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INTRODUCAO

Devido ao aumento da procura de produtos alimenticios mais saudaveis e
diversificados, a industria de alimentos tem explorado a criagdo de novos produtos
e tecnologias visando atender um publico cada vez mais exigente. A lista de produtos
alimenticios que tém sido enriquecidos e/ou fortificados com compostos ativos (vitaminas,
probibticos, péptidos bioativos, antioxidantes, etc.) tem sido expressiva nos ultimos anos
(BETORET et al., 2011). Neste sentido, muitas pesquisas (CELLI et al., 2016; MARTINS
et al., 2016) estdo sendo desenvolvidas visando aproveitar diferentes recursos naturais
com caracteristicas adequadas para incorporacéo na dieta humana. A adicdo de extratos
antocianinicos com elevado potencial antioxidante em alimentos encaixa-se neste ramo da
industria alimenticia.

Mais recentemente, a fruta da palmeira Jussara (Euterpe edulis Martius) tem sido
reconhecida por suas propriedades funcionais para uso em alimentos e produtos funcionais,
devido ao seu alto teor de antocianinas e de compostos fenoélicos (BICUDO et al., 2015;
SCHULZ et al., 2016). A fruta da palmeira Jussara, bem como do agaizeiro (Euterpe
oleracea Mart.) sdo denominadas de “super alimentos” em fungé@o de suas propriedades
nutricionais e funcionais (CUNHA JUNIOR et al., 2016; SCHULZ et al., 2016).

Além disto, o Brasil é o terceiro maior produtor de frutos com aproximadamente
6% da producdo mundial (NEVES et al., 2015). No entanto, acredita-se ainda que haja
potencial de crescimento neste ramo do agronegécio pela valorizacdo de frutas ainda
pouco exploradas comercialmente, como € o caso da fruta da Jussara. O uso de frutas da
flora nacional ricas em antocianinas, em medicamentos, cosméticos e nutracéuticos, pode
contribuir para a melhora da satde humana, bem como, promover a sustentabilidade dos
recursos naturais (CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011).

Pelos fatos expostos, a presente pesquisa procurou caracterizar um extrato
antocianinico obtido da fruta da palmeira Jussara e integra-lo em barras de cereal, visando
desenvolver um alimento funcional. A barra de cereal foi escolhida em fun¢éo deste produto
apresentar elevado potencial para adi¢cao de novos ingredientes, facil consumo, baixo custo
e com tendéncia de consumo crescente (CRISTO et al., 2015).

Introducao
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

11 PALMEIRA JUSSARA (Euterpe edulis Martius)

As palmeiras sao plantas monocotiledéneas da familia Arecaceae (Palmae) e
representam os maiores simbolos das florestas tropicais e subtropicais. Sdo reconhecidas
cinco subfamilias, 240 géneros e cerca de 2522 espécies (MARTINS, 2012).

Em relag@o ao género Euterpe, no Brasil existem cinco espécies, sendo Euterpe
edulis Martius (palmiteiro ou jussara), Euterpe catinga Wallace (acai da caatinga), Euterpe
oleraceae Martius (acgaizeiro), Euterpe longibracteata Barbis Rodrigues (agai da terra
firme), Euterpe precatdria Martius (agcai do Amazonas) (HENDERSON, 2000).

O género Euterpe estd amplamente distribuido no pais ocorrendo de forma continua
ao longo de toda a Mata Atlantica e também em parte do Cerrado (CNCFLORA, 2012). Sua
distribuicdo geografica vai desde o Rio Grande do Norte, Paraiba, Alagoas, Pernambuco,
Sergipe, Bahia, Distrito Federal, Goias, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, S&o
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, e no Nordeste da Argentina e Sudeste
do Paraguai, em florestas tropicais entre o nivel do mar e até 1.000 metros de altitude
(HENDERSON, 2000).

A espécie Euterpe edulis, conhecida também como Jussara, Igcara, Palmito Doce,
Ripa ou Palmiteiro, € uma palmeira de caule ereto e Unico, delgado e cilindrico, com
diametro de 10 a 15 cm e quando adulta pode alcancar de 20 a 25 m de altura com frutos
esféricos de coloragdo escura. O mesocarpo carnoso (polpa) se encontra entre a casca
(epicarpo) e o endocarpo (coquinho). O endocarpo é lenhoso, envolvendo completamente
a semente; quando imaturo é facilmente rompido, adquirindo consisténcia dura quando o
fruto apresenta externamente cor roxa (BICUDO, 2014). A coloragéo passa do verde ao
roxo negro durante a maturacéo. A frutificacao dessa palmeira ocorre de maneira abundante
entre os meses de marco e junho (LIMA et al., 2012). A Figura 1 apresenta a palmeira e a
Figura 2 seus frutos.
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Figura 1. Palmeira Euterpe edulis Martius conhecida vulgarmente como palmeira Jussara
Fonte: https://br.pinterest.com/pin/352477108321782059/

Figura 2. Cacho com frutos maduros de palmeira Jussara (Euterpe edulis Martius).

Fonte: http://revistapegn.globo.com/Empreendedorismo/noticia/2016/02/empreendedores-cariocas-
criam-acai-mais-sustentavel.html.

A palmeira Euterpe edulis € uma espécie nao cespitosa, de crescimento lento,
sem capacidade de rebrota e dependente de florestas bem preservadas; além disso, vem
sendo sistematicamente submetida a uma intensa exploracéo para a extracéo do palmito
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em praticamente toda a sua area de distribuicdo (CNCFLORA, 2012; RIBEIRO; MENDES;
PEREIRA, 2011). A exploracdo extrativista continua e desordenada para a producdo de
palmito representa opg¢do de renda para as comunidades tradicionais de todo o litoral
do Estado de Séo Paulo, no entanto acarreta risco de extincdo da espécie (COSTA et
al., 2008). Aléem disso, a significativa reducdo da Mata Atlantica e o elevado grau de
degradacao de grande parte dos remanescentes de floresta contribuem para uma reducéao
do tamanho populacional. Segundo dados do Centro Nacional de Conservacdo da Flora
de 2012 (CNCFLORA, 2012), a palmeira E. edulis sofreu nos ultimos 60 anos um declinio
populacional de, pelo menos, 30 %. Assim, a forte pressao do corte ilegal da palmeira
Jussara, a destruicdo da Mata Atlantica, a extingdo de aves, responsaveis pela dispersao
das sementes e as mudancas no clima podem levar a espécie a extincdo na natureza.
Estes motivos levaram a inclusdo da palmeira Jussara na Lista Vermelha das espécies
da flora do Brasil sob risco de extingéo, elaborada pelo Centro Nacional de Conservagéao
da Flora (MOON, 2017). Para reverter esta situacéo, tem se estimulado o uso da polpa
de Jussara, semelhante a forma predominante de consumo do agai (COSTA et al., 2008;
RIBEIRO, MENDES; PEREIRA, 2011).

Os frutos da Jussara apresentam excelentes propriedades nutricionais e compostos
bioativos como as antocianinas, flavondides e acidos fendlicos os quais fornecem
grande potencial antioxidante aos frutos. Embora, acredita-se que a elevada capacidade
antioxidante fruta da Jussara deva-se, principalmente, pelas antocianinas, que, por sinal,
sd0 0s compostos bioativos de maior presenca (CARDOSO et al.,, 2015). Os frutos
também apresentam potencial nutricional em funcao dos altos niveis de proteina, lipideos,
acidos oléico e linoléico, potéassio, calcio, ferro e manganés (SCHULZ et al., 2015; 2016). A
composicao dos frutos é bastante variavel dependendo do grau de maturacgéo, local, clima,
entre outros fatores. No entanto, estudos de diversos pesquisadores apontam a presenca
predominante das antocianas cianidina-3-rutinosida e de cianidina-3-glucosideo; dos
acidos fenolicos galico, ferulico, p-cumarico e protocatechuico e dos flavonoéides catequina,
epicatequina e quercetina (BORGES et al., 2011; SCHULZ et al., 2015; 2016; VIEIRA et
al., 2013).

Em estudos toxicologicos comprovou-se também que a fruta da Jussara nao
apresenta efeitos adversos para a salde humana e, desta forma, pode ser empregada
como ingrediente na criagao de alimentos, pode contribuir também para o desenvolvimento
de novos farmacos e cosméticos (CARDOSO et al., 2015).

Entretanto, a fruta da Jussara é altamente perecivel com reduzido tempo de
estocagem, apresentando viabilidade comercial com cerca de 12 horas apds a colheita
sob armazenamento a 5-10°C (BICUDO et al., 2015). Assim, tem se verificado formas
alternativas para o aproveitamento dos frutos, como o uso de extratos secos, polpa
congelada e microencapsulacgéo de extratos (BICUDO et al., 2015; CARVALHO et al., 2016;
PAIM et al., 2016).
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21 ANTOCIANINAS

O termo antocianina é de origem grega (anthos = flor; kyanos = azul) responsaveis
por uma grande variedade de cores observadas em flores, frutos, folhas, caules e raizes
de plantas, que podem variar do vermelho vivo ao violeta e azul (MARKAKIS, 1982;
GUIMARAES; ALVES; ANTONIOSI FILHO, 2012).

As funcbes desempenhadas por essas substancias nas plantas sdo variadas,
atuando, principalmente, como antioxidantes e agentes protetores contra a luz UV e
patdégenos. As cores vivas e intensas que elas produzem tém um papel importante em
varios mecanismos reprodutores das plantas, tais como polinizagdo e a dispersdo de
sementes (LOPES et al., 2007; MACHADO; PEREIRA; MARCON, 2013). As antocianinas
concentram-se nos vacuolos das células vegetais e, em alguns casos, quando as frutas
apresentam casca removivel, como as uvas e jabuticabas, elas concentram-se nos
vacuolos celulares das cascas. Nas frutas com caracteristicas semelhantes as das amoras,
estes compostos encontram-se em toda a polpa (CIPRIANO, 2011).

