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RESUMO

O mané-cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) € um fruto de origem amazonica, rico em
compostos bioativos, vitaminas, minerais, fibras, compostos fenodlicos e carotenoides.
Por conter compostos bioativos na polpa e na casca, alguns estudos mostraram que
o fruto apresenta beneficios para a salude, e por isso € considerado promissor para o
desenvolvimento de novos produtos. A adicdo de ingredientes contendo compostos
bioativos aos produtos lacteos contendo probioticos tem sido uma proposta inovadora
por aumentar os efeitos benéficos dos produtos lacteos fermentados. O objetivo desse
trabalho foi efetuar a extracéo e a caracterizacao da polpa do fruto mana-cubiu, avaliar
as condi¢cdes para conservacdo da polpa e seu efeito na viabilidade de bactérias
acidolaticas (BAL), assim como avaliar o efeito da polpa de mana-cubiu em leite
fermentado potencialmente probidtico. Inicialmente, foi realizada a extracao da polpa
e a caracterizacdo do fruto in natura e da polpa pela avaliacdo da composicdo
centesimal e de compostos bioativos. O fruto apresentou 93,44 £ 0,21% de umidade,
0,34 + 0,04% de lipideos, 0,49 = 0,03% de proteinas, 0,47 + 0,05% de cinzas, 5,26 +
0,29% de carboidratos, expressos em base umida, 3,83 + 0,05% de pH, 1,19 + 0,02%
acidez, 5,80 + 0,08 % brix e 26,06 kcal/100 g de valor energético. A polpa de mana-
cubiu apresentou predominancia da cor vermelha (+a*), amarela (+b*) e laranja (Hue).
Houve alteracdo dos parametros de cor durante os 40 dias de armazenamento. Para
a conservacao da polpa, foram avaliados os efeitos do tratamento térmico (70 °C por
5,0, 7,5 e 10,0 min) e da adi¢édo de acido citrico (0,5, 0,75 e 1,0%) sobre a retencéo
dos compostos bioativos e atividade antioxidante. As amostras de polpa tratada foram
armazenadas a -80 °C e analisadas durante o armazenamento (1, 20 e 40 dias). As
amostras de polpa submetidas aos diferentes tratamentos e estocadas apresentaram
1,54 a 4,56 mg EAG/g de CFT, 3,32 a 5,58 ug de B-caroteno/g e 3,54 a 6,14 ug de
luteina/g, atividade antioxidante de 3,31 a 10,59 pmol trolox/g pelo método DPPH e
de 8,79 a 31,09 umol trolox/g pelo método FRAP. Houve reducdo dos compostos
bioativos durante os 40 dias de armazenamento. A analise dos componentes
principais dos diferentes tratamentos mostrou que as amostras dos tratamentos 3 (70
°C/5 min e 1,0% de acido citrico) e 5 (70 °C/7,5 min e 0,75 % de acido citrico) foram
caracterizadas pelo maior teor de compostos bioativos e atividade antioxidante. A
polpa submetida ao tratamento 5 foi selecionada para aplicagédo em leite fermentado

potencialmente probidtico. Para avaliar o efeito da polpa de mana-cubiu sobre a



viabilidade de BAL, foram testadas as culturas Streptococcus thermophillus ST 080,
L. delbrueckii subsp. bulgaricus SJRP57, L. casei SJRP38, L. rhamnosus GG ATCC
53103, L. fermentum SJRP30 e SJRP43, L. plantarum ST8Sh, E. durans SJRP29 e
E. faecium SJRP20 e SJRP65 na forma de cultura pura ou mista. Lactobacillus
plantarum ST8 Sh apresentou a maior viabilidade na presenca de polpa de mana-
cubiu e foi utilizado na preparacdo do leite fermentado, em co-cultura com S.
thermophilus ST 080. A polpa de man&-cubiu foi caracterizada antes da aplicagdo no
leite fermentado. O leite fermentado foi preparado com adicdo de 3% de polpa de
mana-cubiu e submetido a avaliac¢des fisico-quimicas e microbioldgicas. As amostras
de leite fermentado apresentaram uma variacao de 86,18 a 87,65% de umidade, 1,42
a 1,83% de cinzas, 4,11 a 4,38% de proteina, 0,13 a 0,16% de lipideos, 6,44 a 7,60%
de carboidratos e 44,25 a 48,78 kcal/100 g de valor energético, 4,41 a 4,94 de pH,
0,90 a 1,83 g acido latico/100 g, durante a estocagem. Houve pds acidificacao no leite
fermentado em todos os tratamentos e a capacidade de retencao de 4gua reduziu ou
se manteve estavel durante o armazenamento. O leite fermentado por S.
thermophillus ST 080, com e sem polpa de mana-cubiu e o leite fermentado por L.
plantarum ST8Sh sem polpa de fruta apresentaram reducéo da sinérese ao longo do
armazenamento. Os teores de compostos fendlicos aumentaram ao longo de 28 dias
de armazenamento e variaram de 0,22 a 1,54 mg EAG/g (leite fermentado adicionado
de polpa) e de 0,15 a 0,54 mg EAG/g (leite fermentado controle). A atividade
antioxidante variou de 0,54 a 1,11 umol trolox/g (leite fermentado adicionado de polpa)
e 0,34 a 1,03 umol trolox/g (leite fermentado controle) pelo método DPPH e de 0,44 a
1,57 pumol trolox/g (leite fermentado adicionado de polpa) e de 0,51 a 1,67 pumol
trolox/g (leite fermentado controle) pelo método FRAP. Os compostos bioativos e a
atividade antioxidante do leite fermentado aumentaram ao longo do armazenamento.
O leite adicionado de polpa de mana-cubiu e fermentado por L. plantarum ST8Sh e S.
thermophillus ST 080 apresentou elevada viabilidade durante o armazenamento. As
amostras de leite fermentado probidtico contendo polpa de mana-cubiu apresentaram
potencial inovador e funcional, com aptiddo para proporcionar efeitos benéficos aos
consumidores. Estudos adicionais visando a otimizacdo da formulacdo do produto,

avaliagcdo sensorial e dos efeitos benéficos a saude sdo desejaveis.

Palavras—chave: Frutas amazonicas; Compostos bioativos; Probidticos;
Alimentos funcionais.



ABSTRACT

Cocona (Solanum sessiliflorum Dunal) is an Amazonian fruit, rich in bioactive
compounds, vitamins, minerals, fibers, phenolic compounds and carotenoids. Because
it contains bioactive compounds in the pulp and in the skin, some studies have shown
that the fruit has health benefits and, therefore, it is considered promising for
developing new products. The addition of ingredients containing bioactive compounds
to probiotic dairy products has been considered an innovative proposal for enhancing
the beneficial effects of fermented dairy products. The objective of this study was to
conduct the extraction and characterization of the cocona pulp, to evaluate its
preservation conditions and its effect on the viability of lactic acid bacteria (BAL), as
well as to evaluate its effect on potentially probiotic fermented milk. At first, the
extraction of pulp and the characterization of fresh fruit and fruit pulp were carried out
through the evaluation of the centesimal composition and bioactive compounds. The
fruit presented 93.44 + 0.21% moisture, 0.34 £ 0.04% lipids, 0.49 + 0.03% protein, 0.47
+ 0.05% ash, 5.26 + 0.29% carbohydrates, expressed on wet basis, 3.83 + 0.05% pH
value, 1.19 £ 0.02% acidity, 5.80 + 0.08% brix, and 26.06 kcal/100 g energy value. The
cocona pulp showed predominance of the red (+a*), yellow (+b*) and orange (Hue)
colors. There were changes in the color parameters during the 40 days of storage. For
the pulp preservation, the effects of heat treatment (70 °C for 5.0, 7.5 and 10.0 min)
and the addition of citric acid (0.5, 0.75 and 1.0%) on the retention of bioactive
compounds and antioxidant activity were evaluated. The treated pulp samples were
stored at -80 °C and analyzed during storage (1, 20 and 40 days). The pulp samples
were submitted to the different treatments and storage, and presented 1.54 to 4.56 mg
GAE/g total phenolic contents (TPC); 3.32 to 5.58 ug p-carotene/g; 3.54 to 6.14 ug
lutein/g; and antioxidant activity from 3.31 to 10.59 pumol trolox/g using the DPPH
method, and from 8.79 to 31.09 umol trolox/g using the FRAP method. Bioactive
compounds reduced during the 40 days of storage. The principal component analysis
of the different treatments showed that samples from treatments 3 (70 °C/5 min and
1.0% citric acid) and 5 (70 °C/7.5 min and 0.75% citric acid) were characterized by the
higher bioactive compounds content and antioxidant activity. The pulp submitted to
treatment 5 was selected for application in potentially probiotic fermented milk. To
evaluate the effect of cocona pulp on LAB viability, Streptococcus thermophilus ST
080, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus SJRP57, L. casei SJRP38, L.



rhamnosus GG ATCC 53103, L. fermentum SJRP30 and SJRP43, L. plantarum
ST8Sh, Enterococcus durans SJRP29, and E. faecium SJRP20 and SJRP65 in pure
or mixed cultures forms were tested. L. plantarum ST8Sh presented the higher viability
with cocona pulp and was used for the preparation of fermented milk, in co-culture with
S. thermophilus ST 080. The cocona pulp was characterized before application in
fermented milk, which was prepared by adding 3% cocona pulp and submitted to
physicochemical and microbiological evaluations. The fermented milk samples showed
a variation of 86.18 to 87.65% moisture, 1.42 to 1.83% ash, 4.11 to 4.38% protein,
0.13 to 0.16% lipids, 6.44 to 7.60% carbohydrates and 44.25 to 48.78 kcal/100 g of
energy value, 4.41 to 4.94 pH value, and 0.90 to 1.83 g lactic acid/100 g, during
storage. There was post acidification in the fermented milk for all treatments and the
water holding capacity reduced or remained stable during storage. The milk fermented
by S. thermophilus ST 080, with and without cocona pulp, and L. plantarum ST8Sh
fermented milk without fruit showed a reduction in syneresis during storage. The
contents of phenolic compounds increased throughout the 28 days storage and ranged
from 0.22 to 1.54 mg GAE/g (fermented milk with pulp) and from 0.15 to 0.54 mg GAE/g
(control fermented milk). The antioxidant activity ranged from 0.54 to 1.11 pmol trolox/g
(fermented milk with pulp) and 0.34 to 1.03 pmol trolox/g (control fermented milk) using
the DPPH method, and 0.44 to 1.57 umol trolox/g (fermented milk with pulp) using the
FRAP method. The bioactive compounds and antioxidant activity of fermented milk
increased over storage. The milk added of cocona pulp and fermented by L. plantarum
ST8Sh and S. thermophilus ST 080 showed high viability during storage. The probiotic
fermented milk samples with cocona pulp presented innovative and functional
potential, with the ability to provide beneficial effects for the consumers. Additional
studies aiming at the optimization of the product formula, as well as sensory and health

beneficial effect evaluations are desirable.

Keywords: Amazonian fruits; Bioactive compounds; Probiotics; Functional
food.
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1 INTRODUCAO

O mana-cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal), fruto nativo da regido Amazonica,
possui sabor 4cido, é suculento e tem aroma agradavel. Possui alto valor nutricional,
é rico em antioxidantes, compostos fendlicos, vitaminas, minerais, fibras,
carotenoides, e por isso, pode apresentar potencial agroindustrial. Na regido
amazonica € consumido in natura ou utilizado no preparo de alimentos diversos, tais
COmMo sucos, sorvetes, compotas e doces. Popularmente é utilizado para o controle do
colesterol, triglicerideos, anemia, diabetes, entre outros males (SILVA FILHO;
MACHADO, 1997b). Apesar de ser utilizado pela populacéo local para esses fins,
existem poucos estudos que comprovem seus efeitos benéficos.

As propriedades terapéuticas do mana-cubiu podem estar relacionadas ao seu
conteldo de compostos bioativos, tal como B-caroteno, que possui atividade proé-
vitamina A e atividade antioxidante. Esta atividade esta relacionada com a capacidade
de sequestrar os radicais livres, como 0 oxigénio singlete e os radicais peroxil
(CARDONA-JARAMILLO, 2011). A polpa do mana-cubiu 5 tipos de compostos
fendlicos, sendo o majoritario o acido 5-cafeoilquindico e 17 tipos de carotenoides,
sendo os majoritarios all-trans-B-caroteno, all-trans-luteina, 9 cis-luteoxantina, all-
trans-luteoxantina e all-trans-violaxantina (RODRIGUES; MARIUTTI; MERCADANTE,
2013).

As frutas e vegetais possuem um alto conteddo de nutrientes, como
antioxidantes, compostos bioativos, fibras, minerais, vitaminas e carotenoides
(PERES et al., 2012; SOCCOL et al., 2010). Por esta razéo, os subprodutos das frutas
e vegetais (polpa, cascas, sementes) podem ser usados no desenvolvimento de novos
produtos, para enriquecer os produtos com fibras alimentares ou com compostos
bioativos ou prebidticos, que favorecem o crescimento das bactérias probioticas. Aléem
disso, estes subprodutos podem melhorar as propriedades sensoriais, como sabor,
aroma, textura e cor, bem como diversificar os produtos disponiveis no mercado e
aumentar o valor nutricional (ALBUQUERQUE et al., 2016; ALMEIDA et al., 2011,
BORGONOVI, 2018). Em vista disso, sua aplicacdo em leite fermentado probiotico
representa vantagens potenciais e alternativas valiosas para a industria de lacteos
(VINDEROLA et al., 2002).

Dentre os produtos lacteos fermentados, o leite fermentado € um dos mais

populares em todo o mundo. Ele € obtido da acidificacéo do leite por meio da atividade
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metabdlica das bactérias acidolaticas (BAL), que alteram as caracteristicas fisico-
quimicas, sensoriais e microbiolégicas do produto. Para a fabricacdo de leite
fermentado podem ser utilizados Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Bifidobacterium sp., Streptococcus
thermophilus e/ou outras bactérias acidolaticas, que contribuam para a obtencao de
caracteristicas especificas do produto final. Estas BAL podem promover beneficios a
saude do consumidor, se ingeridas regularmente.

Considerando o elevado valor nutricional dos frutos de mana-cubiu e a caréncia
de trabalhos cientificos que evidenciem as potencialidades de aplicacdo desse fruto
ou dos derivados para obtencdo de alimentos funcionais, este estudo pretende
desenvolver produtos fermentados inovadores e funcionais, assim como contribuir
para o entendimento da acdo dos compostos bioativos do mana-cubiu na viabilidade
das BAL. Além disso, este estudo explora novas formas de consumo do mané-cubiu,
que podera agregar valor a cadeia produtiva deste fruto, e consequentemente,

valorizar a biodiversidade brasileira.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Efetuar a extracéo e a caracterizacdo da polpa do fruto mana-cubiu, avaliar as
condicbes para conservacdo da polpa e seu efeito na viabilidade de bactérias
acidoléaticas (BAL), assim como avaliar o efeito da polpa de mana-cubiu em leite

fermentado potencialmente probidtico.

2.2 Objetivos Especificos

» Efetuar a extracdo da polpa de mana-cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) e
avaliar as caracteristicas fisico-quimicas, incluindo compostos fendlicos totais,
carotenoides totais e atividade antioxidante;

» Avaliar o efeito do tratamento térmico (70 °C por 5,0, 7,5 e 10,0 min) e da adicdo
de acido citrico (0,5, 0,75 e 1,0%) sobre a retencdo dos compostos bioativos e
atividade antioxidante durante 40 dias de armazenamento;

» Avaliar o efeito da polpa de mana-cubiu na viabilidade de bactérias acidolaticas
potencialmente probidticas e selecionar as culturas com maior viabilidade para
aplicagcéo em leite fermentado;

= Aplicar a polpa tratada de mana-cubiu em leite fermentado e efetuar a

caracterizacgao fisico-quimica e microbioldgica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Mana-cubiu
3.1.1 Caracteristicas gerais

O fruto mana-cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) € uma hortalica pertencente
a familia Solanaceae e esta distribuida nas regides Umidas equatoriais do Brasil, Peru
e Colémbia (SILVA FILHO et al., 1999). E nativo da regido Amazonica, porém também
esta presente em outras regides do Brasil, como por exemplo no estado de Séao Paulo,
de onde tem sido comercializado para todas as regides do Brasil (SILVA FILHO et al.,
1996). O fruto recebe diferentes denominacdes de acordo com a regido onde é
cultivado. No Brasil € denominado cubiu, mana, mana-cubiu ou tomate de indio

” 13

(OLIVEIRA, 1999). Em paises de lingua espanhola é chamado de “tupiro”, “topiro”,
‘cocona”, equanto em paises de lingua inglesa é conhecido como “Orinoco apple” e
“peach tomato” (SILVA FILHO et al., 1999).

A familia Solanaceae é uma das familias mais importantes para a agricultura
mundial, compreende muitas espécies herbaceas, arbodreas, arbustivas, epifitas e
trepadoras, que se caracterizam pela sua composicédo nutricional e farmacoldgica
(CARDONA-JARAMILLO, 2011). As principais espécies pertencentes a esta familia
incluem o tomate, a berinjela e a pimenta, as quais fazem parte dos habitos
alimentares das populacdes de diversas culturas (SEGUI, 2016).

O fruto apresenta até 8 formas (Quadro 1), sendo as formas mais comuns
cordiforme e cilindrica. O tamanho do fruto varia de 3,0 a 9,3 cm e o peso varia de 20
a 450 g (Figura 1). A composi¢cdo quimica e nutricional é oscilante, dependendo do
ecotipo e da regido onde é plantada; a coloracdo do fruto muda de verde na fase
imatura a alaranjado quando maduros (SILVA FILHO, 1994; SILVA FILHO et al., 2005;
TORRES, 2010; YUYAMA et al., 2007).

Frente ao interesse por parte dos consumidores por alimentos saudaveis e
naturais, alguns produtores priorizam o plantio de variedades de frutos nativos e
exoticos, como o mana-cubiu, que além do valor nutricional, podem se tornar novas
fontes de renda para a populagéo local (CARDONA-JARAMILLO, 2011; LORENZI et
al., 2006).
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Figura 1. Formatos, formas e tamanhos do mané-cubiu.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Quadro 1. Frequéncia (%) de formas dos frutos em 29 variedades de mana-cubiu
(Solanum sessiliflorum) da colecdo de germoplasma do Instituto Nacional de

Pesquisas da Amazonia.

Forma Frequéncia %
Cordiforme 31,0
Cilindrico 20,7
Levemente Achatado 17,2
Achatado Irregular 13,8
Redondo Angular 6,9
Achatado 3,5
Cordiforme Irregular 3,5
Redondo/Globoso 3,5

Fonte: Adaptado de SILVA FILHO, 1994

O plantio do mana-cubiu é realizado em pequena escala por produtores rurais
e distribuido nas feiras e mercados das cidades interioranas do amazoOnas
(SCHUELTER et al., 2009). E pouco consumido pelos brasileiros, podendo ser
classificado como uma planta alimenticia ndo convencional (PANC), terminologia
atribuida por Kinupp (2007), para as plantas que possuem uma ou mais partes
comestiveis, sdo nativas ou cultivadas, consumidas regionalmente e que nao estéo
incluidas na alimentacgao cotidiana da maioria da populacao.

Além do consumo in natura, 0 mana-cubiu é também utlizado no

processamento de geleias. Este fruto tem se constituido uma importante matéria-
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prima para a agroindustria moderna, por ser rica em pectina. Esta caracteristica tem
estimulado alguns agricultores a ampliarem a area plantada, que em alguns casos,
ultrapassam 2 hectares. O mercado externo também se revela promissor. No Peru, 0os
produtos industrializados (sucos, geleias, compotas e doces) tém ampla aceitacdo no

comeércio interno, sendo também exportados para paises europeus (PEREIRA, 2001).

3.1.2 Composicdo quimica

O mana-cubiu é um fruto suculento, com alto teor de umidade (88 a 93%) e 5 a
8% de sodlidos soluveis (°Brix), sendo a maioria acucares redutores (4,6%) (SILVA
FILHO; MACHADO, 1997a). Apresenta baixa relacdo sélidos solaveis/acidez, o que
confere ao fruto a caracteristica acida, atributo que é importante para a producao de
doces, geleias, sucos, sorvetes e compotas.

Este fruto apresenta quantidades expressivas de fibras, quando comparado
com os outros frutos da mesma familia, e apresenta também quantidades
consideraveis de fosforo, vitamina C e pectina (2,1%) (MACEDO, 1999). A utilizacao
de alimentos integrais e dietas ricas em fibra solavel sdo bem conhecidas por seu
efeito sobre o transito intestinal, principalmente a pectina, que pode se ligar aos acidos
biliares, atuar na troca de cations, modificar a biodisponibilidade de minerais e ainda
influenciar em alguns pontos do metabolismo glicidico e lipidico (OLIVER; MARCHINI,
2001).

A concentracao de niacina no mana-cubiu é superior a da berinjela, 2.500 ug e
0,6 pg, respectivamente, e reconhecidamente um dos vegetais mais ricos nesta
substancia. A niacina contribui para um sistema digestivo saudavel, melhora a
circulacdo e reduz a pressao arterial, o colesterol e os triacilglicerois (OLIVER,;
MARCHINI, 2001).

O mané-cubiu é altamente dietético, possui baixo aporte calérico, o que sugere
sua indicacdo na dieta de pacientes hipercolesterolémicos e hiperglicémicos
(YUYAMA et al., 1997). De Andrade e Andrade (2012) verificaram que em relacao aos
outros frutos da familia Solanaceae na fase madura, 0 mana-cubiu é relativamente
pobre em macronutrientes (como lipideos e proteinas), entretanto, apresenta
quantidades significativas de metabdlitos secundarios, como por exemplo
carotenoides. Estudos com mana-cubiu mostraram altos teores de potassio, zinco,
selénio, ferro, manganés e cobre (BJELAKOVIC et al., 2012; DE ANDRADE;
ANDRADE, 2012; DOS SANTOS, 2007; MARX; ANDRADE; MAIA, 1998; SILVA
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FILHO, 2002). Nestes estudos foi constatada uma ampla variacdo nos teores de
cinzas (6,2 a 12%), proteina bruta (2,3 a 9,2%), lipideos (1,3 a 27,2%) e carboidratos
(58,5 a 87,3%) em base seca (SALICK, 1992; SILVA FILHO et al., 1997). De acordo
com Fujita, Lopes e Campos (2012), o mana-cubiu possui as seguintes enzimas:
pectinametilesterase (PME), poligalacturonase (PG), polifenoloxidase (PPO) e
peroxidase (POD). Estas enzimas possuem diferentes temperaturas e valores de pH
para inativacdo, e dependem do tipo de matriz alimenticia onde estdo presentes
(EVANGELISTA, 2008).

