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RESUMO

SANTOS, M.R.C. Adicio de “mel de cacau” e de pitaya vermelha (Hylocereus polyrhizus)
em formulagdes de isotdnicos com potencial funcional. Itapetinga—BA: UESB, 2020. 119 p.
Dissertacdo. (Mestrado em Engenharia e Ciéncias de Alimentos, Area de Concentragdo em

Ciéncia de Alimentos). *

Os isotbnicos sdo especialmente elaborados para promover a reidratacéo durante
ou apbs a pratica de exercicios fisicos de alta intensidade e, tradicionalmente, séo
elaborados com aromatizantes e corantes sintéticos. Objetivou-se com esse estudo
desenvolver formulac@es de isotbnicos antioxidantes a base de “mel de cacau” ¢ extratos
hidroetandlicos concentrados de casca (EH_C) e polpa (EH_P) de pitaya vermelha,
destinada a praticantes de atividade fisica. Determinou-se na casca de pitaya vermelha as
andlises de antinutrientes (fitatos, oxalatos, nitratos e saponinas) e citotoxicidade. Com o
“mel de cacau”, EH C e EH P, e as formulagdes dos isotonicos, foram realizadas as
analises fisico-quimicas (pH, acidez titulavel, sélidos sollveis totais), composicao
nutricional (aglUcares totais, proteina, lipideos, minerais). Sequencialmente, as
determinacGes quimicas (betalainas, fendlicos totais, flavonoides totais e osmolaridade)
e a capacidade antioxidante (DPPH, poder redutor do ion ferro, oxidacao acoplada -
caroteno e acido linoleico, degradacdo da 2-desoxi-D-ribose). Para a estabilidade,
utilizou-se como marcadores, as coordenadas de cor CieLab, fendlicos totais, betalainas
e anélise microbioldgica. Realizou-se a analise sensorial com possiveis consumidores de
isotonicos. O “mel de cacau” se destacou por apresentar expressivos teores de agucares
redutores e de potassio, que contribuiram para os valores da osmolaridade adequados das
formulagbes. As formulacbes de isotdnicos apresentam expressiva capacidade
antioxidante, com destaque para os ensaios DPPH e oxidacao acoplada -caroteno e acido
linoleico. As formulacBes armazenadas por 30 dias a 4 °C apresentaram-se mais estaveis.
Os provadores dos isotonicos indicaram que a dogura se apresenta ideal para o consumo.
A adicéo da pitaya vermelha revelou uma cor mais atrativa para o consumo dos isoténicos
sem influenciar no seu sabor. Assim, abre-se um amplo campo de possibilidades para o
processamento de isotdnicos com caracteristicas antioxidantes, destinados a atletas, nicho
ainda nao explorado pela industria de bebidas.

Palavras-chave: cacau, corantes naturais, exercicio, acucar refinado, estabilidade, avaliacéo
sensorial.

1 Orientador: Marcondes Viana da Silva, DSc., UESB; Co-Orientador: Leandro Soares Santos, DSc., UESB.
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ABSTRACT

SANTOS, M.R.C. Addition of “cocoa honey” and red pitaya (Hylocereus polyrhizus) in
isotonic formulations with functional potential. Itapetinga — BA: UESB, 2020. 119 p.
Dissertation (Master in Engineering and Food Sciences, Area of Concentration in Food
Science).!

Isotonics are specially designed to promote rehydration during or after high intensity
exercise and, traditionally, they are processed with flavorings and synthetic dyes. The aim of
the study was to develop isotonic formulations of antioxidant isotonics based on “cocoa honey”
and concentrated hydroethanolic extracts of red pitaya peel (EH_PE) and pulp (EH_PP)
destined at physical activity practitioners. The analysis of antinutrients (phytates, oxalates,
nitrates and saponins) and cytotoxicity were determined in the pitaya red peel. With “cocoa
honey”, EH_PE and EH PP, and the isotonic formulations, physical-chemical analyzes (pH,
titratable acidity, total soluble solids), nutritional composition (total sugars, protein, lipids,
minerals) were carried out. Sequently, the chemical determinations (betalains, total phenolics,
total flavonoids and osmolarity) and the antioxidant capacity (DPPH, iron-reducing power,
coupled oxidation B-carotene and linoleic acid, degradation of 2-deoxy-D-ribose). For stability,
CieLab color coordinates, total phenolics, betalains and microbiological analysis were used as
markers. Sensory analysis was carried out with possible consumers of isotonics. The “cocoa
honey” stood out for presenting expressive levels of reducing sugars and potassium, which
contributed to the adequate osmolarity values of the formulations. The isotonic formulations
have significant antioxidant capacity, with emphasis on the DPPH tests and coupled oxidation
[-carotene and linoleic acid. The formulations stored for 30 days at 4 °C were more stable. The
isotonic tasters revealed that sweetness was ideal for consumption. The addition of red pitaya
revealed a more attractive color for the consumption of isotonics without influencing its flavor.
Therefore, a wide field of possibilities opens up for the processing of isotonics with antioxidant

characteristics, destined at athletes, a niche not yet explored by the beverage industry.

Keywords: cocoa, natural dyes, exercise, refined sugar, stability, sensory evaluation.

1 Advisor: Marcondes Viana da Silva, DSc., UESB; Co-Supervisor: Leandro Soares Santos, DSc., UESB.
XVi



1. INTRODUCAO

Os praticantes de atividade fisica durante e apds os exercicios de alta performance,
necessitam de estratégias de hidratacdo adequada para manutencdo da homeostase corporal,
sendo esta alcangada quando combinada com &gua, carboidratos, eletrolitos e associados a
adequada osmolaridade (ACSM, 2007; SOLLANEK et al., 2019).

O Codex Alimentarius (FAO/WHO, 2019) estabelece que 0s isotdnicos sdo responsaveis
por esta reposigdo de eletrolitos, e por isto, deve apresentar concentragéo de sodio entre 230 e
920 mg.L, potassio maximo de 700 mg.L?, osmolaridade compreendida entre 250 a 340
mOsm.kg?, sendo esta similar aos fluidos bioldgicos, e teor de agticar variando entre 3 a 10%
(m.vh). Assim, os isotdnicos sio mais recomendados em relagdo a agua, por retardar a fadiga
muscular, minimizar o risco de desidratacdo, aumento da temperatura corporal, 0 estresse
cardiovascular e a hiponatremia (ORRU et al., 2018).

Tradicionalmente, os isotdnicos disponiveis no mercado sdo elaborados utilizando
corantes e aromatizantes sintéticos. Entretanto, essa pratica ndo é compativel com o estilo de
vida dos atletas que vém incluindo na sua alimentac&o produtos de fontes naturais (GIRONES-
VIPLANA et al., 2016).

Ainda sao limitados os estudos que explorem a substituicdo total dos corantes sintéticos
em isotbnicos, embora, novas bebidas isotdnicas tém sido elaboradas a base de frutas, como o
acai, buriti, tangerina, em funcédo de seus beneficios nutricionais (FONTES et al., 2015; BOVI,
PETRUS e PINHO, 2017) e mais recentemente Porfirio et al. (2019) utilizando extrato de polpa
e casca de jabuticaba.

Assim, o presente estudo destaca-se por ser o relato primeiro na literatura explorando a
elaboracdo de formulacGes isotbnicos utilizando a substituicdo parcial do agtcar refinado por
“mel de cacau” bem como a adi¢do de extrato da polpa e casca de pitaya vermelha como
substituto de corantes sintéticos.

Com este intuito, substituiu-se parcialmente o agucar refinado pelo “mel de cacau”,
exsudato mucilaginoso rico em aglcares e compostos bioativos com destacada capacidade
antioxidante, sendo este, liberado da polpa que envolve os gréos de cacau, na etapa que antecede
a fermentacgéo destas (LANNES et al., 2013; SILVA et al., 2014).

Nesse contexto, para tornar esta bebida mais atrativa aos consumidores pretendeu-se
adicionar extratos hidroetandlicos concentrados de polpa e casca de pitaya vermelha
(Hylocereus polyrhizus), por ser fonte natural da betalaina, pigmento de coloragdo vermelho-
purpura, de sabor suave que nédo interfere no flavor do isotonico. Ademais, é estavel a variagoes

de pH e temperatura, além de ter propriedades nutracéuticas e atividade bioldgica, como cancer,
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artrite, catarata, doencas neurodegenerativas e cardiovasculares (CAROCHO, MORALES e
FERREIRA, 2018).

Constituindo-se assim, uma alternativa em substituicdo aos corantes sintéticos,
considerando que 0 modo e o tempo de exposicdo destes estdo relacionados com efeitos
adversos a salude humana, com destaque para alergias, hiperatividade, insuficiéncia renal,
hepatotoxicidade, dentre outros. Desse modo, a sua utilizagdo exige controle em todo 0 mundo
(WHO, 2017; REZA et al., 2018).

A partir destes estudos, abre-se um amplo campo de investigacfes para novas
formulacGes de isotdnicos com substituicdo parcial de acucar refinado destinados a atletas,
nicho ainda ndo explorado pela industria de bebidas e certamente servira de aporte cientifico
para futuros estudos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Isotbnicos: visao geral

Isotonicos, de acordo a Instrucdo Normativa n® 28/2018 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sdo suplementos alimentares que auxiliam na manutencdo do
equilibrio de fluidos e eletrolitos e no desempenho de exercicios fisicos de resisténcia
(BRASIL, 2018).

Os isot6nicos devem ser constituidos a partir da concentracdo variada de eletrélitos
(minerais como cloreto, calcio, magnésio, sodio e potassio), associada a concentracdes distintas
de carboidratos, podendo conter, opcionalmente, vitaminas e/ou minerais em concentracdes
semelhantes as encontradas nos fluidos organicos (BRASIL, 2010; RAIZEL et al., 2019). De
acordo o Codex Alimentarius (FAO/WHO, 2019), os isotdnicos, prontos para consumo, devem
apresentar osmolaridade de 250 a 340 mOsm.kg™, concentracéo de sodio entre 230 e 920 mg.L"
! potassio maximo de 700 mg.L:, carboidratos entre 3 a 10% e frutose, até 5%.

Durante a pratica de atividade fisica de longa duracao, atletas chegam a perder em média
2 a 3 litros de agua e eletrolitos por hora através do suor e urina. Essa eliminacéo pode resultar
em desidratacdo, hipoglicemia, hipovolemia, hipertermia. Portanto, é necessario que haja uma
reposicdo dos fluidos, com a presenca dos eletrolitos na composicdo de bebidas
hidroeletroliticas que possibilita a rapida recuperacédo dessas perdas, principalmente o sédio que
previne a hiponatremia e promove maior absorcdo de adgua. Os carboidratos auxiliam nesse
beneficio e possibilitam a estabilidade do indice glicémico no sangue, mantendo as
concentracgdes ideais e poupando o glicogénio muscular e hepatico (GERALDINI et al., 2017;
SIMULESCU et al., 2018).

O exercicio fisico intenso, além de promover a desidratacdo, pode provocar danos a
salde do esportista através de desequilibrios com o aumento da producao de radicais livres e a
diminuicdo dos agentes antioxidantes, ocasionando lesdes musculares, danos celulares e
prejudicar o desempenho dos atletas (TAKACS et al., 2015). O sistema de defesa antioxidante
tem o objetivo de reduzir e/ou inibir os danos provocados pela agéo nociva dos radicais livres,
favorecendo a restauracéo e a reconstituicdo das estruturas biologicas das células (GRANATO
e NUNES, 2016).

Logo, o sistema de defesa antioxidante inadequado pode elevar o estresse oxidativo,
que é acompanhado por alteragcbes metabdlicas, sendo associado a trés mecanismos de
producéo de radicais livres: aumento na taxa de processos metabolicos aerobicos; pequenas

lesBes na restauracdo da musculatura lesionada; reperfusédo isquémica. As espécies reativas de
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oxigénio neutralizadas por antioxidantes podem ter um efeito positivo no desempenho das
atividades fisicas (DAMIRCHI, ZAREEI e SARIRI, 2015).

No Brasil, observou-se um declinio no volume de producgéo de bebidas isotdnicas nos
ultimos anos, de 103.581 (volume em 1.000 L) em 2015 para 83.620 (volume em 1.000 L) em
2017. Esta queda na producdo esté relacionada a reducdo do consumo per capita, de 0,5 em
2015 para 0,4 litros/habitante/ano em 2017 (ABIR, 2019). Esse cenario justifica-se pelas
mudangas no estilo de vida dos atletas que estdo dando preferéncia pela ingestdo de produtos
mais naturais que proporcionam beneficios a saide, ndo apenas saciar a sede.

Os isotdnicos comerciais séo elaborados utilizando corantes e aromatizantes sintéticos,
além de conservantes que sdo responsaveis pelo sabor basico pouco agradavel das bebidas
(RAIZEL et al., 2019). Nessa perspectiva, a introducéo de polpas, sucos e extratos de frutas e
vegetais vém sendo amplamente utilizado por estudiosos (Tabela 1), numa tentativa de agregar
sabor mais agradavel a bebida e vantagens nutricionais devido a presenca de antioxidantes
naturais, podendo minimizar os danos do estresse oxidativo causado pelo exercicio intenso
(TAKACS et al., 2015; MAIA et al., 2019).

Diante do exposto, a utilizagdo do “mel de cacau” com 0s extratos da polpa e casca de
pitaya vermelha € uma proposta inovadora para a inddstria de bebidas, pois alem de utilizar os
frutos como fontes de compostos bioativos, apresenta-se novas formula¢ées com reduzido teor

de acucar refinado.
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Tabela 1. Estudos que incorporaram extratos de frutas e vegetais em isoténicos disponiveis na literatura no periodo de 2011 a 2019.

Extrato de frutas e vegetais

Objetivo

Principais conclusoes

Referéncias

Laranja, maracuja e melancia
Hortalicas (alface, hortela,
espinafre, rdcula, abobrinha,

cenoura, inhame, pepino)

Analisar a qualidade sensorial,
microbiologica e a estabilidade da
fracdo de carboidratos de uma
polpa isotonica natural produzida a
partir do suco de frutas e

hortalicas.

A bebida isotbnica apresentou boa
estabilidade microbioldgica e fisico-
quimica durante o congelamento por
30 dias, além de apresenta boa

aceitacdo sensorial.

Martins et al., 2011

Limé&o, sabugueiro e uva

Produzir novas bebidas ricas em
polifendis, combinando suco de
limdo com fontes de cores naturais,
ricas em compostos bioativos
como o concentrado de uva ou

sabugueiro (Sambucus nigra L.).

A bebida do suco de limdo e
sabugueiro  apresentou  melhor
resultado que a combinacdo liméo e
uva, com maior retencdo de cor e
maior atividade antioxidante, também
preservada durante o armazenamento.
A adicdo de concentrados de frutas
vermelhas ao suco de limdo foi
observada para proteger o contetdo
de vitamina C, mantendo as
propriedades benéficas do produto

durante a vida util.

Gonzalez-Molina et al., 2012

Lim&o e maqui berry

Elaborar novas bebidas isotdnicas

com diferentes frutas para avaliar a

As bebidas apresentaram

fitoquimicos bioativos contribuindo

Gironés-Vilaplana et al., 2012
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qualidade e atividade bioldgica

desses ingredientes funcionais.

para a elevada  capacidade
antioxidante. A cor das bebidas foi
bem preservada durante 70 dias,

especialmente a 4 °C.

Tangerina

Elaborar bebidas isotbnicas
organica de tangerina com teor
reduzido de aditivos e de

agrotoxico.

As bebidas apresentaram niveis
adequados de sélidos sollveis, acidez
e pH, assim como nos resultados
microbiologicos. Realizou-se testes
sensoriais e a bebida com maior teor
de suco de tangerina foi apontada a

preferida dos consumidores.

Santos et al., 2013

Liméao, acai e maqui berry

Elaborar novas bebidas isotonicas
com diferentes frutas para avaliar a
qualidade e atividade bioldgica

desses ingredientes funcionais.

As novas bebidas isotonicas fontes de
antocianinas mostraram uma cor
atraente, especialmente em amostras
de maqui, com maior aceitacdo pelo
consumidor. Apresentaram efeitos
antioxidantes e biol6gicos
significativamente mais altos em
comparagdo com as  bebidas

isotdbnicas comerciais.

Gironés-Vilaplana et al., 2013

Lim&o e maqui berry

Elaborar bebida isotbnica com

suco de limdo e maqui berry e

Verificou-se que o0s tratamentos

térmicos (leve e severo) utilizados

Girones-Vilaplana et al., 2016
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avaliar o efeito de diferentes
tratamentos térmicos na
estabilidade da  antocianina,
capacidade antioxidante, cor e
seguranga microbioldgica, por 56
dias submetida as temperaturas de

7e37°C.

ndo afetaram drasticamente o
contelido e a retengdo de antocianinas
nem a capacidade antioxidante das
bebidas isotdnicas. Embora, a cor
tenha sido alterada apds aquecimento,
as bebidas permaneceram com
coloracdo atraente o periodo de

armazenamento.

Agua de coco

Desenvolver bebidas isotdnicas
para matar a sede de homens e
mulheres esportistas, alterando a
composicdo natural da agua de
nucifera

coco rei (Cocos

aurantiaca) adicionando a
vitamina C (antioxidante) e

sorbato de potassio (conservante).

Duas bebidas isotonicas apresentaram
osmolaridade (289 e 292 mOsm.kg™)
dentro da legislacdo. O produto com
289 mOsm.kg? apresentou melhor
aceitacdo e  caracteristicas de
carboidratos (5,4%) e eletrdlitos (20
mmol.L? de sodio, 24 mmol.L? de
potassio) de acordo ao estabelecidos
pela legislagdo. A bebida permaneceu
estavel microbiologicamente sob dois
meses de observacdo sob condigdes

de refrigeracéo.

Marapana, Chandrasekara

Aponso, 2017

e

Buriti e tangerina

Produzir, caracterizar e avaliar a

estabilidade de nanoemulsdes

As formulagGes mostram-se estaveis

sob refrigeracdo por 60 dias em

Bovi, Petrus e Pinho, 2017
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contendo Oleo de buriti para
posterior incorporagéo em bebidas
esportivas isotbnicas como corante
natural em substituicdo do corante

sintético, amarelo crepusculo.

relacdo a cor. Apresentaram niveis
adequados de pH, acidez e solidos
soliveis até 38 dias, ndo houve
separacdo de fases e estavam em
conformidade de acordo as analises

microbiologicas.

Casca de jabuticaba

Elaborar uma bebida com
caracteristicas hidroeletrolitica a
base do permeado obtido do
processo da ultrafiltragcdo do leite
com adicdo do corante natural de
antocianina extraido da casca da

jabuticaba.

A bebida apresentou valores elevados
de antocianinas e polifendlicos totais
que contribuiram para sua capacidade
antioxidante (ABTS e DPPH) e a
utilizacdo de corantes naturais como
antocianina, além de conferir cor ao
produto, pode trazer beneficios a
salde.

Ferreira et al., 2018

Soja

Incorporar em uma bebida
isotdbnica 0 microencapsulado de

isoflavonas da soja.

A microencapsulacdo aumentou a
biodisponibilidade das isoflavonas no
trato gastrointestinal e apresentou
capacidade de neutralizar os radicais
livres (ABTS).

Wyspianska et al., 2019

Casca de jabuticaba

Analisar a eficacia do consumo de
uma bebida feita com ultrafiltracdo

de soro de leite permeia com o

(@] consumo da bebida
hidroeletrolitica a base de permeado
de soro de leite com HB demonstrou

Ferreira et al., 2019
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extrato fendlico da casca de
jabuticaba (HB) para o controle
dos marcadores de estresse
oxidativo e dano muscular em

jogadores de futebol.

proteger as células dos danos
causados pelo estresse oxidativo,
sugerido pelo aumento dos niveis de
glutationa s-transferase e pelos
resultados da capacidade antioxidante

(ABTS e DPPH).

Casca e polpa de jabuticaba

Desenvolver  formulacdes de
bebidas isotbnicas com extratos
hidroetantlicos concentrados da
jabuticaba com potencial

antioxidante.

As bebidas isoténicas sdo fontes ricas
de antocianinas,  apresentaram
constituintes fendlicos com potencial
antioxidante. As formulacbes
permaneceram mais estaveis ao
armazenamento em 4 °C por 90 dias,
sem alterar cor, teor de antocianinas e
estavam em conformidade as analises

microbiologicas.

Porfirio et al., 2019

FONTE: Dados autor (2020).
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2.2. “Mel de cacau”: coproduto do cacau

2.2.1. Conceituagao

O “mel de cacau” é um exsudato mucilaginoso liberado da polpa que envolve os gréos
de cacau, na etapa que antecede a fermentagdo das améndoas, resultante da prensagem feita por
caixas de prensa ou prensas comuns em até 24 horas apés a colheita dos frutos (LANNES, et
al., 2013). E caracterizado por um liquido viscoso, de sabor doce e levemente &cido, extraido

de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 1.

Figura 1. Fluxograma do processo de extracdo do "mel de cacau”.

Colheita do fruto

O

Quebra do fruto

O

Retirada da améndoa

2V

Enchimento
caixa/prensa

O O

Fermentacio I <:| | Recolhe o *Mel” I

|:> | Prensa das sementes

FONTE: Lannes et al. (2013) com adaptac6es.

Durante esse processo de extracdo, os grdos de cacau frescos sdo prensados usando
trituradores mecanicos, que podem remover até 10% do peso das sementes frescas sem afetar
0 processo de fermentacdo do cacau. Para evitar qualquer tipo de contaminacdo, o fruto do
cacau deve ser higienicamente coletado no momento da quebra, e apds essa etapa, o “mel de
cacau” necessita ser pasteurizado, envasado e refrigerado (FIGUEROA, GARCIA e VEGA,
2019).

O “mel de cacau” ainda ¢ pouco explorado na industria, por ser um produto tipico da
Bahia, no entanto, € um substrato rico em nutrientes e pode ser aproveitado tecnologicamente.
O seu uso como matéria-prima € vantajoso porque, comparado com outras frutas tropicais
potencialmente Uteis, o cacau é um produto abundante derivado de uma cultura ja estabelecida.
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Assim, alguns estudos demonstram seu potencial para desenvolvimento de produtos por atribuir
sabores especiais e atraentes, como sucos, licores, geleias, compotas, bebidas fermentadas,
vinagre e outros produtos (NUNES et al., 2017).

2.2.2. Composicao nutricional e propriedades bioativas

O “mel de cacau” é composto basicamente por agua (74,94 a 87,22% umidade), acucar
(10 a 19%), pectina (0,9 a 2,5%) e &cidos ndo volateis (acido citrico — 0,77 a 1,52%). Observa-
se a presenca de fibras solUveis e insoluveis (cerca de 0,7%) e pectina na polpa de cacau
conferindo ao produto alta viscosidade, que favorece a sua utilizagdo no desenvolvimento de
novas preparacgdes tecnoldgicas (SILVA et al., 2014; MEERSMAN et al., 2017).

Os parametros fisico-quimicos (Tabela 2) demostram o baixo pH do “mel de cacau”, de
2,76 a 3,75, com acidez titulavel 0,73% expresso em acido citrico, e teor de solidos soluveis
totais podendo variar de 11 a 16,17 °Brix. Essas caracteristicas, segundo Anvoh, Zoro Bi e
Gnakri (2009), estdo relacionadas principalmente a presencga de varios acidos organicos, ao
avaliarem os acgucares e acidos organicos no “mel de cacau” pelo método de cromatografia
liquida. Os autores identificaram que os &cidos presentes, o acido citrico e acético, conservam
a cor e sabor do “mel de cacau”, e relatam que 0 baixo pH contribui na preservacao da qualidade
microbioldgica desse coproduto, protegendo-o de bactérias ndo acidofilas.

Vale destacar que essa composic¢do fisico-quimica pode variar de acordo o método de
extrac¢do do “mel de cacau”, condigdes climaticas, variedade do cacau e tipo de solo. No entanto,
contribuem para a elaboracdo de novos produtos na industria e a utilizacdo do processo de
pasteurizacdo é suficiente para garantir sua qualidade microbiolégica (MELO NETO et al.,
2016; FIGUEROA, GARCIA e VEGA, 2019).