As antocianinas s&o consideradas o maior e 0 mais importante grupo de pigmentos
naturais soluveis em agua, sendo classificados quimicamente como flavonéides (MIGUEL,
2011), devido a sua caracteristica de esqueleto carbénico C,C,C, (DOMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010). S&o compostos solUveis em agua e sensiveis ao calor apresentando-
se, na maior parte das vezes, glicosadas com aclUcares que auxiliam na estabilizagdo
da molécula (TEIXEIRA; STRINGHETA; OLIVEIRA, 2008). Todas as antocianinas sao
derivadas da estrutura béasica do céation 2-fenilbenzopirona, também denominado cation
flavilium (Figura 3) (GUIMARAES; ALVES; ANTONIOSI FILHO, 2012), deficiente em elétrons
e, portanto, muito reativo. O cétion flavilium contém duplas conjugadas responsaveis pela
absorc¢éo de luz ao redor de 500 nm com promocéo da cor caracteristica destes pigmentos
(CAVALCANTI; SANTOS; MEIRELES, 2011; BURIN et al., 2011).

Figura 3. Estrutura basica do cation flavilium.

Fonte: Adaptado de GUIMARAES; ALVES; ANTONIOSI FILHO, 2012.

Mais de 600 diferentes antocianinas ja foram identificadas em plantas, no entanto,

seis s@o as mais comumente encontradas na natureza, como indicado na Figura 4. As
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antocianinas ocorrem como glicosideos de poli-hidroxi e/ou polimetoxi derivados do sal
flavilium. Elas diferem no nimero de grupos hidroxila e/ou nos grupos metoxi presentes,
tipos, numeros, sitios de ligagdo dos agucares na molécula e tipos e nUmeros de acidos
alifaticos ou aroméaticos que estéo ligados aos agucares da molécula (DOMODARAN:
PARKIN; FENEMA, 2010).

As plantas ndo somente contém misturas de antocinainas, mas também proporcdes
relativas que variam com o tipo de cultivo e com a maturidade (DOMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010).

Estrutura do catium flavilium Estrutura do anel B Nome

Pelargonidina

o
Cianidina
- OH
( Delfinidina

Malvidina
Peonidina

Petunidina

Figura 4. Estruturas e nomes das principais antocianinas encontradas na natureza.

Fonte: Adaptado de LOPEZ et al., 2007

Em solugéo aquosa, as antocianinas se encontram comumente na forma de uma
mistura de diferentes estruturas quimicas em equilibrio: cation flavilium (vermelho), base
anidra quinoidal (azul), pseudo-base carbitol (incolor), e chalcona (incolor ou levemente
amarela), sendo fortemente afetadas pelo pH (Figura 5) (RODRIGUES-ALMAYA, 2016).
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Flavylium cation Carbinol pseudobase Chalcone
pH 12 pH 45 PH &

wermelho sem cor amarelo palido

Figura 5. Estruturas do cation flavilium e suas cores em fungéo do pH do meio

Fonte: adaptado de RODRIGUES-ALMAYA, 2016

As antocianinas isoladas séo instaveis e suscetiveis a degradacéo. A estabilidade
é afetada por diversos fatores como pH, temperatura de estocagem, estrutura quimica,
concentracdo, luz, oxigénio, solventes e a presenca de enzimas, flavonoides, proteinas e
ions metalicos. A estabilidade € um aspecto de elevada importancia, quando se considera
0 seu emprego como antioxidante ou como corante em alimentos ou medicamentos.
Neste sentido, varias pesquisas sao focadas na estabilizagdo das antocianinas visando
seu emprego industrial (ERSUS; YURDAGEL, 2007; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009;
SANTOS et al., 2013).

Outro fator que influencia na quantidade de antocianinas extraidas é a temperatura
de extracdo. Elevar a temperatura de extracdo facilita a liberacdo das antocianinas
dos vacuolos celulares das frutas, além de aumentar a permeabilidade do solvente
nas estruturas celulares, aumentando a quantidade de antocianinas extraidas e assim,
reduzindo-se o tempo de extracdo (JU; HOWAR, 2005). No entanto, o aumento da
temperatura deve ser inferior a 70°C, pois acentua a degradagéo posterior dos extratos
de antocianinas, recomendando-se que a extragdo ocorra entre 20 e 55 °C (AURELIO;
EDGARDO: NAVARRO-GALINDO, 2008; DAI; MUMPER, 2010; JU; HOWAR, 2005; TERCI,
2004). A degradacgao das antocianinas acontece por varios mecanismos, podendo ocorrer
durante o processamento e estocagem de alimentos levando a formagéao de produtos de
escurecimento insolUveis ou de produtos sollveis incolores (GEOCZE, 2007).

Na industria de alimentos, as antocianinas sdo empregadas como corantes naturais
em diversos tipos de alimentos (BETZ; KULOZIK, 2011; SILVA et al., 2013). As antocianinas
podem ser utilizadas como corantes naturais em substituicdo aos pigmentos sintéticos,
devido a sua baixa toxicidade, e por estarem presentes em varias espécies de plantas
facilmente encontradas na natureza (GUIMARAES; ALVES; ANTONIOSI FILHO, 2012). As
antocianinas séo inodoras e quase insipidas, contribuindo para o sabor com uma sensagéo
moderadamente adstringente (RAGHVENDRA et al., 2011).

Além disto, a elevada capacidade antioxidante das antocianinas é a “chave” da
prevencdo das doencas cardiovasculares, desordens neuroldgicas, cancer e diabetes
(BOO et al., 2012; BURIN et al., 2011; CAVALCANTI et al., 2011; PEIXOTO et al., 2016;
PORTINHO, ZIMMERMANN; BRUCK, 2012; VIZZOTTO, 2012). Os efeitos benéficos das
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antocianinas para a saude foram documentados em muitos estudos in vivo e in vitro. Em
recente artigo de reviséo Li et al. (2017) apresentaram os inimeros beneficios para a saude
advindos do uso das antocianinas e os provaveis mecanismos envolvidos.

O potencial antioxidante das antocianinas previne doencas como aterosclerose e
doencas cardiovasculares. Verificou-se que as antocianinas sao capazes de reduzir os niveis
de LDL-colesterol (do inglés Low Density Lipoproteins) e mostram-se positivas no aumento
de HDL-colesterol (do inglés High Density Lipoproteins). Em relagdo ao cancer alguns
autores apontaram a ag&o antioxidante como protetora do DNA (Acido Desoxirribonucléico)
evitando assim a carcinogénese. Em estudos realizados com animais, observou-se a
diminui¢é@o dos niveis séricos de colesterol total e sua fracdo LDL (STRACK; SOUZA, 2012).
Segundo Cardoso et al. (2011) estudos mostraram que as antocianinas podem atenuar o
estresse oxidativo envolvido no processo aterosclerético. Varios mecanismos podem estar
envolvidos nesse processo, como a capacidade das antocianinas de inibir a oxidagéo do
LDL e reduzir a injuria oxidativa das células endoteliais vasculares.

Pesquisadores concluiram que os beneficios das antocianinas na saide humana
estéo relacionados ao seu efeito antioxidante (SANTOS et al., 2014), como ja citado acima,
no entanto, segundo Li et al (2017) ainda ha muito a ser elucidado visando a aplicagdo em
beneficio da saude dos seres humanos.

Aindustria alimenticia encontra, nos compostos fendlicos, mais particularmente nas
antocianinas, um importante substituinte aos corantes artificiais (MACHADO; PEREIRA;
MARCON, 2013). Somando a isto, devido as suas propriedades funcionais, a incorporacao
de antocianinas em alimentos pode ter, ndo somente a fungéo de coloragcédo, mas também
pode ser positivo para a satde humana. As propriedades funcionais das antocianinas
podem abrir uma nova perspectiva na obtengéo de produtos com valor nutricional agregado
(MARTINS et al., 2016; ORTIZ et al., 2011).

31 ALIMENTOS FUNCIONAIS OU NUTRACEUTICOS

Termos como alimentos funcionais, suplementos dietéticos, nutracéuticos e
alimentos enriquecidos tém sido empregados com frequéncia, uma vez que, pesquisadores
e setores da industria de alimentos tém buscado alternativas para suprir um mercado de
alimentagéo ligado a saude e ao bem-estar (LIRA et al., 2009). A nutricdo, nos dias de
hoje, é identificada como uma determinante gerenciavel das doengas crénicas. Assim, as
evidéncias cientificas e a crescente consciéncia da correlagdo entre dieta e salude tem
impulsionado o interesse em produtos alimentares saudaveis (MALLA; HOBBS; SOGAH,
2014). A evolugéo da ciéncia da nutricao tem permitido que muito se saiba sobre a agéo de
cada nutriente no organismo. As pesquisas vém demonstrando que algumas substancias
normalmente presentes nos alimentos, denominadas compostos bioativos, mas ainda ndo
consideradas como nutrientes, podem ser importantes, principalmente para redugcéo do
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risco de doengas (COZZOLINO, 2012).

De modo geral, a qualidade de vida humana em termos de renda e gastos melhorou
com o desenvolvimento da economia. No entanto, também langou um desafio na forma
de “estilo de vida” versus “doencas cronicas”. Mudangas nos habitos alimentares, com
o consumo de alimentos chamados de junk food (produtos com alto teor cal6rico, mas
com niveis reduzidos de nutrientes); sedentarismo, envelhecimento populacional, etc.,
tem propiciado o aumento de diversas doencgas crénicas, com elevacdo dos custos de
tratamento. Além disto, doencgas caracteristicas de uma era moderna, como obesidade,
osteoporose, cancer, diabetes, alergias e problemas dentarios, sdo problemas de saude
que podem ser amenizados com uma dieta equilibrada (CENCIC; CHINGWARU, 2010).
Neste sentido, os nutracéuticos, alimentos funcionais ou alimentos enriquecidos podem
desempenhar um papel importante no combate as doencas associadas aos maus habitos
alimentares (MALLA; HOBBS; SOGAH, 2014; PANDEY; VERMA; SARAF, 2010).

