONCEA e foi APROVADO em reunido de 07 de maio de

2012.

Sao Paulo, 06 de junho de 2012.

,/) P // e

g (Z;'KCC S Ctceve n??/{c —e

" Prof. Dr.-Marco Antonio Stephano
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-800 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) 3091-3622 / Fax: (11) 3091-3677 - e-mail: ceuafcf@usp.br
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RESULTADOS OBTIDOS NO DELINEAMENTO

FRACIONADO PARA AS DIFERENTES FORMULACOES DE SUCOS
TROPICIAS MISTOS AVALIADAS.
Variaveis independentes Variaveis dependentes
. G Acerola Manga Caju Caja Acai A,Cid? L Aceitacio
Bt c;nl'“ X2 ng Xft X; {6 (:‘If;"lrobo';_‘}) (mg 100g™) Tm‘l‘x o sensorgial
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 2433 13,12 0,42 6,31
2 +1 -1 -1 -1 -1 +1 223,25 122,57 10,18 4,00
3 -1 +1 -1 -1 -1 +1 149,08 89,63 8,4 6,00
4 +1 +1 -1 -1 -1 -1 269,22 155,74 14,89 4731
5 -1 -1 +1 -1 -1 +1 22,63 20,21 1,66 6,13
6 +1 -1 +1 -1 -1 -1 161,28 79,28 5,02 4,33
7 -1 +1 +1 -1 -1 -1 179,73 63,54 7,07 5,53
8 +1 +1 +1 -1 -1 +1 299,76 16590 7,13 5,80
9 -1 -1 -1 +1 -1 +1 3921 24,45 1,24 5,47
10 +1 -1 -1 +1 -1 -1 174,46 11045 7,40 5,13
11 -1 +1 -1 +1 -1 -1 208,94 79,41 7,49 6,77
12 +1 +1 -1 +1 -1 +1 383,67 168,25 19,02 3,54
13 -1 -1 +1  +1 -1 -1 2528 18,51 0,83 7,46
14 +1 -1 +1  +1 -1 +1 264,56 5844 4,0 5,92
15 -1 +1 +1 +1 -1 +1 179,10 85,00 7,9 6,54
16 +1 +1 +1  +1 -1 -1 359,11 148,76 20,2 5,13
17 -1 -1 -1 -1 +1 +1 24,66 29,38 1,70 7,00
18 +1 -1 -1 -1 +1 -1 179,75 84,17 7,16 5,80
19 -1 +1 -1 -1 +1 -1 196,36 114,11 7,62 7,20
20 +1 +1 -1 -1 +1 +1 29537 150,57 14,51 6,4
21 -1 -1 +1 -1 +1 -1 29,94 16,76 1,19 6,9
22 +1 -1 +1 -1 +1 +1 139,60 81,12 10,40 5,3
23 -1 +1 +1 -1 +1 +1 184,88 103,67 7,92 6,60
24 +1 +1 +1 -1 +1 -1 300,39 140,37 14,13 4,40
25 -1 -1 -1 +1 +1 -1 4395 26,30 1,66 7,40
26 +1 -1 -1 +1 +1 +1 18546 79,76 5,56 5,69
27 -1 +1 -1 +1 +1 +1 203,33 71,12 9,28 7,31
28 +1 +1 -1 +1 +1 -1 343,38 201,00 15,54 5,15
29 -1 -1 +1  +1 +1 +1 34,89 29,65 1,60 7,23
30 +1 -1 +1 +1 +1 -1 170,63 66,00 9,28 5,27
31 -1 +1 +1  +1 +1 -1 197,35 83,92 7,22 7,18
32 +1 +1 +1  +1 +1 +1 261,77 117,58 10,80 4091
33 0 0 0 0 O 0 128,60 86,47 7,59 6,81
34 0 0 0 0O 0 0 181,69 98,64 7,69 6,40
35 0 0 0 0 0 0 17541 75,67 8,08 6,46
36 0 0 0 0 0 0 17453 82,27 8,03 6,50
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APENDICE B - COEFICIENTE DE REGRESSAO DO DCCR PARA A
CONCENTRACAO DE ACIDO ASCORBICO, DAS DIFERENTES POLPAS
UTILIZADAS PARA A FORMULACAO DOS SUCOS TROPICAIS MISTOS.