3.1.3 Processamento do fruto

Apos a colheita os vegetais sofrem modificacdes fisico-quimicas e nutricionais,
resultando em perdas de qualidade. Para a conservacdo das caracteristicas de
qualidade é fundamental o uso de tecnologias de conservacdo (PIGOLI; VIEITES;
DAIUTO, 2014). No entanto, qualquer que seja 0 processamento, por mais simples
gue seja, traz consequéncias nas caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais, sendo
imprescindivel estudar as alteracdes dessas caracteristicas (GOMEZ-CACERES et
al., 2009).

Em geral, a combinacdo de diferentes métodos de conservacéo, tais como
reducao de pH, tratamento térmico, uso de atmosfera modificada e uso de substancias
antimicrobianas naturais, tem sido usada com estratégia para conservacdo de
alimentos. Este processo resulta em extenséo da vida de prateleira e pequeno impacto
nas propriedades nutricionais e sensoriais (REIS et al., 2012).

O mana-cubiu normalmente € consumido in natura e poucas tentativas de
industrializa-lo tém sido realizadas. Diversos estudos foram realizados visando a
producao de doces, geleias, compotas, saladas, molhos para carnes e medicamentos
caseiros ou industrializados (SILVA FILHO, 2002). O processamento do fruto, tal como
extragcdo, tratamento da polpa e envase, assim como a elaboracéo de derivados de
mandé-cubiu sdo importantes para a conservagdo das caracteristicas do fruto, assim
como para aumentar sua vida de prateleira.

Para a conservacao da polpa do mana-cubiu, a reducédo do valor de pH e o
tratamento térmico s&o cruciais para garantir a seguranca do produto, assim como
para inativar enzimas responsaveis pelo escurecimento da polpa. O pH 6timo de

atividade das enzimas presentes no mana-cubiu varia de 4,5 a 7,5, sendo que o acido
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citrico pode agir como redutor do pH ou como quelante do cobre (centro catalitico) da
enzima PPO (SANTOS et al., 2012). Considerando que o pH &cido facilita a destruicdo
de micro-organismos pelo calor, o tempo de tratamento térmico pode ser menor,
minimizando os efeitos negativos de aplicacdo de calor sobre os compostos bioativos
do produto.

A enzima PPO é uma das mais importantes responsaveis pelo escurecimento
enzimatico e degradacdo dos compostos bioativos, tais como acido ascérbico,
polifendis e pectinas (BRIONGOS et al., 2016). O aquecimento da enzima PPO a
temperaturas entre 70°C e 90°C, por curto periodo, é suficiente, na maioria dos casos,
para a inativacdo de suas func¢des cataliticas. Esta enzima apresenta faixa de pH
otimo entre 5,0 a 7,0 e em condicdes de pH < 3,0, sdo inativadas. A enzima PME é
inativada a 80 °C/20 s e em pH < 3,8 (TRIBESS, 2003; TRIBESS; TADINI, 2006). A
enzima POD é rapidamente inativada a 72 °C em suco de tomate (ANTHON et al.,
2002), enquanto a enzima PG é uma enzima termolabil, e totalmente inativada a 65
°C/5 min em espécies de tomate (FACHIN et al., 2003).

Fujita, Vieites e Daiuto (2013) submeteram os frutos de mana-cubiu a diferentes
cortes (pedacos e fatias) e a concentracdes variadas de acido ascorbico (1 a 3%). As
diferentes concentracfes de acido ascorbico ndo mostraram efeito expressivo na
conservacao do mana-cubiu pelos parametros avaliados (pH, sélidos soluveis, acidez

titulavel e perda de massa fresca).

3.2 Compostos Bioativos

Compostos bioativos sdo classificados em substancias nutracéuticas e
substéancias toxicas. As substancias nutracéuticas sdo compostos ativos e derivados
naturais que promovem a salde, estdo associados a reducdo da incidéncia de
doencas, tém propriedades medicinais e apresentam beneficios a salde humana. As
substéancias toxicas sdo compostos quimicos de origem natural ou induzidos por
processos que exercem efeitos adversos a salde humana. Frutas, vegetais, graos,
frutos oleaginosos, produtos marinhos, plantas medicinais, produtos com ervas
contém tanto substancias nutracéuticas como toxicas (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010).

Os compostos bioativos, como 0s carotenoides e compostos fendlicos,
possuem importantes funcbes e acdes bioldgicas, por isso sdo considerados

promotores da saude humana. A ingestdo de frutas e vegetais esta associada a
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diminuicao do risco de desenvolvimento de diversas doencgas cronico-degenerativas,
tais como cancer, inflamacbes, doencas cardiovasculares, catarata, degeneracéo
macular, entre outras. A presenca dos carotenoides, compostos fendlicos, vitaminas,
minerais e fibras nos alimentos se destacam pelas acdes benéficas aos seres
humanos (HUANG; OU; PRIOR, 2005; SEPTEMBRE-MALATERRE; REMIZE;
POUCHERET, 2018; STANNER et al., 2003).

3.2.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo os antioxidantes mais representativos do reino
vegetal. Sua estrutura é composta de um anel aromético com uma ou mais hidroxilas,
ou de polimeros como substituintes, podendo apresentar outros grupamentos como
ésteres, metil-ésteres e glicosideos (ANGELO; JORGE; 2007; MARTINEZ-
VALVERDE; PERIAGO; ROS, 2000; MENDONCGCA et al., 2003; PRADO, 2009).

O grupo de compostos fendlicos sdo frequentemente chamados de "fendis” e
sdo compostos por aproximadamente 8000 compostos naturais, como por exemplo
os fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos,
lignanas e ligninas (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000). Estes fitoquimicos sdo
derivados da fenilalanina e tirosina (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Os compostos fendlicos séo sintetizados durante as fases de desenvolvimento
e em condicBes de estresse (ferimentos, infeccdes, radiacdes UV, injurias dos tecidos,
contra a acdo de subprodutos provenientes da fotossintese e também contra plantas
herbivoras) dos vegetais. Sao essenciais na reproducao, na a¢ao antipatogénica, na
producdo de pigmentacdo, no desenvolvimento das plantas e na sintese de lignina.
Também atuam na formacéo de caracteristicas sensoriais e nutricionais dos vegetais,
conferindo gosto amargo ou sensagéao adstringente, contribuindo no desenvolvimento
de cor e odor, assim como promovendo a estabilidade oxidativa do produto alimenticio
(ANGELO; JORGE, 2007; NACZK; SHAHIDI, 2004; SOUSA, 2009).

Os compostos fendlicos inibem a peroxidagéo lipidica e as lipoxigenases in
vitro, pela capacidade de sequestrar radicais livres, tais como hidroxilicos,
superoéxidos e peroxilicos, os quais reconhecidamente promovem o estresse oxidativo
celular (LEONG; SHUI, 2002; LEONTOWICZ et al., 2007; OKONOGI et al., 2007,
TACHAKITTIRUNGROD et al., 2007).

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos depende de sua estrutura, do

namero de hidroxilas, das posicbes dos grupos hidroxilas e da natureza das
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substituicdes nos anéis aromaticos (BAXTER; HARBORNE; MOSS, 1998). Os
compostos fendlicos podem ser encontrados na forma livre ou conjugada, sendo a
maior parte conjugada com mono e polissacarideos, ligado a um ou mais dos grupos
fendlicos (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Também podem ocorrer
como derivados funcionais, como por exemplo ésteres metilicos, que estao presentes
em frutas e hortalicas (BAXTER; HARBORNE; MOSS, 1998). Na Figura 2 estédo
representadas as principais classes de compostos fenolicos presentes em frutas e
hortalicas.

Os compostos fendlicos exibem grande quantidade de propriedades
fisiolégicas nos seres humanos, como atividade antialergénica, antioxidante,
antiarteriogénica, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antitrombotica, imunomoduladora,
neuroprotectiva, cardioprotetora e vasodilatadora (BALASUNDRAM; SUNDRAM,;
SAMMAN, 2006; FERREIRA; MARTINS; BARROS, 2017).

3.2.2 Atividade Antioxidante

Antioxidante € qualquer substancia capaz de retardar ou impedir danos devidos
a oxidacao (como rancificacdo e formacao de sabor desagradavel em alimentos)
estando presente mesmo em pequenas concentracdes, quando em comparacao com
0 agente oxidante (SILVA et al., 2010). Sédo substancias que retardam a velocidade
da oxidacéo, através de um ou mais mecanismos, tais como inibicdo de radicais livres
e complexacdo de metais (PIETTA, 2000).

Os antioxidantes podem ser divididos em duas classes, compostos com
atividade enzimatica e sem essa atividade. A primeira classe compreende o0s
compostos capazes de bloquear a iniciacdo da oxidacao, ou seja, as enzimas que
removem as espécies reativas ao oxigénio. As enzimas superoxido-dismutase,
catalase, glutationa-peroxidase e glutationa redutase sdo alguns exemplos de
enzimas com atividade antioxidante (VALKO et al.,, 2007). Na segunda classe, 0s
compostos sem atividade enzimatica interagem com os radicais e sao alterados
durante a reacdo. Nesta classificacdo, incluem-se os antioxidantes naturais e
sintéticos como os compostos fendlicos (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004). Entre
0S nhaturais destacam-se acido ascorbico, vitamina E e [B-caroteno. Entre os
compostos fendlicos sintéticos os mais utilizados sdo o butil-hidroxi-anisol (BHA), o
butil-hidroxi-tolueno (BHT) e o butil-hidroquinona-terciaria (TBHQ), todos ilustrados na
Figura 3 (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).
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Figura 2. Principais classes de compostos fendlicos presentes em frutas e hortalicas.
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Fonte: FERREIRA, 2015.
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Figura 3. Estrutura quimica de antioxidantes naturais e sintéticos.
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Fonte: Adapatado de DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010.

As reacOes de oxidacdo nos alimentos podem resultar em alteracdo do valor
nutricional, assim como nos padrdes de qualidade sensorial, tais como odor, cor, sabor
e textura. A oxidacdo de vitaminas, por exemplo, pode ocorrer durante o
processamento térmico dos alimentos. Os agentes oxidantes altamente reativos
também causam oxidacdo de varios aminoacidos, tais como metionina, cisteina,
triptofano e tirosina (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). A oxidacao lipidica
pode ocorrer durante o processamento, a distribuicdo, o0 armazenamento e o preparo
dos alimentos. Por meio destas reagfes sdo gerados produtos sensorialmente
inaceitaveis, além de provocar outras alteracdes que irdo afetar ndo s6 a qualidade
nutricional, devido a degradacdo de vitaminas lipossoluveis e de acidos graxos
essenciais, mas também a integridade e seguranca dos alimentos, por meio da
formacado de compostos poliméricos potencialmente toxicos (JORGE, 2009).

Os antioxidantes sao utilizados na industria de alimentos para evitar ou prevenir
a oxidag&o dos componentes dos alimentos e manter o valor nutricional. Eles também
ajudam na protecdo do organismo contra os danos causados pelas espécies reativas
do oxigénio (ERO’s) e doengas degenerativas (SILVA et al., 2010). Os mecanismos
de acao dos antioxidantes incluem a reducéo da concentracdo de oxigénio, prevencao

da fase de iniciagdo da oxidagéo, acdo quelante de ions metdlicos, sequestrante de
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radicais livres e decomposi¢do dos produtos primarios a compostos que ndo séo
radicais (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

3.2.3 Carotenoides

Os carotenoides sdo compostos amplamente distribuidos na natureza,
apresentam estruturas quimicas diversas e fun¢des variadas. S&o pigmentos naturais
responsaveis pelas cores de amarelo, laranja ou vermelho de muitas frutas, hortalicas,
gema de ovo, crustaceos cozidos e alguns peixes. Sado também substancias bioativas,
com efeitos benéficos a saude, e alguns deles apresentam atividade pro-vitaminica A
(RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008). Os carotenoides sao
biossintetizados por plantas, algas, fungos, leveduras e bactérias (RAO, 2007).
Possuem acdes anticarcinogénicas, imunomoduladoras, preventivas das doencas
cardiovasculares e da degeneracdo macular relacionada a idade (MANDELLI, 2010).

Os carotenoides pertencem a classe dos antioxidantes naturais; eles podem
atuar sequestrando os radicais livres e inibindo a propagacdo da reacdo em cadeia
tanto in vitro quanto in vivo (SOUZA; TAVARES, 2008). Os efeitos sequestrantes de
radicais sao proporcionais a quantidade de ligacdes duplas conjugadas, contidas nas
moléculas dos carotenoides que reagem com os radicais peréxidos e oxigénio livres
(SHAMI; MOREIRA, 2004). Os carotenoides sequestram o oxigénio singleto de duas
maneiras: por transferéncia fisica da energia de excitacdo do oxigénio singleto para o
carotenoide, resultando na formacao de carotenoide tripleto, que é capaz de retornar
ao estado ndo excitado apds dissipar 0 seu excesso de energia como calor, ou por
meio de uma reacao quimica entre o oxigénio singleto e o carotenoide, resultando na
destruicdo irreversivel desse Uultimo (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-
FARFAN, 2008).

Os carotenoides, B-caroteno, licopeno, zeaxantina e luteina, exercem funcdes
antioxidantes em fases lipidicas, bloqgueando os radicais livres que danificam as
membranas lipoprotéicas (SHAMI; MOREIRA, 2004). O licopeno, a luteina, a
zeaxantina e a bixina sdo encontrados em alimentos e possuem fungao bioativa
(RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008). A Figura 4 mostra a
estrutura molecular de alguns dos principais carotenoides (McNULTY et al., 2007).

Os carotenoides presentes naturalmente nos alimentos ou adicionados
intencionalmente, proporcionam cor aos alimentos, contribuindo no aspecto visual, na

aceitacao e na escolha de um alimento pelos consumidores (CLYDESDALE, 1993). A
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adicdo destes compostos naturais aos alimentos é benéfica, pois seu potencial
antioxidante, previne por exemplo, a oxidagdo lipidica dos alimentos e matérias-
primas alimentares, como 0leos, carnes, leite e seus derivados, estendendo a sua
vida-de-prateleira (DECKER et al., 2005).

Figura 4. Estrutura molecular de alguns dos principais carotenoides.

B-caroteno S W W VG Tl Sl e

Zeaxantina M

HO

OH

Astaxantina N N N N W S

Luteina S S S N

Licopeno 3 e e e e e e e e 3

Fonte: Adaptado de McNULTY et al., 2007.

3.2.4 Compostos bioativos do mana-cubiu e seus efeitos benéficos

As frutas, de maneira geral, possuem compostos bioativos (funcionais), que
auxiliam na reducdo da incidéncia de doencas (ALMEIDA et al., 2011; ESPIRITO-
SANTO et al.,, 2012). O mana-cubiu possui compostos bioativos que estdo
relacionados a sua atividade antioxidante, com potenciais efeitos benéficos na saude.
Na regido amazonica, as populacdes nativas utilizam o mané-cubiu como alimento,
medicamento e cosmético (YUYAMA et al., 2007).

Maia et al. (2015) avaliaram o consumo de farinha de manéa-cubiu sobre a

lipemia de ratos hipercolesterolémicos e observaram que a administracdo da farinha
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de mand-cubiu reduziu as concentracdes de colesterol total e colesterol hepatico e
aumentou a excrecdo de colesterol pelas fezes, confirmando o uso popular do fruto
como hipocolesterolemiante.

Na polpa do mana-cubiu foram identificados 5 tipos de compostos fendlicos e
17 tipos de carotenoides. Entre os compostos fendlicos mais abundantes foram
encontrados o acido 5-cafeoilquinico (1351 ug/g de polpa), duas espermidinas bis e
tris dihidrocafeoil (199 ug/g e 158 ug/g de polpa, respectivamente). Entre os
carotenoides majoritarios foram encontrados o all-trans-B-caroteno (7,15 ug/g de
polpa), all-trans-luteina (2,41 pg/g de polpa), 9 cis-luteoxantina (1,33 ug/g de polpa),
all-trans-luteoxantina (1,30 pg/g de polpa) e all-trans-violaxantina (0,98 ug/g de polpa)
(RODRIGUES; MARIUTTI; MERCADANTE, 2013).

Dentre os compostos bioativos encontrados nos alimentos, os carotenoides e
0os compostos fendlicos tém sido amplamente pesquisados nos ultimos anos, sendo
evidenciados efeitos protetores frente aos agentes indutores de danos ao DNA
(CHEN; KONG, 2005). Estimativas indicam que entre 90-95% dos canceres existentes
estdo relacionados aos fatores ambientais e ao estilo de vida das pessoas, incluindo
habitos alimentares (ANAND et al., 2008). Durante a alimentacdo ocorre a ingestao
de compostos mutagénicos, como por exemplo 0s nitratos, nitrosaminas, praguicidas
e micotoxinas. Estas substancias podem alterar o funcionamento normal da célula,
desencadeando inUmeros processos patoldgicos, inclusive o desenvolvimento do
cancer (ANAND et al., 2008; PRESTON, 2007).

O B-caroteno destaca-se por sua potente acao antioxidante, com atuacao na
captura do oxigénio singlete, atribuida a sua longa cadeia com duplas ligacdes
conjugadas, que possibilita a interagdo com espécies reativas (STAHL; SIES, 2005;
TAPIERO; TOWNSEND; TEW, 2004).

A luteina € um antioxidante que previne os danos causados pelos radicais livres
nos tecidos. Este carotenoide tem a funcado de filtrar a luz azul de alta energia sobre
espécies reativas de oxigénio ativadas pela luz, em plantas e humanos (ALVES-
RODRIGUES; SHAO, 2004). Estudos realizados por Nishino et al. (2000)
demonstraram que os ratos induzidos ao cancer de pele e que foram suplementados
com luteina tiveram uma incidéncia significantemente menor, quando comparados aos
gue nao receberam o suplemento.

Rodrigues, Mariutti e Mercadante (2013) determinaram a composi¢cao do

extrato fendlico do mana-cubiu, sendo que o acido clorogénico € o constituinte
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majoritario 1298 pug/g de polpa (70%). Este composto apresenta baixa
biodisponibilidade, no entanto, os produtos de seu metabolismo apresentam efeitos
antioxidantes expressivos, tais como os acidos cafeico, ferulico e quinico. Os efeitos
benéficos do acido clorogénico foram citados por Shimoyama et al. (2013). Em testes
em camundongos expostos a etanol/HCI, houve reducdo das lesGes gastricas nos
animais que receberam o antioxidante.

Em testes in vitro o acido clorogénico (isolado) foi eficaz na protecéo de células
cardiacas (cardiomidcitos) frente ao agente antimoral doxorrubicina (CHLOPCIKOVA
et al., 2004). No estudo realizado por Hernandes (2013), a polpa do mana-cubiu,
administrada a ratos Wistar nas doses de 0,250 e 0,375 mg/g peso corporal, foi
antimutagénica por analise no sangue periférico e na dose de 0,375 mg/g peso
corporal foi antimutagénica por andlise na medula 6ssea. Os carotenoides e 0s
compostos fendlicos presentes na polpa do mana-cubiu apresentaram uma grande
eficiéncia em desativar peroxido de hidrogénio, acido hipocloroso e radicais peroxila,

gue podem estar relacionados com o efeito antimutagénico observado.

3.3 Bactérias acidolaticas (BAL) e utilizacdo em alimentos

As BAL compreendem um grupo de micro-organismos com diversas
caractersticas morfoldgicas, metabdlicas e fisiologicas semelhantes. Estas bactérias
sdo Gram-positivas, catalase-negativas, apresentam a forma de cocos ou bacilos, ndo
formam esporos, sdo anaeroObias facultativas ou microaerdfilas, fastidiosas, acidos
tolerantes, e produzem &cido latico como o principal produto da fermentacdo dos
carboidratos (FERREIRA, 2018; SALMINEN; WON WRIGHT; OUWEHAND, 2004).

O grupo das BAL compreendem as bactérias dos géneros Aerococcus,
Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella,
Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e
Weissella (CROWLEY; MAHONY; SINDEREN, 2013).

A classificacdo das bactérias laticas em diferentes géneros € baseada na
morfologia, multiplicagdo em diferentes temperaturas, configuragdo do acido latico
produzido, modo de fermentacédo da glicose, capacidade de multiplicacdo em altas
concentracdes salinas e tolerancia as condi¢des acidas e basicas (HOLZAPFEL et al.,

2001). Essas bactérias podem ser classificadas em mesofilicas (20-30 °C) ou
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termofilicas (35-45 °C), conforme a temperatura 6tima de desenvolvimento (GIRAFFA,
2012; REIS et al., 2011; ZHANG et al., 2013).

De acordo com os produtos da fermentacdo, as bactérias laticas se dividem
em: bactérias homofermentativas e bactérias heterofermentativas. O grupo das
bactérias homofermentativas abrange o0s géneros Lactococcus, Pediococcus,
Enterococcus, Streptoccus e alguns Lactobacillus, que utilizam a via Emberden-
Meyerhof (glicolitica) para transformar os carboidratos, principalmente, em acido
latico. Por outro lado, as bactérias heterofermentativas utilizam a via da fosfoacetolase
para produzir &cido latico, CO2, etanol, acetato e citrato a partir da glicose. Os
membros desse grupo incluem Leuconostoc, Weissella e alguns Lactobacillus (CARR,;
CHILL; MAIDA, 2002; VASILJEVIC; SHAH, 2008).

A maioria das BAL pertence ao género Lactobacillus e estdo presentes na
natureza em ambientes ricos em nutrientes, como em produtos lacteos e carneos,
silagens, vegetais fermentados e na microbiota autéctone da cavidade oral, vaginal e
trato digestério humano e de animais, onde exercem influéncia benéfica
(CHERIGUENE et al.,, 2007; FERREIRA, 2018; SALMINEN; WON WRIGHT,;
OUWEHAND, 2004).