O valor expressivo do teor de sélidos soltveis contribui para quantidade de acUcares,
principalmente, o acucar redutor no “mel de cacau” que contribui para ser um ingrediente
funcional. Assim, o aproveitamento do “mel de cacau” é favoravel por reduzir ou evitar a adi¢cdo
de acucar refinado, como tem-se observado na literatura a geleia sem agucar (SANTOS et al.,
2014) e chocolate e gelado comestivel com teor reduzido de sacarose (LANNES et al., 2013).
Outra vantagem de utiliza-lo é proporcionar mais sabor as formulagdes dos isotonicos, ja que
0s comerciais apresentam sabor desagradavel devido a presenca de aromatizantes e
conservantes sintéticos (PORFIRIO et al., 2019).

Nesse contexto, ressalta-se a recomendacéo de sacarose pela Associagdo Americana de

Diabetes (ADA, 2017) entre 25 e 50 gramas por dia, tendo por base uma dieta de 2000 calorias
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diarias. A World Health Organization (WHO, 2015) recomenda, aos adultos como as criangas,
reduzir a ingestao de agUcares livres para menos de 10% da ingestdo total de energia, e priorizar
a preferéncia por alimentos de fontes naturais. Ressaltam ainda, que a indUstria alimenticia ndo
deve tratar essa reducdo como sindnimo de um aumento expressivo de edulcorantes e outros

aditivos em produtos industrializados.

Tabela 2. Composicéo fisico-quimica e quimica do "mel de cacau".

Componentes Teores médios
oH 3,75+ 0,81
Acidez titulavel (mEq.L™Y) 170 + 6,28
SST (°Brix) 16,17 + 0,74
Acucar total (g.100mL" %) 2,90 +0,50
Agucar redutor (g.100mL" %) 1,20 0,50
Aclcar ndo redutor (g.100mL"~ 1) 1,70 £ 0,50
Proteina (g.L ™) 7,20 £0,21
Lipideos (%) 3,54 +0,20
Potassio (mg.L~ 1) 950 + 6,32
Sodio (mg.L™ 1) 30,50 + 3,77
Magnésio (mg.L™ 1) 82,50 + 0,85
Célcio (mg.L™ Y 171,50 + 34,01
Flavonoides totais (ug.mL™ 1) 7,19 +0,01

FONTE: Silva et al. (2014); Figueroa, Garcia e Vega (2019).

O “mel de cacau” ¢é considerado uma fonte natural de compostos bioativos, com
quantidades apreciaveis de flavonoides totais, que contribuem para a sua capacidade
antioxidante (SILVA et al., 2014). Alem de apresentar valores crescentes de constituintes
fendlicos totais a medida que aumenta a concentragdo de “mel de cacau” (Tabela 3). Assim,
evidencia-se que esse coproduto do cacau apresenta nutrientes funcionais com elevada
capacidade antioxidante por inibir a peroxidacéo lipidica e a lipoxigenase in vitro (BADER-
UL-AIN et al., 2019).

Pazzinato e Cardoso (2019) relatam que o cacau € um dos alimentos mais ricos em
flavonoides, que contém como principais substancias os flavanois, subclasse rica em catequinas
e epicatequinas, com possivel efeito anti-inflamatorio, antiplaquetario, antitrombdtico,

antialérgico e cardioprotetor.
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Tabela 3. Indicadores dos constituintes fendlicos totais, atividade antioxidante no “mel de

cacau”.
Extrato  Fendlicos totais Capacidade CE50* DPPH**
(mg) (mg.100g™1) Antioxidante (%)  (png.ml) (g extrato. g?)
20 101,50 66,80
30 132,90 74,70 64,74 6,34
40 811,80 75,50
50 1200 85,00

FONTE: Silva et al. (2014).
NOTA: *representa a concentracdo de extrato com 50% de atividade antioxidante. **1,1- difenil-2-picril-hidrazila.

Assim, o consumo de pequenas concentragoes do “mel de cacau” € capaz de reduzir ou
neutralizar em 50% o radical livre estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DDPH) protegendo o
sistema bioldgico contra o efeito nocivo de processos oxidativos, demostrando a sua capacidade
antioxidante.

Desta forma, torna-se viavel a utiliza¢do do "mel de cacau” em formulagdes de novas
bebidas funcionais por agregar vantagens tecnolégicas e nutricionais, sendo uma alternativa
promissora como substituto parcial do agucar refinado, pois € crescente a demanda da industria

em produtos mais saudaveis.

2.3. Pitaya Vermelha (Hylocereus polyrhizus)

2.3.1 Aspectos gerais

A pitaya vermelha (Hylocereus polyrhizus) pertencente a familia Cactaceae (Figura 2),
tem atraido atengdo em estudos recentes por ser rica em compostos bioativos e ter elevado valor
econdmico (LI et al., 2017). E um fruto tropical, nativo do México e das Américas Central e do
Sul, e seu cultivo tem aumentado no Brasil devido as suas propriedades nutricionais e
organolépticas (ORTIZ e TAKAHASHI, 2015).

Popularmente a pitaya e conhecida como “fruta do dragdo”, devido ao seu formato e a
sua pele brilhante coberta de “escamas”. Ja foram identificadas pelo menos 14 espécies de
pitaya, de diferentes cores de polpa e casca. Entretanto, o foco desse estudo é a pitaya de polpa
vermelha e casca vermelha, que tem formato oval e peso entre 300 e 600 gramas, apresentando
uma polpa com pequenas sementes pretas que representa 60 a 80% do peso total do fruto
maduro (TSAl et al., 2019).
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Figura 2. llustracdo dos frutos da pitaya vermelha.

FONTE: Dados autor (2020).

A fruta rstica vem apresentando aceitagdo crescente nos mercados consumidores. Seu
cultivo é considerado promissor devido sua aparéncia exotica, sabor doce e suave, polpa firme
e suas caracteristicas nutricionais e funcionais, além disso, apresenta alto valor comercial, o que
vem despertando o interesse de cultivo por fruticultores no Brasil por ser uma fruta de fécil
adaptacdo aos periodos longos de seca (SANTOS et al., 2019).

No Brasil, ainda sdo pequenas as areas de producdo da fruta, estando localizadas
principalmente na regido Sudeste, onde a producdo dos frutos ocorre durante os meses de
dezembro a maio. No estado do Ceara e Para as plantas produzem frutos o ano inteiro, com
pequeno decréscimo nos meses mais chuvosos, que geralmente vao de janeiro a abril. A colheita
da pitaya geralmente ocorre quando a fruta atinge a maturidade completa, ou seja, 30 a 40 dias
apos a floragdo, na qual a casca adquire coloracdo rosa a vermelha profunda e uma textura de
polpa ainda firme (JERONIMO, ORSINE e NOVAES, 2017).

A durabilidade do fruto é menor do que 10 dias em temperatura ambiente, mas se
armazenado sob refrigeracdo (em torno de 5 °C) pode ter uma validade de 25 a 30 dias.
Contudo, a fim de aumentar sua aplicacéo, disponibilidade e vida atil pode passar por varios
tipos de processos, como congelamento, desidratacdo, concentragdo, fermentacéo, tratamentos
térmicos e conservacdo quimica (MAGALHAES et al., 2019).

2.3.2. Caracterizacao geral e propriedades bioativas

As caracteristicas quimicas e fisico-quimicas (Tabela 4) das frutas variam de acordo

com a diversidade dos frutos, local de producédo, condi¢des climaticas, estadio de maturagdo e
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época de colheita, entre outros fatores. Geralmente elas so utilizadas na avaliacdo da qualidade
dos frutos, consideram-se as mais comuns os teores de sélidos soluveis, pH, acidez titulavel,
acucares redutores e totais, pigmentos e compostos fendlicos (PRASAD, JACOB e SIDDIQUI,
2018).

Tabela 4. Composicéo fisico-quimica da pitaya vermelha (Hylocereus polyrhizus).

Variaveis Casca Polpa
pH 4,40 + 0,01 4,88 £ 0,02
Solidos soluveis (°Brix) 2,16 +0,41* 9,97 £ 0,06
Acidez titulavel (% acido malico) 0,41+0,01 0,33+0,03

FONTE: Santos et al. (2019) e *Abreu et al. (2012).

O pH dos frutos da pitaya vermelha podem variam de 4,40 a 5,60 (ABREU et al., 2012;
CORDEIRO et al., 2015; SANTOS et al., 2019). E um componente importante a ser avaliado,
pois pode influenciar no tempo de deterioracdo do fruto, através do desenvolvimento de
microrganismos, na atividade das enzimas, na reten¢do do sabor-odor, na estabilidade de
corantes artificiais em produtos de frutas na industria e na escolha de aditivos e conservantes
(LIMA et al., 2013).

A acidez titulavel também influencia na cor, sabor, odor e na qualidade das frutas. As
pitayas frescas apresentam, em geral, baixos valores de acidez total (2,4 a 3,4%). Santos et al.
(2019) encontraram valores baixos para a casca (0,41% expresso em ac. malico) e polpa (0,33%
expresso em ac. malico) da pitaya vermelha, podendo ser influenciados pelas condi¢Ges do
armazenamento. Estudos revelam que pode ocorrer declinio no teor da acidez titulavel durante
0 armazenamento, simultaneamente a mudanca da coloracdo da casca, que, dependendo das
condigcdes de estocagem, pode ter comportamento acelerado decorrente dos processos
metabolicos e fisiologicos, que o utilizam como fonte de energia (MENEZES et al., 2015; HUA
etal., 2018).

O teor de solidos sollveis totais na casca (2,16 °Brix) e polpa (9,97 °Brix) da pitaya
vermelha, podendo variar de 13 a 16% conforme encontrado em diferentes espécies de pitayas
cultivadas no Brasil (ABREU et al., 2012; CORDEIRO et al., 2015; SANTOS et al., 2019). Os
valores de sélidos soluveis variam com a espécie, cultivares, estadio de maturacdo e clima, além
de indicar a quantidade de agUcares existentes no fruto de forma mais representativa (PRASAD,
JACOB e SIDDIQUI, 2018).
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A composicdo centesimal representa importantes informacgdes a respeito do valor
nutricional do produto e sua possivel inclusdo na dieta. Utpott et al. (2018) ao caracterizarem a
pitaya vermelha produzidas no Rio Grande do Sul, Brasil (Tabela 5), destacam o seu elevado
teor de umidade, baixo valor energético e boa fonte de fibra alimentar, podendo contribuir para
uma dieta equilibrada. Esses valores corroboram com os resultados de Santos et al. (2019), que

também caracterizaram a pitaya vermelha produzidas no estado do Ceara, Brasil.

Tabela 5. Composicao nutricional de casca e polpa de pitaya vermelha em base umida (%).

Constituintes Casca Polpa
Umidade 92,73 £ 0,09 86,82 + 0,07
Proteina 0,46 £ 0,10 1,75 £ 0,06
Lipidios 0,12 £ 0,02 0,87 +£0,01
Carboidratos 0,72+0,15 5,50 £ 0,36
Fibra alimentar 4,47 +0,13 4,21 +0,25
Cinzas 1,54 + 0,00 0,89 +0,01
Energia (kcal) 5,65 + 0,97 36,41 + 1,00

Fonte: Utpott et al. (2018).

De acordo Utpott et al. (2018), a umidade é uma das analises mais utilizadas por estar
relacionada a estabilidade e qualidade do produto, podendo ser afetada pelo armazenamento,
embalagem e processamento. A casca e polpa apresentaram valores 92,73 e 86,82%,
respectivamente, corroborando com os resultados encontrados em diferentes espécies de pitaya,
variando de 83,60 a 89,00% (CORDEIRO et al., 2015; SANTOS et al., 2019).

O teor de proteinas na casca (0,46%) e polpa (1,75%) foram baixos, estando dentro dos
valores de 0,3 a 2,27%, geralmente encontrados em pitaya vermelha (ABREU et al., 2012). As
proteinas desempenham papel fundamental na estrutura e funcéo das células. Funcionam como
biocatalisadores (enzimas e hormdnios), controlando processos como crescimento, digestao,
absorcéo, transporte e metabolismo (VILAS BOAS, 2002).

Os acUcares constituem a maior parte dos solidos soltveis em forma de glicose, frutose
e sacarose, na pitaya vermelha os valores de acucares totais sdo baixos (0,72% para casca e
5,50% para polpa). Essa € uma caracteristica desejavel tanto para a agroinddstria quanto para o
para consumo in natura, por propiciarem maior rendimento no processamento e por
proporcionar maior percepcao de sabor agradavel (CORDEIRO et al., 2015).

Apesar da polpa apresentar maior valor caldrico devido ao teor de carboidratos

presentes, o fruto ainda é considerado de baixo valor energético quando comparado ao abacaxi,
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acai, goiaba, maca e péssego, por exemplo (UTPOTT et al., 2018). Contém poucos lipidios
(casca 0,12% e polpa 0,87%) e juntamente com outros alimentos, podem auxiliar para uma
dieta equilibrada nutricionalmente.

Em relacdo aos teores de cinzas, a casca possui maior percentual quando comparado a
polpa, sendo que valores a partir de 0,7% sé&o indicativos de um contetdo mineral Gtil para a
melhoria da saude humana (UTPOTT et al., 2018). Os minerais estdo diretamente relacionados
ao estado de saude e doencga nos seres Vvivos, ja que sua deficiéncia ou excesso pode provocar
mudancas fisioldgicas importantes para o organismo (AGUIAR et al., 2011). De acordo Le
Bellec (2006), a pitaya vermelha apresenta conteudo relativamente alto de potassio (12,6 g.kg"
1y, seguido de magnésio e calcio (8,0 a 23 g.kg™?). Quanto aos micronutrientes, destacam-se 0
ferro (337,58 mg.kg™), o zinco (116,26 mg.kg™?) e 0 manganés (113,93 mg.kg™).

Vale ressaltar os diversos estudos (Tabela 6) que destacam a quantidade de compostos
bioativos presentes na casca e polpa da pitaya vermelha, da espécie Hylocereus polyrhizus,
principalmente pigmentos e compostos fendlicos, geralmente relacionado com a defesa do
vegetal, mas nos seres humanos desempenham um importante papel de protegdo como agentes
antioxidantes.

O fruto possui altas quantidades de polifendis e antioxidantes, que podem oferecer
protecdo contra algumas doencas cronicas causadas pelo estresse oxidativo, tais como
distdrbios cardiovasculares e diferentes tipos de cancer (TENORE, NOVELLINO e BASILE,
2012).
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Tabela 6. Estudos que determinaram a presenca dos compostos bioativos na pitaya vermelha (Hylocereus polyrhizus), periodo de 2010 a 2019.

Titulo Objetivo Metodos utilizados Principais resultados Referéncias
Identificacdo de pigmentos e | Identificar pigmentos | Betanina (HPLC), fendlicos | A analise de HPLC qualificou | Rebecca, Boyce e
propriedades antioxidantes de | presentes Hylocereus | e flavonoides totais, poder | com éxito um pico da betanina. A | Chandran (2010)

frutos de dragdo vermelho

(Hylocereus polyrhizus)

polyrhizus e investigar melhor
as suas propriedades

antioxidantes.

redutor do ferro, DPPH.

fruta do dragdo representou uma
fonte significativa de

antioxidantes.

Atividades comparativas de

antioxidantes e
antiproliferativos da Pitaya
vermelha e branca e sua

correlacdo com o contetdo de
flavonoides e polifendis

Investigar a atividade

antioxidante de polifendis
totais e flavonoides de polpas
e cascas de pitaya branca e
vermelha de origem coreana;

Avaliar 0 efeito
antiproliferativo em varias
linhas de células cancerigenas
de extratos de polpa e casca de

pitayas.

Fendlicos totais,
flavonoides totais, HPLC e
atividade antioxidante,

(DPPH e ABTS).

Identificaram maior contetdo de

flavonoides e polifendis no

extrato metandlico da casca em

relacdo a polpa. Ambos o0s
extratos de casca também
mostraram uma atividade

antiproliferativa mais forte contra
as células cancerigenas. Houve
correlacdo direta entre o contetido
fendlico e o efeito antioxidante,
mas nao foi observada correlacédo
entre a atividade antioxidante e a

atividade antiproliferativa.

Kim et al. (2011)

Propriedades antioxidantes de

duas espécies de frutos de

Investigar as propriedades

antioxidantes das frutas (casca

Acido ascérbico, fendlicos

totais, DPPH, atividade

Ambas espécies de Hylocereus

tem capacidade antioxidantes

Choo e Yong (2011)
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Hylocereus e polpa) de H. polyrhizus e H. | quelante de ions ferrosos. devido a presenca dos acidos
undatus. fendlicos e ascorbicos.
Considerando a atividade de
eliminacdo de radicais livres e a
atividade quelante de ions
ferrosos, a polpa de H. undatus
apresentou as maiores

propriedades antioxidantes.

Caracteristicas fisico-quimicas | Avaliar as caracteristicas | Teor de vitamina C, | As pitaias analisadas mostraram | Abreu et al. (2012)
e atividade antioxidante total de | fisico-quimicas e a atividade | fendlicos totais, DPPH, | alta atividade antioxidante pela

pitaias vermelha e branca antioxidante total da casca e | sistema  [B-caroteno/acido | metodologia de sistema
da polpa das pitaias vermelha | linoleico. betacaroteno/acido linoleico e
e branca. baixa atividade pela técnica de

DPPH.

Determinacdo de compostos | Determinar 0s compostos | Betacianinas e acido acético | O efeito da pasteurizacao sugeriu | Foong, Hon e Ho
bioativos em liquidos | bioativos presentes no liquido | (HPLC), fitoesterois | possiveis efeitos benéficos na | (2012)

fermentados de frutos de dragéo | fermentado do fruto do dragdo | (cromatografia gasosa), | concentracdo de  compostos

(Hylocereus polyrhizus) vermelho, com e sem | fendlicos, flavonoides e | bioativos,  pois  apresentou
tratamento de pasteurizacdo. | flavondis totais, ABTS. quantidades significativamente
maiores de fitoesterois

(campesterol, estigmasterol, [3-

sitosterol), betacianinas, acidos
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aceéticos, contetido fendlico total,
teor total de flavondides e ensaio
total de flavanol, bem como
maior capacidade de eliminacéo

de radicais no ensaio ABTS.

Potencial nutracéutico e
beneficios antioxidantes de
extratos de pitaya vermelha

(Hylocereus polyrhizus)

Investigar 0 perfil
fitoquimico, a  atividade
antioxidante e antimicrobiana
de extratos e fragdes da polpa
e casca de pitaya vermelha.

Betacianina, fendlicos e
flavonoides totais, fracdes
de polifendlicos (HPLC),
DPPH, poder de reducéo do
ferro (FRAP).

As fraches de betacianina
exibiram as maiores capacidades
de reducdo e eliminacdo de
radicais entre os extratos e fragdes
testados pelos ensaios FRAP e
DPPH, respectivamente. As
fracBes polifendlicas da polpa e
das cascas mostraram um amplo
espectro antimicrobiano inibindo
0 crescimento de todos os
patdgenos de origem alimentar
testados, incluindo leveduras e
bolores.

Tenore, Novellino e
Basile (2012)

Influéncia da extracdo
convencional e assistida por
ultrassom no conteudo fenolico,

no contetdo de betacianina e na

Investigar a influéncia da
extragdo  convencional e
assistida por ultrassom, na

capacidade antioxidante da

Betacianina, fenolicos e
flavonoides totais, ABTS,
poder de reducdo do ferro
(FRAP).

O método de extragcdo assistida
por ultrassom aumentou o0
contetdo de flavonoides e a
atividade de eliminacdo do

Ramli, Ismail e
Rahmat (2014)
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capacidade antioxidante do
fruto do dragdo vermelho

(Hylocereus polyrhizus)

casca e da polpa do dragéo

vermelho.

radical ABTS da casca de pitaya.
A atividade de eliminacdo e o
poder redutor foram altamente
correlacionados com compostos
fendlicos e flavonoides. Por outro
lado, a atividade de eliminacéo e
0 poder de reducdo estavam
fracamente correlacionados com

o0 teor de bhetacianina.

Avaliacdo das propriedades
antioxidantes e cicatrizantes de
extratos de diferentes partes de

Hylocereus polyrhizus

Avaliar a potencial aplicacdo
dos residuos agricolas de H.
polyrhizus, o caule, a cascae a
flor, extraidos com solugdes
de etanol-agua de diferentes
concentracoes;

Avaliar as habilidades desses
extratos na protegdo contra
danos ao DNA e migracdo
celular;

Correlacionar os componentes
ativos e as propriedades

bioldgicas desses residuos.

Fenolicos totais,
flavonoides totais e
atividade antioxidante,
(DPPH e ABTYS)

Extratos do caule de H.
polyrhizus apresentaram
excelente atividade de eliminacéo
de radicais DPPH e ABTS. Os
extratos de caule, casca e flor em
etanol aquoso a 95% mostraram
excelentes efeitos de protecdo
contra danos ao DNA. Esses
residuos  sdo  fontes de
polifendlicos antioxidantes e tém
aplicacoes potenciais nas
inddstrias farmacéutica,

cosmética e alimenticia.

Tsai et al. (2019)

FONTE: Préprio autor (2020).
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Vale destacar o estudo pioneiro realizado por Wu et al. (2006) que avaliaram a presenca
de compostos fendlicos e a atividade antioxidante da polpa e da casca de pitaya vermelha
(Tabela 7).

Tabela 7. Caracterizagdo quimica da pitaya vermelha.

Componentes Polpa Casca
Fenolicos totais (mg.100mL™) 4,55 + 0,03 25,4 +210
Betanina (mg.100mL™) 10,30 £ 0,22 13,80 £ 0,85
Flavonoides totais (mg.100mL™?) 7,21 +0,02 8,33+0,11

FONTE: Wu et al., 2006.

Na pitaya vermelha, os constituintes fendlicos podem variar de acordo a condigdo
ambiental e/ou diferenca de fase de maturacdo dos frutos, do tipo da espécie e das condi¢des de
armazenamento, decorrente de processos bioguimicos e de degradacdo (SANTOS et al., 2016).

Assim, Wu et al. (2006) encontraram na pitaya vermelha proveniente do Taiwan,
fendlicos totais com resultados expressos em acido galico na polpa (4,55 mg.100mL™) e casca
(25,40 mg.100mL™). Para o contetido de flavonoides, observaram-se valores, expressos em
catequina, 7,21 mg.100mL* para a polpa e 8,33 mg.100mL™ para a casca. Tsai et al. (2019)
avaliaram o fruto oriundo também do Taiwan, encontrando 5,59 pg de acido géalico.mg™ de
extrato da casca, e quanto aos flavonoides, observaram valor de 0,34 pg equivalente de
quercetina.mg de extrato.

O contetdo de fendlico total pode ser atribuido também aos pigmentos encontrados em
cactos Hylocereus devido a uma estrutura fenol na molécula. A sua coloracdo vermelho-parpura
é atribuida a presenca de betalainas, pigmento solivel em &gua que proporciona cores
vermelhas e amarelas a grande variedade de flores e frutos responsaveis pela sua coloragéo
(WU et al., 2006; GARCIA-CRUZ et al., 2016).

Quanto ao conteldo total de betalaina, Wu et al. (2006) encontraram valores, expressos
em betanina, 10,30 mg.100mL™? na polpa e 13,80 mg.100mL™ na casca de pitaya vermelha,
sendo inferiores ao observado por Fathordoobadya et al. (2016). Estes autores ao avaliarem
diferentes propor¢fes de extratos hidroetandlicos de pitaya vermelha, obteve-se na extracdo
70:30 (etanol:agua) teores de betacianina 24,81 mg.100mL™* para a casca, e 120,28 mg.100mL"
! para a polpa. Assim, puderam demonstrar a alta propriedade hidrofilica das betacianinas
devido a presenca de alguns grupos hidroxila (-OH) que levam a polarizacdo de carga e a
ligagdo de hidrogénio, auxiliando na sua extracéo.