Alimentos enriquecidos sdo aqueles aonde séo adicionados um ou mais nutrientes
essenciais, tais como vitaminas, minerais e ou aminoacidos segundo a Portaria n° 31, de
13 de janeiro de 1998, com a funcéo de reforgar o seu valor nutritivo (BRASIL, 1998). Como
exemplos de alimentos fortificados podem ser citados a farinha de milho e a de trigo que tém
obrigatoriamente que serem enriquecidas com ferro e acido félico, segundo a determinacéao
do Ministério da Saude (BRASIL, 2002) visando a redugédo da prevaléncia de anemia
ferropriva e doencas do tubo neural durante a formacdo do embrido, respectivamente
(ANVISA, 2017).

O termo alimento funcional é aquele empregado para o alimento que promove mais
do que uma simples nutricdo, somando efeitos fisiolégicos benéficos aos consumidores.
A legislacao brasileira ndo possui uma definicao para alimento funcional, mas institui
uma definicdo de “propriedade de saude e funcional” para estabelecer diretrizes para sua
utilizacdo, bem como condi¢cbes para registro de alimentos (BRASIL, 1999). Segundo
Cozzolino (2012), alimentos funcionais sdo aqueles que melhoram ou afetam a fungéo
corporal, além do seu valor nutricional normal. Sdo alimentos que, além de sua fungéao
primordial de nutrir, teriam também caracteristicas especificas que contribuiriam para
reducao do risco de doengas. Outros autores indicam que um alimento funcional € aquele
semelhante na aparéncia a um alimento convencional, o qual, além da nutricdo basica,
beneficia as fungdes fisioldégicas e metabdlicas proporcionando boa saude fisica e mental,
podendo reduzir riscos de doengas crénico-degenerativas.

Alimentos funcionais devem fazer parte da alimentagdo usual proporcionando
efeitos benéficos sem a necessidade de acompanhamento médico, ndo serem toxicos,
e que nado se destinem a tratar ou curar doencas, estando seu papel ligado a redugéo
do risco de contrair doencas (BASHO; BIN, 2010). A propriedade funcional dos alimentos
deve estar relacionada ao papel metabdlico ou fisiolégico que um nutriente (por exemplo

fibra) ou ndo nutriente (por exemplo, licopeno) tem no crescimento, desenvolvimento,

Reviséo bibliografica

10



manutencgao e outras fungbes do organismo. Estes alimentos devem conter ingredientes
que podem auxiliar, na manutencéo de niveis saudaveis de triglicerideos, na protecdo das
células contra os radicais livres, no funcionamento do intestino, na redugéo da absorcéao
do colesterol, no equilibrio da flora intestinal, entre outros, desde que seu consumo esteja
associado a uma alimentacdo equilibrada e habitos de vida saudaveis (ANVISA, 2017). A
tabela 1 apresenta algumas das principais caracteristicas dos alimentos funcionais.

Consumo Devem ser alimentos convencionais e serem consumidos
na dieta normal/usual.

Composicao Devem ser compostos por componentes naturais,
algumas vezes, em elevada concentracdo ou presentes
em alimentos que normalmente nao os supririam.

Efeitos para a saude Devem ter efeitos positivos além do valor basico nutritivo,
que pode aumentar o bem-estar e a satde e/ou reduzir o
risco de ocorréncia de doengas promovendo beneficios
a saude além de aumentar a qualidade de vida, incluindo
os desempenhos fisico, psicoldgico e comportamental.

Propriedade funcional A alegacao da propriedade funcional deve ter
embasamento cientifico.

Tabela 1. Caracteristicas dos alimentos funcionais
Fonte: MORAES; COLLA, (2006).

Ja o nutracéutico é um alimento ou parte de um alimento que proporciona beneficios
médicos e de saude, incluindo a prevencéo e/ou tratamento da doenca. Tais produtos podem
abranger desde os nutrientes isolados, suplementos dietéticos na forma de capsulas e dietas
até os produtos beneficamente projetados, produtos herbais e alimentos processados tais
como cereais, sopas e bebidas (MORAES; COLLA, 2006). Outros autores (COZZOLINO,
2012) indicam que nutracéuticos sdo como compostos bioativos apresentados na forma
farmacéutica, como em capsulas, comprimidos, tabletes etc.

Pode-se concluir que o alvo dos nutracéuticos é diferente dos alimentos funcionais.
Os nutracéuticos visam a prevencgédo e o tratamento de doengas e ndo apenas a redugéo
do risco da doenga. Os alimentos funcionais tém como objetivo somente redugcéo dos
riscos das doencas. Além disto, os nutracéuticos incluem suplementos dietéticos e outros
tipos de alimentos, os alimentos funcionais devem estar na forma de um alimento comum
(MORAES; COLLA, 2006).

Assim, como exposto, devido ao aumento da procura de produtos alimenticios mais
saudaveis e diversificados, a industria de alimentos funcionais/nutracéuticos tem explorado
a criagcdo de novos produtos (PAIM et al.,, 2016). A adicdo combinada de pigmentos
antocianinicos com elevado potencial antioxidante em alimentos tais como barras de
cereais (APPLET et al., 2015), pds probidticos para o preparo de bebidas (PAIM et al.,
2016), iogurte (LEITE, 2015), entre outros produtos, encaixa-se neste ramo da industria
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alimenticia.

41 BARRAS DE CEREAIS

O mercado de barras de cereais e alimentos associados a produtos saudaveis
tem apresentado um crescimento constante, levando a industria a diversificar a variedade
de sabores e atributos, como produtos adicionados com diferentes nutrientes; produtos
desenvolvidos para um nicho de populagéo especifica ou ainda, com novas caracteristicas
que tragam beneficios para saude (SOUZA, 2014). Neste sentido, as barras de cereais
podem ser um tipo de alimento adequado para a incorporacdo de substancias que
tragam beneficios a salde. As barras de cereais estdo entre os produtos prontos para
comer considerados mais sofisticados devido aos seus ingredientes e o fato de serem
consideradas saudaveis (MENDES et al., 2013). Deste modo, a associag¢é@o entre barras
de cereais e alimentos saudaveis é uma tendéncia no setor de alimentos, o que beneficia o
mercado destes produtos (COLUSSI et al., 2013).

As barras de cereais foram desenvolvidas a partir da necessidade de ter um produto
capaz de reunir praticidade e qualidade nutricional para melhorar ou substituir os lanches da
manha e da tarde e como complemento das principais refeigcdes. Os principais componentes
da barra de cereais séo fibras e carboidratos de rapida absorcao (FABER; YUYAMA, 2015).
Varios sdo os ingredientes normalmente utilizados no preparo na produgéo de barras de
cereais, podendo-se listar aveia, soja, flocos de arroz, flocos de milho, flocos de cevada,
edulcorantes naturais ou artificiais, gordura ou 6leo vegetal, frutas secas diversas, sementes
oleaginosas, sal, estabilizantes, aromatizantes, cobertura de chocolate, etc. (MENDES et
al., 2013). A produgéo de barras de cereais € feita basicamente em duas etapas, sendo a
primeira a mistura e compactagcéo dos ingredientes sélidos (cereais, nozes e castanhas,
frutas diversas, etc.). Na segunda segue- se o acréscimo dos ingredientes ligantes, como
calda de agucar, xarope de glucose, mel, etc. (MENDES et al., 2013).

Dentre estes componentes, destaca-se a aveia (Avena sativa L.). A aveia € um
cereal de excelente valor nutricional, que pode ser utilizado na elaborac&o de produtos de
valor calorico reduzido e como fonte de fibras alimentares, atendendo as caracteristicas de
alimento funcional. Aaveia tem recebido grande atenc¢éo por parte de médicos, nutricionistas,
consumidores e entidades reguladoras devido as suas caracteristicas nutricionais, e
principalmente devido ao seu teor e qualidade das fibras alimentares (COLUSSI et al.,
2013; GUTKOSKI et al, 2007).

Além disto, em fungéo do sucesso de consumo e aceitagcdo da barra de cereais
como um alimento saudavel verifica-se, cada vez mais, tentativas de adicionar produtos
com caracteristicas funcionais ou ainda, visando o aproveitamento de espécies regionais
neste tipo de alimento. Varios exemplos na literatura cientifica podem ser citados neste

sentido. Faber e Yuyama (2015) desenvolveram barras de cereais empregando frutas
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da regido Amazénica como cupuagu (Theobroma grandiflorum) e agai (Euterpe oleracea
Mart.) visando aumentar o teor de fibras e proteinas. Applet et al. (2016) criaram uma barra
de cereal utilizando um tipo de farinha obtida da casca de jabuticaba (Myrciaria cauliflora).
Mendes et al. (2013) apresentaram uma barra de cereal utilizando o fruto do baru (Dipteryx
alata). Silva et al. (2016) desenvolveram uma barra de cereal com uma espécie de farinha

obtida da fruta da palmeira Jeriva (Syagrus romanzoffiana) comum no norte do Brasil.

51 ANALISE SENSORIAL DE ALIMENTOS

O consumidor tende a se tornar mais seletivo e exigente na hora de adquirir os
alimentos a sua disposi¢cdo. Em virtude disso, as industrias precisam inovar ou desenvolver
produtos que antecipem essas necessidades para surpreender o consumidor e ganhar
mercado. Um alimento além de suas qualidades nutricionais deve produzir satisfagéo e ser
agradavel ao consumidor. Assim, no desenvolvimento de um novo produto, é fundamental
avaliar o equilibrio de diferentes parametros de qualidade sensorial. Para isto séo realizadas
as chamadas analises sensoriais (BARBOSA; FREITAS; WASZCZYNSKYJ, 2003).

Aandlise sensorial é realizada em fungéo das respostas transmitidas pelos individuos
as varias sensacgbes que se originam de reacodes fisiolégicas e sao resultantes de certos
estimulos, gerando a interpretacédo das propriedades intrinsecas aos produtos. Neste tipo
de avaliacdo, os individuos, por meio dos proprios 6rgaos sensoriais, numa percepg¢ao
somato-sensorial, utilizam os sentidos da viséo, olfato, audicéo, tato e gosto (IAL, 2008).