As cepas de BAL sao rotineiramente utilizadas na producdo de derivados
fermentados de origem lactea, carnea, de vegetais e produtos de panificacdo. Esse
grupo de bactérias auxilia na textura, nas propriedades sensoriais e inibe 0s micro-
organismos patogénicos e deteriorantes nos alimentos (DATTA; HENRY, 2006).

Algumas BAL possuem a capacidade de restringir a multiplicacdo de micro-
organismos indesejaveis, por competicdo e/ou producdo de agentes antimicrobianos
(bacteriocinas, acidos organicos, peroxido de hidrogénio, enzimas e outros). As
bacteriocinas, sdo pequenos peptideos usados como conservantes naturais de
alimentos (ADIMPONG et al., 2012; PAULA et al., 2014).

As BAL séo consideradas micro-organismos generally recognized as safe
(GRAS), sendo assim, as bacteriocinas por elas produzidas podem ser utilizadas com
seguranca tanto na produgéo quanto na conservacéo dos alimentos, em substituicdo
a utilizacdo de conservantes sintéticos (BARMAN; GOSH; MANDAL, 2014).
Adicionalmente, o uso de BAL bacteriocinogénicas para fermentacdo de alimentos ao
invés do uso de conservantes quimicos atende a demanda de consumidores por

produtos alimenticios mais naturais e saudaveis (BORGES et al., 2019).
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3.3.1 Bactérias probidticas

Os probidticos sdo definidos como micro-organismos vivos que, quando
administrados em quantidade adequada, conferem efeitos especificos e benéficos a
saude do consumidor (FAO/WHO, 2002), sendo Lactobacillus e Bifidobacterium os
géneros mais utilizados como probioticos.

As substancias antimicrobianas (acidos graxos, peroxido de hidrogénio, didxido
de carbono, etanol, diacetil, acetaldeido, D-leucina, enzimas bacterioliticas,
bacteriocinas, antifUngicos e antibidticos) produzidas pelos micro-organismos
probibticos e os acidos organicos (acético, latico, férmico) sdo responsaveis pelos
efeitos bactericida ou bacteriostatico contra micro-organismos patogénicos (REIS et
al., 2012).

Os micro-organismos probidticos modulam a microbiota intestinal, inibem a
colonizacdo do intestino por patégenos e a translocacdo de bactérias patogénicas
através da parede intestinal, ou por competicao por sitios de ades&o ou por nutrientes
e, possivelmente, por acidificacdo do meio e por producdo de substancias
antimicrobianas (SAAD et al. 2013). Os probiéticos se aderem a mucosa epitelial do
intestino através de ligagbes com as proteinas da camada superficial, ndo deixando
espaco livre para adesdo dos micro-organismos patogénicos, pois consomem 0s
micronutrientes que seriam utilizados pelos patogénicos, e assim, inibem o seu
crescimento (KOTZAMPASSI; GIAMARELLOS-BOURBOULIS, 2012). Além disso,
alguns probioticos protegem o hospedeiro através da inibicdo de toxinas produzidas
por patégenos. Por exemplo, Lactobacillus spp. inibe a expresséo da toxina Shiga 2A
pela E. coli O157:H7 enterohemorragica devido a producdo de acidos organicos
(CAREY et al., 2008). Os probidticos aumentam a barreira da mucosa intestinal por
meio de algumas fung¢des indiretas, como a inducdo da expressao do gene da mucina
e subsequente producdo de muco, aumento da glicosilacdo das células epiteliais,
producdo de IgA secretada (slgA) e producédo de acidos graxos de cadeia curta
(WALLACE et al., 2011).

Os probidticos também podem ser usados nos distirbios gastrointestinais.
Estudos demonstraram que os probidticos podem ser eficazes para melhorar a
gastrite causada por Helicobacter pylori, diminuir a colonizacdo por H. pylori, além de
reduzir os efeitos adversos induzidos pelo tratamento de sua erradicacdo (PATEL,;
SHAH; PRAJAPATI, 2014).
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Certas cepas de bactérias acidolaticas tém capacidade de sintetizar vitaminas
do grupo B (tiamina, acido folico e riboflavina) e vitamina K, e melhoram o perfil
nutricional dos alimentos (LEBLANC et al., 2010; O'CONNOR et al., 2005). A
utilizacado de cepas probioticas produtoras de folato podem conferir protecéo eficaz
contra inflamacéo e cancer. A deficiéncia de folato, esta associada as alteragées no
epitélio do célon e, normalmente, ocorrem antes do desenvolvimento do cancer
(ROSSI; AMARETTI; RAIMONDI, 2011).

Apdbs 0 consumo, 0s probidticos precisam sobreviver as condi¢cdes adversas do
trato gastrointestinal (TGI), devem resistir ao acido do estémago, aos sais biliares,
enzimas gastricas e entéricas (pepsina e pancreatina), além de resistir a outros
componentes que possam estar presentes nesse local, dependendo do individuo, tais
como a presenca de medicamentos. Apds a passagem pelo TGI, devem aderir e
colonizar o epitélio intestinal (RANADHEERA et al., 2012; VINDEROLA et al., 2011).
Dentre os fatores prejudiciais para a viabilidade dos probiodticos no estbmago estdo o
baixo pH e acdo antimicrobiana da pepsina. O pH do estémago varia, geralmente, de
2,5 a 3,5, mas pode ser tdo baixo quanto 1,0 ou 2,0, quando h& elevada secrecéo de
suco gastrico (MARAGKOUDAKIS et al., 2006).

Os probioticos devem ser ingeridos diariamente para a obtencdo de um efeito
continuo. Por exemplo, o efeito benéfico na composi¢cao da microbiota intestinal foi
observado com doses de 100 g de alimentos probiéticos, contendo 108 a 10° UFC/g
de micro-organismos probidticos (BADARO et al., 2008). E reconhecido que o
equilibrio na microbiota intestinal est4 associado com adequada nutricdo e saude
(SILVA, 2017).

Os principais beneficios atribuidos ao consumo de probidticos sdo: a)
modulacdo da microbiota do trato gastrointestinal: supressdo de patdgenos
endogenos e exogenos, controle de doencas inflamatoérias intestinais, reducéo da
incidéncia de doencas inflamatorias intestinais, diarréia, colite, sindrome do intestino
irritavel, doenca de Crohn e de cancer; b) imunomodulagé&o: aumento da imunidade,
alivio dos sintomas alérgicos; c) efeitos metabdlicos: anti-obesidade, reducdo dos
niveis de glicose, menor colesterol sérico; d) acdo neurologica: reducao dos sintomas
do autismo; e) melhora na saude bucal: reducdo da incidéncia de gengivite, halitose e
caries (FONTANA et al., 2013; PENNA et al., 2015).

Os probidticos sdo muito utilizados na elaboracdo de produtos lacteos

fermentados, no entanto, com aumento crescente de pessoas intolerantes a lactose,
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vegetarianos, alérgicos entre outros, vem surgindo alternativas do seu uso em outros
produtos. Estudos mostraram o desenvolvimento de bebidas de macgd e de soja
simbidticas, e evidenciaram a importancia de estudos sobre o consumo de BAL
benéficas a satde (BAU; GARCIA; IDA, 2015; PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE,
2005).

Além dos beneficios mais conhecidos, as bactérias probidticas produzem
neurotransmissores com potencial de agir sobre o cérebro via nervo vago (SILVA,
2017). Esta comunicacao bilateral é conhecida como eixo intestino-cérebro. Sinais do
cérebro modificam a fungdo motora, sensorial e secretdria do TGI, e por sua vez,
sinais do intestino e/ou da microbiota intestinal podem afetar a modulacdo do
comportamento emocional, do humor, do estresse, da cognicdo e da dor (ALCOCK;
MALEY; AKTIPIS, 2014; KATO-KATAOKA et al.,, 2016). Tilisch et al. (2013)
observaram por meio de ressonancia magnética que as regides do cérebro que
processam as emocgdes e sensacdes tiveram sua atividade afetada pela ingestédo de
iogurte probidtico por 4 semanas.

Um estudo duplo-cego, controlado por placebo, foi desenvolvido para verificar
os efeitos de leite fermentado por L. casei Shirota (LcS), uma vez ao dia, durante 8
semanas, sobre as respostas do estresse psicolégico, fisiolégico e fisico em
estudantes em periodos de exames nacionais. Foram avaliados: estado psico-fisico,
cortisol na saliva, serotonina fecal, L-triptofano no plasma em 5 diferentes dias de
amostragem. Um dia antes do exame, os niveis de cortisol na saliva e triptofano no
plasma foram significativamente aumentados somente no grupo placebo. Duas
semanas ap6s o exame, 0 grupo LcS tiveram niveis significativamente maiores de
serotonina fecal do que o grupo placebo. Os resultados sugerem que o consumo de
leite fermentado por L. casei Shirota pode exercer efeito benéfico, prevenindo o
aparecimento de sintomas fisicos em individuos sadios expostos a situacdes de
estresse (KATO-KATAOKA et al., 2016).

Além de cepas probidticas comerciais, estudos tém sido realizados para isolar
e caracterizar novas cepas. Silva (2010) avaliaram a microbiota de queijo Mussarela
fabricado com leite de bufala produzido por dois laticinios, a partir de coletas em
diferentes etapas do processo de fabricacdo, assim como no produto acabado (queijo
Mussarela e soro de conservacdo) recém processado e com 14 e 28 dias de
estocagem. As cepas isoladas foram identificadas a partir do sequenciamento do gene
16S rRNA (SILVA, 2010) e caracterizadas quanto a atividade acidificante, capacidade
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de utilizarem o citrato, atividade proteolitica e capacidade de produzirem compostos
volateis precursores de aromas. Posteriormente, Silva (2015) avaliaram a dinamica e
a evolucdo da microbiota latica, suas caracteristicas tecnolégicas e o potencial de
aplicacédo industrial. As cepas de Streptococcus thermophilus SJRP107, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus SJRP57, Lactobacillus casei SJRP38, Lactobacillus
fermentum SJRP30 e SJRP43, Enterococcus durans SJRP29, Enterococcus faecium
SJRP20 e SJRP65 foram caracterizadas quanto a seguranca, potencial tecnologico e
probiético (AMARAL et al., 2017; CASAROTTI et al., 2017; JERONYMO-CENEVIVA
et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2019; SALOTTI DE SOUZA et al., 2019). Algumas
cepas apresentaram resultados promissores de adesado (in vitro), producdo de
bacteriocina (Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides SJRP55, PAULA et
al., 2014), producdo de exopolissacarideos (Lactobacillus helveticus SJRP56,
SJRP191, Streptococcus thermophilus SJRP02, SJRP03, SJRP107, SJRP109 e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus SJRP49, SJRP50, SJRP51, SJRP57,
SJRP76, SJRP149, SJRP181, SANTOS, 2015) e aumento na producdo de acido
linoleico conjugado (BORGES et al., 2019). Além disso, algumas cepas apresentaram
rapido perfil de acidificacdo do leite, importante caracteristica para 0s processos
industriais. Estes resultados positivos estimulam a continuidade dos estudos para
aplicacao dessas cepas na elaboracao de produtos fermentados.

3.4 Leite Fermentado

O leite fermentado é oriundo da acidificacdo do leite por meio da atividade
metabdlica das BAL, alterando assim as caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e
microbioldgicas do produto. De acordo com a Legislacéo Brasileira, para a fabricacao
de leite fermentado podem ser utilizados Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Bifidobacterium sp., Streptococcus
thermophilus e/ou outras bactérias acidolaticas que por sua atividade contribuam para
a determinacao das caracteristicas do produto final (BRASIL, 2007).

Os beneficios apresentados por alimentos contendo cepas de BAL tém
contribuido para a elevacéo da procura e consumo de alimentos funcionais. No Brasil,
o Ministério da Saude, através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
regulamentou os alimentos funcionais através das resolugcfes: ANVISA n° 18/99 e
19/99, que preconizam que “o alimento ou o ingrediente que alegar propriedades

funcionais ou de saude pode produzir efeitos metabodlicos ou fisiolégicos e ou
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manutencao geral da saude no que diz respeito ao papel fisioldégico dos nutrientes e
ndo nutrientes e a reducédo do risco de doencas, ndo sendo permitidas alegacdes de
saude que fagam referéncias a cura ou prevencdo de doengas” (BRASIL, 1999a;
BRASIL, 1999b). Esses alimentos devem ser enquadrados e registrados na categoria
de alimento com alegacdes de propriedades funcionais e de saude ou na categoria de
substancias bioativas e probidéticos isolados (BRASIL, 2016).

A ANVISA define alegacdes de propriedade funcional como sendo “as
propriedades que descrevem o papel metabdlico ou fisiolégico que o nutriente ou
outros constituintes (ex. substancias bioativas e micro-organismos) possuem no
crescimento, desenvolvimento, manutencéo e outras fungdes normais do organismo
humano”. Entre os ingredientes funcionais estdo incluidos: acidos graxos (w-3),
carotenoides (licopeno, luteina e zeaxantina), psilio ou psyllium, quitosano, B-glucano,
fitoesterois, proteina de soja, manitol, xilitol, sorbitol, fibras (inulina, fibras resistentes
a dextrina, lactulose, goma guar), polidextrose e micro-organismos probidticos
(BRASIL, 20186).

Muitas fibras alimentares apresentam efeito prebiotico, ou seja, estimulam os
micro-organismos probioticos. Os prebidticos sdo componentes alimentares néo
digeriveis que afetam beneficamente o hospedeiro por estimular seletivamente o
crescimento e/ou atividade de um grupo ou uma espécie bacteriana desejaveis no
cllon (GIBSON et al., 2017). Os mais conhecidos e estudados prebioticos sdo amido
resistente, inulina, oligofrutose, fruto-oligossacarideos (FOS) e galacto-
oligossacarideos (GOS) (MENDES, 2012).

No segmento dos alimentos funcionais, os produtos lacteos fermentados
contendo culturas probioticas e/ou ingredientes prebiodticos sao considerados 0s mais
importantes. Os produtos lacteos fermentados, tais como os leites fermentados,
ganharam importancia devido ao seu excelente valor nutricional e a possibilidade de
serem adicionados de ingredientes funcionais (BECKER, 2009; SANCHEZ et al.,
2009; SANTOS; BARBOSA; BARBOSA, 2011).

Os leites fermentados possuem elevado potencial para o desenvolvimento de
novos produtos, principalmente por estarem associados a saude, o que vem sendo
explorado pelas industrias de laticinios. Este fator estd relacionado com trés
caracteristicas: (1) as propriedades tecnolégicas da matriz lactea, como permitir a

viabilidade funcional de ingredientes adicionados ao produto; (2) a elevada praticidade
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de consumo dos derivados lacteos e (3) a relacdo que os consumidores fazem dos
produtos lacteos com a saudabilidade (COSTA et al., 2013).

As principais caracteristicas de qualidade sensorial dos leites fermentados
incluem textura, sabor e aroma (POURAHMAD; ASSADI, 2005). O leite fermentado &
caracterizado como um gel suave e viscoso com sabor acido acentuado caracteristico.
Este produto é rico em vitaminas e minerais e excelente fonte de calcio e proteinas.
Além dos beneficios nutricionais, apresenta beneficios a saude, como alivio da
intolerancia a lactose. A intolerancia a lactose ocorre devido a auséncia da enzima [3-
galactosidade no intestino que impossibilita a degradacdo da lactose presente em
produtos lacteos. Muitas BAL presentes em leites fermentados também produzem a
enzima B-galactosidade, e hidrolisam a lactose presente no leite em glicose e
galactose, facilitando sua digestéo e beneficiando assim as pessoas com intolerancia
a lactose (PENNA; GURRAM; BARBOSA-CANOVAS, 2007; SHAH, 2007; WARD et
al., 2006). Os efeitos benéficos dos leites fermentados podem ser potencializados pelo
uso de micro-organismos probidticos em sua formulacdo (ASHRAF; SHAH, 2011;
CHENG, 2010).

A adicao de polpa de frutas no leite fermentado aumenta o valor nutricional do
produto e melhora suas caracteristicas sensoriais. Além disso, estes produtos podem
ser incluidos na classe dos alimentos saudaveis, pois promovem beneficios a saude,
proporcionados pelo fornecimento de antioxidantes e fibras presente nas frutas
(O’'RELL; CHANDAN, 2006). As frutas nativas estdo sendo pesquisadas, por serem
fontes de compostos bioativos, elevada capacidade antioxidante e elevados teores de
compostos fenolicos (ALMEIDA et al., 2011).

Recentemente, foi testado o efeito de polpas de buriti e de maracuja no
crescimento de BAL e aplicacdo das polpas em leite fermentado e acidificado
(BORGONOVI, 2018). Os resultados foram muito promissores, incentivando a
realizagdo de estudos adicionais, utilizando outras frutas e outras espécies de BAL
para obter produtos lacteos funcionais.

Neste sentido, a composi¢cdo nutricional e as caracteristicas sensoriais do
mana-cubiu favorecem o desenvolvimento de novos produtos alimenticios com boa
aceitacdo dos consumidores. Uma possibilidade é a adicdo da polpa de mana-cubiu
em leite fermentado por bactérias laticas probioticas, o que ira conferir sabor, aroma
e cor aos produtos, além de aumentar o valor nutricional e diversificar a gama de

produtos disponiveis no mercado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao e caracterizacao fisica do fruto mana-cubiu

Os frutos de mana-cubiu foram adquiridos na CEAGESP/SP, em dois lotes,
obtidos em épocas do ano distintas (Janeiro e Julho), totalizando 8,1 kg de frutos. Para
caracterizagdo fisica, todos os frutos foram pesados em balanca semi-analitica
(Gehaka BG 2000, Sao Paulo, Brasil). Foram tomadas as medidas de comprimento e
diametro maximo, com auxilio de paquimetro digital (Marberg, China) com preciséo
de 0,01 mm, conforme a Figura 5.

Para a avaliagdo do rendimento das partes comestiveis, foram selecionados 50
frutos, aleatoriamente, descascados e cortados manualmente, sendo separada a
polpa das sementes, partes injuriadas, a casca e os pedunculos. Para o calculo do

rendimento utilizou-se balanca semi-analitica (Gehaka BG 2000, S&o Paulo, Brasil).

Figura 5. Comprimento (A) e largura (B) do fruto mana-cubiu.

Fonte: Elaborado pelo autor

4.2 Avaliacéo das condi¢cdes para conservacao da polpa de mana-cubiu

Os frutos foram lavados em &gua corrente e submersos em solug¢do aquosa de
hipoclorito de sédio (NaClO) a 10% em temperatura ambiente, por 10 min. Apés a
sanitizacédo os frutos foram enxaguados em agua corrente e colocados em peneiras
para escorrer 0 excesso de agua. Foram retiradas as cascas e pedunculos
manualmente; em seguida, os frutos foram imersos em uma solu¢éo de acido citrico
(pH 4,0) por 1 min.

Para a obtencdo e conservacdo da polpa, os frutos foram triturados,
adicionados de acido citrico, pasteurizados em multiprocessador (Thermomix,

Vorwerk, Cloyes-surle-Loir, Franca), conforme o tratamento (Tabela 1). A seguir, a
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polpa foi passada em tamis de inox de 1,68 mm (ABNT 12) para a retirada das
sementes, embalada a vacuo em sacos de polietileno, inserida em embalagens
escuras e armazenada em ultrafreezer a -80 °C até o momento das analises.

Para avaliar as condi¢cdes de conservacéo da polpa, foram realizados ensaios,
segundo um planejamento fatorial de dois niveis com ponto central, composto por 7

experimentos. Os niveis das variagfes estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Matriz de ensaios do planejamento fatorial em dois niveis, com as variaveis

nas unidades codificadas e originais para tratamento da polpa de mana-cubiu.

Variaveis codificadas Variaveis Originais
Experimentos X1 X2 X1 X2

Tempo (min)  Acido Citrico (%) Tempo (min) Acido Citrico (%)

1 - - 5,0 0,5

2 + - 10,0 0,5

3 - + 5,0 1,0

4 + + 10,0 1,0

5 0 0 7,5 0,75

6 0 0 7,5 0,75

7 0 0 7,5 0,75

X1 = tempo de tratamento a 70 °C (min.), X2 = teor de acido citrico (%), Polpa sem
tratamento e Fruto in natura (fruto inteiro), processados no dia da analise.

O efeito das variaveis independentes: tempo de tratamento térmico a 70 °C (x1)
e teor de &cido citrico (x2) foi estudado nas caracteristicas da polpa de manéa-cubiu
(pH, acidez, compostos fendlicos, carotenoides e atividade antioxidante). A
temperatura de 70 °C, os tempos de tratamento térmico e os teores de &cido citrico
foram baseados em dados disponiveis na literatura (FUJITA; VIEITES; DAIUTO,
2013). Para efeito de comparacéao, a fruta in natura triturada (com cascas e sementes)

e a polpa sem tratamento também foram avaliadas.

4.3 Composicao centesimal da polpa de mana-cubiu
A determinacdo da composicdo centesimal da polpa de mana-cubiu foi
realizada em triplicata. O teor do extrato seco total (EST) foi determinado em estufa

de circulacao de ar forcado (Marconi, MAO35/5NI, Piracicaba, Brasil) 65 °C até massa
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constante. O teor de lipideos e o perfil de acidos graxos foram determinados por
método de Soxhlet por extracdo direta, por 8 horas (IAL, 2008). O processo de
esterificacdo dos acidos graxos foi realizado de acordo com AOAC (2010). O teor de
nitrogénio (% N) foi determinado pelo método micro Kjeldahl (Solab, SL-74,
Piracicaba, Brasil). O teor de proteina bruta foi calculado multiplicando-se a
porcentagem de nitrogénio por 6,25. O teor de cinzas foi determinado por incineragao
em mufla a 550 °C até massa constante (IAL, 2008). O teor de fibra alimentar soluveis
e insoluveis foi realizado pelo método enzimatico gravimétrico (AOAC, 2010). A
determinacao de carboidratos foi realizada por diferenca, segundo Resolu¢cdo RDC n°
360 (BRASIL, 2003 a).