Nesse contexto, Tenore, Novellino e Basile (2012) verificaram que as fragOes

polifendlicas (acidos fendlicos, flavonoides e betalainas) da polpa e casca da pitaya vermelha
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sdo capazes de inibir patdgenos de origem alimentar, como leveduras e bolores, e concluiram
que o fruto é boa fonte de antioxidantes. Vale destacar a casca de pitaya vermelha, um
subproduto de fabricacdo a ser explorado, que geralmente é descartada pela industria de
alimentos, correspondendo em torno de 20% da fruta (ALVES, MONTEIRO e POMPEU,
2018).

A partir dos resultados, observa-se que a pitaya vermelha ndo é apreciada apenas pela
sua aparéncia exoética e cor, mas principalmente por apresentar teores consideraveis de
polifendis. Principalmente a casca de pitaya vermelha por apresentar caracteristicas
antioxidante, podendo atuar como agente antimelanoma (WU et al., 2006).

Assim, observa-se nos Gltimos anos, que a pitaya ganhou popularidade n&o apenas pelos
seus beneficios potenciais a salde, mas também por apresentar altos niveis de betalaina,
pigmento natural presente nesse fruto. Assim, surge com uma alternativa interessante na
indUstria de bebidas isotbnicas ou produtos relacionados, por ndo apresentar aroma
desagradavel (“cheiro de terra”) causado por derivados de geosmina e pirazina, como ¢
observado na beterraba (SANTOS et al, 2019).

Nesse contexto, a atual tendéncia é incorporar nao apenas a polpa da fruta, mas também
os residuos, resultantes do processo industrial. Por este apresentar alto valor econdémico
agregado no desenvolvimento de novos produtos na industria alimenticia, e principalmente,

pode ser utilizado como corante natural em substituicdo aos corantes sintéticos.

2.4. Corantes alimenticios

2.4.1. Corantes sintéticos e naturais

Os termos corantes e pigmentos geralmente sdo confudidos sendo importante a
diferenciacdo entre eles. Ambos séo substancias quimicas obtidas a partir de maneira sintéticas
ou de fontes naturais, de origem organica ou inorganica, empregadas com o intuito de colorir
0s substratos, entretanto, diferenciam entre si pelo modo de aplicacdo em relacdo a solubilidade.
Os corantes sdo parcialmente ou completamente dissolvidos em um liquido podem ser
aplicados diretamente sob diferentes substratos (materiais téxteis, papel, cabelos, couro, entre
outros). J& 0s pigmentos necessitam ser incorporados aos substratos, pois sdo praticamente
insoltveis nos meios nos quais eles sdo aplicados (ZANONI e YAMANAKA, 2016).

Assim, os corantes séo aditivos alimentares definidos como toda substancia que confere,
intensifica ou restaura a cor de um alimento. A cor é a primeira caracteristica notavel de um
alimento ou bebida, um dos atributos sensoriais mais importantes para indicar qualidade e
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aumentar aceitacdo pelos consumidores. No entanto, alguns alimentos ao serem submetidos ao
processamento perdem uma quantidade substancial de cor, sendo necessério restaurar a sua
coloracdo com a adicao de corantes sintéticos ou naturais (VINHA et al., 2018).

Os corantes podem ser classificados em 3 tipos diferiram quanto a origem, tém-se 0s
organicos naturais extraidos de matérias-primas encontrados na natureza (origem animal ou
vegetal), cujo principio tenha sido isolado com emprego de processo tecnolégico adequado. Os
corantes caramelo sdo obtidos a partir do agUcar exposto a temperaturas superiores ao seu ponto
de fusdo. E por fim os corantes artificiais, sintetizados por processos quimicos e ndo sdo
encontrados na natureza (DIKSHIT e TALLAPRAGADA, 2018).

Atualmente, Varios tipos de corantes sintéticos estdo disponiveis no mercado para
produtos alimenticios. Entretanto, a sua utilizacdo tem sido cada vez mais rejeitada pelos
consumidores, que estdo conscientes sobre 0s possiveis aspectos toxicoldgicos de alguns
corantes em relacdo a saude, preferindo assim ingredientes naturais no processamento de
alimentos (LIN et al., 2018).

Os corantes sintéticos eram utilizados ha muito tempo na industria de alimentos devido
ao seu baixo custo e serem mais estaveis a umidade, oxigénio e luz, variacdes de pH e
temperatura. No entanto, o mercado desses corantes tem sofrido declinio desde inicio do século
XXI1 nos Estados Unidos, com reducdo da lista de corantes sintéticos permitidos, de 700 para 9
compostos, sendo 2 de uso restrito. Evidéncias cientificas associam essa reducao com a ingestao
de corantes alimentares sintéticos acima de 50 mg e a possibilidade de surgimento de sintomas
alérgicos e hiperatividade em criancas (DOWNHAM e COLLINS, 2000; LIN et al., 2018).

No Brasil, as resolucdes n° 382 a 388, de 9 de agosto de 1999, da ANVISA, permitem
0 uso de onze corantes artificiais para alimentos e bebidas, sendo eles: Amaranto, Vermelho de
Eritrosina, Vermelho 40, Ponceau 4R, Amarelo Crepusculo, Amarelo Tartrazina, Azul de
Indigotina, Azul Brilhante, Azorrubina, Verde Rapido e Azul Patente V. Isto ocorreu devido a
necessidade de harmonizacdo da legislacdo entre os paises membros do Mercosul para o uso de
corantes em alimentos. A Resolugdo GMC n° 50/98 trata dessa harmonizagdo, bem como a
Resolugdo GMC n° 52/98 que trata dos critérios para determinar funcdes de aditivos e seus
limites maximos para todas as categorias de alimentos (PRADO e GODOQY, 2003).

Nos isotonicos, os corantes sintéticos sdo amplamente utilizados, sendo o ponceau 4R,
vermelho 40 e verde rapido permitidos pelo padrdo para aditivos alimentares no Codex
Alimentarius (FAO/WHO, 2019). Entretanto, torna-se interessante substitui-los por corantes

naturais devido aos seus possiveis efeitos controversos a saude.
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Nessa perspectiva, € uma tendéncia utilizar pigmentos na industria de alimentos
provenientes de fontes naturais, como clorofilas, carotenoides (carotenos, xantofilas),
betalainas (betaxantina, betacianina) e flavonoides (antocianinas) (PRIATINI e PRADITA,
2015). Estes pigmentos sdo ingredientes de alto valor nutricional, antimicrobianos e
antioxidantes, que permitem aparéncia desejavel e considerados mais seguros, pois Sao
considerados ndo toxicos e ndo carcinogénicos. No entanto, 0s corantes naturais apresentam
algumas desvantagens nas suas propriedades fisico-quimicas e quimicas ao serem submetidos
ao processamento de alimentos, pois sdo sensiveis a oxidacdo, mudanca de pH e luz, e tem
custo elevado (VINHA et al., 2018).

As betalainas tém despertado a atencdo de pesquisadores, consumidores e da industria
devido ao seu poder tintorial, coloracdo atrativa, estabilidade e atividade antioxidante. Se
diferenciam dos demais pigmentos por serem capazes de se regenerar ap0s tratamento térmico
combinada ao acido ascorbico, sdo hidrossoluveis e estaveis em uma faixa mais ampla de pH
entre 3 e 7 (SLIMEN, NAJAR e ABDERRABBA; 2017; MAHAYOTHEE et al., 2018).
Recentemente, tem sido amplamente utilizada para dar cor a sorvetes, bebidas, iogurtes,
sobremesas em po, geéis, molhos, doces, geleias (JANISZEWSKA-TURAK, PISARSKA e
KROLCZYK, 2016).

Nesse contexto, novas tecnologias estdo sendo desenvolvidas com o objetivo de
valorizar o uso de corantes naturais, preservar suas as propriedades em relacdo a sua
estabilidade apds processamento na industria de alimentos, reduzir custos operacionais e
impactos na saude dos consumidores (CAROCHO et al., 2014).

2.4.2. Betalainas: composicédo quimica

As betalainas sdo pigmentos naturais derivados do indol, compostos por uma estrutura
nuclear nitrogenada, denominada acido betalamico [&cido 4- (2-oxoetilideno) -1,2,3,4-tetra-
hidropiridino-2,6-dicarboxilico]. A condensacgéo do &cido betalamico com compostos amino ou
aminoéacidos formam em dois grandes grupos estruturais (Figura 3) como as betacianinas -
vermelho ao violeta - e as betaxantinas - amarelo ao laranja (BELHADJ SLIMEN, NAJAR e
ABDERRABBA, 2017).

As diferencas estruturais refletem na mudanca da aparéncia dos subgrupos de
betalainas. As betacianinas contém um radical ciclo-3,4-di-hidroxifenilalanina (ciclo-Dopa) e
tém a betanina como principal composto, ja as betaxantinas apresentam um radical amina ou

grupo aminoacido e o seu pigmento comumente mais estudado é a indicaxantina. A presenca
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do anel aromatico no radical cicloDopa altera a absor¢do maxima de radiacao visivel de 480

nm para betaxantinas e para préximo de 540 nm betacianinas (LEONG et al., 2018).

Figura 3. Estrutura quimica do acido betaldmico, das duas classes basicas de betalainas,

betacianinas (betanidina e betanina) e betaxantinas (indicaxantina e vulgaxantina I).
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FONTE: Gongalves et al. (2015).

A biossintese da betalaina (Figura 4) ocorre em diversas etapas quimicas e enzimaticas
a partir da L-tirosina. A primeira etapa envolve uma enzima desconhecida com atividade de
tirosinase, que converte L-tirosina em L-diidroxifenilalanina (L-DOPA). Em seguida, a enzima
DOPA 4,5-dioxigenase (DODA) realiza uma clivagem oxidativa, convertendo L-DOPA em
4,5-seco-DOPA que cicliza espontaneamente dando origem ao acido betalamico, o precursor
comum de todas as betalainas. O acoplamento aldiminico entre o acido betalamico e derivados
de ciclo-DOPA resulta em betacianinas vermelhas. Por outro lado, quando o mesmo acido reage

com aminas ou aminoacidos diversos sdo produzidas betaxantinas que, embora sejam quase
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sempre amarelas, podem tambeém ter cor laranja, vermelha ou violeta (TIMONEDA et al.,
2019).

Figura 4. Biossintese de betalainas.
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Assim, as betalainas podem ser encontradas em algumas espécies de plantas de
Caryophyllale, como em raizes, frutos e flores e estdo localizados principalmente nos vacuolos
das plantas. Tém-se como fonte principal a beterraba (Beta vulgaris), seguido dos frutos de
cactos como do género Opuntia e pitayas do género Hylocereus (GUNESER, 2015). Além de
sua funcdo de coloragdo, esses pigmentos naturais exercem diversas atividades bioldgicas tanto
em plantas quanto em seres humanos, o que 0s tornam mais atrativos para aplicagcdo e consumo
(GARCIA-CRUZ et al., 2016; CELLI e BROOKS, 2017).

As betalainas apresentam propriedades valiosas, como seguranga toxicologica,
encontrado com abundancia, facilmente extraiveis, bioacessibilidade e biodegradabilidade, que
incentivaram o desenvolvimento e a aplicagdo desses pigmentos naturais como ingredientes

alimentares. Com base no titulo 21 do Codigo de Regulamentos Federais, parte 73.40 da Food
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and Drug Administration (FDA) dos EUA, o po de beterraba com a CEE n° E 162, é considerado
um corante permitido, amplamente utilizado na industria alimenticia, farmacéutica e téxtil
(RAHIMI et al. 2018).

Devido a sua natureza hidrofilica, as betalainas podem ser extraidas usando agua pré-
resfriada ou metanol aquoso. Essa caracteristica favorece a sua aplicacdo em diferentes
alimentos, sendo utilizadas em sobremesas, misturas secas e laticinios, sem provocar um efeito
negativo no odor e sabor. Por apresentar sabor suave, a sua utilizagdo torna-se mais propicia
como corante, sendo necessario pequenas concentragdes do composto puro para obter a
tonalidade desejada, raramente excedendo 50 mg/kg, calculada como betanina (AZEREDO,
2009).

Em relagdo aos beneficos a saude, as betalainas tém sido utilizadas no tratamento da
hiperlipidemia demonstrando que seus efeitos colaterais sdo isentos de toxicidade, em
comparacdo com drogas sintéticas. As betalainas inibem a oxidacdo induzida por
mieloperoxidase / nitrato das lipoproteinas de baixa densidade humana (LDL), eliminando os
radicais lipoperoxila (GENGATHARAN, DYKES e CHOO, 2015). Além disso, esse pigmento
tem atraido a atencdo devido as suas funcdes protetoras anti-inflamatérias e hepaticas nas
células humanas (SILVA, PAIVA e SILVA, 2019).

Nesse contexto, as betalainas sdo uma alternativa interessante na industria alimenticia
por ser um potente antioxidante natural, sendo que as betacianinas demonstraram propriedades
funcionais como antiinflamatorio e efeitos inibitérios sobre a oxidacdo lipidica, podendo
oferecer efeitos promotores de salde e ser eficazes na protecdo contra doencas degenerativas,
como cancer, doencas cardiovasculares, diabetes e obesidade (LEONG et al., 2018).

Assim, torna-se relevante o acréscimo da pitaya vermelha ao “mel de cacau” na
elaboracdo da bebida isoténica, como corante natural, por ser um ingrediente funcional que nédo
mascara o sabor desse coproduto, e contribui para obter um produto final com consideravel

valor nutricional.

2.5. Compostos bioativos

Compostos bioativos ou fitoquimicos sdo substancias ativas presentes naturalmente em
plantas, frutas, vegetais e grdos, e em sua maioria sao metabolitos secundarios, que geralmente,
estéo relacionados com os sistemas de defesa das plantas contra a radiagédo ultravioleta ou as
agressdes de insetos ou patdgenos. Nos humanos, conseguem desempenhar um importante

papel de protecdo como agentes antioxidantes mesmo em baixas concentragdes, capazes de
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retardar ou inibir as reacfes de oxidacdo em cadeia em diversos substratos (LIU, 2013;
SCHIASSI et al., 2018).

Essas substancias variam extensamente em estrutura quimica e, consequentemente, na
funcdo biologica, entretanto apresentam algumas caracteristicas em comum, como serem
organicos e geralmente de baixo peso molecular. Normalmente, pertencem as classes dos
fendlicos, vitaminas, carotenoides e minerais (Figura 5). Esses compostos necessitam ser
inseridos diariamente na dieta, pois ndo sdo indispensaveis nem sintetizados pelo organismo
humano, onde desempenham um papel essencial na prevencédo de doencas, o que pode estimular
sua utilizacdo pelas industrias de alimentos no desenvolvimento de novos produtos (SADH et
al., 2018; AADIL et al., 2019).

Figura 5. Classificacdo dos fitoquimicos.
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FONTE: Liu (2004) com adaptagdes.

Nesse contexto, evidéncias cientificas tém demonstrado a relacdo positiva entre o
consumo de frutas e vegetais e a diminuigdo no risco de desenvolver doengas cardiovasculares,
diabetes e certos tipos de cancer, estando relacionados ao retardo do envelhecimento e a
prevencdo de doencas. Essas contribuicfes sdo decorrentes a presenca de compostos bioativos
nesses alimentos que contribuem para sua agdo antioxidante, reduzindo o estresse oxidativo
(VUOLO, LIMA e MAROSTICA JUNIOR, 2019).

Desta forma, os antioxidantes séo substancias presentes em diversos alimentos que, em
sua maioria, apresentam estrutura quimica aromatica, contendo, no minimo, uma hidroxila, e
podem se apresentar de forma sintética ou natural. Eles atuam protegendo o organismo contra
0 estresse oxidativo por meio de diferentes mecanismos e modos de acdo, muitas vezes

independentes de seu efeito antioxidante e seus efeitos podem ser cooperados por varios
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mecanismos. O mecanismo de atuacdo dessas substancias consiste na complexacdo de ions
metalicos, inativacdo de radicais livres ou na redugdo de hiperdxidos para produtos de
decomposi¢cdo (CHANDRASEKARA e SHAHIDI, 2018).

As formas mais comuns de radicais livres, que causam estresse oxidativo imposto pelos
reativos de oxigénio (ROS), incluem radical superoxido, peroxido de hidrogénio, radical livre
hidroxilo, oxigénio singleto e 6xido nitrico, que tem atividades bioldgicas significativamente
elevadas in vivo e in vitro (VUOLO, LIMA e MAROSTICA JUNIOR, 2019). Essas espécies
reativas de oxigénio estdo envolvidas nos danos oxidativos e associadas a muitas doencas que
acometem os seres humanos como aterosclerose, doencas cardiovasculares, catarata, diabetes,
asma, lesdo no figado, artrite, envelhecimento, doengas de imunodeficiéncia além de cancer
(ZHENG e WANG, 2001).

Sendo assim, para atuar contra os ROS, dois sistemas antioxidantes atuam
concomitantemente, estes constituidos por componentes enzimaticos e ndo enzimaticos. O
enzimatico é o primeiro a agir, evitando o acimulo de &nion radical superdxido e de perdxido
de hidrogénio (CHITARRA e CHITARRA, 2005). Entretanto, os componentes celulares ndo
sdo protegidos totalmente por antioxidantes enddgenos, tornando os antioxidantes obtidos pela
alimentacdo indispensaveis para a defesa do organismo e manutencdo da salude. Assim, faz
necessario incluir frutas na dieta para fornecer antioxidantes exdgenos e, consequentemente,
eliminar o excesso de ROS no corpo (RUFINO et al., 2010).

2.5.1. Fendlicos totais

Os constituintes fendlicos estdo entre as mais difundidas classes de metabdlitos
secundarios, que apresentam um anel aromatico com, no minimo, um grupo hidroxila. Este
grupo mostra diferentes atividades na planta, como suporte estrutural e protecdo contra a
radiacdo solar ultravioleta, estresse bidtico ou abiotico, patdgenos e herbivoros (de la ROSA et
al., 2019).

Nos organismos vivos atuam neutralizando e sequestrando radicais livres e também séo
quelantes de metais de transicdo, como o Fe?* e o Cu*, suprimindo a formagc&o de radicais livres
catalisados por metais. Estdo disponiveis nos alimentos em uma grande diversidade quimica,
podendo ser classificados em dois grupos principais (Tabela 8): flavonoides e ndo flavonoides
(VUOLO, LIMA e MAROSTICA, 2019).

Os flavonoides s@o os mais abundantes em frutas e vegetais; representando quase dois

tercos dos compostos fenolicos da dieta; e sdo considerados os mais bioativos. Tem papel
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fundamental na fisiologia pos-colheita em funcéo do seu papel na coloracao, sabor e aroma dos

vegetais (de la ROSA et al., 2019).

Tabela 8. Classe dos fendlicos e seus principais componentes bioativos.

Classe dos fenélicos

Componentes bioativos

Flavonoides Flavonas

Apigenina, Luteolina, Crisina

Flavonois

Quercetina, Campferol, Miricetina,

Galangina, Fisetina

Flavonois

(catequinas)

Epicatequina, Epigalocatequina,

Epigalocatequina galato

Flavanonas

Erodictiol, Espesntina, Naringenina

Isoflavonas

Genisteina, Daidazina

Antocianidinas

Cianidina, Delfinidina, Malvidina,
Pelargonidina, Peonidina

Néo flavonoides Acidos fenolicos

Acidos hidroxibenzoicos Galico
Vanilico
Protocatécnico

Siringico

Acidos hidroxicinamicos p-cumarico
Cafeico

Fellico

Sinapico

Taninos

Taninos condensados, hidrolisaveis,

complexos

Estibenos

Trans-resveratrol

Cumarinas

Furanocumarinos, Cumarinos simples,

Piranocumarinos

FONTE: de la Rosa et al. (2019) com adaptagdes.

O consumo diario desses compostos numa dieta equilibrada promove uma acgéo

protetora contra processos oxidativos que ocorrem naturalmente no organismo, podendo reduzir

0 risco de muitas doencas por sua capacidade de capturar e reativar danos causados por radicais

livres. Assim, os fendlicos, antioxidantes naturais vém se destacando por suas propriedades
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bioldgicas como antimutagénicas, sequestradores de radicais livres e protetores contra doencas
cardiovasculares (AADIL et al., 2019).

Assim, de acordo Vuolo, Lima e Mardstica, (2019) os principais ensaios utilizados para
avaliar o potencial antioxidante de compostos fendlicos sdo a capacidade antioxidante
equivalente ao trolox (ABTS ou TEAC), de reducdo férrica do plasma (poder redutor do ion
ferro), de eliminacdo de radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) para reacdo de
transferéncia de elétron Unico, e ensaio de capacidade de absor¢do de radicais de oxigénio
(ORACQ).

2.6. Estabilidade de bebidas: aspectos gerais

A estabilidade de um alimento refere-se ao tempo de vida de prateleira que 0 mesmo
pode ser conservado em determinada condi¢des de armazenamento e se mantem seguro para
consumo. Durante o armazenamento, os alimentos sdo expostos a diferentes condicOes
ambientais que favorecem as alteragcdes fisico-quimicas, organolépticas, presenca de
microrganismos patogénicos e deteriorantes ou a perda do valor nutricional contida no roétulo
(GIMENEZ e ARES, 2019).

No geral, a estabilidade de uma bebida é um importante indicador de consisténcia da
producdo, condi¢Bes de armazenamento e confirmacdo de sistemas de qualidade. Portanto, é
necessario conhecer 0s mecanismos € a cinética das reacdes que ocorrem neste produto e que o
fazem perder sua qualidade e seu valor nutricional (ASHURST, 2016).

Os isotbnicos constituem um meio pouco propicio ao crescimento microbiano, por
apresentar alta acidez e pH, relativamente baixo (3,0 - 3,5). No entanto, as leveduras sdo 0s
contaminantes de maior preocupacdo em bebidas isotdnicas por serem tolerantes a acidez e o
poder de multiplicacio sob condigdes anaerdbias (VALADAO et al., 2019). Tradicionalmente,
os isotbnicos sdo elaborados com agua, corantes, aromatizantes e conservantes, ingredientes
que podem influenciar a estabilidade e o prazo de validade do produto final (ASHURST, 2016).

A presencga do fruto, no caso o coproduto do cacau como base das formulagdes dos
isotonicos, tem maior contribuicdo para esse processo de deterioracdo. O “mel de cacau” ¢
propicio ao desenvolvimento microbiano, por isso sua coleta deve ocorrer em até 24 horas ap0s
a quebra do fruto, portanto, torna-se necessario adicionar conservantes a fim de prevenir
contaminagdes durante o0 armazenamento prolongado a temperatura ambiente (LANNES et al,
2013).

48



Os corantes naturais tém sido utilizados nos isoténicos em substituicdo aos sintéticos,
como buriti (BOVI, PETRUS e PINHO, 2017) e extratos da casca e polpa de jabuticaba
(FERREIRA et al., 2019; PORFIRIO et al., 2019). As betalainas, pigmento presente na pitaya
vermelha, tém recebido atencdo na inddstria por atribuir cor atrativa, ter estabilidade em ampla
faixa de pH (3 a 7) e apresentar potencial antioxidante (LEONG et al., 2018). Porém, de acordo
Ashurst (2016), as cores, amarela e vermelha séo as que mais sofrem deterioracdo da cor, sendo
0s principais fatores associados a presenca de oxigénio e, particularmente, a exposicdo do
produto a luz.

A degradacdo da betalaina é afetada principalmente pela temperatura e pelo
armazenamento de solugdes de betanina em presenca de baixos niveis de oxigénio. Os ions
metalicos (Fe**, Fe?*, Cu?*, Cu*, Sn?*, AP**, Hg?*, Cr®") aceleram a degradaco/oxidagdo do
pigmento, levando a alteracdo da cor, a qual pode ser minimizada pelo processo de lavagem
dos frutos (NGAMWONGLUMLERT, DEVAHASTIN e CHIEWCHAN, 2015). Outro fator
importante é atividade de agua, em altos niveis também aceleram a degradacdo desses
compostos, aumentando significativamente em alimentos com atividade de agua entre 0,32 e
0,75. E 0 aumento da estabilidade em valores baixos € atribuido a mobilidade de reagentes ou
a solubilidade limitada de oxigénio (DELGADO-VARGAS, JIMENEZ e PAREDES-LOPEZ,
2000; WONG e SIOW, 2015).