Para se fazer uma analise sensorial de um produto, existem varios métodos com
diferentes objetivos. Os métodos podem ser divididos em quatro grandes grupos, sendo
métodos afetivos, métodos de diferencas ou discriminativos, métodos analiticos ou descritivo,
métodos de sensibilidade. Os métodos afetivos consistem na manifestacdo subjetiva do
analista sobre o produto testado, demonstrando se tal produto agrada ou desagrada, se
€ aceito ou néo, se é preferido a outro. Os métodos de diferenca sao realizados através
de testes que irdo indicar a existéncia ou nao de diferenca entre amostras analisadas.
Métodos analiticos ou descritivos sdo assim denominados por descreverem e quantificarem
as informag0es a respeito da caracteristica que esta sendo avaliada. Por fim, os métodos
de sensibilidade geralmente séo utilizados para avaliar a sensibilidade do analista ao sabor
(TEIXEIRA, 2009).

Dentre os testes descritivos estdo os testes de escala, os quais podem ser ainda
divididos em trés tipos principais, que sdo escalas hedonicas, escalas hedbnicas faciais,
e escalas numéricas. Hedbnica é uma palavra de origem grega que significa “prazer” e os
métodos que utilizam as escalas hedonicas sao aplicados quando se deseja medir graus
de satisfacéo (LIM, 2011; TEIXEIRA, 2009).

Na avaliagdo de atributos dos produtos alimenticios utilizam-se escalas hedoénicas

com o intuito de saber o0 quanto as amostras diferem entre si e qual a amostra que
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apresenta maior intensidade do atributo sensorial que esta sendo medido. O uso de escalas
hedbnicas &€ amplamente recomendado em desenvolvimento de novos produtos, para
estabelecer a natureza das diferengas entre amostras ou produtos (BARBOSA; FREITAS;
WASZCZYNSKYJ, 2003).
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PARTE EXPERIMENTAL

11 MATERIAL

Todos os reagentes utilizados neste trabalho de pesquisa foram de grau de pureza
farmacéutico, grau analitico PA (Pr6-Analise) ou alimenticio. A agua utilizada no preparo
das solugdes e reagentes foi purificada em sistema Milli-Q®.

Os frutos da Jussara (Euterpe edulis Martius) utilizados para obtengéo do extrato
antocianinico foram gentilmente doados pela empresa Floricultura Campineira (Campinas,
SP). Os frutos foram manualmente colhidos de exemplar localizado no sitio Sdo Domingos
em Jaguariuna, SP, em outubro de 2016. Os frutos foram armazenados congelados (-4 °C)
até o preparo do extrato, o qual também permaneceu em freezer (-4 °C) durante todo o
tempo de realizagéo do trabalho de pesquisa, periodo este compreendido entre outubro de
2016 a margo de 2017.

As cepas utilizadas nos ensaios microbiolégicos foram Staphylococcus aureus
(CCCD-S0079 Colegdo de Cultura Cefar Diagnéstica), Pseudomonas aeruginosa
(CCCD-P004) e Escherichia coli (CCCD-E003), fornecidas por CEFAR Diagnostica
(Jurubatuba / SP, Brasil). Os meios de crescimento microbiolégico utilizados foram BHI
(Brain Heart Infusion) dos Laboratérios HiMedia (Mumbai, india) e agar bacteriologico da
Prodimol Biotecnologia S.A. (S&o Paulo / SP, Brasil).

O material de embalagem utilizado para protecdo das barras de cereais foram
sachés farmacéuticos laminados compostos por camadas de poliéster 17 g/m?; adesivo;
aluminio 0,008 mm 21,6 g/m?; adesivo; polietileno 45 g/m2? com tamanho de 7,0 cm x 7,0
cm, adquiridos da empresa Tepron Equipamentos para Laboratérios (Sdo Paulo, Brasil).

Para o preparo das barras de cereais os componentes foram adquiridos em firmas
especializadas em produtos alimentares atendendo aos atributos nutricionais e sanitarios
adequados ao uso alimentar. As férmulas das barras de cereais estdo apresentadas na
Tabela 2.
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% (m/m) % (m/m) % (m/m) % (m/m)

Ingredientes Formulacao Formulacao Formulacao Formulacao
L10 L24 Lo7 L90
Aveia em flocos 9,0 9,0 9,0 9,0
Farelo de aveia 9,0 9,0 9,0 9,0
Flocos de arroz 16,6 16,6 16,6 16,6
Abacaxi desidratado 21,0 21,0 21,0 21,0
Coco desidratado 6,0 6,0 6,0 6,0
Acido citrico 0,04 0,04 0,04 0,04
Glicose milho 20,0 20,0 20,0 20,0
Extrato antocianinico 0 0,25 1,0 2,0
AcUcar mascavo 15,0 15,0 15,0 15,0
Agua mineral 3,9 3,9 3,9 3,9

Tabela 2. Ingredientes utilizados na formulagéo da barra de cereal com adigdo de extrato antocianinico.
Fonte: SOUZA, 2014.

21 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos cientificos utilizados e disponiveis na Universidade de Sorocaba
incluiram espectrometro de absorcéo na regido do infravermelho com transformada de
Fourier da marca Shimadzu modelo IR Affinity-1S (Kyoto, Jap&o); espectrofotémetro UV-
Vis da Lengguang Technology Co, modelo Gold Spectrumlab 53 (Xangai, China); tomografo
por transmisséo de raios-X Skyscan 174 Micro CTScanner empregando software para o
processamento das imagens tomograficas CTVox™ (versdo 2.6.0 r908-64bit, da Bruker
microCT) e CTan™ (versdo 1.13.5.1-64bit, da Bruker microCT) e CTvol (versdo 2.2.3.0-
64 bits, da Bruker microCT); espectrometro de fluorescéncia de raios-X da marca Amptek
(Bedford, Massachussetts, EUA); refratdbmetro portétil digital da marca Hanna Instruments
Brasil, modelo HI 96801 (Barueri, Sdo Paulo); refratdmetro Abbe (Tipo WYA-2WAJ) da
marca Shanghai YiCe Apparatus & Equipment co LTD (Xangai, China), balanga analitica
da marca Tecnal, modelo SHI-AUY-220 (Hong Kong, Taiwan), balanca analitica da marca
Explorer Ohaus, modelo 220 (EUA), seladora manual da Tepron Equipamentos para
Laboratorios (S@o Paulo, SP); ultrapurificador de agua da marca Milli-Q, modelo Elga
Purelab (Molsheim, Franga), estufa de incubag&o microbioldgica da marca Fanen, modelo
515 (Séo Paulo, Brasil) e capela de fluxo laminar unidirecional da marca Quimis, modelo
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Q216F20M (Diadema, Séao Paulo).

Também foram utilizados difrator de raios-X da marca Shimadzu, modelo XRD7000
(Kyoto, Japéao) e calorimetro diferencial de varredura da marca Shimadzu, modelo DSC-60
(Kyoto, Japao) do Instituto de Quimica da Universidade de Campinas (Unicamp).

31 METODOS

3.1 Preparo dos extratos antocianinicos

O procedimento utilizado para a extragcdo das antocianinas a partir dos frutos da
Jussara realizou-se de acordo com as especificacdes de Favaro (2008), com pequenas
modificagdes. A extracdo realizada foi macerando o fruto da Jussara na proporgcao
1:1 (fruta:solvente, m/v), utilizando-se como solvente uma solugéo hidroalcodlica na
concentracao de 94% (v/v).

A infusé@o (frutos e solvente) foi deixada em banho termostatizado a 55 °C e, apos
30 minutos, o macerado foi filtrado em papel de filtro qualitativo, obtendo-se assim o extrato
Umido. Deixou-se o extrato Umido na capela com circulagéo de ar por aproximadamente 6
horas, na auséncia de luz, para evaporacao do solvente, obtendo-se desta forma o extrato
seco. Armazenou-se o extrato obtido em embalagem de polietileno, protegido da luz em
temperatura de congelagéo (-4 °C).

3.2 Caracterizacao do extrato antocianinico

3.2.1 Determinacéo da concentragcdo de agucares através do indice de
refragdo

O indice de refragcédo é a razao entre a velocidade de radiagcdo de uma frequéncia
particular no vacuo e a velocidade de radiagdo da mesma frequéncia no meio considerado.
Ao atravessar um meio material o componente elétrico da luz interage com os elétrons das
moléculas provocando a redugdo na velocidade de propagacdo da mesma. A alteracédo
na velocidade de propagacao da luz resulta em uma alteracao na direcdo de propagacéo,
indicado como indice de refragédo. O indice de refragdo de uma solugéo varia regularmente
com a concentragéo do soluto. Deste modo, o método refratométrico tem sido utilizado
para as medidas de solidos solUveis como agucares e acidos organicos, principalmente em
frutas e produtos de frutas (CECCI, 2003).

O teor de agucar do extrato antocianinico foi determinado utilizando-se um
Refratdbmetro Abbe (Tipo WYA-2WAJ). Para estas medidas, preparou-se uma solucao
aquosa do extrato na concentracdo de 100 mg ml", a qual foi adicionada uma gota no
prisma de cristal do refratdémetro e determinado o indice de refracao relacionado este com
o °Brix (SUCROSE CONVERSION TABLE, 1981).
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3.2.2 Quantificagdo do teor de antocianinas

O teor das antocianinas nos extratos obtidos foi quantificado por espectrofotometria
pelo método do pH diferencial (AOAC, 2005), baseado na sensibilidade destes compostos
ao pH do meio (TEIXEIRA; STRINGETA; OLIVEIRA, 2008). Pesou-se 0,05 g de extrato.
Dissolveu-se em agua deionizada em baldo volumétrico de 25 mL, obtendo-se assim a
solugéo estoque de concentragdo 2 mg.mL". Adicionou-se 500uL da solugdo estoque em
dois balées volumétricos de 5,0 mL cada, e o volume foi completado em um dos baldes
com solucdo de pH 1,0 e, no outro, com solugdo de pH 4,5. Procedeu-se a leitura em
espectrofotometro em 520 nm e 700 nm nas duas solugdes obtidas. Todas as medidas
foram feitas em triplicatas.