4.4 Sdlidos solaveis totais (°Brix), potencial hidrogenidnico (pH) e acidez

titulavel

O contetudo de sdlidos solaveis totais foi determinado por refratometria,
utilizando um refratbmetro portéatil (Akso, RHB 32 ATC, Sao Leopoldo, Brasil). Os
valores de pH e de acidez dos frutos de mana-cubiu in natura foram determinados no
momento de obtencéo da polpa. A determinacdo do valor de pH foi realizada em
potencidometro digital (IAL, 2008). A acidez titulavel total (ATT) foi determinada por
titulacdo com solucéo de hidroxido de sodio 0,1 M e fenolftaleina como indicador (1AL,

2008). O resultado foi expresso em % de acido citrico, conforme Equacao 1.

V*M*PM
10*m*n

ATT= Equacéo 1

em que o “V” representa o volume gasto na titulagdo expresso em mL, “M” a
molaridade da solucéo de hidroxido de sédio (M), “PM” € massa molecular do acido

citrico (g), “m” é a massa de polpa (g) € “n” € o numero de hidrogénios ionizaveis.

O valor energético (VE, em kcal/100 g) foi calculado a partir dos teores de
proteinas (P), lipideos (L) e carboidratos (C), considerando 4 kcal/g para proteinas e
carboidratos e 9 kcal/g para lipideos (BRASIL, 2003 b).
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4.5 Colorimetria

A cor da polpa de mana-cubiu foi avaliada em espectrofotometro (ColorFlex,
Hunterlab, Reston, VA, EUA), equipado com iluminante D65/10°, e calibrado utilizando
padrdes de cor preta e branca. Os resultados foram expressos pelo sistema CIELAB
(L*,a*,b*), em que o valor de L* mede a luminosidade ou a porcentagem de
reflectancia, variando de 0 (branco) para 100 (preto). O valor de a*, situado no eixo
horizontal, mede a variacao entre a cor verde (-a*) e a vermelha (+a*), o valor de b*,
a variacdo entre o azul (-b*) e o amarelo (+b*) e o valor de H mede o angulo Hue ou
a tonalidade (HUNTERLAB, 1998).

4.6 Compostos bioativos e atividade antioxidante

4.6.1 Obtencédo do extrato e determinacao dos compostos fenélicos

Em testes preliminares foi avaliada a capacidade de diferentes solventes para a
extracdo dos compostos fendlicos (ANEXO A).

Para a extracao, foi pesado aproximadamente 2,5 g da polpa de mana cubiu em
tubo de falcon, em seguida adicionado 10 mL de metanol 50%, homogeneizado, e
colocado em repouso por uma hora, ao abrigo da luz e em temperatura ambiente.
Transcorrido o tempo, a mistura de polpa e solvente foi centrifugada a 10.000 g por
15 minutos em centrifuga (THERMO modelo SL 8, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
EUA). O sobrenadante foi transferido para um baldo volumétrico de 25 mL e o residuo
sélido foi submetido a nova extracdo com acetona 70%. O sobrenadante da segunda
extracao foi recolhido no mesmo baldo volumétrico e completado o volume com agua
Mili-Q. A composicao final obtida apés avolumacado foi 40% de metanol, 40% de
acetona e 20% de agua Mili-Q.

A determinacao do teor de compostos fendlicos totais foi realizada, em triplicata,
pelo método de Folin-Ciocalteu, modificado por Ramful e Tarnus (2011), aos 1, 20 e
40 dias de estocagem da polpa. Resumidamente, 250 pL do extrato foi adicionado a
3,5 mL de agua MiliQ em tubo de ensaio e misturados com 250 yL de reagente
fendlico de Folin-Ciocalteu. Ap6s 3 min, 1000 pL de carbonato de sodio 20% (m/v) foi
adicionado a mistura, agitado em vortex (Nova Instruments, Piracicaba, Brasil) e
incubado em banho maria (Fisatom, Sdo Paulo, Brasil) a 40 °C por 40 min ao abrigo
da luz. A absorbancia foi medida em 685 nm em espectrofotdmetro UV/VIS modelo

Genesys 10S (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). O teor de compostos


https://www.google.com/search?q=Waltham+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjqqKLZhpDcAhVJUJAKHfzUBboQmxMIzwEoATAO
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fendlicos totais nas polpas foi calculado por meio de curva analitica, preparada com
solucdo de &cido gélico (5,0 a 100 mg/L). Os resultados foram expressos em mg de
equivalentes de acido galico (EAG)/g de polpa.

A retencéo dos compostos fendlicos (%) foi calculada pela diferenca entre o teor
de compostos fendlicos no final da estocagem e o teor apresentado no inicio da
estocagem em relacdo ao teor apresentado no inicio da estocagem.

4.6.2 Obtencéo do extrato e determinacéo de carotenoides

O teor de carotenoides totais (luteina e B-caroteno) foi avaliado, em triplicata,
por espectrofotometria segundo metodologia descrita por Rodriguez-Amaya e Kimura
(2004), com modificagbes. A amostra foi pesada (10 g), colocada em tubos e
acrescentada de acetona até cobrir toda a amostra. Em seguida, a mistura foi agitada
em vortex (Nova Instruments, Piracicaba, Brasil) e colocada ao abrigo da luz por 10
min; transcorrido o tempo, a suspensao foi filtrada em funil de placa sinterizada (n° 4)
acoplado a kitassato e bomba a vacuo. O filtrado foi transferido para funil de
decantacdo contendo éter de petréleo. O processo de extracdo foi repetido até
exaustdo total da amostra (amostra sem coloracdo). Ao funil de separacdo foi
adicionado lentamente pelas paredes 250 mL de agua milli-Q, o sistema foi deixado
em repouso por uma noite ao abrigo da luz. Transcorrido o tempo, foi feita a retirada
da fase inferior (Agua-acetona - parte incolor) do funil de separacao e adicao sucessiva
de 300 mL de agua milli-Q, até a total transferéncia dos carotenoides para o éter de
petréleo. O extrato em éter de petrdleo foi recolhido, com auxilio de um funil contendo
algodao coberto com sulfato de sddio (agente dessecante), em baldo volumétrico de
25 mL; o volume foi completado com éter de petréleo. As leituras de luteina e B-
caroteno foram realizadas nos comprimentos de onda 445 e 450 nm, respectivamente.
As quantificacdes dos teores de B-caroteno e luteina na polpa de mana-cubiu foram

determinadas por meio da equacao 2, e os resultados expressos em ug.g* de polpa.

Abs, *Vol *10*
Abs,, *p

caratenoick =

Equacgéo 2
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em que “Absam” é absorbancia da amostra, “vol” € o volume total do extrato (25 mL),
“Absep” € 0 coeficiente de absorgao do B-caroteno (2592) e da luteina (2550) em éter
de petrdleo e “p” é 0 peso da amostra.

A retencdo dos carotenoides (%) foi calculada pela diferenca entre o teor de
carotenoides no final da estocagem e o teor apresentado no inicio da estocagem em

relacéo ao teor apresentado no inicio da estocagem.

4.6.3 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical
DPPH*

A atividade antioxidante foi avaliada, em triplicata, medindo a eficacia de inibir
o radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH?®), seguindo o método de Rufino et al.
(2007), com modificac¢des, utilizando espectrofotdmetro no comprimento de onda 515
nm. A avaliagdo da capacidade de inibicdo via DPPH*® consistiu em misturar 100 pL
do extrato (obtido conforme item 4.6.1) em 3,9 mL de radical DPPH" (0,06 mM),
posteriormente, a mistura foi homogeneizada e deixada em repouso, ao abrigo da luz
por 30 min. Foram realizadas 3 diluicGes (100, 50, 20%) a fim de se obter 3 diferentes
concentracfes do extrato para maior precisdo do método. A capacidade de inibicao
do extrato de mana-cubiu frente ao DPPH" foi avaliada por meio de curva analitica,
preparada com o reagente 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico
(trolox) na faixa de linearidade de 50 a 1200 umol (50, 200, 400, 800, 1000 e 1200
pumol), previamente preparadas a partir de solucdo padréo de 2000 umol de trolox. O
resultado foi expresso em capacidade antioxidante equivalente ao trolox em pmol
trolox/g de polpa.

4.6.4 Determinacéo da atividade antioxidante método de reducéo do ferro (FRAP)

O ensaio da atividade antioxidante pelo método FRAP mede a capacidade de
um antioxidante em reduzir o Fe3* em Fe?*, em meio &cido presente no complexo de
Fe3*-TPTZ [2,4,6-Tris (2-piridil)-s-triazina], e foi realizado de acordo com Rufino et al.
(2006), com modificagbes. Uma aliquota de 90 pL do extrato (obtido conforme item
4.6.1) foi misturada com 270 puL de agua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP. A
mistura foi homogeneizada e mantida em banho maria a 37 °C por 30 min, ao abrigo
da luz. A absorbancia foi medida no comprimento de onda de 595 nm, com a utilizacao

da solugao FRAP como branco para calibracao do espectrofotometro. O resultado foi
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expresso em atividade antioxidante, expressa em pmol trolox/g de polpa, utilizando
uma curva de calibragéo preparada com solugéo padrao de trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-acido carboxilico), na faixa de linearidade de 50 a 1200 pmol (50,
200, 400, 800, 1000 e 1200 pmol).

4.6.5 Analise estatistica dos resultados da caracterizagdo da polpa de mana-cubiu

A partir dos resultados da caracterizacdo das polpas do fruto mana-cubiu foi
realizada a analise de variancia e a comparacao entre as médias foi realizada usando
o teste de Tukey, considerando se um nivel de significancia de 5% de probabilidade,
com auxilio do programa estatistico Minitab 17.

Para os dados de compostos bioativos e atividade antioxidante foi realizada a
analise dos componentes principais (ACP), a fim de verificar o agrupamento das
caracteristicas da polpa de manéa-cubiu, e assim como simular a relacdo entre as
variaveis (VITOLO et al., 2012).

4.7 Avaliacao da viabilidade de BAL na presenca de polpa de manda-cubiu

As culturas de BAL (Tabela 2) utilizadas pertencem ao banco de culturas do
Laboratorio de Leite e Derivados, do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas
(IBILCE), da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, campus Sao
José de Rio Preto. As cepas foram previamente identificadas e caracterizadas por
Silva (2010; 2015) e avaliadas como potencialmente probiéticas (CASAROTTI et al.,
2017; JERONYMO-CENEVIVA et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2019; SALOTTI DE
SOUZA et al., 2019; SANTOS, 2015). As condi¢cdes de cultivo estdo descritas na
Tabela 2. As culturas comerciais Lactobacillus rhamnosus (GG ATCC 53103, Chr.
Hansen, Dinamarca) e Streptococcus thermophilus ST 080 (Cryofast ST 080, Sacco,
Italia) foram usadas como referéncias.

Para investigar o efeito da polpa de mana-cubiu na viabilidade das BAL foram
utilizados os meios M17 ou MRS com glicose (controle) e M17 ou MRS + polpa de
mana-cubiu na concentracdo de 10 g/L ou 30 g/L. O meio MRS foi preparado de
acordo com a seguinte formulacdo: peptona de caseina (10 g/L), extrato de levedura
(5 g/L), tween 80 (1 mL/L), citrato de ambnio bibasico (2 g/L), acetato de sédio (5 g/L),
sulfato de magnésio (0,1 g/L), sulfato de manganés (0,05 g/L), fosfato dipotassico (2



46

g/L) e agar (14 g/L). O meio M17 foi preparado de acordo com a seguinte formulacéo:
peptona de caseina (2,5 g/L), peptona de soja (5,0 g/L), extrato de levedura (2,5 g/L),
B-glicerofosfato de sodio (19,0 g/L), sulfato de magnésio (0,25 g/L), acido ascorbico
(0,50 g/L) e agar (14 g/L). Os meios M17 ou MRS adicionado de glicose (10 g/L) foram
utilizados para comparagdo com o meio M17 ou MRS adicionados de polpa de fruta.
Todos os meios foram esterilizados a 121 °C durante 20 min.

Tabela 2. Condicdes de cultivo das BAL que seréo utilizadas na selecéo.

Espécies Cepas Meiq de Cpndig6e§ de
cultivo incubacéo

S. thermophilus ST 080 M17 42 °C, aerobiose
tu%ﬂggﬂ?k" subsp. SJRP57 MRS 42 °C, anaerobiose
L. casei SJRP38 MRS 37 °C, anaerobiose
L. rhamnosus GG ATCC 53103 MRS 37 °C, anaerobiose
L. fermentum SJRP30, SJRP43 MRS 42 °C, anaerobiose
L. plantarum ST8Sh MRS 37 °C, anaerobiose
E. durans SJRP29 MRS 37 °C, aerobiose
E. faecium SJRP20, SJRP65 MRS 37 °C, aerobiose

M17 - meio de cultivo especifico para BAL na forma de cocos, tal como Streptococcus sp.

MRS — meio de cultivo especifico para bactérias acidolaticas.

Antes dos ensaios, as cepas de BAL (Tabela 2) foram cultivadas duas vezes
em meio M17 ou MRS (Difco), conforme a cepa, nas condicdes especificas de cada
cepa por 24 horas. Em seguida, as cepas foram submetidas a centrifugacdo (5000 x
g, 5 °C, 5 min), lavadas duas vezes com tampao fosfato, e suspendidas (1%, v/v) nos
meios de cultivo em temperatura especifica para cada cepa. A viabilidade das cepas
foi avaliada por contagem em placa (UFC) nos tempos 0, 2, 4, 8, 12 e 24 h ap0s a
inoculagao. A viabilidade no meio correspondente ao controle negativo (MRS ou M17
sem glicose e sem polpa) foi subtraido dos resultados de crescimento nos demais
meios, servindo como linha basal do crescimento (MAKELAINEN et al., 2010). Os
experimentos foram realizados em duplicada.

As cepas de BAL que apresentaram a maior viabilidade na presenca da polpa

de mana-cubiu (10 ou 30 g/L) foram selecionadas para a elaboragdo do leite
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fermentado. Nesta etapa, também foi avaliada o uso da cultura pura ou em co-cultura

com Streptococcus thermophilus ST 080.

4.8 Preparo do leite fermentado e caracterizacao fisico — quimica

4.8.1 Preparo do leite em po reconstituido

O leite em p6 desnatado foi reconstituido em &gua para obter-se 14% de sélidos
totais. O leite foi agitado até completa dissolugcéo do pd. Para a caracterizacao do leite
em po reconstituido, a acidez titulavel foi quantificada por titulacao acido-alcalimétrica
usando-se a solugdo de NaOH 0,1 mol/L e fenolftaleina como indicador (IAL, 2008).
Os resultados foram expressos em % de &cido latico. Os teores de lipideos, proteina,
sélidos totais (ST) e soélidos ndo gordurosos (SNG) foram determinados através da
aplicacao de ultrassom nas amostras em equipamento Ekomilk-M (Bulteh 2000 Ltda.,

Stara Zagora, Bulgaria).

4.8.2 Preparo do leite fermentado

O leite reconstituido foi aguecido até 90 °C e mantido por 10 min, com o auxilio
de um processador e resfriado até a temperatura de inoculacéo, subdividido em iguais
porcdes e distribuido em frascos de vidro estéreis, para uso nos tratamentos. Para
avaliar o efeito da BAL selecionada foram preparados 2 tratamentos: Leite fermentado
controle, sem adicéo de polpa de mana-cubiu, e leite fermentado com adicédo de 3%
de polpa de mana-cubiu.

Para o preparo do leite fermentado foi feita a adicdo da BAL selecionada (108
UFC/mL) ao leite reconstituido tratado, na forma pura ou em co-cultura com
Streptococcus thermophilus, previamente ativadas. Os frascos foram incubados em
banho termostatizado com circulagdo de agua. Durante a fermentagdo, o pH foi
medido continuamente, a partir da inoculagéo da cultura latica, até atingir o pH 4,6.
ApoOs o término da fermentacéo, foi feito o resfriamento inicial do produto, em banho
de 4gua e gelo, até 20 °C, e a quebra do coagulo por agitagdo manual durante 2 min,
de forma padronizada para todos os tratamentos, seguido do resfriamento final até
5 °C. Os produtos fermentados foram distribuidos em frascos estéreis e armazenados
a temperatura de 4 °C, até o momento das analises. O processamento foi repetido

duas vezes (n=2).
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4.8.3 Caracterizagéo fisico-quimica do leite fermentado

A composicao centesimal do leite fermentado foi determinada em triplicata. O
teor do extrato seco total (EST) foi determinado pela secagem em estufa a vacuo por
24 horas a 70 °C, conforme recomendado pela American Public Health Association
(CASE; BRADLEY JR.; WILLIAMS, 1985). O teor de nitrogénio total (NT) foi
determinado pelo método de micro Kjeldahl. O teor de proteina total foi calculado
multiplicando-se o valor do nitrogénio total por 6,38 (AOAC, 2010). O teor de cinzas
foi determinado por incineracdo em mufla a 550 °C (IAL, 2008). O teor de gordura foi
determinado utilizando-se o método de Gerber (CASE; BRADLEY JUNIOR;
WILLIAMS, 1985). O teor de carboidratos foi determinado por diferenca.

As analises de acidez titulavel, pH, capacidade de retencdo de agua (CRA) e
sinérese, nos dias 1, 14 e 28 dias apos a fabricacdo do leite fermentado foram
realizadas em triplicata. A acidez titulavel foi quantificada conforme descrita para o
leite reconstituido. O pH foi determinado utilizando-se pHmetro digital, com eletrodo
de vidro combinado (IAL, 2008). A CRA foi determinada em 10 g da amostra
submetida a centrifugacdo a 15000 x g por 15 min a 20 °C. O sobrenadante foi
separado e pesado. A CRA foi determinada pela Equacdo 3 (PENNA; GURRAM,;
BARBOSA-CANOVAS, 2007):

CRA (%) :E— Peso do soro ap6s centrifuqacéojx 100 Equacao 3
Peso do iogurte

Para a determinacao da sinérese, 10 mL de leite fermentado foram colocados
sobre uma peneira de aco inox (mesh 120), acoplada a um funil (MORETTI, 2009). A
sinérese foi calculada pelo volume de soro liberado de forma espontanea do produto

apos incubacao por 2 h a 6 °C e expressa em porcentagem de sinérese.

4.8.4 Caracterizacao de compostos bioativos no leite fermentado

A extracdo dos compostos bioativos do leite fermentado, assim como as
analises de teor de carotenoides totais, teor de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante (DPPH* e FRAP) foram realizados de acordo com a metodologia descrita
anteriormente (itens 4.6.3 e 4.6.4) para a caracterizacdo da polpa de mana-cubiu,
modificando apenas a quantidade de amostra. Testes preliminares foram realizados

para se determinar a melhor relagdo amostra/solvente. Foi definida a relagéo 1:1 entre
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amostra e solvente (12,5 g de leite fermentado e 12,5 mL de solugédo de solvente),
composto por metanol 50% e acetona 70%.

4.9. Viabilidade celular das BAL em leite fermentado

A analise de viabilidade celular das BAL em leite fermentado foi realizada por
diluicdo decimal seriada, em triplicata, nos tempos 1, 14 e 28 dias apds a fabricacao
dos produtos. Uma aliquota de 100 pL de leite fermentado foi transferida para tubo
contendo 900 pL de solugao salina a 0,85%. A mistura foi agitada e a suspenséo foi
submetida a diluigdes seriadas de 10 pL, até 108 utilizando-se o mesmo diluente. Para
a contagem total de BAL foi utilizado agar MRS modificado ou dgar M17, dependendo
da cepa, e foi transferido 10 uL de cada diluigdo para placas de Petri. As placas foram
incubadas em condi¢cdes especificas para cada cepa durante o periodo de 24 a 48 h
(SOLIERI et al., 2014).

Para a contagem de L. plantarum ST8Sh no leite fermentado, em co-cultura
com S. thermophilus ST 080, foi utilizado o meio MRS + 200 pg/mL de canamicina
(MRSC) para inibigdo do S. thermophilus ST 080. A contagem de S. thermophilus ST
080 foi dada pela diferenca entre a contagem total em MRS — contagem em MRSC,
de forma semelhante a realizada por Borges et al. (2019) para contagem de Ln.

mesenteroides subsp. mesenteroides SJRP55.

4.10 Analise estatistica dos resultados do leite fermentado

A partir dos resultados da caracterizacdo do leite fermentado adicionado de
polpa de mana-cubiu foi realizada a analise de variancia e a comparacgdo entre as
médias foi realizada usando o teste de Tukey, considerando se um nivel de
significancia de 5% de probabilidade, com auxilio do programa estatistico Minitab 17.
No teste de Tukey foram considerados os fatores: adicdo da polpa de mana-cubiu,

cultura utilizada e tempo de armazenamento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencéao e caracterizacao fisica do fruto mana-cubiu

Os frutos apresentaram peso meédio de 143,97 + 28,88 g, comprimento médio
de 8,76 + 0,85 cm e diametro médio de 5,19 + 0,46 cm, demonstrando grande
variacdo. Esta diferenca de peso, comprimento e diametro podem estar relacionada
com incidéncia solar, umidade e presenca de nutrientes no local de plantio, entre
outros fatores. Sereno (2017) relatou peso médio de 83,91 + 20,47 g, comprimento
549 + 0,20 cm e diametro 5,46 + 0,03 cm do fruto mané-cubiu do Municipio de
Antonina, PR.

Para o calculo de rendimento dos frutos em polpa foram selecionados 50 frutos,
perfazendo 8,100 kg; durante a etapa de selecao e preparo foram descartados 1,250
kg, correspondentes a frutas deterioradas, cascas, sementes e pedunculos. Assim, 0

rendimento da matéria-prima comestivel (6,850 kg) correspondeu a 84,56% do inicial.

5.2 Composicéao centesimal e valor energético do fruto mana-cubiu

A composicdo centesimal do fruto (em base imida) foi determinada no primeiro
dia de armazenamento (Tabela 3). O baixo teor de carboidratos (5,26%), de lipideos
e de proteinas, e consequentemente, baixo valor energético (26,06 kcal/100 g) dos
frutos de mana-cubiu sdo caracteristicas tipicas desse fruto. O mana-cubiu é
considerado um fruto dietético e pode ser indicado para individuos com sobrepeso e
obesidade, e para aqueles que tem restricdo energética (MAIA et al., 2015).