Entretanto, é promissor o uso da pitaya vermelha como aditivo natural funcional na
industria de alimentos. Gengatharan, Dykes e Choo (2017) ao avaliarem os efeitos do pH,
refrigeracdo (4 °C) e aceitacdao sensorial de iogurte preparado com corante natural da pitaya
vermelha e corante comercial da beterraba (E-162), verificaram maior porcentagem de redugéo
de betacianina em pH 3, menor perda de conteldo de betacianina durante 14 dias de
armazenamento refrigerado para os corantes de pitaya vermelha e semelhanca na aceitabilidade
da cor do iogurte.

Para isto, técnicas de processamento podem ser aplicadas aos produtos para assegurar a
manutencdo de sua qualidade por um maior periodo de tempo. Geralmente, a pasteurizacdo € o
método mais escolhido para manter a qualidade das bebidas a base de fruta (SHIGEMATSU et
al., 2019). Outras técnicas eficazes podem ser combinadas a pasteurizagdo, como alta acidez e
assepsia de embalagem, bem como o0 monitoramento de testes sensoriais afetivos, favorecendo
assim a preservacdo do produto final & temperatura ambiente (VALADAO et al., 2019).

Nesse contexto, diversos estudos tém avaliado a estabilidade de bebidas isotdnicas com
substituicdo parcial ou total de corantes sintéticos. Girones-Vilaplana et al. (2012) elaboraram

uma nova bebida isotonica de limdo e maqui berry, e observaram que 0s seus coOmpostos

49



fenolicos e capacidade antioxidante permaneceram estaveis ao longo de 70 dias de
armazenamento. No entanto, a cor apresentou pequenas variagdes, mas ainda se manteve
atrativa durante esse periodo.

Girones-Vilaplana et al. (2016) avaliaram o efeito de tratamentos térmicos leves e
severos no contelido de antocianina na bebida isotonica de limdo e maqui berry, sua capacidade
antioxidante, cor e seguranca microbioldgica. Apos 56 dias de armazenamento (7 °C e 37 °C),
os tratamentos térmicos ndo afetaram drasticamente o teor de antocianinas e sua capacidade
antioxidante, a cor foi alterada pelo calor, e o tratamento térmico suave com armazenamento a
7 °C foi considerado o ideal para evitar o crescimento microbiano.

Bovi, Petrus e Pinho (2017) ao incorporar a nanoemulsdo do 6leo de buriti a uma bebida
isotdnica sabor tangerina, verificaram que ndo houve separacao de fases durante o periodo de
armazenamento de 38 dias, mesmo ap0s as altas temperaturas no processo de pasteurizacao. As
formulagGes mostram-se estaveis sob refrigeracdo e estavam em conformidade de acordo as
andlises microbiologicas.

Porfirio et al. (2019) ao elaborar isotdnicos com extratos hidroetanolicos concentrados
da casca e polpa de jabuticaba, observaram que as formulagdes permaneceram mais estaveis ao
armazenamento em 4 °C por 90 dias, sem alterar sua cor, teor de antocianinas e estavam em
conformidade as analises microbioldgicas.

Nesse contexto, a estabilidade é um parametro fundamental no desenvolvimento de um
novo produto, sendo essencial aplicar as boas préaticas de fabricacdo em todo processo produtivo
para preservar as caracteristicas funcionais e assegurar ao consumidor a aquisicdo de um

produto com qualidade nutricional.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Desenvolver formulacdes de isotonicos antioxidantes a base de “mel de cacau” e

extratos hidroetandlicos concentrados de casca e polpa de pitaya vermelha, destinada a

praticantes de atividade fisica.

3.2. Objetivos especificos

Obter extratos concentrados oriundos da casca e polpa de pitaya vermelha a partir

de solucdes hidroetandlicas concentradas;

Investigar os antinutrientes e citotoxicidade da casca de pitaya vermelha;

Determinar as caracteristicas fisico-quimicas e quimicas das matérias-primas e

das formulacGes avaliadas;

Estabelecer formulacbes para o isoténico que atenda os padrbes da legislacédo

vigente;

Avaliar o efeito das formulacdes quanto na osmolaridade utilizando diferentes
concentragdes de “mel de cacau”, extratos hidroetanolicos concentrados da casca

e polpa de pitaya vermelha e sacarose;

Avaliar a capacidade antioxidante das matérias-primas e das formulacbes

testadas;

Avaliar a preferéncia e aceitacdo sensorial das formulacdes elaboradas através de

escala hedonica e intencdo de compra;

Avaliar a estabilidade fisica, quimica e microbiolégica das formulag¢fes durante
periodo de armazenamento de 0 a 30 dias em temperatura de 25 °C e submetidas

a resfriamento a 4 °C.

o1



4. METODOLOGIA

Os experimentos foram conduzidos no laboratério do Nucleo de Estudos em Ciéncias
de Alimentos (NECAL) e em colaboracdo com o laboratério de Quimica Analitica da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), Campus Itapetinga - Bahia. Contando
ainda com a parceria da Cooperativa de Produtos de leite Resp. Ltda. (Cooleite) em
Itapetinga — BA e do laboratdrio de Quimica Analitica na Universidade Federal da Bahia,

Campus Anisio Teixeira, Vitoria da Conquista — BA.
4.1. Obtencdo da matéria-prima

O “mel de cacau” foi extraido a partir de frutos saudaveis e maduros no periodo de
fevereiro e outubro de 2019, cedido pela Inovacau Produtos derivados do Cacau LTDA,
fazenda Porto Esperanca no Distrito Rio do Brago em Ilhéus-BA, localizada no meridional
14°, 38°, 39” latitude sul e 39° 15°, 15” longitude oeste de Greenwisch, e altitude de
485,7797 m acima do mar.

Extraiu-se o “mel de cacau” por meio da prensagem a frio das améndoas em até 24
horas sem adicdo de aditivos quimicos e aglcar, em seguida, este foi acondicionado em
garrafas plasticas descartaveis e submetido ao congelamento em freezer horizontal (-18 £ 1

°C) até realizacdo das anélises, como ilustrado na Figura 6.

Figura 6. llustracdo da prensagem dos frutos do cacau para obtengéo do “mel de cacau”.

FONTE: Préprio autor (2020).

As pitayas vermelhas foram adquiridas da Fazenda Furados, no periodo de agosto a
novembro de 2018 e de janeiro a maio de 2019, municipio de Salinas — MG, localizada,
meridional 16°, 05°, 23,415 latitude sul e 42°, 14°, 40,976’ longitude oeste de Greenwisch
e altitude de 485,7797 m acima do mar.

52



Os frutos estavam maduros e passaram pelas etapas de recepcao, pré-lavagem (em
agua corrente), sanitizacdo (imersdo em éagua contendo 100 mg.L* de cloro residual) e
enxague (imersdo em agua com 1-2 mg.L* de cloro) no NECAL. Sequencialmente, realizou-
se cortes transversais dos frutos com faca esterilizada, separando as cascas das polpas, que
posteriormente, ambas foram acondicionadas em sacos de polietileno de baixa densidade e
armazenadas em freezer (-18 £ 1 °C) até a realizacao das analises.

Para a conducao do experimento, processou-se 10 kg da pitaya vermelha in natura,
obtendo 8,2 kg de polpa, o que corresponde a um rendimento de 82%, e 1,80 kg de casca,

correspondente a um rendimento de 18%.

4.2. Obtencao dos extratos hidroetanolicos (EH) da pitaya vermelha

Os EH foram obtidos segundo a metodologia proposta por Samavardhana et al.
(2015). Pesou-se 200 g de casca da pitaya vermelha que foi homogeneizada com 400 mL de
solucdo hidroetanolica (etanol:agua 70:30 v.v'!) e submetidas a trés extraces sucessivas em
banho ultrassénico (UltraSonic Cleaner®, USC-1400, Unique, Brasil) durante 30 minutos a
temperatura ambiente (25+2 °C), respectivamente. Sequencialmente, submeteu-se as
solugdes a centrifugacdo 5000 x g por 10 minutos (Hettiche®, Universal 320R, Germany),
e 0s sobrenadantes (extratos hidroetanélicos) armazenados em frascos ambar sob
refrigeracdo (4 £ 1 °C). O mesmo procedimento foi realizado para obter o EH da polpa do
fruto.

Os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo (IKA®HB Digital,
RV8, USA) a 50 °C até a reducdo em 30% do solvente (Figura 7). Finalmente, foram

acondicionados em frascos ambar, e armazenados (-18 £ 1 °C), até a utilizacdo dos mesmos.

Figura 7. llustracdo do evaporador rotativo (a) e dos extratos hidroetanélicos (EH)

concentrados da casca (b) e polpa de pitaya vermelha (c).

FONTE: Proprio autor (2020).
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4.3. Investigacao de antinutrientes na casca de pitaya vermelha
4.3.1. Determinacéao de nitratos

Investigou-se a presenca do acido nitrico conforme o procedimento proposto por
Cataldo et al. (1975). O ensaio fundamenta-se na complexacdo do acido salicilico pelo ion
nitrato sendo as absorbancias medidas em espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1800, Duisburg,
Germany) a 410 nm. Para quantificacdo do nitrato foram construidas curvas analiticas,
utilizando como padréo analitico solugdes de nitrato de potassio com diferentes concentracdes,

sendo os resultados expressos em mg de nitrato por 100 g de amostra.

4.3.2. Determinacdo de saponinas

Utilizou-se o procedimento proposto por Vigo et al. (2003), utilizando cloreto de
cobalto como reagente cromogénico em meio acido e absorbancias medidas em
espectrofotébmetro (Shimadzu UV-1800, Duisburg, Germany) a 284 nm. O método
fundamenta-se na formacdo do complexo do cloreto de cobalto com a saponina e acido
sulfurico concentrado, e absorbancia do cromoforo € diretamente proporcional a quantidade
de saponinas presentes. Para quantificacdo das saponinas totais foram construidas curvas
analiticas utilizando solucdo de saponina nas concentra¢des variando de 0,08 a 0,32 mg.mL"
! Os resultados expressos em g de saponina por 100 g de amostra.

4.3.3. Determinacédo de oxalatos

Adotou-se o protocolo proposto por Loures e Jokl (1990). O ensaio fundamenta-se
na extracdo do acido oxalico sob aquecimento, na presenca do &cido cloridrico, sendo
precipitado e quantificado pela titulacdo do oxalato de calcio com permanganato de potassio.
Os resultados foram expressos em mg de oxalato por 100 g de amostra.

4.3.4. Determinacao de fitatos

Utilizou-se a metodologia proposta por Ruiz de Lope et al. (1982). O método foi
baseado na reacao entre o ion férrico e o &cido sulfossalicilico provocando alteragéo de cor.
Determinou-se a porcentagem de acido fitico na amostra utilizando-se a equacéo (Eq. 1). Os

resultados foram expressos em mg.g™* de peso seco.
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. 0,66 (10 -V Eqg. 1
Acido fitico (%) = % g
Onde:

V = volume da solu¢do de EDTA em militros;

P = peso da amostra em gramas.

Utilizou-se a razdo atdmica (Ferro:Fosforo 4:6 = 0,66).

4.4. Investigacdo da citotoxicidade do extrato hidroetandlico concentrado da casca

(EH_C) de pitaya vermelha

Realizou-se a analise de citotoxicidade do EH_C de pitaya vermelha com Artemia salina
L. de acordo a técnica descrita por Meyer et al. (1982). O método fundamenta-se em avaliar a
presenca de possiveis compostos toxicos nas amostras, utilizando o microcrustaceo, Artemia
salina L., como bioindicador. Inicialmente, os cistos de Artemia salina L. foram eclodidos em
uma solucdo nutritiva previamente preparada, pelo periodo de 24 horas, com aera¢do constante.
Colocou-se em cada tubo de ensaio 5 mL da solucédo salina (1 4gua salina:1 dgua destilada)
mais concentra¢des variaveis do EH_C (0; 25; 50; 100; 500; 1000 e 2000 pL.mL™) e 10 larvas,
sendo realizado teste em quadruplicata. Apos 24 horas, realizou-se a contagem de larvas mortas
e calculou-se DL50 utilizando regressdo linear no programa BioStat 5.0.1. O critério para
classificar a citotoxicidade do extrato usando a Artemia salina L. foi baseado nos valores
encontrados para DL50 definido por Meyer et al. (1982) e Nguta et al. (2012), onde os valores
de DL50> 1000 pL.mL sdo considerados ndo toxicos, aqueles entre 500 e 1000 uL.mL? s&o
levemente toxicos, aqueles entre 100 e 500 pL.mL sdo moderadamente toxicos e agueles <100

uL.mL* como fortemente toxico.
4.5.  Caracterizacgao fisico-quimica do “mel de cacau” e dos EH de pitaya vermelha
4.5.1. Determinacéo do pH

As medidas do pH foram realizadas por potenciometria, conforme a metodologia n°

981.12 descrita pela AOAC (2010). As leituras foram realizadas diretamente em pHmetro
digital (BEL W3B) previamente calibrado com solucbes tampéo pH 4 e 7.
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4.5.2. Determinacao da acidez titulavel total (ATT)

Utilizou-se a metodologia n°® 942.15 descrita pela AOAC (2010). Os resultados foram
expressos em g de acido malico.100 g para os extratos hidroetandlicos da pitaya vermelha,

e g de &cido citrico.100g™ para o “mel de cacau”.
4.5.3. Determinacdo sélidos soltveis totais (SST)

Determinou-se o teor de sélidos solUveis totais das amostras por refratometria, de
acordo o método n° 932.12 descrito pela AOAC (2010). As leituras foram realizadas
diretamenteno refratbmetro de Abbé portétil (Marca Quimis, modelo 1.107-1, n°® 910.015),

com escala graduada em °Brix.
4.5.4. Determinacdo de acucares (redutores, ndo redutores e totais)

Avaliou-se 0s agucares redutores apenas para o “mel de cacau” pelo método do acido
dinitrosalicilico (DNS), proposto por Miller (1959). O teste de DNS (&cido dinitrosalicilico)
baseia-se na reacao entre o agUcar redutor e o &cido 3,5-dinitrosalicilico (cor amarelo), que
é reduzido a um composto colorido avermelhado, o &cido 3-amino-5-nitrosalicilico,
oxidando o monossacarideo redutor. Os acucares redutores foram quantificados por
espectrofotometria com comprimento de onda de 540 nm, utilizando-se uma curva padrao
de glicose cuja concentracao varia no intervalo de 100 mg a 540 mg.

Determinou-se 0s agUcares totais através da hidrdlise dos acucares ndo redutores pela
acao do HCI hidrolisado e a posterior neutralizacdo com o0 NaOH a 30%. O procedimento
para a quantificacdo dos acUcares totais foi 0 mesmo utilizado para 0s agucares redutores
utilizando o teste de DNS. Os agUcares ndo-redutores foram obtidos pela diferenca dos teores

entre os agucares totais e redutores. Os resultados foram expressos em mg de glicose.100g
1

4.6. Determinacéo do perfil de minerais do “mel de cacau”
4.6.1. Digestdo das amostras

A digestdo das amostras foi realizada por via Umida, em triplicata, utilizando um bloco
digestor (TECNAL, TE-040/25, Brasil). As vidrarias utilizadas foram descontaminadas em
solucdo de acido nitrico 10% por 24 horas. Inicialmente, pipetou-se 5 mL da amostra de “mel

de cacau” em cada tubo e acrescentou-se 3 mL de acido nitrico PA. Os tubos foram cobertos
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com filme de pvc e deixados em repouso por 40 horas, para auxiliar na solubiliza¢do da amostra
e na sua posterior digestao.

Apos esse periodo, adicionou-se 1 mL de &cido nitrico PA e os tubos foram levados
para o bloco digestor, com temperatura de 140 °C. Apds 2 horas de digestdo, adicionou-se 2
mL de peroxido de hidrogénio PA e mais 1 mL de acido nitrico PA. Ao fim da digestdo, as
amostras foram transferidas quantitativamente para tubos tipo falcon de 15 mL, estéreis, e
completados com &gua ultrapura até o volume de 8 mL. Para a obtencao do branco foi utilizado

0 mesmo processo descrito acima, excluindo somente a fracdo correspondente a amostra.
4.6.2. Quantificacdo dos minerais

Determinou-se a quantificagdo dos minerais conforme metodologia n® 96.923
descrita pela AOAC (2010). As concentracbes dos minerais foram determinadas por
espectrofotometria de absorcdo atbmica com chama (Modelo novaA® 300, Marca
Analytikjena, Jena, Alemanha).

Os minerais analisados foram: zinco (Zn), ferro (Fe), sodio (Na), potassio (K) e
magnésio (Mg). O teor de minerais foi determinado por interpolagdo das absorbancias das
amostras em uma equacao de regressdo linear obtida a partir de curvas de calibracdo
construidas com padrdes dos minerais avaliados (concentragdes variando de 0 a 20 pg.mL"

1Y e os resultados foram expressos em mg do mineral por 100 g da amostra.

4.7. Caracterizacio quimica do “mel de cacau” e dos EH de pitaya vermelha
4.7.1. Determinacao de constituintes fendlicos totais (CFT)

Avaliou-se os CFT de acordo com a 1SO 14502-1: (2005), utilizando o reagente de
Folin-Ciocauteau. O método fundamenta-se na reducdo dos acidos fosfomolibdico —
fosfotungstico pelas hidroxilas fendlicas, originando Oxidos azuis de tungsténio e de
molibdénio, onde a coloracdo permite determinar a concentragdo das substancias redutoras.
Para quantificacdo, utilizou-se uma curva analitica de acido galico nas concentracdes de
0,01; 0,03; 0,05; 0,07 e 0,09 mg.mL*. Os coeficientes de determinacdes das curvas analiticas
ndo foram inferiores a 0,9992. Os resultados foram expressos em equivalentes de acido

galico (EAG).100 g* de extrato.
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4.7.2. Determinacdo de betalainas totais

Determinou-se 0s teores de betalainas nos EH de pitaya vermelha conforme
Stintzing, Schieber e Carle (2003) com a leitura das amostras em espectrofometro (Shimadzu
UV-1800, Duisburg, Germany) com absorbancias descritas nas especificacdes abaixo. Os
resultados foram calculados de acordo a equacéo (Eqg. 2), expressos em betaninas (coloracéo

vermelho-purpura) e indicaxantina (coloracdo amarelo-alaranjado).

_ (Ax MM x1000) Eq. 2

BC (exL)

onde:

Bc = equivalente em betanina e indicaxantina (mg.mL™);

A = A max a 538 nm betanina e 480 nm indicaxantina;

MM = massa molar da betanina (550 g.mol™) e da indicaxantina (308 g.mol™);

¢ = coeficiente molar de excitagdo da betanina (65.000 L.mol.cm™) e da indicaxantina
(48.000 L.mol.cm™);

L = largura da cubeta (1 cm).

4.7.3. Determinacao de flavonoides totais (FT)

Determinou-se o teor de flavonoides totais no “mel de cacau” conforme Sakana,
Tachibana e Okada (2005). O método fundamenta-se na reacdo do ion aluminio (Al*3) com
as moléculas de flavonoides da amostra, formando complexos estaveis (coloracdo amarela)
que evita a interferéncia de outros compostos fenolicos. Para quantificacdo gerou-se curvas
analiticas de catequina nas concentracdes de 0,03 a 0,5 mg.mL™?. Os coeficientes de
determinacdo das curvas analiticas ndo foram inferiores a 0,9965. Os resultados foram

expressos em mg de catequina.100 mL™ de amostra.

4.8. Determinacao da capacidade antioxidante do “mel de cacau” e dos EH de pitaya

vermelha

4.8.1. Meétodo do radical 2,2-Difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

Determinou-se a capacidade antioxidante pelo método DPPH conforme Brand-

58



Wiliams, Cuvelier e Berset (1995). O principio fundamenta-se na descoloracdo da solugéo
DPPH da coloragéo violeta para amarelada que mensura a capacidade antioxidante em
sequestrar o referido radical livre. Para cada amostra, preparou-se cinco dilui¢6es diferentes
e em triplicata. Para calibrar o espectrofotdbmetro, preparou-se o branco utilizando etanol
absoluto P.A. em substituicdo a amostra. Em seguida, realizou-se a leitura em
espectrofotobmetro a 515 nm. Os resultados foram expressos Concentracdo Efetiva 50%
(CEsp).

4.8.2. Determinacdo do Poder Redutor (PR)

Avaliou-se 0 PR conforme Oyaizu (1988). O ensaio fundamenta-se na capacidade dos
antioxidantes para reduzir o complexo Fe (I11)/ferricianeto [FeCls/KsFe(CN)g], a forma ferrosa,
Fe (I1), em meio acido para manter a solubilidade do ferro. Observando-se assim, a mudanca
da coloracgdo amarela (Fe3*/ferrocianeto) para tons de verde ou azul Fe (I1).

Preparou-se as amostras com cinco concentracles diferentes de extrato.mL™?, em
triplicata, de maneira que garantisse reducdo em no minimo 50% o radical Fe (I11). A partir das
absorbancias das diferentes concentracdes dos extratos, foram construidos os graficos de
disperséo, plotando-se no eixo Y as absorbancias e no eixo X as concentragdes dos extratos
(mg. mL™Y). Para calcular o CEso utilizou-se a equagao da reta, substituindo o valor de Y por 50
para obter a concentracdo de extrato com capacidade de reduzir 50% do complexo Fe
(lIM/ferricianeto [FeCls/KzFe(CN)s].

4.8.3. Determinacdo da oxidagio acoplada do B-caroteno e acido linoleico

Determinou-se a oxidagdo acoplada do [B-caroteno e &cido linoleico, adotando o
procedimento proposto por Marco (1968) modificado por Miller (1971). Este método utiliza o
acido linoleico, monopalmitato de polioxietileno sorbitan (Tween 40) e o B-caroteno. Trata-se
de um ensaio espectrofotométrico baseado na oxidagdo (descoloragdo) do B-caroteno induzida
pelos produtos da degradacdo oxidativa do &cido linoleico, ou seja, 0 método avalia a atividade
de inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido linoleico.

Os resultados foram expressos em percentagem de inibicdo da oxidacdo. Primeiramente,
calculou-se a reducdo da absorbéncia do sistema sem antioxidante (Eq. 3). O decréscimo da
leitura da absorbéancia das amostras foi correlacionado com o sistema e estabeleceu-se o
percentual de oxidacdo (Eq. 4), e em seguida, subtraiu-se a percentagem de oxidagéo a cada
amostra de 100 (Eg. 5).
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Reducdo da absorbancia = Absjyiciai — AbSfinal Eq. 3

o Oxiddacio — L(REAUGAO AbS)aimostss X 100] Eq. 4
xidagdo =
’ ’ (RedU(f‘éO Abs)sistema
% Protecdo = 100 — (% Oxidagao) Eqg. 5

4.9. Elaboracéo das formulac6es de isotdnicos

As formulagbes de isotonicos foram elaboradas por meio de testes preliminares.
Inicialmente, testou-se as formulagdes ajustando a adi¢ao de “mel de cacau” com a
concentragio osmotica, 250 a 340 mOsm L, conforme estabelecido pelo Codex Alimentarius
(FAO/WHO, 2019). Apos encontrar sete formulagdes que apresentaram osmolaridade dentro
da faixa recomendada, ajustou-se a adi¢do de sacarose, e em seguida, a cor do isotdnico com
adicdo dos EH_C e EH_P de pitaya e os conservantes. As cinco formulagdes de isotdnicos
escolhidas foram as que apresentaram maior sabor do “mel de cacau” com cor atrativa aos
consumidores.