A solucédo pH 1,0 foi preparada a partir da mistura de solugbes de KCI (0,2 mol L)
e HCI (0,2 mol L"). O pH 4,5 foi preparado a partir de solugao de acetato de sédio (0,2 mol
L") e HCI (1,0 mol L7).

Para o célculo da absorbancia foi empregada a equagao abaixo (equagéo 1).

A = (As1onm — A700nm)pr 1,0 — (Astonm — Az00nm)pH a5 (Equacao 1)

Onde A = o valor da absorbancia medida e o subindice = comprimento de onda da
leitura.

Calculou-se o contetdo de antocianinas como cianidina-3-glicosideo (MM = 449,2
Da) através da equacéo 2, sendo expresso em mg de antocianinas por 100 g da fracao
da amostra analisada. O método do pH diferencial utiliza como padréo a cianidina-3-
glicosideo, uma vez que esta antocianina esta em praticamente todas as frutas vermelhas
(FAVARO, 2008).

Ax PMx FDx 103

C(mg.100g fruta) = o

(Equacao 2)

Onde A= absorbancia; MM= massa molecular da cianidina-3-glicosideo (449,2
g-mol™"); FD= fator de diluigédo (igual a 10); €= absortividade molar (26900 mol L-'cm); 1 =
espessura da cubeta (1 cm); 10% = fator de conversacéo de g para mg.

3.2.3 Atividade antioxidante

Para a determinacdo da atividade antioxidante do extrato foram utilizados dois
métodos analiticos, sendo pelo método da captura do radical livre por 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) e pelo método do complexo do fosfomolibdénio, abaixo descritos.

3.2.3.1. Determinacéo da atividade antioxidante total pela captura do radical
livre por 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

Para o teste com DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) seguiu-se metodologia descrita
originalmente por Brand-Wilians, Cuvelier e Berset (1995) com adapta¢des (DUARTE-
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ALMEIDA et al., 2006). O método é baseado na captura do radical DPPH por substancias
antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia. O DPPH que possui cor purpura
€ reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarela, com consequente
reducdo da absorcdo. O reagente denominado DPPH foi obtido dissolvendo-se 4 mg de
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) em 100mL de metanol. As amostras foram preparadas
na concentracédo de 0; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0 mg/mL em meio aquoso. O controle negativo
foi feito pela adicdo de agua e reagente. A agua ultrapura também foi utilizada como
branco, para zerar o aparelho. As amostras para leituras foram preparadas empregando-se
500pL de solugédo de amostra, ou agua (controle negativo) e 3,5mL de reagente DPPH. As
amostras foram homogeneizadas e mantidas com protecédo da luz por 25 minutos. Apds
este periodo foram realizadas as leituras em espectrofotometro a 517nm. Para o calculo da
% da atividade antioxidante foi empregada a equacgéao 3.

A controle negativo—A amostra

%AA = x 100 (Equacdo 3)

A controle negativo

Onde % AA = porcentagem de atividade antioxidante; O controle negativo =
absorbancia da solugdo de DPPH sem a amostra; A amostra = absorbancia da amostra
com o DPPH.

3.2.3.2. Determinacdo da atividade antioxidante pelo método do complexo do
fosfomolibdénio

A atividade antioxidante foi determinada pelo método do complexo fosfomolibdénio
fundamentado na redugdo do molibidénio (V1) a molibidénio (V) ocorrida na presenca de
substancia com capacidade antioxidante com formag¢do de um complexo entre fosfato/
molibdénio (V), em pH acido, o qual é determinado espectrofotometricamente a 695 nm. A
coloracao amarela, torna-se verde a medida que se reduz (PRIETO; PINEDA; AGUILAR,
1999).

O complexo fosfomolibdénico foi preparado pela reagédo de solugdo de Na,PO,
(28 mL, 0,1 mol/L™") com solugdo de (NH,) 6Mo.O,,.4H,0 (12 mL, 0,03mol/L) e solucéo
de H,SO, (20 mL, 3 mol/L), em meio aquoso. Todas as solugbes foram transferidas para
um baldo volumétrico e o volume foi completado para 100 mL com &gua ultrapura. As
amostras foram preparadas na concentra¢do de 0; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0 mg/mL em meio
aquoso. Destas solugbes, foram tomados 0,3mL e adicionado 3 mL de solugéo reagente
do complexo fosfomolibdénio. Os tubos foram fechados e mantidos em banho-maria a 95
°C por 90 min. Apos resfriamento, procedeu-se a leitura a 695 nm em espectrofotdmetro,
usando-se agua destilada como branco. A capacidade antioxidante das amostras foi
expressa em relagdo a vitamina C (acido ascoérbico, Sigma-Aldrich, Missouri, USA) nas
mesmas concentracbes das amostras (0; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0 mg/mL). A vitamina C é um
dos antioxidantes biol6gicos mais eficazes e mais conhecidos segundo YOUNGSON (1996
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apud BALESTRIN et al., 2008).

Os resultados da avaliagdo da atividade antioxidante foram expressos na forma
de atividade antioxidante relativa AAR% (acido ascérbico) empregando a equagéo abaixo
(equacgéao 4).

Abs amostra—Abs branco

AARY = x 100 (Equacio 4)

Abs acido ascorbico—Abs branco

Onde AAR% =Porcentagem de atividade antioxidante relativa; Abs amostra =
absor¢céo da amostra; Abs branco; Abs = absorbancia do &cido ascdrbico.

3.2.4 Determinagéao do teor fendlico total do extrato antocianinico pelo
método Folin-Ciocalteu

A determinacéo do teor fendlico total do extrato antocianinico foi feita pelo método
de Folin-Ciocalteu, de acordo com o procedimento descrito por Kiralp e Toppare (2006),
com ligeiras modificacdes.

O reagente de Folin-Ciocalteau consiste de uma mistura dos &cidos fosfomolibidico
e fosfotunguistico, no qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de oxidagéo
6* e, em presenca de agentes redutores, como os compostos fenoélicos, formam-se os
chamados molibdénio azul e tungsténio azul cuja coloragdo permite a determinagédo da
concentracéo das substancias redutoras (SOUZA et al., 2007).

Em cubetas de acrilico foram adicionados 20 uL de amostra (solugdo do extrato
antocianinico de concentragdo 100 mg mL") mais 1,28 mL de agua e 100 pL do reativo de
Folin-Ciocalteau. A seguir, as cubetas foram agitadas e na sequéncia, deixadas em repouso
por 5 minutos. Foram adicionados 300 pL de solugédo saturada de carbonato de sédio a
20% (m/v) em cada cubeta. As cubetas foram novamente agitados e deixadas em repouso
durante 2 horas. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro a 765 nm. Os resultados das
absorbancias foram utilizados para calculo do teor de fenélicos empregando-se equagéo da
reta. Uma curva padréo foi preparada empregando-se acido galico como padréo (grau de
pureza = 98% marca Sigma-Aldrich, Missouri, USA). Para obtenc¢éo da solugdo méae pesou-
se 0,5 g de acido galico, dissolveu-se em 10 mL de etanol e o volume foi completado para
100 mL. A partir desta solugéo foram preparadas as concentragdes entre 5 a 50 yg mL". Os
resultados foram expressos em pg de equivalente de acido galico (GAE) por g de extrato.

3.2.5 Atividade antimicrobiana pelo método disco-difusdo (em culturas
bacterianas de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus)

A eficacia antimicrobiana do extrato de antocianina foi determinada através do teste
de sensibilidade a antimicrobianos, pela técnica de disco-difusdo segundo o padréo do

Manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003).
Os ensaios foram realizados utilizando-se cepas bacterianas de Staphylococcus
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aureus (CCCD-S0079), Pseudomonas aeruginosa (CCCD-P004) e Escherichia coli
(CCCD-E003), adquiridas & empresa Cefar Diagnética (Sao Paulo, Brasil). Como controle
negativo de inibicao de crescimento utilizou-se agua ultrapura e como controle positivo de
inibicdo de crescimento utilizou-se Penicilina/Estreptomicina para uso em laboratorio da
Vitrocell (Campinas/SP, Brasil).

Para aplicacdo dos microrganismos foram preparadas solucdes, pela diluicdo das
cepas em solugao fisiolégica (0,9% NaCl, m/m) estéril, até atingir turbidez equivalente
ao padréo 0,5 da escala de McFarland, apresentando absorbéancia entre 0,08-0,10 no
comprimento de onda de 625 nm, de modo a obter aproximadamente 1,5x108 UFC mL"
(Unidades Formadoras de Col6nias por mL). Em seguida, as culturas bacterianas foram
inoculadas em superficie sobre placas de Petri contendo meio de cultura sélido TSA
(Trypticase Soy Agar) de modo a obter um tapete uniforme de crescimento microbiano.
As amostras e controles foram embebidos em discos de papel de filtro estéreis de
aproximadamente 7 mm de didmetro e, com auxilio de pin¢a esterilizada, foram colocadas
suavemente sobre o meio de cultura inoculado nas placas de Petri.

As placas de Petri foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apo6s este periodo, as placas
foram visualmente inspecionadas e os diametros dos halos de inibicdo de crescimento
microbiano foram medidos, tendo as médias dos diametros dos halos relacionadas com o
potencial de ag@o antimicrobiana. Para as medidas foi utilizando um paquimetro manual
com fonte de luz refletida para iluminar as placas (em posicao invertida) sobre um fundo
preto e opaco.

Todos os procedimentos envolvidos foram realizados em capela de fluxo laminar
unidirecional e todos os materiais e insumos utilizados foram previamente esterilizados.
Todas as andlises foram realizadas em ftriplicata.

3.2.6 Cromatografia em camada delgada para triagem de fitoquimicos

O perfil fitoquimico do extrato de antocianina foi avaliado por cromatografia em
camada delgada (CCD) de acordo com Costa et al. (2011), utilizando-se cromatofolha de
aluminio da marca ALUGRAM XTRA SIL G (Silica Gel 60), com indicador fluorescente
UV254, dimensdes de 20 x 20 cm? e espessura de 0,20 mm (Macherey-Nagel, Alemanha).