Os teores de umidade (91,51%) e de carboidratos (4,66%) do fruto mana-cubiu
da regiao de Vicosa, MG, encontrados por Barbosa et al. (2006) foram menores que
0s encontrados neste trabalho, 93,44% e 5,26% para umidade e carboidratos,
respectivamente, entretanto, os teores de lipideos (2,23%), proteinas (0,82%) e cinzas
(0,77%) foram superiores. Souza (2008) obteve 72,1 + 1,5% de umidade na polpa de
mana-cubiu da regido de Manaus, AM, inferior ao observado neste trabalho (Tabela
3). Estas variagdes sao normais, uma vez que a composicao centesimal dos frutos é
dependente de varios fatores, tais como a variedade, espécie, local de cultivo, época
do ano, etc (CHITARRA; CHITARRA, 2005).
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Tabela 3. Caracterizacdo quimica do fruto mané-cubiu

Determinacao Resultados
Umidade (%) 93,44 + 0,21
Lipideos (%) 0,34 + 0,04
Proteinas (%) 0,49 £ 0,03
Cinzas (%) 0,47 £ 0,05
Carboidratos (%) 5,26 + 0,29
Valor Energético kcal/100 g 26,06 + 0,93

Yuyama et al. (2007) analisaram 8 etanovariedades de frutos do mana-cubiu e
obtiveram 88,4 a 91,7% de umidade, 0,5 a 0,7% de cinzas, 0,4 a 0,7% de proteinas,
0,3 a 1,8% de lipideos , 4,5 a 7,1% de carboidratos, e 24,7 a 43,8 kcal/100 g de valor

energeético, similares aos observados no presente trabalho.

5.3 Valor de pH, acidez e s6lidos solUveis da polpa de mana-cubiu

Os valores de pH diminuiram e a acidez aumentou durante o tempo de
armazenamento da polpa de mana-cubiu (Tabela 4). Fujita (2011) analisou os frutos
de mané-cubiu durante 20 dias de armazenamento e obteve valores de pH na faixa
de 3,18 a 3,34, semelhante aos valores encontrados neste trabalho.

Houve aumento dos teores de sélidos solaveis durante o tempo de
armazenamento da polpa de mana-cubiu (Tabela 5). As amostras 1 e 4 néo
apresentaram diferenca significativa durante o armazenamento, enquanto as
amostras 2 e 5 ndo apresentaram diferencas significativas de sélidos solUveis no
periodo 1 a 20 dias de armazenamento. Segundo Kluge et al. (2002) e Chitarra e
Chitarra (2005), o aumento do teor de solidos soluveis no decorrer do armazenamento
dos frutos in natura é devido a biossintese ou ao aumento de agucares redutores
simples.

A relacdo entre solidos soluveis e acidez € baixa, isso indica que o fruto possui
baixo teor de agucar (Tabela 5). No trabalho desenvolvido por Fujita (2011), a relacéo
de solidos soluveis foi variavel, com valores de 5,67 a 7,13%, superiores aos

encontrados neste trabalho, provavelmente por diferengas na maturagéo.
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Tabela 4. Valores de pH e de acidez (%) da polpa de mana-cubiu durante o armazenamento. Resultados expressam médias seguidas

de desvio padrao.

Tratamentos pH Acidez (%)
Amostra X1 X2 Tempo (dias) Tempo (dias)
Tempo (min) Acido Citrico (%) 1 20 40 1 20 40
1 5,0 0,5 3,37 £0,05% 3,32+0,03% 3,28+0,062 2,10+0,03° 2,15+0,04> 2,83+0,592
2 10,0 0,5 3,47+0,08 3,41+0,032 3,33+0,00° 1,73+0,00° 1,73+0,01° 1,94 +0,042
3 5,0 1,0 3,40 £0,008 3,30+0,03> 3,26+0,01¢ 2,22+0,01> 2,24+0,01°> 2,45+ 0,052
4 10,0 1,0 3,40 £ 0,002 3,29+0,01° 3,22+0,01° 2,21+0,02> 2,24+0,00° 2,64+0,132
5 7,5 0,75 3,47 £0,052 3,24+0,08* 3,18+0,01° 2,27+0,042 2,40+0,19% 2,48 +0,012
6 7,5 0,75 3,37+£0,06* 3,33+0,032 3,25+0,01° 2,18+0,042 2,23+0,04% 2,25+ 0,022
7 7,5 0,75 3,75+0,07* 3,37+0,06" 3,26 +0,02°> 2,13+0,01° 2,20+0,032 2,01 +0,03°
Polpa sem tratamento 3,37 +£0,052 3,33+0,08° 3,25+0,01° 2,18+0,042 2,18 +0,04% 2,23 +0,042

X1 =tempo de tratamento a 70 °C (min.), X2 = teor de &cido citrico (%). 2 b- ¢ Letras minlUsculas diferentes na mesma linha, para a mesma avaliacéo, diferem

pelo teste de Tukey a 5% de significAncia (p<0,05).
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Tabela 5. Solidos soluveis (%) e relacédo entre solidos soluveis (%) e acidez (%) da polpa de mana-cubiu durante o0 armazenamento.

Resultados expressam médias seguidas de desvio padrao.

Tratamentos Sélidos Soluveis Solidos Soluveis/Acidez
Amostra X1 X2 Tempo (dias) Tempo (dias)
Tempo (min) Acido Citrico (%) 1 20 40 1 20 40
1 5,0 0,5 6,80 + 0,102 6,97 + 0,062 6,97 + 0,062 2,40 3,24 3,32
2 10,0 0,5 6,10 £ 0,10* 6,13 +0,06° 6,53 +0,122 3,14 3,54 3,77
3 5,0 1,0 7,10+0,17¢ 7,40+0,26°> 7,87 +0,122 2,90 3,30 3,55
4 10,0 1,0 7,23+0,05* 7,23+0,062 7,27 +0,122 2,74 3,23 3,29
5 7,5 0,75 7,00 £0,00° 7,17+0,12> 7,73+0,122 2,82 2,99 3,41
6 7,5 0,75 7,13+0,15¢ 7,47 +0,12°> 7,93 +0,122 3,17 3,35 3,64
7 7,5 0,75 6,97 £ 0,06 7,47 +0,122 7,27 +0,122 3,17 3,72 3,41
Polpa sem tratamento 7,13 +0,15¢ 7,47 +0,12> 7,93+0,122 3,17 3,35 3,64

X1 = tempo de tratamento a 70 °C (min.), X2 = teor de &cido citrico (%). & b ¢ Letras minUsculas diferentes na mesma linha, diferem pelo teste de Tukey a 5%

de significancia (p<0,05)
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Os sélidos soluveis totais sdo dependentes do indice de maturacdo dos frutos
e indicam a quantidade de substancias que se encontram dissolvidas no suco, sendo
constituidos em sua maioria por acucares (CHAVES et al., 2004).

A relagdo entre solidos soliveis e acidez é um indicativo usado para
estabelecer o indice de colheita de alguns frutos, indicando a dogura dos frutos para
selecdo de uma melhor matéria-prima. Quanto maior for a raz&do entre solidos soluveis
e acidez, mais doces séo os frutos. Durante o amadurecimento ocorre a degradacéo
dos &cidos orgéanicos, pois ha um aumento da concentragdo de enzimas como as
hidrolases (amilases, celulases, pectinases), peroxidases e catalase, reduzindo assim
a adstringéncia e o gosto acido do fruto (PEREIRA et al., 2006).

No controle de qualidade de polpas de fruta, parametros como pH, acidez
titulavel, sélidos solUveis, acUcares redutores e totais, e vitamina C sdo importantes
para a padronizacdo do produto e analise de possiveis altera¢des ocorridas durante o
processamento e/ou o armazenamento (CASTRO et al.,, 2015). O pH e a acidez
podem influenciar na conservacdo da polpa, enquanto o teor de sélidos soluveis é
uma medida indireta do teor de acgucar inerente ao tipo de fruto e pode variar tanto em
razao de fatores climéaticos, como em razédo da adicdo eventual de agua durante o
processamento (LIRA JUNIOR et al., 2005; FERREIRA et al., 2009).

5.4 Colorimetria

A polpa sem tratamento perdeu luminosidade (escureceu) ao longo do
armazenamento, pela auséncia de &cido citrico e presenca de enzimas. Também
houve aumento dos parametros a* e b*, e reducdo do angulo hue (Tabela 6). Esses
dados demonstram perda da cor vermelha, aumento da cor amarela e predominancia
de coloragéo laranja. O fruto mana-cubiu possui as enzimas pectinametilesterase
(PME), poligalacturonase (PG), polifenoloxidase (PPFO) e peroxidase (POD). Se
estas enzimas néo foram totalmente inativadas com os tratamentos utilizados, pode
haver escurecimento da polpa. O controle da atividade enzimatica do mana-cubiu
pode ser obtido pela utilizacdo de baixas temperaturas, principalmente por se tratar
de frutos com comportamento climatérico (CHITARRA; CHITARRA, 2005).



55

Tabela 6. Parametros de cor (L, a*, b* e h*) das polpas de man&-cubiu durante o0 armazenamento. Resultados expressam médias

seguidas de desvio padréo.
Tratamentos L* a*
Amostra X1 X2 Tempo (dias) Tempo (dias)
Tempo (min) Acido Citrico (%) 1 20 40 1 20 40
1 5,0 0,5 55,69 + 0,00¢ 65,77 +0,01° 66,25+ 0,022 9,63 + 0,032 1,05+ 0,01¢ 2,04 +0,01°
2 10,0 0,5 55,97 £ 0,02° 68,12 + 0,00 65,90 +0,01° 9,16 + 0,052 3,99 + 0,02° 1,34 + 0,04¢
3 5,0 1,0 69,76 £ 0,022 68,53 +0,02> 68,03 +0,03° 0,59 +0,01°¢ 2,89 £ 0,022 2,66 + 0,08°
4 10,0 1,0 69,69 + 0,02¢ 71,60+ 0,008 70,12 +0,06° 0,90 + 0,032 0,91 £ 0,022 0,27 + 0,05°
5 7,5 0,75 68,65+ 0,12° 71,84+0,032 71,04 +0,04° 0,78 £ 0,06° 2,59 £ 0,022 1,81 + 0,04
6 7,5 0,75 68,18 + 0,032 68,21 +0,022 66,79 +0,03° 3,28 + 0,05° 3,40 + 0,012 2,00 + 0,02°¢
7 7,5 0,75 68,04 £ 0,02° 68,23 +0,022 66,27 + 0,03° 3,41 +0,07° 3,81 £ 0,032 3,13 +£0,01°
Polpa sem tratamento 53,46 +0,16* 47,43 +0,01° 43,72+0,00° 13,43+0,04° 15,11+0,04° 15,24 +0.032
Tratamentos b* h°
Amostra X1 X2 Tempo (dias) Tempo (dias)
Tempo (min) Acido Citrico (%) 1 20 40 1 20 40
1 5,0 0,5 42,45 +0,01° 48,17 +0,02* 50,65+0,032 77,22+0,04¢ 88,76 +0,012 87,70 +0,02°
2 10,0 0,5 42,68 +0,01° 48,89 +0,052 46,10+ 0,03°> 77,90+ 0,08° 85,34+ 0,02° 88,34 + 0,042
3 5,0 1,0 47,65+ 0,032 47,94 +0,062 48,39+0,04> 89,30+0,10® 86,56+ 0,02° 86,86+ 0,10°
4 10,0 1,0 48,28 + 0,40° 49,46 + 0,062 48,77 +0,14> 88,93+0,02° 88,95+ 0,02° 90,32 + 0,06°
5 7,5 0,75 46,02 +0,20° 52,35+0,01* 52,22+0,09*0 90,97+0,088 87,17+ 0,02° 88,03+ 0,03°
6 7,5 0,75 47,75 +0,03> 47,74+0,02° 47,27 +0,05* 86,75+0,05° 85,92+ 0,02¢ 87,57 +0,03?2
7 7,5 0,75 46,83 +0,05° 47,58 +0,05> 48,25+0,03* 85,83+0,08° 85,42+0,04° 86,29 +0,022
Polpa sem tratamento 42,13 +0,23> 42,29+0,07° 43,61+0,07* 72,32+0,088 70,34+0,07° 70,73 +0,05°

X1 = tempo de tratamento a 70 °C (min.), X2 = teor de acido citrico (%). & b ¢ Letras minUsculas diferentes na mesma linha, diferem pelo teste de Tukey a 5%

de significancia (p<0,05).
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A luminosidade (L*) das polpas tratadas conforme os tratamentos 3 e 6
aumentou durante o armazenamento (Tabela 6), demonstrando perda de coloracéo.
Nos tratamentos 2 e 5 houve alteracdo na luminosidade somente aos 40 dias de
armazenamento. Os valores de a* e b* (Tabela 6) mostram que o0 mana-cubiu
apresenta predominancia da cor vermelha em relagéo a cor verde (valor positivo de
a*), e o parametro b* indica a presenca de cor amarela (valor positivo de b*).

As polpas submetidas aos tratamentos 1, 2, 6 e 7 apresentaram reducao do
parametro a* ao longo do armazenamento, demonstrando a perda da coloracéo
vermelha, enquanto os demais tratamentos apresentaram oscilacdes ao longo da
estocagem. Houve aumento do parametro b* (aumento da coloragdo amarela) durante
0 periodo de armazenamento para a polpa submetida aos tratamentos 1, 5,6 e 7. A
polpa tratada conforme o tratamento 3 ndo apresentou alteracdo, enquanto as polpas
dos tratamentos 2 e 4 apresentaram oscilacdes no parametro b* durante este periodo.

O angulo de cor da polpa, expresso como h°, explica que a cor varia numa faixa
entre 0 a 360°. Valores na faixa de 55° a 90°Hue apresentam a coloracao laranja e
91° a 126° apresentam coloracdo amarela (Furlaneto, 2015). Os valores variaram de
70,34 a 90,97°Hue (Tabela 7), demonstrando que a polpa apresentou cor de laranja a

amarela, durante o armazenamento.

5.5. Compostos bioativos: compostos fendlicos totais (CFT), carotenoides e

atividade antioxidante

5.5.1 Compostos fendlicos totais (CFT)

Os valores médios de CFT da polpa de mana-cubiu variaram de 3,72 a 4,56 mg
EAG/g de polpa no primeiro dia de armazenamento a 1,54 a 2,08 mg EAG/g de polpa
no final da estocagem (Tabela 7). A retencdo dos CFT durante o armazenamento
variou de 40,1 (tratamento 7) a 54,6% (tratamento 1). Apesar dos tratamentos 5, 6 e
7 terem sido realizados na mesma condicado, os teores de CFT variaram entre si e ao
longo do armazenamento, provavelmente por variagdo nos frutos usados para preparo

da polpa.
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Tabela 7. Teores de compostos fendlicos totais (mg EAG/g de polpa) durante o armazenamento. Resultados expressam as medias

seguidas do desvio padréo.

Amostras Tratamentos Tempo (dias)
X1 X2 1 20 40
Tempo (min) Acido Citrico (%)
1 5,0 0,5 3,81 + 0,162 3,51 +0,182 2,08 + 0,00°
2 10,0 0,5 3,39 + 0,062 3,25+ 0,092 1,61 + 0,01
3 5,0 1,0 4,56 + 0,102 4,50 + 0,112 2,08 + 0,03
4 10,0 1,0 3,97 £ 0,132 3,13 +0,01° 1,64 + 0,06°
5 7,5 0,75 4,30 +£ 0,012 4,04 £ 0,192 2,00 + 0,00°
6 7,5 0,75 3,72 + 0,022 3,21 +0,07° 1,54 + 0,01°
7 7,5 0,75 4,09 + 0,012 3,96 + 0,03° 1,64 + 0,06°
Polpa sem tratamento 3,72 £ 0,022 3,21 +0,07° 1,54 £ 0,012

X1 =tempo de tratamento a 70 °C (min.), X2 = teor de &cido citrico (%). & b ¢ Letras minlsculas diferentes na mesma linha, diferem pelo teste de Tukey a 5%

de significancia (p<0,05).
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A retencdo dos compostos fendlicos presente na polpa de mané-cubiu
estocada foi calculada comparando o valor inicial e ao final de 40 dias de
armazenamento (Figura 6). A retencdo de compostos fendlicos variou de 40,10%
(tratamento 7) a 54,59% (tratamento 1). O tratamento 3 (70 °C/5 min e 1,0 % de acido
citrico) resultou em maior estabilidade dos CFT até 20 dias de armazenamento, com
98,7% de retencédo desses compostos.

Os dados de quantificacdo de CFT e atividade antioxidante em mana-cubiu sdo
escassos na literatura. Além disso, ha uma diversidade de meétodos para a
determinacdo de CF, os quais utilizam diferentes padrbes analiticos e formas de
expressar os resultados, o que dificulta a comparacao entre os resultados. Sereno
(2017) detectou de 0,74 + 0,03 mg EAG/g de CFT em mana-cubiu cultivado no litoral
do Parand menor do que os encontrados neste trabalho. Rodrigues et al. (2013)
encontraram 0,15 mg EAG/g de CFT em polpa de mana-cubiu liofilizada.

A diferenca do teor de CFT pode ser atribuida a varios fatores, como a
sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta,
concentracdo de nutrientes, poluicdo atmosférica, danos mecéanicos e ataque de
patégenos. As condi¢cdes agrondmicas também podem afetar a concentracao dos CFT
presentes no fruto (GOBBO-NETO; LOPES 2007; LLORACH et al., 2008).

Figura 6. Retencdo dos compostos fendlicos totais (CFT), carotenoides (B-caroteno e

luteina) e atividade antioxidante (DPPH e FRAP) durante o armazenamento.
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5.5.2 Carotenoides

Os teores de B-caroteno nas polpas de mané-cubiu variaram de 3,32 a 5,58
Mg/g (Tabela 8). As amostras dos tratamento 3 (70 °C/7,5 min e 1,0 % de acido citrico),
4 (70 °C/10 min e 1,0 % de acido citrico) e 6 (70 °C/5 min e 0,75 % de acido citrico)
apresentaram redugédo significativa de B-caroteno durante os primeiros 20 dias de
armazenamento, depois permaneceram estaveis até o final da estocagem. Nao houve
uma relacéo direta entre reducédo dos carotenoides e reducao do parametro de cor b*.

Por outro lado, os teores de 3-caroteno nas polpas submetidas aos tratamentos
2 (70 °C/10 min e 0,5 % de acido citrico) e 7 (70 °C/7,5 min e 0,75 % de acido citrico)
permaneceram estaveis até 20 dias de armazenamento, seguidos por reducao até o
final da estocagem. Apesar dos tratamentos 5, 6 e 7 terem sido realizados na mesma
condicdo, os teores de B-caroteno variaram entre si e ao longo do armazenamento.

Sereno (2017) encontrou 17,08 + 2,10 ug de B-caroteno/g em mana-cubiu in
natura, muito superior ao valor observado nas polpas analisadas neste trabalho.
Entretanto, Rodrigues (2012) relatou 7,15 ug de B-caroteno/g de fruto mana-cubiu
como carotenoide majoritario, porém obteve menor teor de luteina, 2,41 pg de
luteina/g (em base seca), se comparado a este trabalho.

A variagdo do teor de carotenoides ocorre em funcéo de diferentes cultivares,
dos estadios de maturacéo, das condi¢cdes de clima ou localizacdo geogréfica, da
parte de planta utilizada, técnica de producdo agricola, armazenamento e
processamento (SILVA et al., 2010). Por serem moléculas altamente insaturadas, os
carotenoides sdo suscetiveis a isomerizacdo e oxidacdo, que geralmente ocorre
durante o processo de industrializacdo (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999).

Os valores de luteina variaram de 3,54 a 6,14 ug/g para a polpa, e de 5,30 a
6,13 ug/g para a polpa sem tratamento (Tabela 8). Em todos os tratamentos a

estabilidade da luteina foi superior a 90% até 20 dias de armazenamento.
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Tabela 8. Teores dos carotenoides [-caroteno e luteina (png/g) durante o armazenamento. Resultados expressam as médias

seguidas do desvio padréo.

Tratamentos B - caroteno (ug/Q) Luteina (ug/g)
Amostra X1 X2 Tempo (dias) Tempo (dias)
Tempo (min) Acido Citrico 1 20 40 1 20 40
(%)

1 5,0 0,5 558 +0,062@ 5,09+0,22°> 3,32+0,15¢ 5,72+0,20®8 5,32+0,108 3,57+0,12°
2 10,0 0,5 4,17 +0,242 4,38+0,062 3,66+0,13> 4,98+0,072 4,52+0,23% 3,54+0,02°
3 5,0 1,0 5,08 £0,042 4,79+0,24> 4,45+0,31° 5,53+0,088 5,38+0,06° 5,08+ 0,25°
4 10,0 1,0 4,70+0,262 4,39+0,03° 4,02+0,27° 4,91+0,012 4,75+0,252 4,35+0,19°
5 7,5 0,75 541+0,15> 558+0,072 5,08+0,21° 6,14+0,052 6,04+0,182 5,65+ 0,25°
6 7,5 0,75 552+0,132 4,99+0,07° 4,29+0,29*° 6,13+0,242 557+0,07° 5,30+0,03°
7 7,5 0,75 5,22+0,042 519+0,222 3,73+0,18° 5,44+0,022 5,07+0,232 4,20+ 0,18°
Polpa sem tratamento 553+0,132 4,99+0,07° 4,29+0,29° 6,13+0,242 557+0,07° 5,30+ 0,03°

X1 = tempo de tratamento a 70 °C (min.), Xz = teor de acido citrico (%). & b ¢ Letras minUsculas diferentes na mesma linha, diferem pelo teste de Tukey a 5%

de significancia (p<0,05).
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A retencdo dos carotenoides presentes na polpa de mana-cubiu estocada foi
calculada comparando o valor inicial e ao final de 40 dias de armazenamento (Figura
6). A retencdo de B-caroteno variou de 59,50 a 93,90 %, enquanto a retencédo da
luteina variou de 62,41% a 92,02%, ambos para as amostras dos tratamentos 1 (70
°C/5 min e 0,5 % de acido citrico) e 5 (70 °C/7,5 min e 0,75 % de &cido citrico),
respectivamente. Este € um resultado muito positivo, pois apesar do tratamento com
calor e acido, a degradacao dos carotenoides foi muito pequena quando o tratamento
5 foi utilizado. Entretanto, nas amostras do tratamento 1, a degradacao dos compostos
bioativos foi mais significativa, provavelmente porque a condigdo utilizada né&o foi
suficiente para inativar as enzimas presentes no mana-cubiu, resultando em

degradacédo ao longo do tempo.