As cinco formulagdes foram preparadas pela dissolugcdo dos ingredientes em agua
destilada no volume total de 100 mL, variando-se as concentra¢des do “mel de cacau” em 1%,
pois seu teor de solidos totais interferiu diretamente na osmolaridade das bebidas. A quantidade
do extrato hidroetandlico concentrado da casca e polpa de pitaya ndo variou por promover a cor
desejada para as formulacGes. Os ingredientes utilizados na elaboracéo dos isotdnicos estdo

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Elaboracédo das formulagdes de isotonicos.

F1 F2 F3 F4 F5
Ingredientes (9.100¢g%) (g.1009%) (g.100gY) (g.100g?1) (g.100g?)
“Mel de cacau” (v.v?) 17 18 19 20 21
Extrato da casca (v.v?) 1 1 1 1 1
Extrato da polpa (v.v?) 1 1 1 1 1
Sacarose (m.v?) 2 2 2 2 2
Acido citrico (m.v?) 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Sorbato de potéssio (m.v') 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Benzoato de sddio (m.v?) 0,016 0,016 0,016 0,016 0,016
Cloreto de sédio (m.v) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

FONTE: Dados autor (2020).
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Os isotdnicos foram centrifugados (Hettiche®/ Modelo Universal 320R, Germany) para
retirar as particulas em suspensdo provenientes do “mel de cacau” e possiveis interferéncias nas
formulagdes de isotdnicos, tornando-as mais translicidas. Em seguida, foram envasados em
garrafas plasticas (Figura 8), previamente sanitizadas (imersas em solucédo clorada 300 mg.mL"
! por 10 minutos e lavadas em seguida em agua destilada). Por fim, as bebidas foram submetidas
ao tratamento térmico lento (65 °C por 30 min) em banho maria (Banho Dubnoff — 157, Solab,
Brasil), sob agitacdo constante, e posteriormente, armazenadas sob refrigeracdo (4°C £1°C) e

temperatura ambiente controlada (25 °C).

Figura 8. llustracdo das formulacdes de isotdnicos.

FONTE: Proprio autor (2020).

4.9.1. Caracterizagao fisico-quimicas das formulacdes de isotdnicos

Avaliou-se as medidas de pH, acidez total e s6lidos solUveis totais conforme descrito

no item 4.5.

4.9.2. Caracterizagdo quimica das formulagdes de isoténicos

Determinou-se os teores de constituintes fendlicos totais, betalaina totais e flavonoides

totais conforme descrito no item 4.7.

4.9.3. Determinacdo da osmolaridade das formulages de isotonicos

Determinou-se o valor osmotico das formulacgdes através da crioscopia, segundo Gomes
61



e Oliveira (2011), por meio de medidas do ponto de congelamento nas amostras, utilizando-se
0 crioscopico (MK 540, ITR) ilustrado na Figura 9. O aparelho foi calibrado com solucGes
padrdes correspondendo aos pontos crioscopicos -0,422°H, -0,530°H e -0,621°H. Os resultados
em graus Hortvest (°H) foram convertidos em graus celsius (°C), e o célculo da osmolaridade

foi obtido pela equacdo (Eq.6).

AT,
Osmolaridade (mOsmol. L™1) = K_C x 1000 Eq. 6
c

Onde:
Kc= 1,86 °C mol?kg? (constante crioscopica da agua);

AT¢ = temperatura no ponto de congelamento das amostras de bebidas.

Figura 9. llustracdo do crioscopio.

FONTE: Proprio autor (2020).

4.9.4. Determinacéo da capacidade antioxidante das formulag6es de isotdnicos

Avaliou-se a capacidade antioxidantes (DPPH, PR e oxidacdo acoplada do

betacaroteno e acido linoleico) das bebidas isotdnicas conforme descrito no item 4.8.

4.9.4.1. Determinacéo da degradacéo oxidativa da 2-desoxirribose (2-DR)

Determinou-se a degradacdo oxidativa da 2-desoxirribose de acordo a metodologia
proposta por Halliell, Gutteridge e Arouma (1987). O ensaio fundamenta-se na quantificagcdo

do malonaldialdeido (MDA), produto da degradagdo da (2-DR), através de sua condensagado
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com o acido tiobarbiturico (TBA). Adicionou-se o0 TBA, em meio acido e apds aquecimento,
formou-se um cromdgeno de coloracdo rosa (TBA) 2-MDA, que foi quantificado por
espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1800, Duisburg, Germany) em 532 nm. Os resultados s&o
expressos em % de inibicdo da degradacgédo da 2-DR conforme a equacao (Eq. 7).

Eq. 7

Acontrole - Aamostra

% inibicao = x 100

Acontrole

4.9.5. Composicao nutricional das formulagdes de isotonicos

4.9.5.1. Determinacao de proteinas

Adotou-se 0 método de Bradford (1976). Para quantificacdo construiu-se curvas
analiticas de albumina sérica bovina (BSA) nas concentragdes variando de 0,2 mg.mL* a 1,2
mg.mL?, sendo as leituras realizadas em espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1800, Duisburg,
Germany) a 595 nm. Os coeficientes de determinacao das curvas analiticas ndo foram inferiores

a0,9933. Os resultados foram expressos em g de BSA.100 mL* das formulages de isotonicos.

4.9.5.2. Determinacao de lipidios

Determinou-se os lipideos de acordo com a Adolfo Lutz (IAL, 2008). Transferiu-se para
uma placa de petri 10 mL das formulacdes de isotdnicos contendo uma porcdo de algoddo
apoiada em papel filtro. A mistura foi mantida em estufa a 105 °C por 1 hora. A amostra
desidratada, foi transferida para o extrator de Soxhlet, sendo mantido sob refluxo por 16 horas
utilizando éter de petréleo como solvente extrator. Posteriormente, evaporou-se o éter do baldo,
e 0 baldo com residuo foi colocado em estufa a 105 °C por 1 hora. A fracdo lipidica
remanescente foi quantificada por gravimetria conforme a equacao (Eq.8).

Eq. 8

PeSO[DaIéo—H‘es:’duo} — Pesopaizo

x 100
Pesoamostr'a

Lipidios (g. 100mL™1) =

4.9.5.3. Determinacao de agucares (redutores, ndo redutores e totais)

Avaliou-se os agucares redutores conforme descrito no item 4.5.4.
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4.9.5.4. Valor calérico total

O valor caldrico total foi calculado a partir da soma das calorias correspondentes para
proteinas, lipidios e carboidratos os quais fornecem 4; 9 e 4 kcal g2, respectivamente (BRASIL,
2003).

4.9.6. Determinacéo do perfil de minerais das formulages de isotdnicos
Determinou-se a quantificacdo dos minerais conforme item 4.6.
4.9.7. Determinacao objetiva de cor das formulagdes de isotdnicos

A analise objetiva da cor foi caracterizada pelo sistema de cor CieLab, sendo os
componentes cromaticos (L*, a* e b*) determinados em espectrofotdmetro ColorQuest XE
(HunterLab - Reston, Virginia, USA). Onde: L* define a luminosidade (L* = O preto e L* =
100 branco), onde a* e b*s&o responsaveis pela cromaticidade (+a* vermelho, —a* verde, + b*
amarelo, —b* azul). Os valores de C* (saturagcdo da cor) e H (angulo de tonalidade) foram

calculados a partir dos valores de a* e b* de acordo com as equacdes 9 e10:

¢ = JaT T b Eq. o

h* = arctan(b*/a") Eq. 10

4.9.8. Analise microbioldgica das formulacGes de isotdnicos

A caracterizacdo microbiologica fundamentou-se na quantificacdo coliformes totais e
bolores e leveduras, verificacdo da presenca de Salmonella sp e Escherichia coli, conforme
estabelecido pela ANVISA (BRASIL, 2019). As analises microbiologicas foram realizadas
segundo meétodo n° 998.08 descrito pela AOAC (2010) para coliformes totais e Escherichia
coli, ISO 6579-1 (2017) para Salmonella spp. e APHA 21:2015 para bolores e leveduras. Os
resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) por 100 mL de

amostra.
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4.10. Estabilidade das formulag6es de isotdnicos

Submeteu-se as formulacBes de isotbnicos as analises microbioldgicas (item 4.14.),
andlise objetiva de cor (item 4.13.) e caracterizacdo quimica (CFT e betalaina, item 4.7.), as
quais serdo avaliadas por periodo de armazenamento em O e 30 dias, submetidas a temperatura

ambiente (25 °C) e sob refrigeracdo (4 °C).

4.11. Anélise sensorial das formulacGes de isotdnicos

Antes da realizacdo dos testes sensoriais, 0 presente estudo passou por aprovacdo do
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia - UFRB -
CEP/UFRB, conforme Certificado de Apresentacdo para Apreciacio Etica - CAAE:
64801417.5.0000.0056. Para cada voluntario participante foram entregues duas vias do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

A anélise sensorial foi conduzida em local aberto no Evento de Ciclismo Pedal Bruto
em lItapetinga-BA. Apds trilha com duragdo minima de 01 hora, os provadores receberam e
assinaram o TCLE (Apéndice I) e, posteriormente, foi entregue um questionario (Apéndice I1)
para investigacdo do perfil de consumo de bebidas isotdnicas. Em seguida, realizou-se o teste
de aceitacdo utilizando-se escala hedoénica verbal de nove pontos onde 103 provadores
voluntérios e ndo treinados, receberam em sessdo Unica cinco amostras de isotdnicos,
codificadas com numeros aleatérios de trés digitos, e os avaliadores expressaram as notas
referentes a cada atributo avaliado (cor e sabor). Os resultados foram coletados mediante o
preenchimento de fichas de avaliacdo (Apéndice Il1), juntamente a esta ficha foi avaliado a
inteng¢do de compra, com cinco categorias de escala “certamente compraria” a “certamente ndo
compraria”.

Avaliou-se também a preferéncia dos provadores em relacdo aos atributos docura e
intensidade do sabor do “mel de cacau” através da escala do ideal, considerando cinco
categorias gque variava de “muito mais doce que o ideal” a “muito menos doce que o ideal” e
“muito mais intenso que o ideal” a “muito menos intenso que o ideal”, respectivamente

(Apéndice 11I).
4.12. Delineamento estatistico

O experimento foi conduzido utilizando o delineamento inteiramente casualizado

(DIC). Para as analises fisico-quimicas, quimicas e capacidade antioxidante das materias-
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primas, calculou-se a média * desvio padréo (DP) dos dados obtidos.

Os resultados das analises de caracterizacdo fisico-quimica, quimica, composi¢do
nutricional, capacidade antioxidante, estabilidade e aceitacdo sensorial das cinco formulagfes
de isotonicos (F1, F2, F3, F4, F5) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e de
regressdo em funcdo dos tratamentos a 5% de significancia. Considerou-se 3 lotes diferentes
para estas andlises e os dados foram obtidos em triplicata. Os modelos matematicos foram
escolhidos de acordo com os efeitos significativos do modelo proposto (p<0,05), falta de

: . e . 2
ajustamento ndo significativa (p>0,05) e coeficientes de determinagéo (R ).
Todas as analises estatisticas foram conduzidas utilizando-se o programa estatistico SAS
Student® verséo 9.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Investigacdo de antinutrientes na casca de pitaya vermelha

O termo “fator antinutricional” tem sido utilizado para descrever compostos ou classes
de compostos presentes numa extensa variedade de alimentos de origem vegetal, que quando
consumidos, reduzem a biodisponibilidade de nutrientes e, consequentemente, o valor nutritivo
dos alimentos.

Assim, a investigacdo de antinutrientes em casca de frutas torna-se necessaria por nao
ser um alimento consumido habitualmente pelos seres humanos, além disso, € restrito estudos
que abordem esta tematica da casca de pitaya vermelha.

Os resultados de antinutrientes presentes na casca de pitaya vermelha estéo apresentados
na Tabela 10.

Tabela 10. Resultados das analises de fatores antinutricionais da casca de pitaya vermelha.

Antinutrientes Valores médios * desvio padrao
Fitatos (g.100mL™) 2,89 +0,50
Nitratos (mg.100g™) 0,10 + 0,05
Oxalatos (mg.100g™) 0,03 +0,01
Saponinas (g.100g™) 1,71 +0,04

FONTE: Dados autor (2020).

A casca de pitaya vermelha apresentou teores expressivos de fitatos de 2,89 g.100mL ™,
apresentando-se superiores ao relatado por Nissar et al. (2017) que destacam valores de ingestéo
diaria de referéncia (DRI) para fitatos entre 631-746 mg.dia no Reino Unido e nos Estados
Unidos. No Brasil, a resolucdo n° 263 de 22 de setembro de 2005 (BRASIL, 2005) revogou o
Regulamento Técnico para a Fixacao de Identidade e Qualidade de Mistura a Base de Farelos
de Cereais que determinava o limite maximo de fitato permitido (0,1 g.100g™}). Os valores das
DRIs para este antinutriente variam a depender do pais, pois o acido fitico, reconhecido como
fitato, é armazenado principalmente na forma de fosforo nas plantas e sdo considerados
componentes naturais por estarem em altas concentragdes em diversas sementes, cereais e
leguminosas (DAHDOUH et al, 2019).

Entretanto, o excesso de acido fitico pode comprometer a biodisponibilidade de alguns

minerais essenciais, como o calcio, magnésio, ferro, zinco, cobre e potassio. No entanto, alguns
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métodos tecnoldgicos de processamento, como a sanitizacdo e entre outros, podem reduzir o
contetdo de fitato na casca de pitaya vermelha (ROMANO e FERRANTI, 2018).

Observou-se que o teor de nitratos de 0,10 mg.100g™ de amostra foi inferior a DRI
recomendada de nitrato Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) de 3,7
mg.kg.dia? nitratos (TAMER, SUNA e OZCAN-SINIR, 2019). O consumo excessivo de
nitrato pode causar cianose decorrente da formacgédo de metamioglobina e neoplasia a partir da
formacdo de compostos N-nitrosos, além de interferir no metabolismo da vitamina A e nas
funcGes da glandula tireoide (NATESH, ABBEY e ASIEDU, 2017).

O oxalato apresentou-se valor com baixo limiar de toxicidade (0,03 mg.100g™%), sendo
que sua dose minima considerada letal para adultos é em torno de 5 g (SINHA e KHARE,
2017). O elevado teor de acido oxalico influencia na absorcdo de minerais como calcio,
magnésio, sodio, potassio, e desempenha papel-chave na hiperoxallria, com formacédo de
calculos de oxalato de célcio nos rins (HIGASHIJIMA et al., 2019).

O valor de saponinas na casca de pitaya vermelha apresentou-se de 1,71 g.100g™. De
acordo Romano e Ferranti (2018) valores acima de 1,1 mg.g™ de saponinas pode reduzir a
palatabilidade do fruto devido ao sabor amargo. O excesso de saponinas pode interferir na
absorcéo do ferro, zinco, carboidratos, lipidios e proteinas, e inibem a atividade de enzimas
digestivas (HIGASHIJIMA et al., 2019). Entretanto, até o presente momento nao foram

observados na literatura, registros do seu limite maximo diério aceitavel na dieta humana.

5.2. Investigacdo da citotoxicidade do extrato hidroetandlico concentrado da casca

(EH_C) de pitaya vermelha

Avaliou-se o ensaio de toxicidade utilizando microcrustaceo Artemia Salina L. com o
intuito de calcular a DL50 (dose letal do extrato para 50% da populacdo). Observou-se que 0
EH_C de pitaya vermelha ndo apresentou atividade biologica contra Artemia Salina L. com
DL50 de 2484,74 pL.mL e com limites variando de 1634,65 a 3334,83 uL.mL™.

Os resultados demonstram que os EH_C de pitaya vermelha séo consideradas ndo
toxicas de acordo valores de DL50> 1.000 uL.mL* (MEYER etal., 1982; NGUTA et al., 2012).
Segundo Lima et al. (2019) pode-se considerar o bioensaio da Artemia Salina L. como um meio
preliminar para determinar a biodisponibilidade dos extratos e nédo a toxicidade real do produto.
Assim, constata-se que os EH_C podem ser utilizados na elaboracdo das formulacGes de

isotonicos.
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5.3.  Caracterizacdo fisico-quimica das matérias-primas (“mel de cacau” e casca e

polpa de pitaya vermelha)

Os valores médios da caracterizagdo fisico-quimica do “mel de cacau” estdo
apresentados na Tabela 11. Esta avaliacdo de composicdo se faz necessaria por interferir nas
caracteristicas finais de qualidade das formulagdes dos isotonicos, podendo também ser
influenciada pelas caracteristicas de composicao da polpa e casca de pitaya vermelha que serdo
adicionadas.

Tabela 11. Caracterizacao fisico-quimica do “mel de cacau”.

Composicéo Valores médios + desvio padréo
pH 3,90+ 0,03
ATT (meq de NaOH.100 g?) 0,43+0,03
SST (°Brix) 18,3+ 0,13
Aclcar total (g.100g?) 8,18 + 0,00
Acucar redutor (g.100g™) 7,41 +0,02
Aclcar no redutor (g.100g™?) 0,76 £ 0,05
Proteina (g.100mL™?) 0,50 + 0,04
Lipideos (g.100mL™) 0,63+0,01

FONTE: Dados autor (2020).

O “mel de cacau” apresentou pH de 3.9 e acidez titulavel, expressa em acido citrico,
0,43 meq de NaOH.100g™? de amostra. Santos et al. (2013) ao caracterizar o “mel de cacau”
para aproveitamento industrial no preparo de geleia sem adi¢do de acucar, observaram pH 3,6
e 0,07 meq.NaOH™. Melo Neto et al. (2016) ao avaliarem as caracteristicas fisico-quimicas do
“mel de cacau”, encontraram pH 2,76 e acidez 0,073 % em acido citrico. Figueroa, Garcia e
Vega (2019) relataram pH 3,75 deste coproduto do cacau. O valor do pH pode ser influenciado
pela variedade do cacau, maturacdo do fruto, época de colheita e pela presenca de acidos
organicos (MEERSMAN et al., 2017). Segundo Anvoh, Zoro Bi e Gnakri (2009) os acidos
presentes no coproduto do cacau, como acido citrico e acético, conservam a cor e sabor da sua
polpa, e destacam o baixo pH e elevada acidez na preservacéo da qualidade microbiologica da
mucilagem, protegendo-o de bactérias ndo acidoéfilas.

O teor de solidos soluveis totais do “mel de cacau” foi 18,3 °Brix superior ao valor
encontrado por Silva et al. (2014) de 11,5 °Brix e por Figueroa, Garcia e Vega (2019) de 16,17

°Brix. De acordo Balladares et al. (2016), o “mel de cacau” da costa Equatoriana apresentou
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19,6 °Brix. O teor de SST representa o conteudo de solidos dissolvidos, constituido de agucares

solGveis, acidos organicos e outros micronutrientes (MARROQUIM et al., 2019). O contetido

de agucares totais no “mel de cacau” foi 8,18 g.lOOg'l, com maior propor¢do de agucares

redutores de 7,31 g.lOOg'l. Balladares et al. (2016) observaram teor de acucares redutores de

6,39% e o teor total de aglcares de 12,33% no “mel de cacau”. O elevado teor de SST e de
acucares redutores favorecem o aproveitamento do “mel de cacau” na industria de bebidas com
a substituicéo parcial da adicdo de acucar refinado.

Os valores de proteina (0,50 g.100 mL) e lipideos (0,63 g.100 mL™?) do “mel de cacau”
corroboram ao encontrado por Figueroa, Garcia e Vega (2019) 0,53% de proteina e 1% de
lipideos, em seu artigo de revisao sobre 0s aspectos gerais e aproveitamento dos coprodutos do
cacau.

Os teores médios de conteldo mineral presente no “mel de cacau” estdo apresentados
na Tabela 12. Observa-se que o “mel de cacau” se destaca pelos valores expressivos de potassio
(115,45 mg.100mL™) e magnésio (30,40 mg.100mL™), que contribuird no contetdo dos
eletrolitos dos isotonicos, e consequentemente, na osmolaridade. Esse resultado corrobora ao
relatado por Figueroa, Garcia e Vega (2019), que destacam maiores niveis de potassio (950
mg.L™), célcio (171,5 mg.L™) e magnésio (82,5 mg.L™) nesse coproduto do cacau.

Tabela 12. Teores médios da composicao mineral do "mel de cacau”.

Elemento Teor médio * desvio padrédo (mg.100mL™?)
Ferro 0,11 +0,02

Magnésio 30,40 +£ 0,95

Potassio 155,45 + 20,65

Sadio 5,96 + 0,0001

Zinco 0,21 +£0,01

FONTE: Dados autor (2020).

Assim, verifica-se que o “mel de cacau” contém uma quantidade significativa de varios
nutrientes, como acucar, gorduras, proteinas e minerais, que influenciard na composicéao
nutricional, e consequentemente, na determinacdo da osmolaridade das formulagdes de
isotonicos.

A caracterizacdo fisico-quimica dos extratos hidroetandlicos (EH) concentrados dos

frutos da pitaya vermelha esta descrito na Tabela 13.
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Tabela 13. Valores médios + desvio padrdo da caracterizacdo fisico-quimica dos extratos
hidroetanolicos concentrados da casca (EH_C) e polpa (EH_P) de pitaya vermelha.

Parametros EH C EH P
pH 4,81 + 0,010 4,30 £ 0,010
ATT (meq de NaOH.100g™?) 0,05 £ 0,002 0,17 £ 0,004
SST (°Brix) 4,22 +£0,030 14,13+ 0,12

FONTE: Dados autor (2020).

Os valores de pH encontrados para EH_P e para o EH_C de pitaya vermelha foram de
4,30 e 4,81, respectivamente, e corroboram com 0s observados por Abreu et al. (2012), ao
avaliarem casca e polpa de pitaya vermelha (Hylocereus polyrhizus), 4,76 e 4,88,
respectivamente. Santos et al. (2019) encontraram faixa de pH 4,88 a 4,47 para polpa e pH 4,40
a 4,34 para casca, ao determinarem o efeito do processamento no fruto. O valor pH pode estar
relacionado com o tempo de deterioracdo, através do desenvolvimento de microrganismos, na
retencdo do sabor-odor das frutas e na estabilidade do pigmento betalaina na faixa de pH 3a 7
(LIMA et al., 2013).

Os frutos de pitaya vermelha sdo considerados como produtos pouco &cidos (pH > 4,5)
e acidos (pH 4,0 - 4,5). O teor de acidez total obtido para o EH_P (0,17 meq de NaOH.100g™?)
foi superior ao do EH_C (0,05 meq de NaOH.100g™}), expressos em gramas de acido malico da
amostra. Santos et al (2019) encontraram valor de acidez superior na casca (0,41% acido
malico) do que na polpa (0,33% &acido malico) de pitaya vermelha. A diferenca dos resultados
da acidez titulavel nos extratos € atribuido, possivelmente ao contetido de acUcares sollveis
presentes na polpa de pitaya, que esta diretamente ligado ao estddio de maturacdo, e o
armazenamento pode contribuir na reducéo da concentracdo de acidos organicos (DUARTE et
al., 2017).

Como mostra os resultados de SST, o EH_P (14,13 °Brix) foi superior ao EH_C (4,22
°Brix), concordantes aos valores encontrados por Abreu et al. (2012) 11 °Brix para polpa e 2,16
°Brix para casca. Segundo Duarte et al. (2017), os teores de sdlidos soltveis da polpa de pitaya,
variam de 10 °Brix a 24 °Brix, resultado que esta diretamente relacionado ao estadio de
maturacgdo do fruto, quanto maior o teor de solidos, mais maduro estara o fruto, e as condi¢des

de cultivo relacionadas ao clima e tipo de solo.
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5.4. Caracterizacdo quimica e capacidade antioxidante das matérias-primas (“mel de cacau”
e EH_C e EH_P de pitaya vermelha)

Os valores médios da caracterizagdo quimica e capacidade antioxidante do “mel de
cacau” e na pitaya vermelha estdo apresentados na Tabela 14. Observa-se que o “mel de cacau”
se destacou no contetdo de CFT de 196,00 mg EAG.100g*, podendo demonstrar que contém
caracteristicas antioxidante. De acordo Silva et al. (2014) o contetdo fendlico total do “mel de
cacau” apresentou-se valores crescentes entre 101,5 e 1200 mg EAG.100g™%, conforme aumento
de sua concentracdo de 20 a 50 mg.