Como sistema solvente empregou-se uma solucéo de acetato de etila (100 mL);
acido formico (11 mL); acido acético glacial (11mL) e agua (27 mL). A cuba cromatogréafica
contendo o sistema solvente ou fase movel foi deixada em repouso, para saturacdo, por
cerca de 30 minutos. Os padrdes fitoquimicos utilizados, quercetina e rutina (Sigma-Aldrich,
Missouri, USA) foram dissolvidos em metanol (1%, m/v) e aplicados na cromatofolha com
auxilio de capilares (capilar 75 mm sem heparina para hemat6crito, marca Perfecta, S&o
Paulo, Brasil). O extrato foi solubilizado em agua obtendo-se concentragdo de 100 mg
mL e aplicado na cromatofolha do mesmo modo. A cromatofolha aplicada com padrdes e
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amostra foi depositada verticalmente na cuba saturada e mantida fechada para completa
migracéo da fase movel em sentido ascendente. Apds a corrida, esperou-se cerca de 30
minutos para a secagem da placa e, na sequéncia, borrifou-se sobre a placa os reveladores.
Primeiro, aplicou-se uma solugcdo de NP (éster 2-aminoetil &cido difenilborico) 1% em
metanol e, ap6s 5 minutos, borrifou-se PEG 4000 (polietileno glicol 4000) 5% em etanol.
Depois da placa seca (15 minutos em temperatura ambiente - 25°C) colocou-se a mesma
sob luz UV 360 nm (UVGL- 58 Handheld Lamp — Upland, USA). Por fim, a cromatofolha
foi analisada registrando-se o padréo de cores e tomando-se as medidas de Rf (fator de
retencdo). Os RFs foram determinados através da equacao 5.

Rf = :—; (Equacio 5)

Onde dr: distancia (cm) percorrida pela substancia; dm: disténcia (cm) percorrida
pela frente da fase movel

3.2.7 Cromatografia em camada delgada para a triagem de acticares

A presenca de acUcares no extrato de antocianina foi avaliado por cromatografia em
camada delgada de acordo com Skalska-Kaminska et al. (2009), utilizando-se cromatofolha
de aluminio da marca ALUGRAM XTRA SIL G (Silica Gel 60), com indicador fluorescente
UV254, dimensbes de 20x20cm? e espessura de 0,20mm (Macherey-Nagel, Alemanha).

A cuba cromatogréafica contendo a fase movel foi deixada em repouso, para
saturagao, por cerca de 30 minutos, tendo como fase mével 1-propanolol (40 mL); acetato
de etila (5 mL) e agua (5 mL). Como padrdes de agucares foram utilizadas solu¢des de
concentragdo de 50 mg ml' de D(+)lactose (Cinética, Sdo Paulo, Brasil); amido soltvel
(Labsynth, Diadema, SP); maltose (Sigma, Missouri, USA); D-glicose anidra (Labsynth,
Diadema, SP); D-frutose (Labsynth, Diadema, SP); goma arabica (Labsynth, Diadema,
SP); sacarose (Sigma, Missouri, USA) e D-galactose (Calbiochem, Dormstadt, Alemanha),
os quais foram aplicados na cromatofolha com auxilio de capilares (capilar 75 mm sem
heparina para hematécrito, marca Perfecta, Sdo Paulo, Brasil). O extrato foi solubilizado
em agua obtendo-se concentragdo de 100mg mL" e aplicado na cromatofolha do mesmo
modo. Apos corrida de cerca de 30 minutos, a cromatofolha foi retirada da cuba, seca por
aproximadamente 15 minutos em temperatura ambiente (25°C) e, na sequéncia, aqueceu-
se (110°C) para revelagao por cerca de 10 minutos em chapa aquecedora (MUCHOUWET];
CHIKWAMBI, 2008). Por fim, a cromatofolha foi retirada da chapa aquecedora, resfriada
em temperatura ambiente e comparados os fatores de retencéo (Rfs) da amostra e padroes.
Os Rfs foram determinados através da equacgéo 5 acima descrita.

3.2.8 Espectrofotometria de absor¢cdo no Ultravioleta e Visivel

As leituras espectrofotomeétricas das solugdes de extrato, preparadas em diferentes
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pHs, foram realizadas na faixa de 190 nm a 800 nm utilizando-se espectrofotdmetro UV-Vis
de Shimadzu modelo Multispec-1501 (Kyoto, Japao) e cubeta de quartzo.

As solucdes foram preparadas em pH 1,0; 2,0; 5,0; 7,0 e 8,0 utilizando-se como
solvente diferentes solugdes tampéo citrato/fosfato (MORITA; ASSUMPCAO, 1998), de

modo a obter concentracgéo final de 10 mg mL™".

3.2.9 Espectrofotometria por infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A espectrofotometria por infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR do
inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy). Esta técnica diz respeito aos movimentos
de tor¢ao, rotagéo, deformacgéo e vibragéo das liga¢cdes dos atomos ou grupos de atomos
de uma molécula. Quando a radiacao incide sobre a molécula, a mesma absorve energia
originando uma multiplicidade de vibragbes, fornecendo um espectro de absorcéo
caracteristico da molécula (CIENFUEGOS; VAITSMAN, 2000).

Os espectros de infravermelho do extrato de antocianina foram obtidos utilizando
um espectrofotdmetro FTIR de Shimadzu (modelo IR Affinity-1S, Kyoto, Jap&o), na faixa de
4000 cm™ a 40 cm™ com uma resolugéo de 4 cm™.

3.2.10 Difragcao de raios-X (XRD)

A difracao de raios-X (XRD do inglés X-Ray Diffraction) € uma técnica que explora o
efeito da interacao radiagdo-matéria, em um contexto de interagéo elastica entre elementos
com dimensdes espaciais semelhantes, com a produgdo de inUmeros elementos de
interferéncia em determinadas posi¢des do espaco. A utilizagcéo da difragéo de raios-X visa
determinar aspectos cristaloquimicos do material analisado (TEIXEIRA, 2014).

Os difratogramas por difragcdo de raios X do extrato antocianinico foram obtidos
utilizando-se difratbmetro Shimadzu, modelo XRD 7000 (Kyoto, Jap&do) com lampada de
cobre de radiagéo Ka (A = 1,5418 A) e velocidade de varredura de 2°min-', com 26 variando
de 10° a 50°.

3.2.11 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Para a caracterizagdo térmica das amostras de extrato de antocianina foi realizada
analise de calorimetria diferencial de varredura (DSC- do inglés Differential Scanning
Calorimetry). A técnica de DSC é utilizada para medir a diferenca de fluxo de calor entre
uma substéncia e um material de referéncia em fun¢cdo de um programa de aquecimento
ou resfriamento (CIENFUEGOS; VAITSMAN, 2000; OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011).

As curvas DSC foram obtidas sob atmosfera dinamica de nitrogénio com vazao de
30 mL min, razdo ou velocidade de aquecimento de 10°C min-, faixa de aquecimento
de 25 °C a 400 °C. Foram utilizados cadinhos de aluminio e cerca de 2 mg de massa de
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amostras.

3.2.12 Fluorescéncia de raios-X (XRF)

A espectrometria de fluorescéncia de raios-X (XRF do inglés X-Ray Fluorescence
Spectromety) € um método analitico fundamentado na deteccdo de emissdo de raios-X
por atomos excitados. O comprimento de onda emitido é caracteristico do elemento e é
inversamente proporcional a energia. Assim, o elemento pode ser também identificado pela
medida da energia do féton emitido. A intensidade da emisséo dos fotons de raio X é
diretamente proporcional a concentracéo do analito da amostra (VINADE; VINADE, 2005).

A composicdo elementar do extrato antocianinico foi determinada utilizando um
espectrofotdmetro de fluorescéncia de raios-X com dispersdo de energia (XRF) da marca
Amptek (Bedford, Massachusetts, EUA), composto por um anodo de prata (Ag) e um
detector de raios-X de 25 mm?2 265 SDD (Silicon-Drift Detector) com uma resolu¢gdo média
em energia de 128 eV na linha Mn-Ka. A tensédo aplicada ao tubo de raios X foi de 30 kV,
10 pA de corrente, com 10% de tempo de laténcia no detector.

3.3 Microtomografia computadorizada por transmisséao de raios-X do fruto da
Jussara

As imagens tomogréficas do fruto de Jussara foram realizadas por microtomografia
de transmisséo de raios X de 3% geragao (OLIVEIRA JUNIOR; MARTINS, 2009).

A tomografia por transmissao de raios-X é um processo de obtengcéo de imagem
reconstruida da secdo transversal ou fatia de um corpo, em um computador, utilizando-
se um equipamento externo ao computador, o tomografo (PEDROTTI et al., 2003). O
tomografo é composto de um sistema fonte-detector; constituido de uma fonte radioativa;
detector acoplado a uma valvula fotomultiplicadora; amplificador de sinal; computador para
controle do mecanismo de varredura; aquisicdo dos dados e reconstrugcdo matematica da
imagem e sistema mecéanico de varredura tomografica de terceira geragcéo, previamente
descrito por Oliveira Junior e Martins (2009).

O fruto inteiro foi colocado dentro da camara do tomoégrafo, e fatias de imagem foram
reunidas usando como configuragdes do sistema tomografico tensdo de funcionamento
ajustada em 35 kV e corrente elétrica com 661 pA.

3.4 Preparo das barras de cereais

O desenvolvimento das barras de cereais com alto teor de fibras foi realizado
no Laboratério de Nutricdo da Universidade de Sorocaba (UNISO). A manipulagdo dos
ingredientes e a producdo das barras foram elaboradas de acordo com as diretrizes
estabelecidas pelas Boas Praticas de Manipulagéo de Alimentos (BRASIL, 2004).