5.5.3. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante das polpas de mana-cubiu determinada pelos métodos
de DPPH e FRAP apresentaram comportamentos semelhantes (Tabela 9). A atividade
antioxidante das polpas variou de 3,31 a 10,59 umol trolox/g por DPPH (capacidade
de sequestro de radicais livres) e de 8,79 a 29,80 pumol trolox/g para FRAP (eficacia
de reducéo do ferro) e reduziu em fungédo do tempo de armazenamento, sendo esta
reducdo mais acentuada nos primeiros 20 dias de armazenamento, semelhante a
reducdo de CFT e carotenoides. No final da estocagem, as polpas submetidas aos
tratamentos 1 e 3 apresentaram maiores valores de atividade antioxidante, 4,94 e 4,93
pmol trolox/g para DPPH e 10,31 e 11,57 umol trolox/g para FRAP, respectivamente.
A polpa de mana-cubiu submetida ao tratamento 3 (70 °C/5 min e 1,0 % de acido
citrico) apresentou a maior atividade antioxidante determinada por FRAP, ao final de
40 dias de estocagem (11,57 £ 0,17 umol trolox/g, Tabela 9), enquanto, Sereno (2017)
obtive 1,05 £ 0,14 umol trolox/g para atividade antioxidante para polpa de mana-cubiu
liofilizado usando o método FRAP.

Resultados de atividade antioxidante de mana-cubiu estdo relatadas na
literatura. Sereno (2017) relatou atividade antioxidante de 3,60 umol trolox/g para a
casca e 3,13 umol trolox/g na polpa de mana-cubiu liofilizado usando o método DPPH,
semelhantes aos valores encontrados para as polpas neste trabalho, no final da
estocagem. Por outro lado, Souza (2008) obteve 54 + 5 pmol de trolox/g amostra de

atividade antioxidante (em base seca) pelo método DPPH.



62

Tabela 9. Atividade antioxidante pelo método DPPH e FRAP (umol Trolox/g) durante o armazenamento. Resultados expressam as

médias seguidas do desvio padréo.

Tratamentos DPPH (umol Trolox/qg) FRAP (umol Trolox/g)
Amostra X1 X2 Tempo (dias) Tempo (dias)
Tempo (min) Acido Citrico (%) 1 20 40 1 20 40
1 5,0 0,5 10,59+ 0,62 5,09+0,33®* 4,94+0,17° 29,55+0,86% 12,41+0,12° 10,31 +0,10°
2 10,0 0,5 9,98+0,45% 4,19+0,18° 3,31+0,06° 23,58+0,34® 10,45+0,19° 8,79+0,01°
3 5,0 1,0 9,08+1,60° 4,96+1,04° 493+0,42> 29,80+0,67* 12,61+0,31® 11,57+0,17°
4 10,0 1,0 10,20 + 0,85 4,55+0,01® 4,09 +0,09° 23,44+1,21® 11,40+0,06° 9,11+0,02¢
5 7,5 0,75 9,76 £0,63* 582+0,24° 4,84+0,18° 31,09+0,13% 13,54 +0,25° 11,45+ 0,29°
6 7,5 0,75 8,35+1,30®° 3,99+0,06° 4,58+0,18 24,98+0,95° 11,48+0,14°> 9,35+0,61°
7 7,5 0,75 539+0,1228 521+0,24> 485+0,97° 23,23+0,06% 12,74+0,33° 10,82 +0,28°
Polpa sem tratamento 8,35+1,31* 4,58+0,18" 3,99+0,06° 24,98+0,95% 11,48+0,14> 9,35+0,61°

X1 = tempo de tratamento a 70 °C (min.), X2 = teor de acido citrico (%). & b ¢ Letras minUsculas diferentes na mesma linha, diferem pelo teste de Tukey a 5%

de significancia (p<0,05).
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A retencdo da atividade antioxidante da polpa de mana-cubiu estocada foi
calculada comparando o valor inicial e ao final de 40 dias de armazenamento (Figura
6). A retencdo da atividade oxidante medida por DDPH variou de 33,17 a 89,98 %
para amostras dos tratamentos 2 e 7, respectivamente, enquanto a atividade oxidante
medida por DDPH variou de 34,89 a 46,58% para amostras dos tratamentos 2 e 7,

respectivamente.

5.5.4 Analise de componentes principais (ACP) utilizando compostos bioativos e
atividade antioxidante

As polpas submetidas aos tratamentos foram caracterizadas em funcdo dos
compostos bioativos usando ACP. As Figuras 7, 8 e 9 apresentam a andlise de
componentes principais dos resultados de CFT, carotenoides (3 — caroteno e luteina)
e atividade antioxidante (DPPH e FRAP) durante 1, 20 e 40 dias de armazenamento,
respectivamente. Para a Figura 7, a ACP mostrou que o primeiro e segundo
componentes principais explicaram 84,74 % e 9,25 % da variagcdo dos dados,
respectivamente (93,99 % no total).

O primeiro componente principal foi explicado pelas andlises de DPPH, CFT,
FRAP, B-caroteno e luteina, com correlacdo positiva. Nenhum parametro foi
correlacionado com o segundo componente principal. Estas andlises caracterizam as
amostras 1 (70 °C/5 min e 0,5% de &cido citrico), 3 (70 °C/5 min e 1,0 % de acido
citrico), 5 e 6 (70 °C/7,5 min e 0,75 % de acido citrico), uma vez que as amostras
submetidas a estes tratamentos apresentaram elevados teores de CFT, (3-caroteno e
luteina e alta atividade antioxidante pelos métodos DPPH e FRAP. A polpa sem
tratamento foi caracterizada pela baixa atividade antioxidante pelo método DPPH, ou
seja, esta amostra apresentou baixa atividade antioxidante pela degradacéo dos

compostos, em funcéo de nao ter sido tratada.
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Figura 7. Analise de componentes principais baseada nos compostos fendlicos totais
(CFT), carotenoides (B—caroteno e luteina) e atividade antioxidante (DPPH e FRAP)

no primeiro dia de armazenamento.
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Fonte: Elaborado pelo autor. A — projecdo das variaveis, B — projecdo das amostras.

Aos 20 dias de armazenamento (Figura 8) o primeiro componente principal foi
explicado pelas analises de CFT, atividade antioxidante por DPPH e FRAP, B-
caroteno e luteina, com correlacdo positiva. Estas andlises estdo correlacionadas
positivamente com a polpa submetida aos tratamentos 3 (70 °C/5 min e 1,0 % de acido
citrico), 5 (70 °C/7,5 min e 0,75% de &cido citrico) e 7 (70 °C/7,5 min e 0,75 % de acido
citrico). Neste periodo, o componente principal 2 é explicado pelo teor luteina, que
caracteriza a polpa submetida ao tratamento 1 (70 °C/5 min e 0,5 % de &cido citrico).
O primeiro e segundo componentes principais explicaram, respectivamente, 71,93 %
e 18,21 % da variacdo dos dados (90,14% no total).

A Figura 9 apresenta a ACP dos resultados de CFT, -caroteno e luteina e
atividade antioxidante (DPPH e FRAP) aos 40 dias de armazenamento. O tratamento
5 (70 °C/7,5 min e 0,75 % de acido citrico) é caracterizado pelos teores de 3-caroteno
e luteina, enquanto a polpa submetida ao tratamento 3 (70 °C/5 min e 1,0% de acido
citrico) é caracterizada pelos teores de CFT e atividade antioxidante pelos métodos
FRAP e DPPH. O primeiro e segundo componentes principais explicaram,

respectivamente, 57,71% e 31,61% da variacdo dos dados (89,32% no total).
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Figura 8. Analise de componentes principais baseada nos compostos fendlicos totais

(CFT), carotenoides (B—caroteno e luteina) e atividade antioxidante (DPPH e FRAP)

aos 20 dias de armazenamento.
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Fonte: Elaborado pelo autor. A — projecéo das varidveis, B — proje¢do das amostras.

Figura 9. Analise de componentes principais baseada nos compostos fendlicos totais
(CFT), carotenoides (p—caroteno e luteina) e atividade antioxidante (DPPH e FRAP)

aos 40 dias de armazenamento.
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Fonte: Elaborado pelo autor. A — projecéo das variaveis, B — projecdo das amostras.

Considerando os resultados dos compostos bioativos (CFT e carotenoides) ao

longo do tempo, até 40 dias de armazenamento, a reten¢cdo desses compostos foi

elevada, como mencionado anteriormente. Desta forma, a polpa preparada conforme

as condi¢des experimentais tem um potencial de apresentar até 40 dias de vida util,

sem degradacdao significativa dos compostos bioativos. Ainda, a polpa de mana-cubiu
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tratada conforme o tratamento 5 (70 °C/7,5 min e 0,75 % de &cido citrico) foi a
escolhida para aplicagcdo no leite fermentado, uma vez que apresentou elevada
retencdo de compostos bioativos, embora a retencdo de compostos fendlicos nao
tenha sido o mais elevado. Para a elaboracéo do leite fermentado, um novo lote de

frutas foi adquirido e a polpa foi extraida conforme o item 4.2.

5.6 Aplicacdo da polpa de mana-cubiu em leite fermentado: Caracterizacéo

fisico-quimica e anélises de biocompostos

5.6.1 Caracterizacao fisico-quimica do fruto inteiro e da polpa de mana-cubiu

A Tabela 10 apresenta a composicao centesimal do fruto inteiro (com casca e
sementes) de mané-cubiu. Estas analises foram realizadas durante o primeiro dia de

armazenamento e os resultados foram expressos em base Umida.

Tabela 10. Caracterizacdo quimica do fruto de mana-cubiu para aplicacdo em leite

fermentado. Resultados expressam as médias seguidas do desvio padréo.

Analises Fruto

Umidade (%) 88,83+ 0,24
Lipideos (%) 0,40 £ 0,03
Proteinas (%) 0,69 + 0,03
Cinzas (%) 0,72 £ 0,03
Carboidratos (%) 9,79 £ 0,29
Solidos solaveis (%) 6,37 £ 0,15
pH 3,50+ 0,10
Acidez total (%) 1,44 + 0,06
Valor Energético kcal. 100g™* 45,52 + 0,59

Carboidratos obtidos por diferenca. Letras mintsculas diferentes na mesma linha, diferem pelo teste de

Tukey a 5% de significancia (p<0,05).

A caracterizagao quimica do mana-cubiu mostra similaridade com os relatados
na literatura (Furlaneto, 2015). Algumas variacdes estdo relacionadas ao teor de
umidade, acidez e lipideos (SOUZA, 2015; FUJITA, 2011, YUYAMA, 2007). Estas

variacdes podem ser explicadas por varios fatores, como diferentes condicbes de
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clima e solo utilizadas no cultivo dos frutos, variedade de espécies analisadas, época
do ano e diferentes estagios de maturacao.

A polpa de mana-cubiu apresentou valores constantes de pH, umidade,
lipideos, proteina e valor energético durante todo o periodo 40 dias de
armazenamento (Tabela 11). A acidez e os valores de solidos sollveis séo
caracteristicas importantes, pois influenciam o sabor e aroma dos frutos (MOREIRA,
2014). Houve ligeiro aumento da acidez (de 2,74 % a 3,01%) e dos teores de solidos
soltveis (de 7,17 % a 7,83%) durante os primeiros 20 dias de armazenamento,
seguido por estabilidade até os 40 dias de armazenamento. Os teores de cinzas e
carboidratos também aumentaram durante o periodo de armazenamento, 0,73 % a

0,79% para cinzas e 5,34 % a 5,59 % para carboidratos por diferenca.

Tabela 11. Andlises fisico-quimicas da polpa de mana-cubiu processada conforme o
tratamento 5 (70 °C/7,5 min e 0,75 % de A&cido citrico), durante 40 dias de

armazenamento. Resultados expressam as médias seguidas do desvio padrao.

Andlise Tempo (dias)

1 20 40
Umidade (%) 90,89 £ 0,042 90,78 £0,102 90,58 + 0,242
Lipideos (%) 0,71+ 0,012 0,72 £ 0,012 0,71+ 0,032
Proteina (%) 0,50 + 0,012 0,48 + 0,022 0,48 + 0,012
Cinzas (%) 0,95 + 0,012 0,95 + 0,012 0,96 + 0,022
Carboidrato (%) 7,16 £ 0,02° 7,06 + 0,06° 7,28 + 0,202
Sdlidos soluveis (%) 7,17 £ 0,15 7,85+ 0,072 7,83 + 0,062
pH 3,3+0,172 3,1 +0,002 3,2 £ 0,002
Acidez (%) 2,74 £ 0,10° 3,01 + 0,002 3,01 + 0,032
Fibra alimenta total (%) 15 - -
Fibra alimentar insolavel (%) 0,2 - -
Fibra alimentar soltuvel (%) 1,3 - -

37,00 £0,03> 36,69 £0,40° 37,43 +1,072

Carboidratos obtidos por diferenca. - ¢Letras minUsculas diferentes na mesma linha, diferem pelo teste

Valor Energético kcal/100 g

1de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).
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Foram detectados 12 tipos de &cidos graxos na polpa de man&-cubiu (Tabela
12), sendo 0,287 g acidos graxos saturados, 0,385 g acidos graxos monoinsaturados
e 0,026 g acidos graxos poli-insaturados em 100 g de polpa.

Os acidos graxos poli-insaturados pertencem a diferentes séries, sendo
denominados 6mega-3, 6mega-6 e O6mega-9 (JORGE, 2009). Os &cidos poli-
insaturados possuem  propriedades funcionais, incluindo anticancerigena,
antiaterogénica, antiobesidade e moduladora do sistema imunoldgico (KOBA,
YANAGITA, 2014; RENES et al., 2017).

Tabela 12. Perfil de acidos graxos presente na polpa de mana-cubiu.

Acido graxo Notacao Acido graxo
(9/100 g polpa)
Laurico C12:0 0,004
Miristico C14:0 0,022
Miristoleico Cl4:1 0,004
Palmitico C16:0 0,221
Palmitoleico Cl6:1 0,018
Esteérico c18:0 0,027
Oleico C18:1c (w-9) 0,359
Linoleico C18:2-c (w-6) 0,015
Linolénico C18:3 (w-3) 0,010
Araquidico C20:0 0,007
Gadoleico C20:1 0,005
Lignocérico C24:0 0,004
Saturados 0,287
Monoinsaturados 0,385
Poli-insaturados 0,026

O acido palmitico e o acido oleico séo os dois acidos graxos predominantes na
polpa de mana-cubiu, representando 31,6% e 51,2%, respectivamente. Os acidos
palmitico e oleico também foram detectados em polpa liofilizada de maracuja (0,37
g/100 g e 0,27 g/100 g polpa, respectivamente) e em polpa seca de buriti (8,19 g/100
g e 34,35 g/100 g polpa, respectivamente) (BORGONOVI, 2018). O acido palmitico &
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um &cido saturado amplamente distribuido na natureza; ocorre praticamente em todos
os Oleos e gorduras de plantas, animais terrestres e aquaticos (JORGE, 2009). O
acido oleico (w-9) é um acido monoinsaturado mais comum entre todos os acidos
graxos; possui acdo na reducao do risco de doencas induzidas por espécies reativas
de oxigénio e melhora o sistema imunolégico (RYDLEWSKI et al., 2017). Também
atua na prevencao de doencas cardiovasculares, cancer, artrite inflamatoria e artrite
reumatoide (SARAVANAN; DAVIDSON, 2010; ASIF, 2011).

Na polpa de mana-cubiu foi detectado cerca de 0,359 g de acido oleico por 100
g de polpa. Esse acido graxo auxilia a adesao de cepas probidticas na mucosa da
porcao distal do intestino (DAS; FAMS, 2002).

A polpa de mana-cubiu apresentou 0,010 g acido linolénico (w-3) por 100 g de
polpa, considerado acido graxo essencial a alimentacdo humana. Este acido graxo
possui efeito hipocolesterolémico, reduz o risco de véarias doencas (cardiovasculares,
inflamacdes) e pode ser consumido na forma in natura, 0 que € uma vantagem
nutricional, posto que este acido graxo € altamente insaturado e suscetivel a oxidagao
pelo aquecimento.

Os &cidos linoleico e linolénico sdo comuns em Oleos vegetais e peixes,
respectivamente, ndo sao produzidos pelos mamiferos, e por isso, devem estar
presentes na dieta (GREEN et al., 2007; KUS-YAMASHITA; MANCINI-FILHO, 2017).

5.6.2 Compostos bioativos presentes no fruto e na polpa de mana-cubiu aplicada no
leite fermentado

Houve reducdo dos compostos bioativos na polpa de mana-cubiu ao longo de
40 dias de armazenamento (Tabela 13). Os teores de compostos fendélicos variaram
de 8,70 a 8,21 mg EAG/g de polpa. Os teores de antioxidantes variaram de 16,07 a
4,35 umol Trolox/g (DPPH) e 11,85 a 8,32 umol Trolox/g (FRAP). Estatisticamente, 0s
teores de [-caroteno e luteina se mantiveram constantes ao longo do

armazenamento.
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Tabela 13. Teores de compostos bioativos e atividade antioxidante no fruto e na polpa

de mané&-cubiu. Resultados expressam as médias seguidas do desvio padréo.

Polpa de Mana-cubiu

Método Fruto : : :
1 dia 20 dias 40 dias

Fenolicos (mg EAG/g

9,26 +0,572 8,70+0,30> 7,97+0,269 8,21 +0,21°
de polpa)
B-caroteno (pg/g) 3,18+£0,912 2,84+0,362 2,85+0,212 2,78 +0,592
Luteina (1g/g) 3,62+1,302 3,00£0,262 290+0,222 2,870,212
DPPH (umol Trolox/g) 9,71+0,49* 16,07 +1,2828 5,77 +0,50° 4,35+0,02¢
FRAP (umol Trolox/g) 7,99+0,619 11,85+0,592 9,88+1,03* 8,32+0,33°

Letras minUsculas diferentes na mesma linha, diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia
(p<0,05).

Os valores da atividade antioxidante do fruto in natura foram menores que da
polpa de mana-cubiu, 9,71 pmol Trolox/g (DPPH) e 7,99 umol Trolox/g (FRAP),
engquanto a polpa apresentou valores de 16,07 umol Trolox/g (DPPH) e 11,85 umol
Trolox/g (FRAP). Apesar da polpa ter sido tratada e estocada por 40 dias,
provavelmente, esta diferenca entre a atividade antioxidante da fruta in natura e da
polpa tratada esta relacionada as degradacdes que ocorrem na fruta apos a trituracao,

decorrentes da agdo enziméatica e oxidagao.

5.6.3 Efeito da polpa de mana-cubiu na viabilidade de BAL

A polpa de mana-cubiu foi testada na presenca de 10 cepas probioticas,
conforme item 4.7. Houve crescimento de diversas cepas ao longo do tempo, com
excecdo da cepa L. delbrueckii subsp. bulgaricus SJRP57 que teve reducdo na
viabilidade apos 8 h de fermentacdo. As cepas L. plantarum ST8Sh e E. faecium
SJRP65 apresentaram a maior viabilidade no tratamento controle e na presenca da

polpa de mana-cubiu (Tabela 14).
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Tabela 14. Efeito da polpa de mana-cubiu na viabilidade de bactérias acidolaticas durante 24 h de incubacao (log UFC/mL).

Resultados expressam as médias seguidas do desvio padréo.

Lactobacillus spp. L. rhamnosus E. faecium E durans S.
Tempo (h) ' ; thermophilus
ST8Sh SJRP30 SJRP38 SJRP43 SJRP57 GG SIRP20 SJIRP65 SJIRP29 ST 080
Controle
0 6,68+0,05 6,7420,03' 6,480,01" 5,6020,03 ©f 4,74+0,01 69 6,91+0,04 *° 6,31+0,23 % 6,460,02 6,87+0,03 8,94+0,01 F
4 7,62+0,09 E9 6,90+0,08 ¢ 7,4620,15M  7,00+0,06 " 5,640,017 7,72+0,11 Ff 8,64+0,04 9,71+0,05 B2 8,44+0,07 £ 7,89+0,04 G¢
8 9,41+0,10 & 8,800,11°8¢ 8,0620,04C¢  9,47+0,08" 6,81+0,06 °" 7,74+0,03 F¢ 9,770,017 10,49+0,06 %2 8,62+0,09 ©f 8,71+0,31 Fe
12 9,57+0,07 ¢ 9,060,014 9,52+0,058  9,50£0,074%  4,74+0,03 ¢ 8,82+0,02 B 9,44+0,08 82 8,04+0,04 F 9,44+0,13 A 8,66+0,11 Fe
24 11,700,202  7,58+0,28F  9,85+0,12”°  9,61+0,20" 3,69+0,12 8,95+0,16A¢ 9,660,124 10,64+0,01%  9,08+0,05 B 8,89+0,25 Fd
1% de
Polpa
0 6,68+0,01 F 6,48+0,04 % 6,4420,07'° 5,67+0,23%  4,75:0,10°9 7,46+0,09 " 5,50+0,01 5,90+0,05 ! 7,57+0,11 9,43+0,16 D2
4 7,710,125 6,610,03 " 7,52+0,01H¢  7,73+0,06 " 5,930,07 €9 7,45+0,01" 8,62+0,01 8,870,037 8,0620,02 F¢ 8,94+0,03 F
8 8,55+0,08 ™ 7,98+0,05 Ef 9,37+0,178  8,49+0,11°Fe 8,52+0,124¢ 7,59+0,02 69 8,76+0,01¢ 9,47+0,12 8,54+0,34 b 9,91+0,05 B2
12 8,48+0,05 o 8,43+0,16 > 8,45+0,13F  7,92+0,02 7 7,62+0,07 Ce 7,560,09 He 8,74+0,02¢° 8,47+ 0,15 ¢ 8,8020,03 < 9,95+0,02 B2
24 9,87+0,258 8,99:+0,03 B¢ 8,64+0,025°  8,56+0,09°  7,98+0,06 " 8,64+0,01 9,860,077 9,50+0,02 P 9,330,214 10,56+0,10 A2
3% de
Polpa
0 6,69+0,06 6,4620,09 ¥ 6,500,04 " 5,78+0,11 °f 4,77+0,0169 6,77+0,01° 5,84+0,01Ff 6,50+0,01" 6,97+0,05" 9,27+0,32 E2
4 7,570,115 6,780,16 e 7,48+0,02H¢  7,83+0,037  572+0,01F 7,660,196¢ 8,730,022 8,870,097 7,800,09 ¢ 8,79+0,01 F
8 8,67+0,10 8,83+0,318  8,78+0,12%  873+0,06%° 7,930,015 7,87+0,02°¢ 9,44+0,08 8 9,65+0,15 ¢ 9,370,414 9,68+0,06
12 8,64+0,06 °° 8,7420,19 ¢ 8,41+0,12%  8,67+0,07C 7,5520,05 <9 7,780,15 € 8,76+0,06 8,78+0,05 P 8,560,08 o 9,70+0,04 €2
24 9,28+0,34 ¢ 8,760,165 8,53+0,05F  8,90+0,14%  7,96+0,05 " 8,89+0,17 A9 9,67+ 0,25  9,81+0,14 8 8,6620,36 > 9,85+0,00 B2

ST8 — L. plantarum ST8Sh; SJIRP30 — L. fermentum; SJRP38 — L. casei; SJIRP43 — L. fermentum; SJRP57 — L. delbrueckii subsp. bulgaricus; GG — L.
rhamnosus GG ATCC 53103; SJRP20 — E. faecium; SJRP65 — E. faecium; SJRP29 — E. durans; ST 080 - S. thermophilus ST 080. Letras mindsculas iguais
na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (p > 0, 05) no mesmo tempo de incubac¢do. Letras mailsculas iguais na mesma coluna néo diferem

estatisticamente entre si (p > 0,05) para mesma cepa e diferentes concentracdes de polpas de mana-cubiu no mesmo tempo de incubacao.
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A populacao inicial de S. thermophilus ST 080 foi superior as demais cepas
testadas na presenca de mana-cubiu, e se manteve proxima a 8 log UFC/mL em todos
os tratamentos. O efeito da polpa de mana-cubiu na viabilidade foi dependente da
cepa. L. plantarum ST8Sh, L. casei SJRP38, L. fermentum SJRP43 e E. faecium
SJRP65 apresentaram maior viabilidade apos 24 h de fermentacdo, na auséncia de
polpa de mana-cubiu. Nas demais cepas, a adi¢cdo de polpa ndo afetou a viabilidade
das BAL ou apresentou maior viabilidade. A polpa de fruta contém compostos, tal
como as fibras, que podem ser usados como substratos pelas BAL e aumentarem sua
viabilidade.