O CFT extraidos dos EH_C (28,36 mg EAG.100g™) e EH_P (32,02 mg EAG.100g™})
corroboram com os resultados de Wu et al. (2006) que encontraram fenolicos totais extraidos
da pitaya vermelha (42 mg EAG.100g™* na polpa e 39,7 mg EAG.100g™! na casca) com acetona
80% como solvente. Leong et al. (2018) relataram que os extratos liofilizados de casca e polpa
de pitaya vermelho-plrpura apresentaram 53,06 mg EAG.100g™* e 56,38 mg EAG.100g™ de
extrato bruto, respectivamente. As diferencas no CFT observadas nos varios estudos
provavelmente ocorreram devido a utilizacdo de frutos com diferentes origens, grau de
maturacdo e método de obtencao dos extratos.

Tabela 14. Valores médios + desvio padrdo da caracterizacdo quimica e capacidade

antioxidante do “mel de cacau”, EH_C e EH_P de pitaya vermelha.

Parametros “Mel de cacau” EH C EH P

CFT (mg EAG.100 g}) 196,00 + 3,84 28,36 +0,12 32,056+1,15
Flavonoides totais (mg catequina.100 g ) 12,34 +£0,82 - -

Betanina (mg.100 mL™) - 10,17+ 1,80 56,19+ 2,61
Indicaxantina (mg.100 mL™Y) - 476+1,02  2,27+0,95
DPPH (CEso mg.mL™) 0,60+ 0,33 0,05+ 0,03 0,03 £0,02
Poder redutor (CEso mg.mL™) 0,14 +0,01 0,52+0,06 66,83+8,12
B-caroteno e acido linoleico (%l) 58,02 + 0,02 90,98 +0,02 68,04 £0,01

FONTE: Dados autor (2020).

Em relacéo aos flavonoides totais, realizou-se apenas a analise do “mel de cacau” por
ser a matéria-prima base para a elaboracéo das formulacgdes de isotdnicos e por ainda ser restrito
estudos sobre este coproduto do cacau. O valor médio foi 12,34 mg.100 g expresso em
catequina. Quanto aos teores de flavonoides na pitava vermelha, Wu et al. (2006) encontraram
valor de 7,21 mg.100 g nos extratos da polpa e 8,33 mg.100 g da casca, expressos em
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catequina. Diante disso, a combinacdo destas materias-primas favorecera o contetdo de
flavonoides nas formulagdes que contribuird na qualidade sensorial e caracteristicas funcionais
dos isotonicos.

A concentracao de betacianina, pigmento responsavel pela coloracdo vermelho-parpura
da pitaya vermelha, expressa em betanina, apresentou teores mais expressivos no EH_P (56,19
mg.100 mL?) que no EH_C (10,17 mg.100 mL™). Entretanto, o resultado de betacanxatina
expressos em equivalente de indicaxantina, coloracdo amarelo-alaranjado, apresentou-se
superiores no EH_C (4,76 mg.100 mL™%) em relagio ao EH_P (2,27 mg.100 mL™).

Ramli, Ismail e Rahmat (2014) quantificaram teor de betanina na pitaya vermelha e

verificaram valores nos EH_P de 71,34 mg.100 g'1 e nos EH_C de 17,64 mg.100 g'l. Leong et

al. (2018) ao determinar conteudo de betanina, também encontraram valores superiores no
extrato da polpa (23,01 mg.100 g?) que da casca (7,57 mg.100 g?). A diferenca de valores
desses pigmentos pode ser afetada pelas técnicas de preparacdo e obtencdo dos extratos
associado aos mdltiplos fatores de degradacdo, como pH, atividade de agua, luz, ions de
oxigénio, temperatura e reacGes enzimaticas.

A partir desses resultados, pode-se demonstrar que a atuacao antioxidante das moléculas
de betalaina varia de acordo suas estruturas quimicas, sendo a indicaxantina menos eficaz em
eliminar os radicais livres que a betanina nas reacGes de protecdo contra certos distlrbios
relacionados ao estresse oxidativo (BELHADJ SLIMEN, NAJAR e ABDERRABBA, 2017).
Assim, o EH_P apresentou teor consideraveis de betanina que melhor contribuiu para
capacidade antioxidante das formulac6es de isoténicos.

Avaliou-se o potencial antioxidantes pelos métodos DPPH, poder de reducdo dos ions
ferro e percentual de inibi¢do da oxida¢do acoplada do B-caroteno e acido linoleico. Os
resultados expressos em concentracdo efetiva (CEsp) demonstraram que é necessario 0,60
mg.mL?* de “mel de cacau” para reduzir em 50% a concentragio inicial do radical livre DPPH,
e de 0,14 mg.mL* de amostra para reduzir o Fe** a Fe?". Silva et al. (2014) observaram
capacidade antioxidante pelo DPPH de 6,34 g extrato.g™? do “mel de cacau”. Assim, €sses
resultados indicam uma alta capacidade antioxidante na matéria-prima estudada, fator favoravel
para da essa caracteristica as formulacGes de isotdnicos.

A pitaya vermelha apresentou melhor capacidade antioxidante ao considerar o método
DPPH por necessitar de menor quantidade de amostra, 0,03 mg.mL™* do EH_P e 0,05 mg.mL™*
da EH_C. Mahayothee et al. (2018) ao avaliarem a capacidade antioxidante em frutos de pitaya
vermelha pelo método DPPH, verificaram valor de 4,22 a 6,42 g.100g™ de peso seco da polpa.
O EH_P apresentou melhores caracteristicas antioxidante que EH_C devido ao seu maior
conteudo fendlico e teor de betanina. Segundo Wu et al. (2006) o contetdo fenolico influencia
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sua a capacidade antioxidante devido a presenca desses polifenois, podendo interferir no
processo de oxidacdo reagindo com os radicais livres e eliminando o oxigénio.

De acordo a oxidagdo acoplada do B-caroteno e &cido linoleico, 0 EH_C de pitaya se
destacou em relacdo ao EH_P da fruta e ao “mel de cacau” por apresentar potencial de inibig&o
e/ou reducdo as reacgdes de oxidagdo em 90,98%. Abreu et al. (2012) verificaram que o extrato
da casca de pitaya vermelha, em solucédo de acetona 70%, apresentou percentual de inibicdo de
aproximadamente 80%. Conforme Martins et al. (2019), pode-se considerar alta capacidade
antioxidante por este metodo quando o percentual de inibi¢do de oxidacao for maior que 70%.
Assim, pode-se inferir que 0 EH_C apresenta expressiva capacidade antioxidante que associado
as demais matérias-primas influenciou nas caracteristicas antioxidante das formulacGes de

isotdnicos.

5.5. Elaboracéo das formulages de isotdnicos

Avaliou-se a influéncia da adi¢ao de “mel de cacau” na osmolaridade das formulacGes
das bebidas isotdnicas através de andlise de regressdo e os resultados foram modelados
estatisticamente. A osmolaridade apresentou efeito crescente a medida que se aumentou a
concentragdo de 1% do “mel de cacau” e observou-se a falta de ajuste ndo significativa
(p>0,05).

A partir do modelo gerado foi ajustada a equagio (Y=16,334x+7,3611), com coeficiente
de determinagdo (R?=0,9915), e plotado o grafico (Figura 10) de osmolaridade em funcio da
concentracdo de “mel de cacau”.

A partir desses resultados, apenas cinco foram selecionadas (17%, 18%, 19%, 20% e
21%) para realizar a caracterizagdo fisico-quimica, quimica e antioxidante. As formulaces
apresentaram valores de osmolaridade dentro da faixa recomendada pela FAO/WHO (2019), a
qual estabelece valores entre 250 a 340 mOsm.kg™. Além disso, priorizou-se essas formulagoes
por apresentar maior percentual de “mel de cacau” com objetivo de substituir parcialmente o

acucar refinado, realgar o sabor do fruto e agregar atributos nutricionais e funcionais.
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Figura 10. Representagdo grafica da concentracdo de “mel de cacau” nas formulag¢des dos

isotonicos em relacdo aos valores da osmolaridade.
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FONTE: Dados autor (2020).

5.6. Caracterizacao fisico-quimica das formulacdes de isotdnicos

Avaliou-se a composi¢éo fisico-quimica das formulacg@es de isotbnicos e os resultados
(Tabela 15) foram ajustados por meio de modelos estatisticos testados quanto a sua
significancia (p<0,05), falta de ajuste ndo significativa (p>0,05) e coeficientes de determinacgéo
(R?).

Para as variaveis pH, SST e coordenadas de cor ndo houve ajuste de modelo linear ou
quadratico significativo (p>0,05).

A partir dos valores das médias, verificou-se que apenas a variavel osmolaridade
apresentou efeito linear crescente (p<0,05) em sua composicao a medida em que se aumentou
a propor¢do do “mel de cacau”. Observou-Se que 0s isotOnicos apresentaram faixa de
osmolaridade de 277,92 a 335,70 mOsm.kg™! estando de acordo ao recomendado pela
FAO/WHO (2019), a qual estabelece valores entre 250 a 340 mOsm.kg™.

Estudos com valores de osmolaridade semelhantes ao nosso estudo foram realizados por
Bovi, Petrus e Pinho (2017) verificaram osmolaridade de 303 mOsm.kg™ ao produzirem bebida
isotonica de tangerina incorporada com nanoemulsdes do 6leo de buriti como substituto de
corantes sintéticos. Porfirio et al. (2019) observaram valores de 281,31 e 328,41 mOsm.kgtem
duas formulagcfes de bebidas isotbnicas a base de extratos hidroetandlicos concentrados da

casca e polpa de jabuticaba, com adicdo de 4 e 6 % de sacarose, respectivamente.
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Assim, constata-se com esse estudo que foi possivel elaborar uma nova proposta de
formulacGes de isotdnico a base de frutas contendo apenas 2 % de sacarose e atingir a um teor
de osmolaridade exigido pela legislagdo (FAO/WHO, 2019).

Os teores de acidez apresentaram resultados com comportamento quadratico entre as
formulacGes de isotbnicos. Observou-se um aumento no valor da acidez a medida que se
adicionou o “mel de cacau”, de 0,07 meq.NaOH.100g™ (expresso em &cido citrico) até atingir
um ponto maximo de 0,11 meq.NaOH.100g? na F4. Este comportamento pode estar
relacionado a acidez titulavel do “mel de cacau” associado aos niveis de acidos organicos
presentes nos isoténicos.

Santos, Alves e Lima (2013) ao estudarem trés formulacGes de bebida isotonica de
tangerina, verificaram acidez titulavel entre 0,13 e 0,21 mg.100 g'1 de 4acido citrico. Porfirio et

al. (2019) encontraram valores de acidez variando de 0,67 a 0,78 mg.100g™ de &cido citrico,
nas bebidas isotonicas de 10 e 12% de extratos hidroetandlicos concentrados da polpa de
jabuticaba. Diante disso, os estudos revelam que os isotbnicos apresentam alta acidez, com
niveis podendo variar de 0,1 a 0,80 %.

Nesse contexto, verifica-se que 0s isotdnicos tém como caracteristica intrinseca o baixo
pH (< 4,0), sendo que nesse estudo (pH 3,51) a presenca do “mel de cacau”, dos extratos
hidroetandlicos concentrados da pitaya vermelha, conservantes e acidificacdo com o &cido
citrico nas formulacBes provavelmente contribuiram para esse resultado. Gironés-Vilaplana et
al. (2013) observaram valor de pH de 3,15 e 3,46 ao avaliarem isotdnicos comerciais Gatorade®
e Powerade®, respectivamente. Esses valores garantem a seguranca da bebida, tornando-a
protegida a proliferacdo de bactérias patogénicas, incluindo Clostridium botulinium, uma vez
que o pH minimo para a multiplicacdo de cepas varia entre 4,6 e 4,8 (PORFIRIO et al., 2019).

O teor médio de solidos soltveis (SST) nas formulacGes de 6,81 °Brix foi superior aos
valores observados por Fontes et al. (2015) de 5,6 °Brix e por Ferreira et al. (2018) de 5,83
°Brix ao elaborarem bebidas isotonicas a base de permeado da ultrafiltracdo de leite. De acordo
Gironés-Vilaplana et al. (2012) a combinacdo de frutos favorece o aumento do teor de SST em
isotdnicos, como verificado na bebida apenas com suco de liméo (7,20 °Brix) e limdo e mequi
berry (8,40 °Brix). Assim, o valor consideravel de SST nas formulac6es dos isoténicos foi
favorecido pelo contetido de sais minerais, acidos organicos e agucares dissolvidos presentes
no “mel de cacau” e nos extratos hidroetanolicos concentrados da pitaya vermelha.

Quanto aos resultados de colorimetria, ndo houve diferenca significativa entre os
isotonicos formulados (Tabela 15). Os resultados médios positivos observados para o

parametro L* indicam que os isotdnicos apresentaram pouca luminosidade, ou seja, as bebidas
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tenderam ser mais escuras. O parametro a*, corresponde a faixa de cores que varia de verde a
vermelho, o seu valor médio positivo indica que a cor das formulagdes se aproximou mais do
eixo da cromaticidade do vermelho. O pardmetro b*, que representa a faixa de cores de azul a
amarelo, apresentou valores negativos, indicando que a cor dos isotonicos tendem ao azul.

A saturacdo (c*) indica a intensidade de uma cor particular, representando a pureza da
cor em relagdo ao branco. Os resultados das formulagdes apresentaram valores baixos,
indicando cores menos saturadas e puras em relagcdo ao branco. Os valores de h* representam
a tonalidade da cor, quanto menor o angulo h* mais proximo estara do eixo da coordenada a*,
e com isso mais vermelha seréa a coloracéo. Os valores baixos e negativos dos isotonicos obtidos
para a tonalidade, demonstram que a cor das bebidas se aproxima da faixa entre o vermelho e
0 azul. Segundo Leong et al. (2018) o extrato da polpa da pitaya vermelha que mais contribui
para proximidade da cor vermelho a azul em comparacdo com extrato da casca. Assim, tanto
0s extratos da casca quanto polpa poderiam ser aplicados como corante vermelho natural em
diferentes tons e intensidades, substituindo assim os corantes sintéticos.

Diante disso, pode-se inferir que os isotbnicos sdo transllcidos e a sua cor se aproxima
ao vermelho purpura, coloracdo predominante na polpa da pitaya vermelha, devido a presenca
do pigmento betalaina, embora visualmente as formulacGes apresentaram uma coloracdo rosa,
podendo ser atribuido a diluicdo. Portanto, a cor € uma caracteristica sensorial crucial que

desencadeia a primeira resposta do consumidor em contato com o produto.

77



Tabela 15. Caracteristicas fisico-quimicas dos isotdnicos formulados com diferentes porcentagens de "mel de cacau™.

Formulacodes

Variaveis F1 F2 F3 F4 F5 Equacdes R?
pH 3,60+0,01 3,49+0,03 3,51+0,02 3,60+0,00 3,36+0,01 Y=Y=3,5140,01 kel
Acidez titulavel 0,07+£0,01 0,10+0,00 0,11+0,00 0,11+0,01 0,11+0,01 Y=-0,006x%+0,232x-2,182 0,86
(meg.NaOH.100g™?)

SST (°Brix) 6,68+0,10 6,70+£0,13 7,00+0,20 6,82+0,18 6,83+0,03 Y=Y=6,82+0,13 kel
Osmolaridade (mOsm.kg™?) 277924532  29155+4,27 302,46+4,54 319,44+655 335704665 Y=13,68x+4551 0,79
Andlise de cor

L* 26,04+0,87 25,26+1,03 26,20+1,18 25,69+1,25 26,29+1,06 ¥Y=Y=25,90+1,08 kel
a* 5,46x0,70 5,95+0,81 5,68+0,85 6,89+1,49 5,35+0,63 Y=Y=5,87+1,08 kel
b* -0,52+0,18 -1,18+0,66 -0,64+0,14 -0,72+0,19 0,50+0,15 Y=Y=-0,51+0,26 falaiel
c* 5,05+0,63 6,10+0,63 5,80+0,65 7,01+£1,28 5,41+0,52 Y=Y=5,96+0,74 falelad
h* -0,10+0,02 -0,21+0,04 -0,13+0,02 -0,13+0,02 -0,10+0,05 Y=Y=-0,09+0,03 kel

FONTE: Dados autor (2020).

NOTA: F1= formulagio com 17% de “mel de cacau” e 1% de extrato da casca e polpa de pitaya; F2= formulagdo com 18% de “mel de cacau” e 1% de extrato da casca e polpa
de pitaya; F3= formulagdo com 19% de “mel de cacau” e 1% de extrato da casca e polpa de pitaya; F4 = formulagcdo com 20% de “mel de cacau” e 1% de extrato da casca e
polpa de pitaya; F5= formulagdo com 21% de “mel de cacau” e 1% de extrato da casca e polpa de pitaya. ***ndo houve pardmetro significativo (p>0,05) para o modelo linear

ou quadratico. R? refere-se ao coeficiente de determinag&o calculado em relagdo a SQTRAT.
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5.7. Composicao nutricional das formulacdes de isotonicos

A composicdo nutricional das formulagOes de isotonicos foram avaliadas conforme a
adi¢do dos diferentes percentuais de “mel de cacau”. Os resultados (Tabela 16) foram ajustados
por meio de modelos estatisticos testados quanto a sua significancia (p<0,05), falta de ajuste
n&o significativa (p>0,05) e coeficientes de determinacéo (R?).

Para os contetidos de agucar total, agicar ndo redutor, proteina, lipideos e valor cal6rico
total, constatou-se ndao haver modelo de regressédo linear ou quadratico significativo (p>0,05),
indicando ndo existir diferenca estatistica entre as formulacdes de isoténicos.

Quanto aos teores médios de agucar redutor observou-se um comportamento quadratico
entre as formulagdes. Indicando que a quantidade consideravel de agucar redutor presente no
“mel de cacau” contribuiu satisfatoriamente com o0s teores encontrado nas formulagdes, F2
(1,189.100 mL) para F5 (1,25 9.100 mL™). Desta forma, verifica-se que a utilizagdo desse
coproduto do cacau pode garantir a substituicdo parcial do aglcar refinado as formulagdes de
isotdnicos, sendo promissor o seu aproveitamento na industria de bebidas. No entanto, o valor
médio de aglcares ndo redutores encontrado foi maior (4,87 g.100mL™) isso justifica-se pela
guantidade de sacarose adicionada as formulagdes.

Destaca-se que este € o primero estudo na literatura, associando a adi¢do extratos de
polpa e casca de frutas e adicdo do mel de cacau em substituicéo parcial da adi¢do de sacarose.
Tornando-se assim, uma proposta inovadora para industria de isotdnicos, até entdo ainda nédo
explorado.

Além disso, o aproveitamento do “mel de cacau” como substituto parcial do agucar nos
isotdnicos ndo interferiu na concentracdo maxima de carboidratos totais estabelecido pela
legislacdo, 3 a 10% (FAO/WHO, 2019). As formulacdes apresentaram valor médio 6,01% de
acucar total corroborando com valores encontrados por Porfirio et al. (2019) ao quantificar
carboidratos totais dos isotdnicos comerciais Gatorade® (6,0%) e Marathon® (6,02%).

Os teores médios de proteinas das formulacdes de isotonicos foram de 0,15 g.100mL™*
e para os lipideos observou-se niveis de 0,14 g.100mL™, contribuindo para o elevado valor
calérico médio de 25,85 kcal.100mL™. Esse resultado ja era esperado devido & composicéo
nutricional do “mel de cacau” que interferiu diretamente no valor calérico dos isotdnicos.
Estudos revelam que o valor caldrico dos isotonicos a base de frutas e comerciais variam de 15
a 24 kcal.100mL* (FERREIRA et al., 2019; PORFIRIO et al., 2019).

Marapana, Chandrasekara e Aponso (2017) encontraram teores de proteinas de 0,09%

e lipideos de 0,01% ao elaborarem isotonicos com agua de coco, com valor energético de 22

79



kcal.100g. Porfirio et al. (2019) relataram que os isotdnicos comerciais Gatorade® e
Marathon® ndo apresentam proteina nem lipideos nas suas composi¢des conforme informacéo
de seus rétulos, sendo o valor calérico de 24 kcal.100mL* determinado apenas pelo contedido
de acucares totais.

Em relacdo aos micronutrientes, foram realizadas as analises eletrdlitos que tém papel
importante osmolaridade dos isotdnicos e que geralmente sdo perdidos pela transpiragéo
durante a préatica do exercicio fisico de longa duracdo. Dos minerais estudados, o sodio e 0
potassio sdo os eletrdlitos perdidos em maior quantidade, por isso tém concentragdes
estabelecidas pela legislacdo (GERALDINI et al., 2017; SIMULESCU et al., 2018).

Os teores de sddio nas formulagBes apresentaram um comportamento quadratico a
medida que se adicionou o “mel de cacau” as formulac¢des. A sua concentragdo nos isotonicos
variou de 43,49 a 51,42 mg.100mL %, atendendo os valores estabelecidos pela legislagdo de 230
a 920 mg.L? (FAO/WHO, 2019). Marapana, Chandrasekara e Aponso (2017) encontraram
valor de 462 mg.L? em isotonico elaborado com &gua de coco. Porfirio et al. (2019)
identificaram valores de 59,4 e 61,4 mg.100mL™ em bebidas isotdnicas a base de extratos
hidroetandlicos concentrados de casca e polpa de jabuticaba, e observaram valores de sédio
variando de 29 a 50 mg.100mL™ em quatro marcas de isotdnicos comerciais.

A quantificacdo do contetdo de sédio em isotbnicos torna-se necessaria, pois sua
concentracdo pode ser reduzida no sangue durante ou imediatamente apds o exercicio fisico
induzindo a hiponatremia. Além disso, a combinacdo desse mineral com o0 potassio em
isotdnicos pode prevenir caimbras musculares, aspecto importante para melhorar o desempenho
do atleta (SIMULESCU et al., 2018).

O potassio pode auxiliar na contracdo muscular, bem como manter o equilibrio
eletrolitico e regular a pressdo arterial. No “mel de cacau”, este mineral foi 0 elemento mais
abundante podendo justificar o efeito linear crescente do modelo estatistico. Os isotdnicos
elaborados apresentaram valores de potassio de 50,85 a 78,54 mg.100mL™ superiores aos
encontrados em isotonicos comerciais (10 a 12,5 mg.100mL™), no entanto, atendem as
recomendacdes da legislagdo brasileira. Segundo a ANVISA, as bebidas isotbnicas podem
conter concentragéo de potassio até 700 mg.L™? (BRASIL, 2010).

Assim o consumo dos isotonicos formulados podem contribuir para as necessidades
diarias de homens e mulheres adulto em 1,37% de potéassio e 3,13% de sddio. Ao considerar a
recomendacéo do Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos (NHI, 2011), cujos valores
estabelecidos para a Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) para sodio é de 1500 mg e potassio

de 4,7 g, para individuos adultos.
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Os teores de ferro apresentaram um comportamento quadratico crescente ao adicionar
o “mel de cacau” as formulagdes de isotonicos e secus valores variaram de 0,005 a 0,02
mg.100mL?. Gironés-Vilaplana et al. (2013) ao avaliarem isoténicos comerciais, observaram
teor de ferro de 0,03 mg.L™ no Gatorade® e 0,01 mg.L ™! no Powerade®.

Os resultados do mineral zinco apresentaram um crescimento quadratico quando
aumentou a propor¢do do “mel de cacau” nos isotonicos, tendo um valor maximo de 0,06
mg.100mL? em F2 (18%) com leve tendéncia ao decréscimo em F4 (20%) para 0,05
mg.100mL. Segundo Gironés-Vilaplana et al. (2013), os isotdnicos comerciais apresentaram
quantidade de zinco de 0,09 mg.L™ no Gatorade® e 0,01 mg.L™* no Powerade®.