Coeficiente Erro Lim. Conf. Lim. Conf.
t(25) p-valor

de regressao  Padrao -95% +95%

Média 125,29 4,14 30,24 0,000000 116,76 133,82

(1) Camu-camu (L) 24,14 * 2,56 9,44 0,000000 18,88 29,41
Camu-camu (Q) 13,61 * 2,52 5,40 0,000013 8,42 18,80
(2) Acerola (L) 47,87* 2,56 18,72 0,000000 42,60 53,13
Acerola (Q) 3,25 2,52 1,29 0,209231 -1,94 8,44
(3) Agai (L) -5,09 2,56 -1,99 0,057533 -10,35 0,18
Agai (Q) 3,05 2,52 1,21 0,237189 -2,13 8,25

(4) Caju (L) 9,58 2,56 3,75 0,000944 4,32 14,85
Caju (Q) 0,45 2,52 0,18 0,860974 -4,75 5,64

(5) Cajéa (L) 5,58 2,56 2,18 0,038637 0,32 10,84
Caja (Q) -5,62 2,52 -2,23 0,035018 -10,81 -0,43
le2 -2,96 2,97 -0,99 0,328742 -9,09 3,16
le3 -2,52 2,97 -0,85 0,403937 -8,65 3,60
le4d 3,24 2,97 1,09 0,285817 -2,88 9,37
le5 -1,56 2,97 -0,53 0,603317 -7,69 4,56
2e3 3,26 2,97 1,09 0,283827 -2,87 9,38
2e4 3,38 2,97 1,14 0,266358 -2,74 9,51
2e5 5,68 2,97 1,91 0,067467 -0,44 11,81
3ed 0,03 2,97 0,01 0,992364 -6,10 6,15
3e5 0,63 2,97 0,21 0,834606 -5,50 6,75
4e5 15,87 * 2,97 5,33 0,000016 9,74 21,99

* Efeito significativo considerando P<0,05.
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APENDICE C - COEFICIENTE DE REGRESSAO DO DCCR PARA A
CONCENTRACAO DE POLIFENOIS TOTAIS (TP), DAS DIFERENTES
POLPAS UTILIZADAS PARA A FORMULACAO DOS SUCOS TROPICAIS

MISTOS.
Coeficiente Erro Lim. Conf. Lim. Conf.
t(25) p-valor
de regressao  Padrao -95% +95%
Média 89,26 4,98 17,93 0,000000 79,01 99,51
(1) Camu-camu (L) 12,31 * 3,07 4,01 0,000488 5,98 18,63
Camu-camu (Q) 0,72 3,03 0,24 0,813710 -5,52 6,96
(2) Acerola (L) 32,93 * 3,07 10,72 0,000000 26,60 39,25
Acerola (Q) 9,70 * 3,03 3,20 0,003697 3,46 15,94
(3) Agai (L) 13,24 * 3,07 431 0,000222 6,92 19,57
Agai (Q) -0,39 3,03 -0,13 0,898054 -6,63 5,85
(4) Caju (L) 2,85 3,07 0,93 0,362099 -3,47 9,18
Caju (Q) 0,21 3,03 0,07 0,945582 -6,03 6,45
(5) Caja (L) 4,39 3,07 1,43 0,164967 -1,93 10,72
Caja (Q) -3,13 3,03 -1,03 0,311138 -9,37 3,11
le2 -0,86 3,57 -0,24 0,812602 -8,22 6,50
le3 1,16 3,57 0,33 0,747674 -6,20 8,52
le4d -1,58 3,57 -0,44 0,661965 -8,94 5,78
le5 -2,54 3,57 -0,71 0,484260 -9,90 4,82
2e3 3,61 3,57 1,01 0,321785 -3,75 10,97
2e4 -2,93 3,57 -0,82 0,419854 -10,29 4,43
2e5 -0,83 3,57 -0,23 0,819314 -8,18 6,53
3ed -3,83 3,57 -1,07 0,294717 -11,18 3,53
3e5 -1,08 3,57 -0,30 0,764738 -8,44 6,28
4e5 1,05 3,57 0,29 0,771334 -6,31 8,41

* Efeito significativo considerando P<0,05.
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APENDICE D - COEFICIENTE DE REGRESSAO DO DCCR PARA A
CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TAC), DAS DIFERENTES POLPAS
UTILIZADAS PARA A FORMULACAO DOS SUCOS TROPICAIS MISTOS.