O crescimento das bactérias probidticas no leite é lento devido a falta de
enzimas proteoliticas, por isso, sdo utilizadas culturas iniciadoras para acelerar a
produgéo de iogurtes e leites fermentados (MARAFON et al., 2011). A adicdo de
compostos (fibras, polpa de frutas, farinhas de vegetais, etc) que aumente os sélidos
no leite também favorece a viabilidade das bactérias probidticas (SODINI et al., 2005).

Durante a fermentacéo, as bactérias acidolaticas convertem a lactose em acido
latico, reduzindo o pH do leite até atingir 4,6 (ponto isoelétrico da caseina), quando ha
formacao do gel (LEE; LUCEY, 2010). Desta forma, o monitoramento do pH é um dos
parametros mais importantes para avaliar o desenvolvimento da cultura analisada.

Apesar de E. faecium SJRP65 ter apresentado a maior viabilidade no
tratamento controle e na presenca da polpa de mana-cubiu e ter sido previamente
caracterizada como potencialmente probidtica (NASCIMENTO et al., 2019), alguns
estudos, entretanto, demonstram que Enterococcus sp. podem agir como patégenos
emergentes, pelo risco de transferéncia de genes de viruléncia, e de resisténcia
antimicrobiana para outros micro-organismos presentes no trato gastrointestinal
(OUWEHAND et al., 2001). Por consequéncia, sao recomendados estudos visando
demonstrar ndo s6 as caracteristicas probioticas do E. faecium, mas, principalmente,
a sua inocuidade em relacéo a saude do consumidor.

Diante deste cenario, para o desenvolvimento do leite fermentado foi escolhida
a cepa probiodtica de L. plantarum ST8Sh, em co-cultura com S. thermophilus ST 080,
adicionado 3% de polpa de mana-cubiu. L. plantarum é uma bactéria versatil,
encontrada em varios nichos ambientais, como em vegetais, produtos lacteos e
carnes, também esta presente no trato gastrointestinal humano (KLEEREBEZEM et

al., 2003). Devido a esta versatilidade L. plantarum € um dos micro-organismos mais
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importantes na industria alimenticia, e tem sido usado na fermentagéo de frutas e
vegetais (DI CAGNO et al., 2010; CAGNO et al., 2011; SABO et al., 2014).

Além disso, Lactobacillus plantarum ST8Sh produz a bacteriocina da familia da
pediocina PA-1 e apresenta atividade frente a diversas LAB, tais como Enterococcus
spp. e Streptococcus spp., e frente a patégenos, tais como Klebsiella pneumoniae e
Listeria spp. (TODOROV; HOLZAPFEL; NERO, 2016). Esta caracteristica é bastante
importante, uma vez que pode auxiliar na conservacdo do produto durante a

estocagem.

5.6.4 Curva de acidificacdo de leite fermentado com L. plantarum ST8Sh e S.
thermophilus ST 080

A avaliacdo da cinética de fermentacéo do leite controle e leite adicionado de
3% de polpa de mana-cubiu (Figura 10) mostra que o uso de polpa para elaboracéo
do leite fermentado né&o influenciou o crescimento do L. plantarum ST8Sh, sendo que
o tratamento controle (sem adicdo de polpa) apresentou o mesmo tempo de
fermentacao.

S. thermophilus ST 080 atuou acelerando a producédo de acidos e reduz o pH,
gue estimula o crescimento do L. plantarum ST8Sh. Do ponto de vista industrial, um
tempo de fermentacéo prolongado seria inviavel, pois aumenta o custo de processo e
reduz a produtividade. Porém, a adi¢do de culturas com elevada atividade metabdlica,
como é o caso do S. thermophilus, soluciona este problema (LEE; LUCEY, 2010).

S. thermophilus ST 080, na presenca de 3 % polpa de mana-cubiu, apresentou
maior tempo de fermentacéo (18 h) quando comparado ao controle (15 h). Elevado
tempo de fermentacéo foi relatado por Busanello (2016), que determinou a viabilidade
de S. thermophilus em amostras de leite fermentado com farinha de banana verde e
obteve 18 h de fermentacgéo para atingir pH 5.

A combinacéo de L. plantarum ST8Sh e S. thermophilus ST 080 foi a que
apresentou o melhor desempenho (menor tempo de fermentag&o) quando comparada
aos outros tratamentos testados; o tempo de fermentag&o reduziu de 50 h (cultura
pura de L. plantarum ST8Sh) para 25 h (L. plantarum ST8Sh em co-cultura com S.
thermophilus ST 080).



Figura 10. Curva de acidificacéo do leite fermentado com L. plantarum ST8Sh (LP) e S. thermophilus ST 080 (ST) e L. plantarum

em co-cultura com S. thermophilus (LP + ST), adicionado de polpa de mana-cubiu (F) e controle (C).
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Fonte: Elaborado pelo autor
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5.7 Caracterizagdo fisico-quimica, determinacdo de biocompostos e anédlise
microbioldgica do leite fermentado

5.7.1 Composicao centesimal, pH, acidez, CRA e sinérese do leite fermentado

Os teores de umidade, proteina e de carboidratos do leite fermentado em todos
os tratamentos ndo diferiram entre si (Tabela 15). Os teores de cinzas do leite
fermentado controle foram superiores aos do leite fermentado com polpa de mana-
cubiu, 1,70a 1,83 % e 1,42 a 1,45 %, respectivamente.

Os teores de lipideos variaram de 0,13 a 0,16%, e o valor calérico dos leites
fermentados foram diferentes em todos os tratamentos; no entanto, com pequenas
variacdes, de 44,25 a 48,78 kcal/100 g.

Houve aumento do valor de pH no leite fermentado contendo polpa de mana-
cubiu ao longo do armazenamento (Tabela 16); este resultado n&o era esperado e
pode estar relacionado com degradacdo dos constituintes da polpa de mana-cubiu
(Tabelas 7 e 8). As amostras dos tratamentos controle (LP, ST e LP + ST)
apresentaram reducdo do pH ao longo do armazenamento, devido a producao de
acido latico pelas bactérias acidolaticas.

A acidez titulavel dos leites fermentados aumentou ao longo dos 28 dias de
estocagem em todos os tratamentos (Tabela 17). Os teores variaram de 0,90 a 1,83
g de &cido latico/100 g, e atendem ao Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade
(RTIQ) de Leites Fermentados (0,6 a 2,0 g de acido latico/100 g) (BRASIL, 2007). Este
aumento da acidez no leite fermentado esta relacionado com a presenca de bactérias
acidolaticas que hidrolisam a lactose presente no meio em glicose e galactose,
produzindo &cido latico a partir da fermentacdo de glicose (PENNA et al., 2015).
Campos et al. (2017) também observaram aumento na acidez em leite fermentado
com adicéo de polpa de acai ao longo do periodo de armazenamento, principalmente
entre 14 e 28 dias de estocagem.



Tabela 15. Composicao centesimal de leite fermentado (adicionado de 3 % de polpa de mana-cubiu e controle). Resultados

expressam as medias seguidas do desvio padréo.

Tratamentos Umidade Cinzas Proteina Lipideos Carboidratos Valor

(%) (%) (%) (%) (%) Energético

kcal.100 g*

Adicionado de polpa
LP 8765+0064~ 145+001¢ 4,11+0004 0,13+0,018 6,66+0,06" 4425+0,20F
ST 86,87 £+0,45~ 1,44+0,00¢ 438+008% 0,13+0,01® 7,18+055% 47,43+1,788B
LP + ST 87,49+0,23~A 1,42+0,01¢ 4,25+0,184 0,13+0,01® 6,71+0,48~ 44,99+0,93°
Controle
LP 86,95+0,44A~ 1,70+0,028 4,21+001~ 0,14+0,008 700+069~ 46,13+1,73€
ST 86,18 +0,23A 1,82+0,01* 4,24+0,03A 0,16+0,00~ 760+0,18~A 48,78+0,88%
LP + ST 87,22+0,14A 1,83+0,02A 435+0,034 0,16+0,00~A 6,44+0,20" 4460+059F

76

LP — L. plantarum ST8Sh; ST — S. thermophilus ST 080; LP + ST — L. plantarum ST8Sh + S. thermophilus ST080. Média de dois processamentos (n=6). A 8- C
Letras mailisculas diferentes na mesma coluna e & ¢letras minUsculas diferentes na mesma linha, diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).
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Tabela 16. Valores de pH em leite fermentado (adicionado de 3 % de polpa de mana-
cubiu e controle), durante 28 dias de armazenamento. Resultados expressam as

meédias seguidas do desvio padrao.

Tratamentos Tempo (dias)

1 14 28
Adicionado de polpa
LP 4,61 +0,01 7P 4,61+0,10°8P 4,81 +0,01 Ba
ST 4,64 + 0,06 AP 4,93 £ 0,02 A2 4,94 + 0,02 A2
LP + ST 4,66 + 0,04 AP 4,95 + 0,06 A2 4,92 + 0,02 Aa
Controle
LP 4,61+0,01% 4,56 + 0,03 b 4,53 + 0,03 ¢
ST 4,62 +£ 0,02 A2 4,56 + 0,02 b 4,41 £ 0,01 P
LP + ST 4,61 £ 0,02 A2 4,58 £ 0,00 ©b 4,46 + 0,02 Pc

LP — L. plantarum ST8Sh; ST — S. thermophilus ST 080; LP + ST — L. plantarum ST8Sh + S.
thermophilus ST 080. Média de dois processamentos (n=6). ~ B C Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna e 2 ¢letras minlsculas diferentes na mesma linha, diferem pelo teste de Tukey a 5%
de significancia (p<0,05).

Tabela 17. Acidez titulavel em leite fermentado (adicionado de 3 % de polpa de mana-
cubiu e controle), durante 28 dias de armazenamento. Resultados expressam as

médias seguidas do desvio padréo.

Tempo (dias)

Tratamentos
1 14 28

Adicionado de polpa

LP 1,32 + 0,02 Bb 1,39 £ 0,01 Bb 1,63 £0,0142
ST 0,95+ 0,02 ¢b 0,90 + 0,04 ©b 1,29+0,12 82
LP + ST 1,21 + 0,04 Bb 1,24 + 0,04 Bb 1,33 +0,01 B2
Controle

LP 1,46 +£ 0,04 Ab 1,76 £ 0,06 A2 1,83 £ 0,04 A2
ST 0,94 + 0,02 ©c 1,42 + 0,06 BP 1,67 + 0,02 A2
LP + ST 0,99 + 0,04 ¢ 1,13+0,14 ©® 1,30 £ 0,00 B2

LP — L. plantarum ST8Sh; ST — S. thermophilus ST 080; LP + ST — L. plantarum ST8Sh + S.
thermophilus ST 080. Média de dois processamentos (n=6). ~ B C Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna e & ¢letras minlsculas diferentes na mesma linha, diferem pelo teste de Tukey a 5%
de significancia (p<0,05).
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Ao longo dos 28 dias de armazenamento, houve pés-acidificagdo nos leites
fermentados em todos os tratamentos e a CRA diminuiu ou se manteve constante.
(Tabela 18). A CRA dos leites fermentados por L. plantarum ST8Sh e S. thermophilus
ST 080 adicionados de polpa de mana-cubiu e leites fermentados por L. plantarum
ST8Sh em co-cultura com S. thermophilus ST 080 sem adicdo de polpa se manteve
constante ao longo do armazenamento. Este resultado pode estar relacionado a
presenca de pectina na polpa de mana-cubiu (SILVA FILHO, 2003) e/ou a producao
de exopolissacarideos por S. thermophilus ST 080. Nos demais tratamentos, a CRA
diminuiu durante os primeiros 14 dias e se manteve estavel durante o restante do
armazenamento. Portanto, as diferencas observadas na CRA dos leites fermentados
possivelmente sdo devidas as diferencas na estrutura do gel formado durante a

fermentacao.

Tabela 18. Capacidade de retencédo de agua (CRA) em leite fermentado (adicionado

de 3 % de polpa de mana-cubiu e controle), durante 28 dias de armazenamento

Tempo (dias)

Tratamentos

1 14 28
Adicionado de polpa
LP 41,20 £0,01 ¢ 36,85 + 0,60 A° 37,46 + 0,39 AP
ST 40,70 £ 0,22 2 38,90 £ 1,94 A2 38,20 £ 0,73 A2
LP + ST 41,99 +1,14 Ca 40,25 + 0,10 A2 39,74 £ 0,21 A2
Controle
LP 44,81 +0,77 B2 37,40 £ 0,97 A° 36,90 + 2,38 Ab
ST 39,04 £1,44 P2 41,47 1,244 37,92 +1,3842
LP + ST 45,64 + 0,25 A2 38,84+ 0,71 A° 38,25 + 0,32 Ab

LP — L. plantarum ST8Sh; ST — S. thermophilus ST 080; LP + ST — L. plantarum ST8Sh + S.
thermophilus ST 080. Média de dois processamentos (n=6). ~ B € Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna e 2 2 ¢letras minlsculas diferentes na mesma linha, diferem pelo teste de Tukey a 5%
de significancia (p<0,05).

A interacdo das proteinas com a agua ocorre através da formacéo de ligagoes,
como as pontes de hidrogénio, ligacdes dipolo-dipolo ou interacbes com 0s grupos
ionizados das cadeias laterais dos aminoacidos. Assim, quanto maior for a propor¢céo
de aminoacidos com cadeias laterais hidrofilicas, maior sera a CRA dos sistemas

compostos pela proteina (ORDONEZ et al., 2005). Com o aumento da acidez do
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iogurte durante o periodo de estocagem, principalmente nos primeiros dias quando a
pés acidificacdo é mais acentuada, pode ocorrer uma contragdo do coagulo do iogurte,
que pode desestabilizar a estrutura formada e resultar em reducdo da CRA
(ACHANTA; ARYANA; BOENEKE, 2007). De uma maneira geral, os principais fatores
que afetam a CRA séo: composi¢cao de aminoacidos, sua estrutura e conformacéo, a
polaridade e a carga na superficie, a forca ibnica, o pH e a temperatura
(DAMODARAN; PERKIN; FENNEMA, 2010).

Moretti (2009) analisou o efeito da suplementacéo do leite com diferentes tipos
de proteinas (soro de leite, soja e colageno), fermentado com culturas laticas
tradicionais e probidticas. O aumento da concentracdo de suplemento protéico
resultou em aumento da CRA e reducédo da sinérese dos iogurtes. Possivelmente, as
mudancas de CRA ao longo do tempo de armazenagem do iogurte sdo devido a
modificacao da estrutura do gel formado durante este periodo de estocagem.

Houve reducdo da sinérese espontanea no leite fermentado quando S.
thermophilus ST 080 foi usado na forma de cultura pura, com adicdo de polpa de
mand-cubiu e quando S. thermophilus ST 080 e L. plantarum ST8Sh foram usados na
forma de cultura pura, no produto controle (Tabela 19). A propensdo a sinérese
durante a estocagem é umas das caracteristicas estruturais mais importantes em leite
fermentado (AKALIN et al., 2012).

O fendmeno de sinérese € indesejavel e ocorre devido a um rearranjo da rede
formada pelos coagulos, levando a um aumento no numero de jun¢des particula-
particula, fazendo com que o coagulo se retraia, expelindo um liquido intersticial
(ANTUNES, 2004).

A reducdo da sinérese ao longo do tempo de armazenamento pode estar
relacionada a uma maior absor¢do de agua pela matriz do coagulo do iogurte, que
podem ser causadas por mudancas na sua estrutura e formacdo de mais ligacoes

entre as proteinas e o soro livre (MORETTI, 2009).
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Tabela 19. Sinérese em leite fermentado (adicionado de 3 % de polpa de mana-cubiu
e controle), durante 28 dias de armazenamento. Resultados expressam as médias

seguidas do desvio padréo.

Tempo (dias)

Tratamentos

1 14 28
Adicionado de polpa
LP 42,17 £ 1,654 40,83 +1,18 82 44,50 + 1,65 A2
ST 48,83 £ 0,71 42 23,50 + 2,59 Pb 22,17 + 3,06 Bb
LP + ST 40,50 £ 1,18 A2 39,33 +0,94 ¢ 40,00 £ 0,94 A2
Controle
LP 40,00 £ 0,94 A2 25,00 + 2,36 PP 12,50 + 1,18 B¢
ST 48,33 £ 1,414 42,50 £ 2,89 Ba 20,83 + 1,18 Bb
LP + ST 51,17 £ 1,65 A2 51,17 + 3,06 A2 49,17 + 3,54 Aa

LP — L. plantarum ST8Sh; ST — S. thermophilus ST 080; LP + ST — L. plantarum ST8Sh + S.
thermophilus ST 080. Média de dois processamentos (n=6). ~ B C Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna e 2 ¢letras minlsculas diferentes na mesma linha, diferem pelo teste de Tukey a 5%
de significancia (p<0,05).

5.7.2 Biocompostos em leite fermentado

Durante o decorrer da estocagem houve um aumento significativo de
compostos fendlicos totais nos leites fermentados adicionados de polpa de mana-
cubiu, com variacdo de 0,22 a 1,54 mg EAG/g (Tabela 20). Este aumento foi mais
intenso quando a cepa de L. plantarum ST8Sh foi usada, provavelmente pela
degradacdo de compostos e liberacdo de compostos bioativos.

Os leites fermentados apresentaram elevada capacidade de sequestro de
radicais DPPH e FRAP, ou seja, elevada atividade antioxidante (Tabela 21). Houve
variacdo de 0,34 a 1,11 pmol Trolox/g da atividade antioxidante quantificada por
DPPH, e 0,44 a 1,67 umol Trolox/g da atividade antioxidante quantificada por FRAP.
Ainda, a capacidade de sequestro dos radicais livres foi maior ou igual ao controle
guando a polpa de mana-cubiu foi adicionada.

Os carotenoides presentes na polpa de mana-cubiu (licopeno, B-caroteno e
luteina) demonstraram uma potente agdo de sequestro do radical peroxila, enquanto
0s compostos fendlicos apresentaram uma grande eficiéncia em desativar peroxido
de hidrogénio e acido hipocloroso (RODRIGUES; MARIUTTI; MERCADANTE, 2013).
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Tabela 20. Teores de compostos fendlicos totais (mg EAG/g) em leite fermentado
(adicionado de 3 % de polpa de mana-cubiu e controle), durante o periodo 28 dias de

armazenamento. Resultados expressam as médias seguidas do desvio padrao.

Tempo (dias)

Tratamentos

1 14 28
Adicionado de polpa
LP 0,63 £ 0,03 A 0,66 + 0,03 AP 1,54 £ 0,43 A2
ST 0,23 + 0,01 Bb 0,28 + 0,08 BP 0,48 £ 0,08 Ba
LP + ST 0,22 + 0,00 B¢ 0,32+ 0,01 B° 0,46 + 0,03 Ba
Controle
LP 0,18 £ 0,05 Bb 0,22 £ 0,01 B 0,54 +0,01 B2
ST 0,17 + 0,03 Bb 0,21 + 0,02 B> 0,52 + 0,06 B2
LP + ST 0,15+ 0,01 Bb 0,19+ 0,01 B° 0,45 + 0,00 B2

LP — L. plantarum ST8Sh; ST — S. thermophilus ST 080; LP + ST — L. plantarum ST8Sh + S.
thermophilus ST 080. Média de dois processamentos (n=6). ~ B C Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna e 2 ¢letras minlsculas diferentes na mesma linha, diferem pelo teste de Tukey a 5%
de significancia (p<0,05).

O aumento da atividade antioxidante durante o armazenamento ocorre porque
a fermentacédo induz a quebra estrutural das paredes celulares da planta, levando a
liberacdo de varios compostos antioxidantes. Durante a fermentacdo também
acontece uma reacdo de hidrolise microbiana, o que aumenta a quantidade de
compostos antioxidantes no leite fermentado (HUR et al.,, 2014). Busanello et al.
(2019) analisaram leite fermentado com o probiético L. plantarum adicionado de
farinha de banana verde, e em 40 h de fermentacdo obteve 0,31 = 0,05 umol

Trolox/mL, pelo método DPPH, inferior ao observado no presente trabalho.