Para 0 magneésio ndo houve modelo de regressdo linear ou quadratico significativo
(p>0,05), indicando nédo haver diferenca estatistica entre as formulac6es de isotdnicos. Apenas
0 potassio apresentou modelo com efeito linear crescente (p<0,05) em sua composi¢do a medida
gue aumentou a proporcao do “mel de cacau”.

O teor médio do magnésio foi de 8,87 mg.100 mL*. De acordo Raizel et al. (2019), a
presenca deste mineral nos isotOnicos torna-se importante para ajudar nas contragdes
musculares e para garantir a funcdo muscular ideal. Gironés-Vilaplana et al. (2013) observaram
valores de magnésio de 47,79 mg.L! e 8,56 mg.L? ao avaliarem isoténicos comerciais

Gatorade® e Powerade®, respectivamente.
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Tabela 16. Composi¢do nutricional dos isotonicos formulados com diferentes porcentagens de “mel de cacau”.

Formulacodes

éalr(')%‘:ﬁ'fl) F1 F2 F3 F4 F5 Equagdes R?
Acucar total 6,09x0,46 5,86%0,28 5,78%0,29 6,12+0,10 6,18+0,15 Y=Y=6,01+0,26 kel
Acucar redutor 1,48%0,44 1,18+0,18 1,25+0,41 1,18+0,04 1,25+0,02 Y=0,043x>-1,666x+17,436 0,76
Acucar ndo redutor 4,61+1,24 5,02+1,24 4,86+0,82 4,90+0,02 4,94+0,15 Y=Y=4,87+0,69 Fkx
Proteinas 0,12+0,09 0,14+0,09 0,16+0,10 0,17+0,11 0,14+0,11 Y=Y=0,15+0,10 Fkx
Lipideos 0,13+0,07 0,13+0,08 0,14+0,04 0,14+0,02 0,15%0,09 Y=Y=0,14+0,03 Fkx
Valor cal6érico total 26,01+1,37 25,17+0,34 25,02+0,96 26,42+2,03 26,63+£2,13 Y=Y=25,85+1,37 falalel
(Kcal.100mL™)

Ferro (mg.100mL™) 0,005+0,003 0,01%0,001 0,01+0,00 0,010,001 0,02+0,002 ¥=0,0008x2-0,0275x+0,2383 0,92
Magnésio (mg.100mL™?)  7,89+2,31 8,41+4,66 9,54+2,97 7,89%0,36 10,63+4,51 Y=Y=8,87+2,96 Fkx
Sodio (mg.100mL™) 48,69+1,81 45,10+0,28 43,49+0,003 46,44+0,08 51,42+0,57 Y=1,549x%-58,178x+590,16 0,94
Potéssio (mg.100mL™) 55,11+1,73 50,85+2,12 68,93+11,77 67,89+13,73 78,54+45,32 Y=6,391x-57,17 0,81
Zinco (mg.100mL™) 0,040,002 0,06+0,01 0,05+0,003 0,050,002 0,05%0,005 Y=-0,0017x%+0,0667x-0,5976 0,77

FONTE: Dados autor (2020).

NOTA: F1= formulagdo com 17% de “mel de cacau” e 1% de extrato da casca e polpa de pitaya; F2= formulagdo com 18% de “mel de cacau” e 1% de extrato da casca e polpa
de pitaya; F3= formulagdo com 19% de “mel de cacau” e 1% de extrato da casca e polpa de pitaya; F4 = formulagdo com 20% de “mel de cacau” e 1% de extrato da casca e
polpa de pitaya; F5= formulacdo com 21% de “mel de cacau” e 1% de extrato da casca e polpa de pitaya. ***ndo houve pardmetro significativo (p>0,05) para o modelo linear

ou quadratico. R? refere-se ao coeficiente de determinacio calculado em relagdo a SQTRAT.
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5.8. Caracterizacdo quimica e capacidade antioxidante das formulacdes de isoténicos

Para o conteido de constituintes fendlicos totais (CFT), flavonoides, betanina e
indicaxantina ndo houve modelo de regressdo linear ou quadratico significativo (p>0,05),
indicando ndo haver diferenca estatistica entre as formulacdes de isotdnicos para estas
determinag0es. Os resultados estdo apresentados na Tabela 17.

O teor médio de CFT nas formulagdes foi 9,70 mg EAG.100 mL™?, o que era esperado
devido ao contetdo de fenolicos das matérias-primas ser considerado baixo comparado a outros
frutos, além disso a dilui¢do necessaria para o preparo dos isoténicos pode ter contribuido para
esse resultado. Entretanto, o contetdo de fendlico total dos isotdnicos do presente estudo foi
superior (aproximadamente 15 vezes) as bebidas isotdnicas comerciais, Gatorade® (0,92 mg
EAG.100 mL?) e Powerade® (0,48 mg EAG.100 mL?), conforme Gironés-Vilaplana et al.
(2013).

As formulagbes apresentaram valor médio de flavonoides de 4,06 mg.100 mL™,
expressos em catequina, sendo que a maior propor¢do de “mel de cacau” favoreceu para este
resultado. De acordo Das, Goud e Das (2019), os flavonoides desempenha um papel importante
nas caracteristicas sensoriais e antioxidantes das bebidas. Assim, pode-se inferir que a presenca
desses polifenois nos isoténicos elaborados pode contribuir para seu potencial funcional.

Quanto aos teores de betalainas nas formulages testadas, observou-se teores médios de
betanina (3,03 mg.100 ml?) e de indicaxantina (1,69 mg.100 ml?). Essa concentracéo de
betanina contribuiu para a tonalidade dos isotdnicos mais proxima ao vermelho, dados
confirmados pela anélise colorimétrica através do sistema de cor CieLab.

Com esses resultados, pode-se inferir a possibilidade de substituir os corantes sintéticos
pelo corante natural, obtidos dos extratos de casca e polpa da pitaya vermelha. Além de obter
formulagGes com uma cor mais atrativa aos consumidores, 0s isotbnicos se destacam por
apresentar caracteristicas antioxidantes.

Nesse contexto, pode-se inferir que os isotonicos preparados com adi¢do de “mel de
cacau” e EH_C e EH_P apresentam compostos bioativos na sua composi¢do que contribuem
para suas caracteristicas antioxidantes, diferente das bebidas comerciais isotonicas.

Para demonstrar a atuagdo dos compostos bioativos na inibi¢do da peroxidacao lipidica,
foram realizadas analises in vitro da capacidade antioxidante das cinco formulacdes de
isotdnicos. Os métodos de determinacdo DPPH, poder redutor e o0 ensaio da oxidacao aclopada
de B-caroteno e &cido linoleico apresentaram modelos estatisticos com comportamento linear &

medida que se adicionou o “mel de cacau”.
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Os resultados expressos em CEso determina a concentracéo de antioxidante para reduzir
em 50% a concentracéo inicial de DPPH, ou a concentracdo minima correspondente a 50% de
absorbéancia para poder redutor, sendo que quanto menor o valor de CEso maior a capacidade
antioxidante das amostras.

Na analise de DPPH, as formulac6es de isotbnicos apresentaram valores decrescentes
de absorbancia (0,09 a 0,03 mg.mL™?, expressos em CEso) & propor¢io que aumentava o
percentual de “mel de cacau”, podendo demonstrar sua capacidade antioxidante mesmo em
pequenas quantidades. Esse resultado foi favorecido pela combinacdo desse coproduto aos
extratos hidroetandlicos concentrados da pitaya vermelha. De acordo Gironés-Vilaplana et al.
(2013), os isotdnicos comerciais ndo possuem capacidade antioxidante pelo método DPPH por
apresentar resultados de 0,01 a 0,053 mM Trolox.

O método de poder de reducéo do ferro apresentou comportamento linear crescente das
absorbancias (0,47 a 0,93 mg.mL™?, expressos em CEso) ao adicionar o “mel de cacau”, o que
ndo é favoravel, embora concentragdes minimas dessa matéria-prima foi suficiente para reduzir
o Fe** em Fe?".

Os resultados encontrados na oxidacdo acoplada do B-caroteno e &cido linoleico
demonstraram que as formulacGes das bebidas isotdnicas em baixas concentra¢fes foram
capazes de reduzir e/ou inibir as reacdes de oxidacdo, pois apresentou percentual de inibi¢do
crescente (74,82 para 82,81%) ao adicionar o “mel de cacau”. Conforme Martins et al. (2019),
pode considerar alta capacidade antioxidante por este método quando o percentual de inibicéo
de oxidagdo for maior que 70%. Assim, os isotbnicos elaborados apresentaram elevado
percentual de inibicao, que foi favorecido ndo apenas ao “mel de cacau”, mas principalmente
pelos EH_C de pitaya vermelha. Portanto, o consumo dos isoténicos formulados neste presente
estudo pode contribuir para a reducdo ou eliminacdo dos radicais livres gerados pelo estresse
oxidativo durante a préatica de exercicio fisico de longa duracéo.

Para 0 método de degradacdo oxidativa da 2-desoxi-D-ribose (2-DR), os resultados
apresentaram comportamento quadratico ao aumentar a propor¢ao de “mel de cacau”.

Determinou-se o ensaio da 2-desoxirribose para verificar a capacidade de compostos
presentes nas formulagdes de isotbnicos em proteger a desoxirribose contra a geracao in vitro
de radicais hidroxila. Os resultados apresentaram percentual de inibicdo de 60,92% em F1 e
diminuiu para 50,28% em F5 e obteve-se um modelo com redugdo quadratica ao aumentar a
proporcao de “mel de cacau”.

Embora, observar uma reducdo dos percentuais de inibi¢do, pode-se inferir possiveis

efeitos de eliminagdo contra os radicais hidroxila ao consumir as formulagdes de isotOnicos.
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Esse comportamento pode ser explicado pela atividade pro-oxidativa das matérias-primas deste
estudo, pois segundo Petrovi¢ et al. (2017), esse fendmeno geralmente acontece quando os
extratos vegetais sdo ricos em polifendis. Assim, é de grande importancia avaliar 0 sequestro
dos radicais hidroxila devido a seus efeitos nocivos nas membranas celulares, danos ao DNA e
peroxidacao lipidica (TORMA et al., 2017).

Nesse contexto, é importante utilizar diferentes ensaios para fornecer mais elucidacdo
do perfil completo da capacidade antioxidante do produto. Pois, como varios mecanismos de
reacdo estdo envolvidos, uma Unica metodologia ndo quantifica todas as substancias
antioxidantes de um sistema complexo.

Diante do exposto, verificou-se que a acdo antioxidante de um composto esta
diretamente relacionada aos constituintes bioativos presentes nos frutos (cacau e pitaya
vermelha). Além disso, a concentracdo destes fitoquimicos no produto final, pode ser
amplamente influenciado por condi¢bes ambientais, grau de maturagdo, variedade da planta,

entre outros fatores.
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Tabela 17. Valores médios + desvio padréo, equacdes de regressao ajustadas e coeficiente de determinacdo (R2) das caracteristicas quimicas e

capacidade antioxidante das formulac6es de isotonicos.

Formulacdes

Variaveis F1 F2 F3 F4 F5 Equacdes R?
Caracterizacao quimica

CFT (mg EAG.100 mL™Y) 9,63+0,66  9,36+1,04  9,74+0,21  9,69+0,25 10,09+0,42 Y=Y=9,7140,52 falaied
Flavonoides 3,80£1,70  3,84+1,77  3,87#151  4,36x1,73  4,42+170  Y=Y=4,06+1,68 falaied
(mg de quercetina.100 mL?)

Betanina (mg.100 mL™) 3,85+0,12  3,82+0,12  2,67+0,16  2,42+0,05 2,37+0,10  Y=Y=3,03+0,11 falaied
Indicaxantina (mg.100 mL?)  2,04+0,19 1,45+0,41  1,88+0,51  1,62+0,41 1,45+0,41  Y=Y=1,69+0,38 falaied
Capacidade antioxidante

DPPH (CEso mg.mL™) 0,09+0,01  0,07+0,00  0,05£0,01  0,06+0,01  0,03+0,01  Y=-0,01x+0,28 0,86
Poder redutor (CEso mg.mL?) 0,47+0,03  0,88+0,35  0,73%0,21  0,98+0,35  0,93+0,14  Y=0,10x-1,16 0,62
Sistema p-caroteno e &cido 74,82+0,09 78,66+4,51 80,34+6,71 81,65+3,36 82,91+154 Y=1,92x+43,23 0,93
linoleico (%l)

2-DR (%) 60,92+1,55 65,36+2,56 61,54+4,40 59,44+6,81 50,28+2,27 Y=-1,819x?+66,417x-541,984 0,96

FONTE: Dados autor (2020).

NOTA: F1= formulagdo com 17% de “mel de cacau” e 1% de extrato da casca e polpa de pitaya; F2= formulagdo com 18% de “mel de cacau” e 1% de extrato da casca e polpa

de pitaya; F3= formulacdo com 19% de “mel de cacau” e 1% de extrato da casca e polpa de pitaya; F4 = formula¢do com 20% de “mel de cacau” e 1% de extrato da casca e

polpa de pitaya; F5= formula¢do com 21% de “mel de cacau” e 1% de extrato da casca e polpa de pitaya. ***ndo houve parametro significativo (p>0,05) para o0 modelo linear

ou quadratico. R? refere-se ao coeficiente de determinacéo calculado em relacdo a SQTRAT.
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5.9. Estabilidade das formulacdes de isotdnicos durante o armazenamento

5.9.1. Caracterizagdo quimica

5.9.1.1. Betalainas totais

Os teores de betalainas totais dos isotdnicos foram expressos em betanina (coloragdo
vermelho-purpura) e indicaxantina (coloragdo amarelo-alaranjado). Os resultados obtidos
utilizando-se modelos estatisticos (Tabela 18), sendo testados quanto a sua significancia
(p<0,05), falta de ajuste nio significativa (p>0,05), e coeficientes de determinagdo (R?).

A partir das equacOes estimadas e os respectivos coeficientes de determinacio (R?),
observou-se a influéncia do tempo de armazenamento (30 dias) no teor de betalaina nas cinco
formulacGes de isotbnicos, sobre as condi¢des de armazenamento mantidas a temperaturas de
4°Ce 25°C.

Tabela 18. Equacdes e coeficientes de determinagéo (R2) estimados para as determinacGes de
betalainas dos isotdnicos em funcdo do tempo de armazenamento durante 30 dias, sob

refrigeracdo (4 °C) e a temperatura ambiente (25 °C).

Determinacodes Equacdes estimadas
(mg.100mL?)  Tempo zero (25°C)  Tempo 30 dias (25 °C) Tempo 30 dias (4 °C)
Betanina Y=Y=3,03+0,11 Y=0,061x2-2,765x+33,33 Y=Y=1,54+0,27
R2 = *** R?2= 0,87 R2 = ***
Indicaxantina  Y=Y=1,69+0,39 Y=Y=1,23+0,31 Y=-0,013%x%-0,567x-4,83
RZ — *kk R2 — *kk RZ =096

FONTE: Dados autor (2020).
NOTA: ***ndo houve parametro significativo (p>0,05) para o modelo linear ou quadratico. R? refere-se ao
coeficiente de determinagéo calculado em relacdo a SQTRAT.

Os valores de betanina nos isotonicos, na temperatura ambiente (25 °C), apresentaram
comportamento quadratico decrescente (Figura 11), demonstrando interagdo entre o0 aumento
da concentragdo de “mel de cacau” e o tempo. A partir destes resultados, evidencia-se que a
temperatura influenciou em conjunto com a presenca de luz, resultando em efeito negativo
sobre a coloragdo vermelha, caracteristico da betanina.

Entretanto, verificou-se que os teores de betanina nos isotdnicos sob refrigeragdo ndo

apresentou modelo de regressdo linear ou quadratico significativo (p>0,05). Porém, verificou-
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se uma reducdo do valor médio de betanina, em aproximadamente 50%, a partir do dia de
fabricacédo até 30 dias de armazenamento.

Assim, pode-se inferir que a betanina ndo se apresentou estavel durante o periodo de
armazenamento, com maior degradacdo nos isotbnicos armazenados a temperatura ambiente,
demonstrando que os fatores tempo, temperatura e presenca de luz podem interferir na
degradacéo deste pigmento.

Choo et al. (2018) também observaram comportamento semelhante ao nosso estudo,
qguando avaliaram uma bebida fermentada de pitaya vermelha, sendo observado a degradacgéo
de betanina mais acelerada a temperatura ambiente (25 °C), em 8 semanas de armazenamento.
Wong e Siow (2015) revelam que essa degradacao também pode ser influenciada pela atividade
da agua, ao observarem melhor retencdo da betacianina em suco concentrado da pitaya
vermelha. A partir dessa informacdo, pode-se inferir que a maior proporcdo de agua nas

formulagGes dos isotbnicos possivelmente influenciou na reducéo da betanina.

Figura 11. Representacdo grafica da estabilidade das formulagGes de isotbnicos para as

determinaces de betalainas, expresso em valores de betanina.
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FONTE: Dados autor (2020).

Quanto aos teores de indicaxantina, observou-se que os resultados apresentaram modelo
de regressdo quadratico significativo (p<0,05) apenas para os isotdnicos armazenados a 4 °C.
Os valores de indicaxantina foram crescentes (Figura 12) demonstrando interacdo entre o
aumento da concentragdo de “mel de cacau” e o tempo. Na temperatura ambiente, ndo houve

diferenca estatistica entre os valores de indicaxantina. Embora, observa-se que os teores médios
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foram inferiores ao tempo zero. Assim, pode-se inferir que a indicaxantina também foi
influenciada pelo tempo durante o armazenamento dos isotdnicos, porém em menor proporgao.

Desta forma, os resultados podem ser explicados pelas diferentes estruturas quimicas da
betanina e indicaxantina, conforme relatado por Mahayothee et al. (2018), que ao avaliarem a
influéncia da secagem sobre os teores de betacianina em pitaya vermelha, verificaram que a
mudanca lenta do pigmento de vermelho para amarelo estava relacionada a complexidade das

estruturas quimicas da betalaina, teor de aglcar e outros compostos fenolicos.

Figura 12. Representacdo grafica da estabilidade dos isotonicos para determinacdo de

betalainas, expresso em valores de indicaxantina.

1,80

o
g Tempo 30 dias (42C)
=] y =-0,0133x2 +0,5668x - 4,8316
o 1,40 R? = 0,0605
T
S 190 e .
5 R S ®
= I
Q ey
=} o
T 1,00 o

0,80

16 v 18 19 20 21 22

Mel de cacau (%)

FONTE: Dados autor (2020).

Os resultados apresentados nesse estudo corroboram ao encontrado por Wong e Siow
(2015) e Choo et al. (2018) ao avaliarem suco concentrado da pitaya vermelha e bebida
fermentada de pitaya vermelha, respectivamente, demonstrando que o armazenamento a 4 °C
apresentou melhor retencdo de betalaina em comparacdo com o armazenamento a 25 °C.

Além disso, é notorio maior declinio nos valores da betanina do que a indicaxantina,
isto pode ser verificado pelo comportamento dos graficos (Figuras 7 e 8), podendo revelar uma

possivel tendéncia dos isoténicos a coloracdo amarelo-alaranjado.

5.9.1.2. Constituintes fendlicos totais (CFT)

O conteudo de CFT das cinco formulagdes de isotdnicos foi modelado estatisticamente

apos armazenamento por 30 dias, em condi¢fes de temperatura 4 °C e 25 °C (Tabela 19). Os
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modelos foram testados quanto a sua significancia (p<0,05), falta de ajuste néo significativa

(p>0,05), e coeficientes de determinacéo (R?).

Tabela 19. Equac0es e coeficientes de determinacdo (R2) estimados para analise de CFT dos
isotdnicos em funcdo do armazenamento durante 30 dias, sob refrigeracdo (4 °C) e a

temperatura ambiente (25 °C).

Tempo/Temperatura Equacdes estimadas R?

Zero (25 °C) Y=Y=9,705+0,518 Fokk
30 dias (25 °C) Y=0,273x%-9,772x+100,74 0,99
30 dias (4 °C) Y=-0,368x2+14,46x-134,36 0,95

FONTE: Dados autor (2020).
NOTA: ***ndo houve parametro significativo (p>0,05) para o modelo linear ou quadratico. R? refere-se ao
coeficiente de determinagéo calculado em relacdo a SQTRAT.

O efeito da interacao da concentracao de “mel de cacau” nos isotonicos com o tempo
foi significativo (p<0,05), favorecendo para 0 modelo apresentar comportamento quadratico
crescente dos resultados na temperatura 25 °C (Figura 13). Assim, ap6s 30 dias de
armazenamento dos isotonicos, o contetdo de CFT apresentou diferenca estatistica (p<0,05)
entre as formulagdes, aumentando os seus valores a propor¢ao que foi adicionando o “mel de
cacau”.

Os resultados dos isotonicos armazenados por 30 dias sob refrigeracdo (4 °C)
apresentaram comportamento quadratico crescente com reducdo aos teores de CFT no
percentual 21% de “mel de cacau” (Figura 13), demonstrando que o tempo apresentou

influéncia nessa condicdo de armazenamento.
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Figura 13. Representacado grafica da estabilidade das bebidas em relagdo aos teores de CFT.
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FONTE: Dados autor (2020).

As diferencas de comportamento entre os isotbnicos armazenados por 30 dias nas
temperaturas 4 °C e 25 °C podem estar relacionadas aos processos quimicos, que possivelmente
alterou o pH dos isotdnicos na temperatura ambiente. Observou-se que esses resultados
corroboram ao encontrado por Das, Goud e Das (2019), ao destacarem que os acidos fenolicos
sdo instaveis em varias condi¢bes ambientais, como luz, pH, temperatura. Além disso, o
surgimento de particulas sedimentadas (Figura 14), pode também ter influéncia nessa variacdo
do conteiudo de CFT, apresentando maior proporcdo as formulagcGes armazenadas em
temperatura ambiente (25°C).

Figura 14. llustracdo das formulacGes de isotbnicos, com a presenca de particulas
sedimentadas, armazenadas a temperatura ambiente (A) e sob refrigeracéo (B)

FONTE: Dados autor (2020).

Gironés-Vilaplana et al. (2012) relacionam a superestimacdo do contetdo CFT, em
bebidas isotbnicas com o tempo, ao método utilizado para sua determinagdo. Destacam-se que
o reagente Folin-Ciocalteu pode reagir ndo apenas com fendlicos, mas também com uma

variedade de compostos redutores ndo fendlicos (agentes orgéanicos e inorganicos). Assim,
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pode-se inferir a possivel interferéncia desse reagente nos resultados deste estudo, por também

ter sido utilizado na determinacdo dos CFT nos isotonicos.

5.9.1.3. Determinacéo objetiva de cor

Os resultados das coordenadas de cor dos isotonicos elaborados foram modelados
estatisticamente (Tabela 20) em funcéo da influéncia do tempo de armazenamento (30 dias) nas
diferentes condicdes de estocagem (4° C e 25 °C). Os modelos foram analisados quanto a sua
significancia (p<0,05), falta de ajuste néo significativa (p>0,05), e coeficientes de determinacgéo
(R?).

Para o tempo zero, ndo houve modelo de regresséo linear ou quadratico significativo
(p>0,05), como discutido anteriormente no item 5.5, entretanto, observou-se existir efeito de
interacdo do tempo zero em relagdo a diferentes concentragdes de “mel de cacau” nas
formulacdes durante o periodo de armazenamento. Para as coordenadas a* (25 °C), b* (4 °C),
c* (25 °C), h* (4 e 25 °C), os resultados apresentaram modelo com comportamento quadratico.

Para as coordenadas a*, b*, c* e h*, no tempo de 30 dias, ndo houve modelo de regressao
linear ou quadratico significativo (p>0,05), indicando ndo haver diferenca estatistica do efeito

da temperatura nas diferentes formulagdes de isotonicos.