Os ingredientes da calda (xarope de glicose, agUcar mascavo e agua) foram
dissolvidos em tacho de aluminio, sob aquecimento em chama. Em seguida foi medido o
grau Brix da solu¢cdo empregando-se refratdbmetro, de modo a atingir 85 °Brix. Apos esse
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procedimento, foram adicionados os ingredientes secos, sendo: flocos de arroz, farelo de
aveia, aveia em flocos, abacaxi desidratado em pedacos, coco ralado desidratado, acido
citrico e o extrato antocianinico. Misturou-se manualmente os ingredientes até distribuicao
igualitaria dos componentes. Na sequéncia, esta mistura foi colocada em tampo de inox
e prensada com rolo de polietileno até a espessura aproximada de 1 cm. Em seguida, as
barras foram cortadas nas dimensdes de cerca de 3 cm de largura e 3 cm de comprimento
com o auxilio de uma faca, embaladas em sachés laminados, identificadas e armazenadas
em abrigo de luz e em temperatura ambiente. Neste processo foram obtidas as barras de
cereais sem extrato antocianinico (L10); barras de cereais com 0,25% (m/m) de extrato
antocianinico (L24); barras de cereais com 1,0 (m/m) de extrato antocianinico (L07); barras

de cereais com 2,0 (m/m) de extrato antocianinico (L90). O esquema abaixo ilustra o

processo de obtencédo das barras de cereais (Figura 6).
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Figura 6. Esquema do preparo das barras de cereais.

Fonte: Elaboragéo propria.
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3.5 Analise Sensorial

Ostestes sensoriais foram realizados no Laborat6rio de Gastronomia da Universidade
de Sorocaba (UNISO) e conduzidos pela pesquisadora apés a aprovacéao pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade de Sorocaba recebendo o nimero 2.076.618
sendo apresentado no Anexo |. O teste empregado foi o teste de aceitabilidade do tipo
afetivo que avalia a aceitacdo de um alimento (FNDE, 2010).

Os participantes selecionados realizaram a degustacdo das barras em local
apropriado com total liberdade para expressar qualquer desconforto ou constrangimentos.
Todo o processo da analise sensorial foi realizado de modo a manter o anonimato do
provador e a confidencialidade dos resultados. O procedimento foi realizado em uma sala
de avaliacéo sensorial com cabines individuais, sob luz branca equivalente a luz do dia.

As quatro amostras de barras de cereais correspondentes as quatro diferentes
formulagbes foram codificadas com 3 digitos de forma aleatéria, que variaram de acordo
com teor do extrato antocianinico, sendo amostra L10 (0 mg de extrato); amostra L24
(25 mg de extrato); amostra LO7(100 mg de extrato) e amostra L90 (200 mg de extrato).
As barras de cereais com peso aproximado de 8 g cada foram servidas aos provadores
monadicamente a temperatura ambiente, com um copo de agua a temperatura ambiente
para enxaguar a boca apés cada avaliacéo. Utilizou-se escala hed6nica nominal de 9 pontos,
no qual o ponto ancora inferior correspondeu a “desgostei extremamente”, o ponto ancora
superior a “gostei extremamente”. Cada provador indicou o quanto gostou ou desgostou de
cada atributo, sendo aparéncia, aroma, sabor, textura e impresséo global. Para avaliagéo
da intencé@o de compra utilizou-se uma escala nominal de 5 pontos, no qual o ponto &ncora
inferior correspondeu a “certamente ndo compraria”, o ponto &ncora superior a “certamente
compraria”. As fichas de avaliagdo foram apresentadas no Apéndice I.

3.6 Selecéao de provadores

Os provadores foram selecionados entre os alunos da Universidade de Sorocaba
na faixa etaria acima de 18 anos, de ambos os géneros. O recrutamento dos julgadores
realizou-se entre aqueles com habitos de ingestao de barras de cereal e com disponibilidade
para participagdo nos testes. Antes do inicio do teste sensorial, cada julgador recebeu e
assinou duas vias do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice II),
sendo que uma ficou com o participante da pesquisa e a outra foi arquivada. Neste termo
(TCLE) destacou-se a composicao da barra de cereais, para que o participante da pesquisa
pudesse conhecer a formulagédo e dar ciéncia de sua possibilidade de participacdo por
auséncia de intolerancia alimentar, alergias ou aversdes a algum componente. Individuos
que declararam intolerancia alimentar ou alergias a qualquer um dos ingredientes
da formulagcdo foram excluidos da pesquisa. Selecionou-se 53 provadores para o
desenvolvimento do teste sensorial. Em seguida, o participante recebeu as instrugdes para
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realizar a degustacgéo, tendo o acompanhamento de um monitor que ficou durante o todo o
procedimento disponivel para esclarecimento de qualquer davida.

3.7 Analise estatistica

Os experimentos foram delineados em blocos casualizados completos, onde os
diferentes tipos de barras de cereais foram chamados de tratamentos e cada individuo
constituiu um bloco, uma vez que, cada individuo avalia os quatro tratamentos. Assim, tem-
se um experimento em blocos casualizados completos com quatro tratamentos. Os dados
obtidos nas analises sensoriais foram submetidos ao teste ndao-paramétrico, denominado
teste de Friedman (CAMPOS, 1983; ZAR, 2010), empregando-se um nivel de significancia
(a) de 0,05. Para decidir entre as hipéteses HO (ndo ha diferenca entre os tratamentos
quanto a certa caracteristica) e H1 (pelo menos dois tratamentos diferem entre si, em
relacdo a uma certa caracteristica), calcula-se o valor do teste conforme apresentado em
Zar (2010) e o valor-p. Se valor-p maior que a, ndo se rejeita HO, caso contrario se valor-p
menor ou igual a a , rejeita-se HO. Neste caso, ndo ha evidéncias de diferencas entre
os tratamentos quanto a caracteristica em analise. A estatistica X? do teste de Friedman
€ dada pelas equacgbes 6 e 7. Para os calculos matematicos utilizou-se o software R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012).

Também para a interpretagéo dos resultados foi utilizado, como recurso gréfico, o
grafico do tipo boxplot (VALLADARES NETO et al., 2016).

R?-3n(k+1)

12
k(k+1) <1
X2=1=
E T
nk(k2-1)

(Equaciao 6)

Onde n =0 numero de blocos (individuos); k=0 namero de tratamentos; 2= a soma
das ordens atribuidas aos dados do tratamento i nos n blocos;

T, =Y, ti3j —k (Equagio 7)

7

Onde t?, = 0 niumero de observagbes empatadas do tratamento / no bloco j
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RESULTADOS E DISCUSSAO

11 PROCESSO DE EXTRAGCAO

O rendimento do processo de extragdo das antocianinas foi de aproximadamente
0,1% (m/m). Em comparag¢do com trabalho anterior conduzido no nosso laboratério, onde
obteve-se rendimento de cerca de 2% (MARCO, 2017), verificou-se um rendimento bem
inferior. Este resultado pode ser atribuido a diferenca de maturagéo na fruta utilizada.

Analisando-se o extrato de antocianina obtido, sob a forma de solugdo aquosa
(100 mg mL") obteve-se indice de refracao de 1,3340, correspondente a 0,625 °Brix ou
0,625% de sacarose (SUCROSE CONVERSION TABLE, 1981) o que indicou que a fruta
utilizada estava pouco madura o que contribuiu para o baixo rendimento. Além disto, néo
se procedeu a etapa de despolpacédo diferentemente do processo empregado por Marco
(2017). A despolpacao, embora fornega um rendimento maior, exige uma etapa laboratorial
de extenso trabalho. Neste sentido, justificou-se a eliminacao desta etapa.

21 DETERMINAGAO DO TEOR DE ANTOCIANINAS

O teor de antocianina totais do extrato foi determinado espectrofotometricamente
através do método de pH diferencial, resultando em uma concentracdo média (n = 3) de
17,64 + 1,13 mg antocianina / 100g fruta fresca.

O método de pH diferencial € um método espectrofotométrico rapido e simples
baseado na capacidade das antocianinas em absorver luz na regiéo do visivel, compreendida
entre 496 e 550 nm, diferentemente da grande parte dos flavonoides, que absorvem luz na
regido entre 350 e 380nm (TEIXEIRA; STRINGHETA; OLIVEIRA, 2009). Contudo, o método
n&o permite a quantificagéo de antocianinas isoladas (GOUVEA et al., 2012).

A analise de antocianinas pelo método de pH diferencial consiste em efetuar leitura
espectrofotométrica do extrato em tampao pH 1,0 e pH 4,5, baseando-se na sensibilidade
destes compostos ao pH. Em meio extremamente acidos (pH 1,0) as antocianinas apresentam
intensa coloragcéo vermelha, pois ha o predominio da forma cation flavilicum. No entanto,
ao elevar o pH para 4,5 estabelece-se condicdo em que as antocianinas praticamente
ndo apresentam cor pela predominancia da espécie pseudobase carbinol, apresentando
menor absor¢ao de energia (FIGUEIREDO et al., 2009; LEE; DURST; WROLSTAD, 2005).
A diferenca de absorvancia observada possibilita estimar a fracdo real de antocianina
presente. Além disto, a diferenca entre os comprimentos de onda fornece uma absorbéancia
livre de compostos de degradagéo, quantificando apenas as antocianinas (RIBEIRO;
MENDES; PEREIRA, 2011). Neste método, o teor de antocianina obtido é expresso como
equivalentes de cianidina-3-glucésido, visto que, de acordo com varios autores (SCHULZ et
al., 2015; LEE; DURST; WROLSTAD et al., 2005; GIUSTI; WROLSTAD, 2001), é o pigmento

de antocianina mais comum encontrado na natureza.
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O teor de antocianinas em frutos varia muito em funcdo de fatores, tais como,
clima, regido, indice pluvial, incidéncia de luz e, principalmente, pelo grau de maturagéo da
fruta. Durante a maturagéo modificagdes bioquimicas, fisiologicas e estruturais contribuem
na determinacdo dos diversos atributos de qualidade das frutas e, consequentemente,
na presenca de fitocompostos (SCHULZ et al.,, 2015). A maior incidéncia de energia
solar no fruto de Jussara estimula a sintese de antocianinas. As bagas localizadas nas
partes externas da palmeira de Jussara recebem mais luz solar, cuja intensidade afeta
a metabolismo e sintese de flavonbides em geral, estimulando a produg¢é@o e acumulo de
antocianinas (BORGES et al., 2011; TERPINC; ABRAMOVIC, 2010; TOMAS-BARBERAN;
ESPIN, 2001). De fato, estes fatores podem ter um grande impacto na quantidade e na
qualidade de extrato de pigmento que pode ser produzido.