Coeficiente Erro Lim. Conf. Lim. Conf.
t(25) p-valor
de regressao  Padrao -95% +95%
Média 6,93 0,88 7,89 0,000000 5,12 8,74
(1) Camu-camu (L) 1,22% 0,54 2,26 0,032670 0,11 2,34
Camu-camu (Q) -0,52 0,53 -0,97 0,342309 -1,62 0,58
(2) Acerola (L) 2,57% 0,54 4,75 0,000072 1,45 3,69
Acerola (Q) 0,84 0,53 1,58 0,126486 -0,25 1,94
(3) Agai (L) 0,64 0,54 1,18 0,250476 -0,48 1,75
Agai (Q) -0,42 0,53 -0,78 0,442070 -1,52 0,68
(4) Caju (L) 0,60 0,54 1,11 0,277893 0,51 1,72
Caju (Q) -0,18 0,53 -0,34 0,733390 -1,28 0,92
(5) Caja (L) 0,45 0,54 0,84 0,411147 -0,66 1,57
Caja (Q) -0,49 0,53 -0,92 0,364648 -1,59 0,61
le2 -1,42%* 0,63 -2,25 0,033795 -2,71 -0,12
le3 -0,26 0,63 -0,40 0,688527 -1,55 1,04
le4d -0,30 0,63 -0,47 0,641036 -1,59 1,00
le5 -0,17 0,63 -0,26 0,794888 -1,46 1,13
2e3 -0,54 0,63 -0,86 0,397601 -1,84 0,75
2e4 -0,75 0,63 -1,19 0,244896 -2,04 0,55
2e5 -0,45 0,63 -0,71 0,483097 -1,74 0,85
3ed 0,52 0,63 0,83 0,414435 -0,77 1,82
3e5 0,36 0,63 0,57 0,574333 -0,94 1,66
4e5 0,28 0,63 0,44 0,662832 -1,02 1,58

* Efeito significativo considerando P<0,05.
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APENDICE E - COEFICIENTE DE REGRESSAO DO DCCR PARA A
ACEITACAO SENSORIAL, DAS DIFERENTES POLPAS UTILIZADAS PARA
A FORMULACAO DOS SUCOS TROPICAIS MISTOS.

Coeficiente Erro Lim. Conf. Lim. Conf.
t(25) p-valor
de regressao  Padrao -95% +95%
Média 6,12 0,17 35,15 0,000000 5,77 6,48
(1) Camu-camu (L) -0,29% 0,11 2,66 0,013334 -0,51 -0,06
Camu-camu (Q) 0,11 0,11 1,08 0,291298 -0,10 0,33
(2) Acerola (L) 0,05 0,11 0,51 0,614875 -0,17 0,28
Acerola (Q) -0,01 0,11 -0,09 0,930051 -0,23 0,21
(3) Agai (L) 0,14 0,11 -1,30 0,203552 -0,36 0,08
Agai (Q) 0,02 0,11 0,24 0,808699 -0,19 0,24
(4) Caju (L) 0,11 0,11 1,01 0,322856 0,11 0,33
Caju (Q) 0,15 0,11 1,41 0,170447 -0,07 0,37
(5) Caja (L) 0,40% 0,11 3,75 0,000934 0,18 0,62
Cajé (Q) 0,13 0,11 1,24 0,224770 -0,09 0,35
le2 -0,16 0,12 -1,25 0,223240 0,41 0,10
le3 0,12 0,12 0,95 0,351591 -0,14 0,38
le4d -0,02 0,12 -0,15 0,882063 -0,28 0,24
le5 -0,09 0,12 -0,75 0,460616 -0,35 0,16
2e3 0,21 0,12 1,65 0,111729 -0,05 0,46
2e4 -0,06 0,12 -0,45 0,656848 -0,31 0,20
2e5 -0,03 0,12 -0,25 0,804786 -0,29 0,23
3ed -0,01 0,12 -0,05 0,960552 -0,26 0,25
3e5 -0,11 0,12 -0,85 0,403769 -0,36 0,15
4e5 -0,37* 0,12 -2,95 0,006846 -0,63 -0,11

* Efeito significativo considerando P<0,05.