5.7.3 Carotenoides em leite fermentado

Ndo foi possivel quantificar os carotenoides em leite fermentado,
provavelmente, a quantidade de polpa de mana-cubiu (3%) adicionada ao leite
fermentado foi insuficiente para ser detectada pelo método proposto neste trabalho.
Ainda, a quantidade de carotenoides pode ter sido degradada durante a fermentacéo
do leite pelas BAL. Os carotenoides sao degradados pela oxidag¢ao dos alimentos, sdo

instaveis ao pH e ao aquecimento. Devido a instabilidade ao pH e ao aquecimento
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dos alimentos, os carotenoides sado degradados e transformados para a forma cis,
resultando em perda de cor (BOBBIO; BOBBIO, 2001).

5.7.4 Viabilidade celular das BAL em leite fermentado

A populacdo de L. plantarum ST8Sh e S. thermophilus ST 080 reduziu
significativamente durante o armazenamento (Tabela 22). No leite fermentado com
adicao de polpa de mana-cubiu, a viabilidade celular das BAL variou de 12,22 a 10,55
log UFC/mL, enquanto no leite fermentado controle a variacéo foi de 12,27 a 10,56 log
UFC/mL, em geral, os valores foram semelhantes estatisticamente.

A populacao de S. thermophilus ST 080 reduziu significativamente ao longo do
tempo, com variacéo de 11,96 a 9,45 log UFC/mL na presenca da polpa e de 12,00 a
8,86 log UFC/mL no tratamento controle. No final do armazenamento, S. thermophilus
ST8 apresentou maior viabilidade na presenca da polpa de mana-cubiu. S.
thermophilus é pouco tolerante a ambientes acidos e baixos valores de pH (PENNA
et al., 2015), e por isso, a reducao da viabilidade pode estar relacionada ao aumento
da acidez nos leites fermentados durante a estocagem (Tabela 17).

E importante que a formulagdo mantenha a atividade e a viabilidade do
probidtico durante o periodo de armazenamento. Alguns vegetais, incluindo
principalmente as frutas, podem conter em sua composi¢do compostos com atividade
antimicrobiana e excessiva acidez, e estas caracteristicas reduzem a viabilidade dos
probiéticos (VINDEROLA et al., 2002). Por outro lado, alguns compostos presentes
em vegetais (minerais, vitaminas, fibras dietéticas, antioxidantes, compostos fendlicos
e carotenoides) podem favorecer o crescimento das cepas probioticas (REIS et al.,
2011; BORGONOVI, 2018), conforme observado no leite fermentado com polpa de
mana-cubiu.

O crescimento das bactérias probidticas no leite é lento durante a fermentacao
e a sua taxa de sobrevivéncia durante o armazenamento é baixa. A adicdo de
substancias prebidticas e a selecdo adequada de culturas iniciadoras (starters)
melhoram o crescimento das bactérias probioticas (OLIVEIRA et al., 2012). A adicdo
de frutos em produtos fermentados promove o crescimento das BAL e a viabilidade
das bactérias permanece no nivel bioterapéutico (>6-8 log UFC/mL) (BARAT,;
OZACAN, 2017).
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Tabela 21. Atividade antioxidante de leite fermentado (adicionado de 3 % de polpa de mana-cubiu e controle), obtido pelo método

DPPH e FRAP (umol Trolox/g), durante de 28 dias de armazenamento. Resultados expressam as meédias seguidas do desvio

padrao.
DPPH (umol Trolox/q) FRAP (umol Trolox/g)
Tratamentos Tempo (dias) Tempo (dias)
1 14 28 1 14 28
Adicionado de polpa
LP 0,57+0,024 0,70+0,014° 1,11 +0,0542 0,66 +0,01° 0,64+0,00A> 1,560,044
ST 0,54 +0,074¢ 0,77 +0,001A° 1,05+0,0142 0,44+0,00°» 0,48 +0,03¢ 0,95+ 0,09 B2
LP + ST 0,54 £0,014¢ 0,77 +0,00A* 1,05+0,0142 0,49+0,13° 0,59+0,018 1,57 +0,00"2
Controle
LP 0,45+0,048 0,68+0,00~ 1,03 +0,05 82 0,51+0,028 0,61+0,00A> 1,400,088
ST 0,44 +0,06 ¢ 0,64 +0,01° 0,80 + 0,02 0,51+0,098 0,58+0,048 1,01+0,09¢
LP + ST 0,34 £0,05° 0,58 +0,008 0,70 + 0,04 P2 0,51+0,018 0,53+0,018 1,67+0,10"2

LP — L. plantarum ST8Sh; ST — S. thermophilus ST 080; LP + ST — L. plantarum ST8Sh + S. thermophilus ST080. Média de dois processamentos (n=6). A 8- €
Letras mailsculas diferentes na mesma coluna e & b ¢letras minlsculas diferentes na mesma linha, diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).
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Tabela 22. Viabilidade das BAL (log UFC/mL) em leite fermentado (adicionado de 3 % de polpa de mana-cubiu e controle), durante

28 dias de armazenamento. Resultados expressam as médias seguidas do desvio padréo.

Tratamentos

Tempo (dias)

14

28

Adicionado de polpa
LP

ST

LP + ST

Controle

LP

ST

LP + ST

12,22 + 0,02 Ba
11,96 + 0,10 P
12,22 + 0,02 Ba

11,97 £ 0,05 @
12,00 + 0,07 ©@
12,27 + 0,06 A2

11,76 + 0,02 AP
12,03 £ 0,14 A&
12,15 + 0,03 AP

11,96 £ 0,13 A2
12,07 £ 0,15 A4
11,97 £ 0,04 AP

10,55 + 0,06 B¢
9,57 + 0,09 ©P
10,87 £ 0,01 A°

10,57 + 0,13 BP
9,51 + 0,03 ©P
10,86 + 0,01 A°

9,55 + 0,06 Bd
9,45 + 0,06 Bb
10,55 + 0,06 Ad

9,563 £ 0,09 Be
8,86 + 0,04 <
10,56 + 0,10 Ad

LP — L. plantarum ST8Sh; ST — S. thermophilus ST 080; LP + ST — L. plantarum ST8Sh + S. thermophilus ST080. Média de dois processamentos (n=6). A B C
Letras mailisculas diferentes na mesma coluna e & ¢letras minUsculas diferentes na mesma linha, diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).
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Desta forma, neste estudo ficou demonstrado que a polpa de mana-cubiu é um
bom ingrediente para adicdo ao leite a ser fermentado por L. plantarum ST8Sh e S.
thermophilus ST 080. Além disso, a polpa de mana cubiu, por conter elevado contetdo
de compostos bioativos, pode contribuir para aumentar o valor nutricional de leites

fermentados.

6 CONCLUSOES

A composicao fisico-quimica da polpa de mana-cubiu demonstra elevado
contetdo de compostos bioativos (compostos fendlicos, carotenoides e acido oleico)
e atividade antioxidante. O tratamento térmico e adicdo de acido citrico para a
conservacdo da polpa de mana-cubiu teve efeito significativo na retencdo dos
compostos bioativos. O tratamento térmico a 70°C/7,5 min e adigdo de 0,75% de acido
citrico resultou na maior retencéo de carotenoides e foi selecionado para conservacao
da polpa de mana-cubiu. As cepas de L. plantarum ST8Sh e S. thermophilus ST 080
apresentaram elevada viabilidade na presenca de polpa de mana-cubiu e foram
selecionadas para aplicacdo em leite fermentado. A polpa de mana-cubiu contém
compostos bioativos para adicdo ao leite a ser fermentado por L. plantarum ST8Sh e
S. thermophilus ST 080. Os leites fermentados probidticos contendo polpa de mana
cubiu apresentaram potencial inovador e funcional, com aptiddo para proporcionar
efeitos benéficos aos consumidores. Estudos adicionais visando a otimizacdo da
formulacdo do produto, avaliacdo sensorial e dos efeitos benéficos a saude séo

desejaveis.
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RESUMO — O mana-cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) é um fruto amazbénico
rico em compostos bioativos, vitaminas, minerais e fibras. Possui compostos
fenolicos, carotenoides e vitaminas, que apresentam propriedades medicinais
relacionadas aos compostos bioativos presentes na polpa e na casca. Para a obtengéo
dos compostos fenolicos, a extracdo, a selecdo de solventes e as condigdes de
extracao sdo vitais para a separacao, purificacdo e identificagdo desses compostos.
Este trabalho teve como objetivo preparar polpa de mana-cubiu e estabelecer a
maior extracdo de compostos fendlicos totais (CFT) usando os solventes: metanol,
acetona e agua milli-Q. A extracdo dos compostos fendlicos foi realizada a
temperatura ambiente, de modo sequencial, usando quatro condicGes de extracao:
1 - metanol 50%, seguido de acetona 70%; 2 - etanol 70%, seguido de acetona 50%;
3 - duas extracbes com metanol 100%; 4 - duas extragdes com acetona 100%. O
teor de compostos fendlicos totais foi quantificado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu, e os resultados expressos em mg de
equivalentes de acido galico (EAG) por grama de polpa. O teor de CFT variou de
1,09 a 2,16 mg EAG g*. A maior concentragdo foi obtida utilizando metanol 50%
seguido de acetona 70%, e a menor concentracao foi obtida com 2 extragGes com
acetona 100%. As condicOes de extragdo testadas apresentaram diferentes
eficiéncias extratoras que foram testadas pelo teste de Tukey, a nivel de 5% de
significancia.

ABSTRACT — The mana-cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) is an Amazonian
fruit rich in bioactive compounds, vitamins, minerals and fibers. It contains
phenolic compounds, carotenoids and vitamins, which have medicinal properties
related to the bioactive compounds present in their pulp and peel. In order to obtain
the phenolic compounds, extraction, solvent selection and extraction conditions are
vital for the separation, purification and identification of these compounds. The
objective of this research was to produce mana-cubiu pulp and establish the highest
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total phenolic compounds (TPC) extraction using the solvents: methanol, acetone
and milli-Q water. The extraction of phenolic compounds was performed
sequentially at room temperature using four extraction conditions: 1 - 50%
methanol, followed by 70% acetone; 2 - 70% ethanol, followed by 50% acetone; 3
- two extractions with 100% methanol; 4 - two extractions with 100% acetone. The
content of total phenolic compounds was quantified by the Folin-Ciocalteu
spectrophotometric method, and the results were expressed in mg of gallic acid
equivalents (GAE) per gram of pulp. The TPC content ranged from 1.09 to 2.16 mg
GAE g*. The highest concentration was obtained using 50% methanol followed by
70% acetone, and the lowest concentration was obtained with 2 extractions with
100% acetone. The extraction conditions tested showed different extractive
efficiencies that were tested by the Tukey test at a 5% level of significance.

INTRODUCAO

O mana-cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) é um fruto de origem amazonica, pertence
a familia Solanaceae. E um fruto suculento de sabor &cido e aroma agradavel, considerado fonte
de vitaminas, minerais e fibras. Na regido amazonica é consumido in natura ou utilizado no
preparo de alimentos diversos, tais como sucos, sorvetes, compotas, doces etc. Acredita-se que
este fruto apresenta propriedades medicinais, sendo utilizado popularmente para o controle do
colesterol, triglicerideos, anemia, diabetes, entre outros males. Apesar de ser utilizado pela
populacdo local para esse fim, existem poucos estudos que comprovem seus efeitos benéficos
(SILVA FILHO et al., 1997). Yuyama et al. (2005) avaliaram a influéncia do cubiu sobre a
concentracdo serica de glicose em ratos diabéticos. Os ratos que receberam o cubiu
apresentaram uma reducédo de glicose no sangue ao final da 42 semana de tratamento, quando
comparado com o grupo controle. Os autores constataram acdo hipoglicemiante do fruto mana-
cubiu.

As propriedades medicinais do mana-cubiu podem estar relacionadas ao seu contetido de
compostos bioativos, tal como B-caroteno, que apresentam correlacdo com a atividade
antioxidante. O B-caroteno possui atividade pro-vitamina A e atividade antioxidante. Esta
atividade esta relacionada com a capacidade de sequestrar os radicais livres, como o oxigénio
singlete e os radicais peroxil (CARDONA-JARAMILLO, 2011).

H& uma grande variedade de compostos quimicos com propriedades bioativas, com a
presenca de diversas classes quimica, tais como vitaminas, acidos graxos, carotenoides,
compostos fenolicos etc. (GURIB-FAKIM, 2006).

Na polpa do manéa-cubiu (CEAGESP/SP) foram identificados 5 compostos fendlicos e 17
carotenoides, sendo os majoritarios all-trans-p-caroteno (7,15 pg/g de polpa), all-trans-luteina
(2,41 pg/g de polpa), 9 cis-luteoxantina (1,33 pg/g de polpa), all-trans-luteoxantina (1,30 pg/g
de polpa) e all-trans-violaxantina (0,98 pg/g de polpa) (RODRIGUES; MARIUTTI,
MERCADANTE, 2013).

A grande variedade de compostos quimicos com propriedades bioativas implica em um
grande desafio para o desenvolvimento de metodologias eficientes para a extragéo,
identificacdo e quantificacdo desses compostos. A etapa de extracdo é primordial para a
obtengdo de compostos quimicos; a escolha de uma técnica adequada € determinante para a
separacdo, purificacéo e identificacdo de compostos bioativos, bem como evitar perdas e ou
degradacdo dos compostos termolédbeis (DAI; MUMPER, 2010; GURIB-FAKIM, 2006;
SASIDHARAN et al., 2011).

A técnica de extracdo solido-liquido € amplamente utilizada para extrair compostos
quimicos de plantas, devido a sua simplicidade e eficiéncia. O método consiste na extracdo de
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componentes solUveis atravées do contato direto da matriz sélida com o solvente utilizado, sendo
util no preparo de extratos de origem vegetal. Para maior eficiéncia na extracéo, a matriz vegetal
é processada com o objetivo de aumentar a area superficial, tais como: maceracao, trituracéo,
pulverizagdo, entre outras (DUTTA, 2007; IGNAT et al., 2011; THEODORE; RICCI, 2010).

Outro fator critico para eficiéncia da extracdo € a selecdo adequada de solventes que
devem ter pureza, polaridade e seletividade adequadas, compativeis com as propriedades fisicas
e quimicas dos compostos a serem extraidos (AJILA etal., 2011; GARCIA-SALAS et al., 2010;
OTSUKA, 2006).

O objetivo do trabalho foi estabelecer a condicdo de extracdo usando os solventes
metanol, acetona e agua milli-Q que resulte na maior extracdo de compostos fendlicos totais
(CFT).

MATERIAL E METODOS
Obtencédo da Polpa de Mana-Cubiu

Os frutos de mana-cubiu foram adquiridos na CEAGESP, SP. Os frutos foram lavados
em &gua corrente e submersos em solucdo aquosa de hipoclorito de sédio (NaClO) a 10% em
temperatura ambiente, por 10 minutos. Foram retiradas as cascas e peddnculos manualmente.
Para evitar o escurecimento da polpa, os frutos foram imergidos em uma solugdo de éacido
citrico com pH 4,0 por 1 minuto. A polpa foi triturada, adicionada de 0,5% de acido citrico e
pasteurizada a 70 °C por 5 minutos em multiprocessador (Thermomix, VVorwerk, Cloyes-sur-
le-Loir, Franca) e passada em tamis de inox de 1,68 mm (ABNT 12) para a retirada das
sementes. As polpas foram preparadas em quadruplicata, embaladas a vacuo em sacos de
polietileno e armazenadas a -20 °C até 0 momento da sua utilizacao.

Extracdo dos Compostos Bioativos

A extracdo dos compostos foi realizada em triplicata, de acordo com Rufino et al. (2007),
Paz et al. (2015) e Zhao e Shah (2014), com modificacGes. A extracdo dos compostos fendlicos
foi realizada a temperatura ambiente, de modo sequencial, usando quatro condicGes de extragao:
1 - metanol 50%, seguido de acetona 70%; 2 - etanol 70%, seguido de acetona 50%; 3 - duas
extragcdes com metanol 100%; 4 - duas extracfes com acetona 100%.

Para a extracao, foi pesado aproximadamente 2,5 g da polpa de mana cubiu em tubo de
falcon, em seguida adicionado 10 mL do solvente extrator, conforme o tratamento,
homogeneizado, e colocado em repouso por uma hora, ao abrigo da luz e em temperatura
ambiente. Transcorrido o tempo, a mistura de polpa e solvente foi centrifugada a 10.000 g por
15 minutos em centrifuga (THERMO modelo SL 8, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA).
O sobrenadante foi transferido para um baldo volumétrico de 25 mL e o residuo sélido foi
submetido a nova extracdo com segundo solvente, conforme o tratamento. O sobrenadante da
segunda extracéo foi recolhido no mesmo baldo volumetrico e completado o volume com agua
Mili-Q. A composicao final obtida ap6s avolumacao foi 40% do solvente 1, 40% do solvente 2
e 20% de agua Mili-Q.

Determinacédo dos Compostos Fendlicos Totais (CFT)

A determinacdo do teor de CFT foi realizada, em triplicata, pelo método de Folin-
Ciocalteu, modificado por Ramful e Tarnus (2011). Resumidamente, 250 uL do extrato foi
adicionado a 3,5 mL de agua MiliQ em tubo de ensaio e misturados com 250 pL de reagente
fendlico de Folin-Ciocalteu. Apds 3 min, 1000 uL de carbonato de sddio 20 % (m/v) foi
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adicionado a mistura, agitado em vortex (Nova Instruments, Piracicaba, Brasil) e incubado em
banho maria (Fisatom, S&o Paulo, Brasil) a 40 °C por 40 min ao abrigo da luz. O branco foi
preparado em conjunto com a amostra, do mesmo modo que a amostra, sendo o extrato
substituido por &gua. A absorbancia foi medida em 685 nm em espectrofotémetro UV/VIS
modelo Genesys 10S (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). O teor de CFT foi estimado
usando uma curva analitica preparada a partir de solu¢bes com diferentes concentracfes de
acido galico, na faixa de concentracio de 5,0 a 100 mg L. A relaco linear foi estabelecida
pelo método dos minimos quadrados (regressao linear), e a linearidade foi avaliada pelo valor
do coeficiente de correlagdo (r?). Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de
acido gélico (EAG) por g de polpa.

Anélise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA) e comparagéo entre
as medias pelo teste de Tukey, a nivel de 5% de significancia, utilizando o programa Statistic
12.5 (StatSoft Inc., Tulsa, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra a curva analitica de calibracdo de &cido galico (mg) versus absorbancia.
A curva analitica apresentou excelente linearidade, com coeficiente de correlagdo r? = 0,999.
Os critérios para aceitacdo da curva analitica seguem normas estabelecidas por guias de
validacao, publicados por agéncias reguladoras oficiais. Segundo este guia, a correlacao linear
(r?) deve ser igual ou superior a 0,98, condic&o satisfeita para a curva obtida (BRASIL, 2003).

Figura 1: Curva padréo de acido galico.
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Tabela 1: Teor de compostos fenolicos totais extraidos da polpa do fruto de mana-cubiu
(n = 3) com diferentes solventes.

Extrator CFT

[mg EAG 9]
1 - metanol 50% + acetona 70 % 2,16 + 0,002
2 - metanol 70% + acetona 50 % 2,09 +0,01°
3 - metanol 100% + metanol 100% 1,26 +0,01°
4 - acetona 100% + acetona 100% 1,09 + 0,00¢

Letras diferentes indicam ordens estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Os valores CFT extraidos da polpa foram expressos em mg de equivalentes de acido
galico por grama de polpa (mg EAG g?), a Tabela 1 traz os valores obtidos pelas solugoes
extratoras, e a comparacao entre as médias a 5% de significancia (p < 0,05).

A andlise de variancia indicou que as condigdes afetaram a extracdo dos CFT das polpas
de manéa-cubiu, em nivel de 5% de significancia (p < 0,05). Na Tabela 1, a condi¢éo 1 (metanol
50% + acetona 70 %) resultou no maior teor de CFT (2,16 + 0,01 mg EAG g1), enquanto a
condicdo 4 (acetona 100% + acetona 100%) resultou no mais baixo teor de CFT (1,09 £ 0,01
mg EAG g?).

Diferentes autores relataram que o uso de solventes com diferentes polaridades é melhor
guando comparado aos solventes puros, semelhante ao obtido neste trabalho. Vizzotto e Pereira
(2011) testaram a capacidade de extracdo com solventes com variada polaridade e com
solventes puros e misturados. Os resultados mostraram que solventes puros sdao menos
eficientes (teor de CFT inferiores) para a extracao dos CFT do que os apresentados pela mistura
de solventes polares. Os autores afirmam que a solugéo extratora composta por de metanol 45%,
acetona 45% e etanol 10% resultaram em maior concentracdo de CFT (1022 mg EAG/100g).

Rockenbach et al. (2008) testaram a capacidade extrativa dos solventes agua, etanol 70%
e acetona 50% em bagaco de uva. Os autores afirmam que as solu¢BGes aquosas apresentaram
maior capacidade de extracdo de CFT em relacdo ao solvente puro, o extrator acetona 50%
apresentou 7,95 g EAG/100 g de peso seco, sendo a maior concentracdo de CFT encontrada.

Caetano et al. (2009) testaram trés soluc¢des aquosas (acetona 80%, etanol 80% e metanol
80%) para extracdo de CFT em residuo agroindustrial de acerola. A extracdo foi realizada em
ciclos de extracdo sequencial em duas temperaturas (25 e 50 °C) para cada extrator. Ndo foram
relatadas diferencas significativas em relacdo a temperatura de extracdo; em relacdo as solugdes
para a extracdo, o solvente hidroacetonico 80% resultou em maior concentragdo de CFT (5,954
ug E catequina mL™).

CONCLUSAO

A extracdo soélido-liquido por contato direto, mostrou-se eficaz para extracdo dos
compostos fendlicos na polpa de mana-cubiu, associada a extracdo sequencial e variacdo dos
solventes. Para a polpa de mané-cubiu, a utilizacdo dos solventes metanol 50% e acetona 70%
em meio aquoso (condicdo 1) sdo adequados para extracdo de compostos bioativos, resultando
na maior concentracdo de CFT (2,16 mg EAG g de polpa).
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