Tabela 20. Equacdes e coeficientes de determinacdo (R2) estimados para analise de cor dos
isotonicos estocados durante 30 dias de armazenamento sob refrigeracao (4 °C) e a temperatura
ambiente (25 °C).

Equacdes estimadas

Coordenadas  Tempo zero (25 °C) Tempo 30 dias (25 °C) Tempo 30 dias (4 °C)
L* Y=Y=25,90+1,08 Y=0,1264x2-4,476x+69,04 Y=Y=27,21£0,63
R2 = **% R2=0,82 R2 = ***
a* Y=Y=5,87+1,08 Y=-0,399x2+15,158x-140,19 Y=Y=5,04+117
RZ — *kk R2 - 0,97 RZ — *kk
b* Y=Y=-0,51+0,26 Y=Y=-0,72+0,48 Y=0,1633x2-6,275x+59,89
R2 = *** R2 = **=* R2 = 0,75
c* Y=Y=5,96+0,74 ¥=-0,4245x%+16,161-149,55 Y=Y=5,10+1,11
R2 — *kk R2 =098 R2 = **%
h* ¥=Y=-0,09+0,03 ¥=Y=0,11+0,08 ¥=0,023x2-0,865x+8,22
R2 = **x R2 = *** R%2=0,72

FONTE: Dados autor (2020).
NOTA: ***ndo houve parametro significativo (p > 0,05) para o modelo linear ou quadratico. R? refere-se ao
coeficiente de determinacéo calculado em relacdo a SQTRAT.
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Para o parametro L*, observou-se que as formulacGes de isotbnicos acondicionados em
temperatura ambiente (25 °C), apresentou modelo com efeito quadratico crescente (Figura 15).
Quanto maior o periodo de estocagem dos isotdnicos, mais proximos da tonalidade mais clara,
uma vez que o parametro L* foi crescente durante os 30 dias de armazenagem. Assim, pode-se
inferir que o tempo de armazenamento apresentou influéncia sobre a cor instrumental das
bebidas para apenas para a condi¢Ges de acondicionamento em temperatura ambiente. Esse
resultado confirma o efeito negativo sob as condi¢des de armazenamento sobre as betalainas,

onde o tempo associado com a temperatura aceleram o seu processo de degradacao.

Figura 15. Representacdo grafica da estabilidade das formulagdes de isotbnicos quanto ao
parametro de cor L*.
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FONTE: Dados autor (2020).

Para a coordenada de cromaticidade a*, os resultados apresentaram um comportamento
quadrético na temperatura 25 °C. Ao analisar o grafico (Figura 16), verificou-se crescimento
dos valores de a* nas formulacdes com 17% e 18%, apresentando ponto maximo em 19%, e
em seguida houve um declinio do seu valor entre o dia de fabricacéo e os 30 primeiros dias de
acondicionamento. Esses dados demonstram que o valor de a* foi negativo, com reducdo de
intensidade da cor vermelha tendendo para cor verde. Assim, pode-se confirmar que a
degradacéo das betalainas esta relacionado aos fatores maior temperatura e a presenca de luz
que aceleraram o seu processo de degradacao.

Entretanto, a cor das formulacBes dos isoténicos sob as condi¢fes de armazenamento,

a partir do dia de fabricacdo até 30 dias sob refrigeragdo, permaneceram proxima a regido do
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vermelho, uma vez que os valores de a* apresentaram valores médios positivos para esta

coordenada.

Figura 16. Representacdo grafica da estabilidade das formulagdes de isotbnicos quanto ao

parametro de cor a*.

=

Tempo 30 dias (252C)
54 : y=-0,3986x%2+15,158x%- 140,19
-~ b R?=0,9737

16 17 18 19 20 21 22

Mel de cacau (%)

FONTE: Dados autor (2020).

Quanto a coordenada b*, os isoténicos formulados armazenados sob refrigeracéo (4 °C)
apresentaram melhor ajuste para o modelo quadréatico. A curva no formato de paradbola (Figura
17) revelam que nas formulag¢des contendo 17 e 18% de “mel de cacau” os valores de b*
diminuiram, pois se apresentaram negativos. No entanto, observou-se um aumento do valor de
b* ap6s 30 dias de armazenamento na formulagdo com 21% de “mel de cacau”. Assim, pode-
se inferir a reducdo da coloracdo azul das formulacGes de isotbnicos com tendéncia para o
amarelo. Para as formulagdes de isotdnicos armazenados a temperatura ambiente (25 °C) até os
30 dias de estocagem, os valores se apresentaram negativos, indicando coloragao azul.

A coordenada c* que se refere a saturacdo da cor das formulacdes de isoténicos foi
influenciada principalmente pelo efeito da interagdo da concentracdo de “mel de cacau” e tempo
na temperatura 25 °C. Os resultados para esta variavel apresentaram comportamento quadratico,
com reducao dos valores de saturacao ao aumentar a concentracao de “mel de cacau” de 19 a
21%, ap0s 30 dias de armazenamento (Figura 18).

Assim, os isotonicos elaborados com maior propor¢do de “mel de cacau” tendem a
apresentar uma diminuicdo na intensidade da coloracdo vermelha, em razdo ndo apenas pelo

efeito deletério das condi¢bes de armazenamento (25 °C) nas betalainas, mas também pelo
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inicio do processo de fermentacdo da bebida, confirmado pelos resultados dos padrdes

microbioldgicos, com maior somatorio de bolores e leveduras, ap6s 30 dias de armazenamento.

Figura 17. Representacdo grafica da estabilidade das formulagcdes de isotbnicos para o

parametro de cor b*.
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FONTE: Dados autor (2020).

Figura 18. Representacdo grafica da estabilidade das formulacbes de isotbnicos para o

parametro de cor c*.
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FONTE: Dados autor (2020).

95



A tonalidade, representada pelo valor de h*, traduz a cor propriamente dita. Para os
isotdnicos armazenados sob refrigeracdo (4 °C), o modelo de melhor ajuste foi o quadréatico
(Figura 19), indicando que houve influéncia das condi¢fes de armazenamento nos valores de
h*. No entanto, observou-se que tanto na temperatura de 4 °C quanto na de 25 °C, os valores de
h* ap6s 30 dias se apresentaram positivos, podendo inferir que a tonalidade dos isotbnicos

apresentou cor menos intensa para o vermelho.

Figura 19. Representacdo grafica da estabilidade das formulacdes de isotbnicos para o

parametro de cor h*.
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FONTE: Dados autor (2020).

Diante dos resultados apresentados para a estabilidade dos isotdnicos, constata-se que
houve mudanca na tonalidade da cor vermelho para amarelo (Figura 20) das formulac6es ap0s
30 dias de armazenamento, principalmente na temperatura ambiente, justificado pelo processo
de degradacéo das betalainas.

96



Figura 20. llustracdo das formulacdes de isotbnicos armazenadas sob refrigeracdo (4 °C),
coloracdo rosa claro (A), e em temperatura ambiente (25 °C), coloracéo transparente (B), apds
30 dias.

FONTE: Dados autor (2020).

5.10. Analise microbiologica

As etapas do processamento das formulagdes de isotbnicos sdo fundamentais para
qualidade microbiologica. As formulacdes foram submetidas a adicdo de conservantes e
acidulantes que contribuiram para o seu baixo valor de pH, ao processo fisico da centrifugacéo,
e por fim, ao tratamento térmico (pasteurizacdo lenta). A soma desses fatores pode ter
contribuido para baixa contaminagdo, mesmo utilizando como base dos isotdnicos o coproduto
do cacau que poderia favorecer ao processo de fermentagé&o.

Na Tabela 21, estdo apresentados os valores obtidos para as contagens microbioldgicas
de coliformes totais, Escherichia coli, bolores e leveduras e pesquisa de Salmonella spp. em
formulacGes de isotdnicos. No tempo zero, escolheu-se a formulagdo de isoténico com maior
propor¢ao de “mel de cacau” para realizar as analises, ja que todas foram submetidas ao mesmo
padrdo de processamento. Apos 30 dias de fabricacdo, realizou-se a contagem desses
microrganismos em apenas um isoténico com a mesma formulacéo, porém armazenados nas
temperaturas de 4 °C e 25 °C.

Os resultados da contagem microbioldgica dos isotdnicos elaborados atenderam aos
padrdes estabelecidos pela resolu¢do RDC n° 331, de 23 de dezembro de 2019 (BRASIL, 2019).
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Tabela 21. Contagens microbioldgicas de coliformes totais, Escherichia coli, bolores e
leveduras e pesquisa de Salmonella spp. em formulagGes de isotdnicos.

Microrganismos Tempo (dias) Temperatura
4°C 25°C
Coliformes totais (UFC.mL™) 0 - <1,0x 10!
30 < 1,0 x 10* < 1,0 x 10*
Escherichia coli (UFC.mL™) 0 - <1,0x 10!
30 <1,0x 10! <1,0x 10!
Salmonella spp. em 25 mL 0 - Auséncia
30 Auséncia Auséncia
Bolores e leveduras (UFC.mL™?) 0 - 8,0 x 10°
30 <1,0x 10! 1,9 x 102

FONTE: Dados autor (2020).

Conforme a categoria especifica para alimentos prontos para consumo dessa resolucao,
a Salmonella spp. deve estar ausente e o somatorio de bolores e leveduras ser inferior a 2 x 102
(UFC.mL™?), indicando que os resultados obtidos neste estudo estdo condizentes com o que
preconiza a legislacdo, embora a contagem de bolores e leveduras esteja proximo ao valor
limite. Entretanto, ao considerar a temperatura e o tempo, observou-se diferencas de valores
para bolores e leveduras nas formulacdes, demonstrando que esses fatores foram limitantes para
a vida de prateleira do produto.

De acordo a legislacdo vigente, ao identificar a presenca de coliformes totais num
produto torna-se necessaria a contagem de Escherichia coli, sendo que esta deve ser inferior a
2 x 20 (UFC.mL™). Assim, os resultados das formulaces de isotonicos apresentaram valores
inferiores a 1 x 10! (UFC.mL™) para contagem de Escherichia coli, atendendo aos padrdes
microbioldgicos (BRASIL, 2019).

Portanto, pode-se inferir que as formulacGes de isotdnicos analisadas a base de “mel de
cacau” e extratos hidroetandlicos concentrados da pitaya vermelha apresentaram boa qualidade
microbioldgica e estdo apropriadas para consumo pelos praticantes de atividade fisica. No
entanto, os isotdnicos armazenados a temperatura 4 °C apresentaram-se mais eficazes para

estabilidade.
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5.11. Andlise sensorial

Aplicou-se as fichas de analise sensorial juntamente com a intencdo de compra
(Apéndice 111) para praticantes de atividade fisica ap6s uma trilha de ciclismo, com duracéo
minima de 1 hora. Escolheu-se esse publico por serem possiveis consumidores dos isoténicos,
totalizando 103 provadores. Desse total de entrevistados, 89% eram do sexo masculino e 12%
do sexo feminino, com faixa etaria de 29 a 39 anos e praticam atividade fisica com frequéncia

de 2 a 3 vezes por semana.

5.11.1. Teste de aceitacdo dos isotbnicos

A avaliacdo da aceitacdo de um produto pelo consumidor é um ponto primordial em seu
desenvolvimento, pois para ser lancado no mercado é necessario ter uma boa aceitacao.

Para avaliar aceitabilidade dos isotdnicos, aplicou-se o teste de aceitacdo com escala
hedonica verbal de 9 pontos, variando de “gostei extremamente” a “desgostei extremamente”.
Considerou-se os atributos, cor e sabor, por ter maior influéncia na avaliacdo das referidas
bebidas.

Os resultados do teste de aceitacdo das cinco formulacdes de isotonicos (Tabela 22)
foram modelados estatisticamente quanto a sua significancia (p<0,05), falta de ajuste ndo

significativa (p>0,05), e coeficientes de determinacéo (R?).

Tabela 22. Equac6es estimadas e coeficientes de determinagdo (R2) para os atributos sensoriais

do teste de aceitacdo das formulagdes de isotonicos.

Atributos Equacdes estimadas R?
Cor Y=-0,079x%+3,01x-22,16 0,91
Sabor Y=Y=6,27+0,13 ool

FONTE: Dados autor (2020).
NOTA: ***ndo houve parametro significativo (p>0,05) para o modelo linear ou quadratico.

Para o atributo cor, os resultados apresentaram comportamento quadratico (Figura 21)
e as notas situaram-se entre a escala 6 (“gostei ligeiramente”) e 7 (“gostei moderadamente™). A
formulacdo com concentragdo de 20% de “mel de cacau” apresentou maior nota para o atributo
cor, embora ndo existir variagdo da quantidade dos extratos hidroetanodlicos concentrados da

casca e polpa de pitaya vermelha entre as formulagdes.
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Assim, foi fundamental avaliar este atributo para demonstrar a viabilidade dos extratos
hidroetandlicos concentrados em substituir os corantes sintéticos, geralmente utilizados nos
isotdnicos comerciais. Além disso, a andlise sensorial demonstrou que a cor das formulagdes
foi um fator favoravel para atrair os entrevistados por apresentar uma tonalidade diferente dos

isotbnicos convencionais.

Figura 21. Representacéo grafica do teste de aceitacdo das formulac@es de isotonicos, referente

ao atributo cor.
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FONTE: Dados autor (2020).

Entretanto, para o atributo sabor ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre as
notas atribuidas as formulacdes dos isotdnicos. O valor médio apresentou-se préximo a escala
de 6 pontos, demonstrando que os participantes gostaram ligeiramente de todas as formulacdes
apresentadas.

Esse resultado pode ser considerado satisfatorio, considerando que 52% dos
participantes informarem ja ter experimentado o “mel de cacau”, destes apenas 19% tém habito
de consumir isotdnico pelo menos 1 vez na semana, sugerindo que os participantes ndo tém o
habito de consumir isotdnico durante a pratica esportiva.

Associado ao teste de aceitabilidade das formulacgdes de isotbnicos, foram aplicadas
fichas para avaliar a escala do ideal quanto a dogura e intensidade do sabor do “mel de cacau”
(Apéndice I11). Em ambos, ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre os resultados e
observou-se valor médio de 3, demonstrando que a dogura e o intensidade do sabor do “mel de

cacau” foram considerados ideais.
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Diante dos resultados, observou-se que foi possivel a substituicdo do agucar refinado
pelo “mel de cacau”, e a combinagdo do pigmento dos extratos hidroetandlicos concentrados
da casca e polpa de pitaya vermelha com o “mel de cacau” foi positiva para a aceitabilidade
sensorial dos isotbnicos, pois promoveu uma cor atrativa ao consumidor sem interferir no sabor

do coproduto do cacau.

5.11.2. Intengdo de Compra

Os resultados de intencdo de compra das formulacGes de isotdnicos nao diferiram
estatisticamente entre si (p<0,05). A intencdo de compra revelou que 14% dos entrevistados
“certamente compraria”, 30% “compraria” e 42% “talvez” comprariam os isotonicos (Figura
22). Assim, pode-se considerar este resultado positivo, pois 44% dos entrevistados relataram
que compraria as formulacfes de isotdnicos, além disso observou-se através do questionario
aplicado (Apéndice Il) que os provadores ndo tém habito de consumir isotdnicos durante ou
apos a préatica de atividade fisica. Do total de 103 entrevistados, 21% relataram consumir
isotdnico pelo menos uma vez por semana, no entanto, destes apenas 33% relataram que

compraria os isotdnicos elaborados.

Figura 22. Representacdo gréafica da inten¢do de compra das formulagdes de isotdnicos.
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FONTE: Dados autor (2020).
NOTA: 1: “certamente compraria”; 2: “compraria”; 3: “talvez”; 4: “ndo compraria”; 5: “certamente nao

compraria”.
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Ao verificar os comentarios presentes nas fichas de avaliacdo, observou-se relatos dos
provadores que compraria 0s isotdnicos por curiosidade e por achar o sabor semelhante aos
isotdnicos comerciais, outros mencionaram que precisariam saber as informac6es nutricionais
para decidir se compraria ou nao os isotdnicos. Assim, 0s entrevistados estdo dispostos a aceitar
novas tendéncias por estarem cada vez mais preocupados com a questdo da saude.

Desta forma, pode-se inferir que os isoténicos elaborados tém potencial para ser langado
no mercado, por ser ter uma boa aceitacdo pelo teste de aceitabilidade e pela intencdo de
compra, além disso € uma proposta inovadora e promissora ainda nao explorada na industria de
bebidas.
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6. CONCLUSAO

O conhecimento das caracteristicas fisicas e quimicas das matérias-primas e dos
isotonicos ¢ fundamental para confirmar que o “mel de cacau” pode ser utilizado como base
para elaboracdo das formulacbes das bebidas e demonstrar o seu potencial em substituir
parcialmente o acucar refinado.

A casca e a polpa de pitaya vermelha sdo boas fontes de betalainas e constituintes
fenolicos, e apresentam consideravel capacidade antioxidante, o que justifica a sua utilizagédo
em isotbnicos como corantes naturais em substituicdo aos corantes sintéticos. Além disso, a
auséncia de antinutrientes na casca da fruta demonstra que pode ser utilizada no
desenvolvimento de novos produtos, contribuindo com o potencial funcional.

Constata-se que é possivel elaborar formulacdes de isoténicos em conformidade a
legislacdo brasileira e ao Codex Alimentarius.

O estudo da estabilidade, cor, caracterizagcdo quimica e microbioldgica é de extrema
relevancia, a partir deste é possivel verificar que a condicdo de armazenamento das formulacdes
por 30 dias a 4 °C apresentaram-se mais estaveis.

Os resultados oriundos da avaliagdo sensorial revelaram que as formulagdes de
isotonicos elaboradas atingiram boa aceitag@o pelos provadores. Ademais, estes demostraram
que estdo dispostos a consumir bebidas isotdnicas com valor nutricional e caracteristicas
funcionais agregados.

Portanto, a combinacéo tecnoldgica, da substituicao parcial do aglcar refinado por “mel
de cacau” e total substituicdo de corante sintético por extratos hidroetandlicos concentrados de
pitaya vermelha, surge como um produto pioneiro e inovador, ainda ndo explorado pela

industria de bebidas, e certamente servira de aporte cientifico para futuros estudos.
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APENDICE I

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Resolucdo n° 466, de 12 de dezembro de 2012, Conselho Nacional de Salde.

Convite para participacdo na Analise Sensorial

Convidamos vocé a participar como provador do experimento de pesquisa de Mestrado em
Engenharia e Ciéncia de Alimentos cujo objetivo é obter produtos com a utilizacao de residuos
da agroindustria.

Responsaveis por esta pesquisa: Mariana Romana Correia Santos e Professor Marcondes Viana
da Silva, UESB - Itapetinga-BA.

Objetivo desta pesquisa: Avaliar a aceitacdo sensorial de bebida isotonica a base de mel de
cacau e pitaya vermelha.

Beneficios: Utilizacdo de residuos da agroindustria (casca de pitaya vermelha) como potenciais
antioxidantes naturais, produto para repor eletrolitos perdidos durante a pratica do exercicio.

Riscos: Existem riscos decorrentes de contaminacGes de origem microbiana, porém todas as
amostras foram elaboradas obedecendo as condic¢des higiénico-sanitarias adequadas segundo a
legislacdo vigente. Se o participante apresentar alergia, intolerancia ou doenca pre-existente a
algum tipo de ingrediente (mel de cacau, extratos da polpa e casca de pitaya vermelha, sacarose,
acido citrico, benzoato de sddio, sorbato de potéssio, cloreto de s6dio), sua participacdo seréd
dispensada. Caso a alergia ou desconforto se manifeste no periodo da pesquisa, o participante
sera imediatamente excluido do estudo e encaminhado para a Unidade de Saude da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia para que sejam tomadas as devidas providéncias.

Confiabilidade: As informacdes desta pesquisa sdo confidenciais e divulgadas apenas em
eventos ou publicac6es cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre
0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre sua participacdo. Qualquer
esclarecimento ou duavida podem ser sanados durante todo o periodo da pesquisa pelos
pesquisadores responsaveis ou com o Conselho de Etica em Pesquisa.

A participacdo nesta pesquisa € de carater voluntario, assim, nenhum participante sera
remunerado e, por isso, possui garantia de plena liberdade, ou seja, de recusar-se a participar,
sem penalizacdo alguma.

Caso aceite participar desta pesquisa, este documento precisara ser assinado em duas vias,
sendo que uma das vias ficara com o participante da pesquisa e a outra serd arquivada pelos
pesquisadores por cinco anos. Sua participacdo é de extrema importancia para nos.

Ciente e de acordo com 0 que foi exposto, eu
: portador RG/CPF
n° , estou de acordo em participar desta pesquisa, assinando este consentimento.
Assinatura (participante) Assinatura (pesquisador)
Contato institucional: Informagdes ou dlvidas sobre Etica em Pesquisa:
Nlcleo Estudos em Ciéncia de Alimentos, UESB, Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP)
Itapetinga - BA. Tel.: (77) 3261-8461 Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB)
Email: mviana@edu.uesb.br Cruz das Almas —-BA; CEP: 44.380-000

Tel.: (75) 3621-6850
E-mail: eticaempesquisa@ufrb.edu.br
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APENDICE 11
UNIVERSIDADE ESTADUAL DO SUDOESTE DA BAHIA - UESB
Campus Juvino Oliveira
Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia e Ciéncia de Alimentos

Questionario

Nome: Data [/ /

Sexo: () Feminino ( ) Masculino Idade:

1) Vocé conhece o mel de cacau? ( )sim ( ) nédo
Se sim, j& experimentou o mel de cacau? ( )sim ( ) nédo

2) Vocé tem habito de consumir bebida isotdnica:

( ) menosdelvezpormés ( )1a2vezespor més ()1 vez por semana

( ) 2 a3 vezes por semana () 4 vezes ou mais por ( ) todos os dias
semana

( ) nunca

3) Em qual momento da prética da atividade fisica, vocé consome a bebida isotonica:

( ) antes da atividade fisica ( ) durante a atividade fisica () durante e depois a atividade fisica
() depois da atividade fisica

4) Além do ciclismo, qual outra atividade fisica vocé pratica:

5) Qual a frequéncia da prética de atividade fisica?

() menos de 1 vez por més () 1a2vezes por més ()1 vez por semana

( ) 2 a3 vezes por semana ( ) 4 vezes ou mais por semana ( ) todos os dias
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APENDICE 111

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO SUDOESTE DA BAHIA - UESB
Campus Juvino Oliveira
Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia e Ciéncia de Alimentos

Nome:

Ficha de Aceitacdo

Data: J

Sexo: () Feminino () Masculino

AMOSTRA N°

Idade:

1. Vocé estéa recebendo 5 amostras de bebida isotdnica de mel de cacau e pitaya vermelha. Por
favor, prove a amostra, iniciando da esquerda para direita, e entre uma prova e outra beba um
pouco de agua e aguarde 30 segundos. Avalie a escala abaixo marcando um “X” na op¢ao que
voCé gostou ou desgostou dos atributos deste produto:

COR

() Gostei extremamente
() Gostei muito

() Gostei moderadamente
() Gostei ligeiramente

() Indiferente

() Desgostei ligeiramente
() Desgostei
moderadamente

() Desgostei muito

() Desgostei
extremamente

Comentarios:

e N e T N N

—~

SABOR

) Gostei extremamente

) Gostei muito

) Gostei moderadamente

) Gostei ligeiramente

) Indiferente

) Desgostei ligeiramente

) Desgostei moderadamente

) Desgostei muito
) Desgostei extremamente

(
(
(
(
(

GOSTO DOCE

) Muito mais doce que o ideal

) Mais doce que o ideal

) Ideal

) Menos doce que o ideal

) Muito menos doce que o ideal

SABOR DO MEL DE CACAU

(' ) Muito mais intenso que o ideal

(' ) Mais intenso que o ideal

() Ideal

(' ) Menos intenso que o ideal

(' ) Muito menos intenso que o ideal

2. Agora, indique através da escala abaixo o grau de certeza de que compraria ou nao o produto:

() Certamente compraria

Comentarios:

() Compraria

() Talvez

(' ) N&o compraria
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