No trabalho de Borges et al. (2011) foram analisados extratos de frutas de Jussara
de varios locais no Brasil e obtiveram diferengas significativas no contetdo total de
antocianinas, variando de 14,84 + 2,11 a 409,85 + 2,33 mg antocianina / 100g de polpa ou
fruta fresca de matéria de fruta. Ja Schulz et al. (2015) analisaram teores de antocianinas
de frutas de Jussara em diferentes fases de amadurecimento e também observaram valores
bastante dispares, com variagdes entre 18,76 + 2,9 a 634,26 + 195,02 mg antocianina / 100
g de fruta. Pode-se afirmar que variagdo nos niveis de antocianinas nos extratos de frutos
Jussara analisados por Borges et al. (2011) foram em partes atribuiveis a diferencas nas
condi¢cbes de crescimento, enquanto as diferencas relatadas por Schulz et al. (2015) foram
atribuido a diferentes estagios de amadurecimento. Estes trabalhos indicam a dificuldade
na padronizagéo de extratos brutos em relagéo ao contetdo de antocianinas.

31 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A variagcéo da atividade e a concentragdo de compostos fendlicos promovidos por
condigdes abidticas, como discutido acima, também influenciam a atividade antioxidante dos
frutos de Jussara. Durante o processo de maturacao dos frutos, a presenca, a concentragéo
e a interacéo entre diferentes compostos fenolicos pode causar incremento ou decréscimo
da atividade antioxidante (BORGES et al., 2011). Estas varia¢des na atividade antioxidante
nos frutos da Jussara também foram observadas por Schulz et al. (2015).

A grande diversidade de compostos polifendlicos antioxidantes presentes na
fruta de Jussara cria uma matriz biolégica complexa que contribui para a capacidade
antioxidante desta fruta, mas as antocianinas aparentemente predominam na contribuicdo
para a capacidade antioxidante dos frutos da Jussara (BICUDO; RIBANI; BETA, 2014;
BORGES et al., 2011; HIDALGO; SANCHEZ-MORENO; PASCULA-TERESA, 2010). A
atividade antioxidante das antocianinas ocorre através da doacao de elétrons ou &tomos de
hidrogénio para as hidroxilas de radicais livres formados durante os processos de oxidag¢ao
(CARDOSO et al., 2015).
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O método por captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) é um
procedimento quimico, utilizado para determinar a capacidade antioxidante de um
composto em sequestrar radicais livres, sendo um dos mais utilizados para avaliar a
capacidade antioxidante de frutas. Esta metodologia é considerada rapida, pratica e com
boa estabilidade. O DPPH €& um radical de nitrogénio orgéanico, estavel, de cor violeta,
que possui absor¢ao entre 515-520 nm. A reducéo do radical DPPH & acompanhada pelo
decréscimo da absorbancia durante a reacéo. Na presenca de um doador de hidrogénio ou
elétron a intensidade de absor¢éo diminui e a solugdo com o radical perde cor, tornando-
se amarela, de acordo com o nimero de elétrons capturados, ou seja, quando o elétron
desemparelhado do atomo de nitrogénio no DPPH recebe um &atomo de hidrogénio
proveniente de compostos antioxidantes, ocorre a mudanga de cor (SUCUPIRA et al.,
2015).

Com fator limitante analitico, o DPPH pode interagir com outros radicais e a curva de
resposta em relagdo ao tempo pode néo ser linear em diferentes proporc¢des de antioxidante/
DPPH (KEDARE; SINGH, 2011). Além disto, nenhum ensaio empregado isoladamente para
determinar a capacidade antioxidante ira refletir exatamente a “capacidade antioxidante
total” de uma amostra. Assim, atualmente preconiza-se a utilizacdo de duas ou mais
técnicas para determinar a atividade antioxidante, particularmente em matrizes complexas,
com as frutas e extrato vegetais. (NEGRI; POSSAMAI; NAKASHIMA, 2009; SUCUPIRA
et al., 2015). Assim, a atividade antioxidante também foi avaliada através do ensaio do
complexo fosfomolibdénio.

O método de reducdo pelo complexo fosfomolibdénio, avalia a capacidade
antioxidante total de uma mistura complexa de compostos, tanto de componentes lipofilicos
quanto de hidrofilicos. O reagente possui coloragdo amarela, tornando-se verde a medida
que se reduz (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). Apresenta-se como um método simples
e de baixo custo.

O extrato antocianinico mostrou diferentes niveis de atividade de captura de
radicais de DPPH na faixa de concentragdes entre 0-10 mg mL™'. Para concentragdes mais
elevadas, a atividade de eliminacéo de radicais de DPPH n&o variou muito, com a atividade
de eliminacao de radicais do extrato de antocianina apresentando um aumento hiperbélico
com concentragdes crescentes do extrato, até um valor proximo de cerca de 90%, como
pode ser observado na Figura 7.

Ao testar a atividade antioxidante total do extrato de antocianina através do
complexo de fosfato de molibdénio observou-se que a atividade antioxidante total também
mostrou um aumento hiperbolico com o aumento das concentragcdes de massa do extrato
(na mesma faixa de concentragdes de 0-10 mg mL™") (Figura 7, curva roxa, eixo YY direito),
embora em menor proporcao quando comparado com a atividade de eliminacéo de radicais
testada através do método DPPH.
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Figura 7. Atividade antioxidante por DPPH do extrato de antocianina (curva verde, eixo YY esquerdo)
e atividade antioxidante pelo complexo fosfomolibdénio (curva roxa), em fungéo de diferentes
concentragdes de massa do extrato de antocianina (n = 3).
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Resultados e discusséo Fonte: Elaboragao prépria

Pelos resultados apresentados, pode-se afirmar que o extrato de antocianina
apresentou boa capacidade antioxidante. Estes resultados sdo comparaveis e estdo em
estreita concordancia com os resultados publicados por Kumar, Sandhir e Ojha (2014),
Lima et al. (2011) e Almulaiky et al. (2017).

Os resultados obtidos sugerem que o extrato antocianinico produzido é capaz
de eliminar os radicais livres (embora em diferentes extensdes) e impedir o inicio da
propagacéo de radicais livres, estabilizando-os de modo a impedir sua participagcdo em
reacoes deletérias.

41 DETERMINA(;AO DO CONTEUDO FENOLICO TOTAL NO EXTRATO DE
ANTOCIANINA

Utilizando a curva de calibracdo produzida para o contetdo fenélico expresso como
equivalentes de acido galico (GAE) (Abs765nm = 0,0011 x [GAE, mg mL"] + 0,0065; R? =
0,99402), o teor fendlico total das amostras de extrato de antocianina (n = 3) foi determinado
como igual a 1,958 + 0,070 mg GAE /g de extrato de antocianina.

Os resultados obtidos para o contetdo fen6lico foram de uma ordem de magnitude
inferior aos resultados obtidos por Borges et al. (2011). No trabalho destes pesquisadores
foram avaliados frutos de cinco regides diferentes do estado de Santa Catarina, Brasil.

Em uma destas regides, de clima quente e Umido, os frutos apresentaram contetdo de
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compostos fendlicos na ordem de 2610,86 + 3,89 mg 100 g' (GAE). No entanto, como
ja foi dito, o estagio de amadurecimento combinado com a incidéncia de radiag@o solar
na palmeira Jussara tem uma grande influéncia nos teores de antocianinas e flavonéides
em geral. Varios autores relataram (BORGES et al., 2011; TOMAS-BARBERAN; ESPIN,
2001), que os compostos fendlicos séo metabolizados em resposta a intensa radiagéo
solar, também atuando como mecanismo de defesa contra insetos herbivoros e protecéo
contra as radiagdes UVA e UVB. Portanto, as inter-variagdes das frutas sdo devidas a via
de formacéao destes compostos, uma vez que a sua presenca difere em cada fruta.

51 ATIVIDADE ANTIMICBOBIANA DO EXTRATO DE ANTOCIANINA PELO
TESTE DE DISCO-DIFUSAO

Diversas pesquisas tém sido realizadas tendo como foco avaliar efeitos benéficos
conferidos por diversos compostos fitoquimicos para a satde humana. Contudo, poucos
trabalhos tém sido direcionados para a avaliagdo da atividade antimicrobiana destes
compostos. Alguns estudos apontam para a capacidade antimicrobiana das antocianinas,
sem, no entanto, estabelecerem o mecanismo de agado. Sugere-se que propriedades
antimicrobianas observadas em algumas espécies vegetais contendo antocianinas ocorram
por mecanismos sinérgicos em funcao da presenga também de outros compostos fendlicos,
acidos organicos, entre outros (CISOWAK; DORATA; HENDRICH, 2011).

Nesta pesquisa escolheu-se o teste de disco-difusdo para a determinacdo da
atividade antimicrobiana do extrato, uma vez que, € um método comumente utilizado
na determinacdo da sensibilidade de microrganismos frente a diferentes substancias.
Apresenta-se como um método de facil execugdo, com padronizacdo estabelecida, ndo
exige equipamentos especiais e, ainda permite facil interpretacéo dos resultados obtidos
(BALOUIRI et al., 2016; JORGENSEN; FERRARO, 2009).

Neste tipo de ensaio um microrganismo padrao é desafiado contra uma substancia
biologicamente ativa em meio de cultura so6lido, relacionando-se o tamanho da zona de
inibicdo de crescimento com a concentragdo da substancia avaliada (OSTROSKY et al.,
2008). Os resultados do teste disco-difusdo séo qualitativos, em relagéo a suscetibilidade
bacteriana, ndo permitindo a quantificagcdo do agente antimicrobiano que se difunde para o
meio (BALOUIRI et al., 2016; JORGENSEN; FERRARO, 2009).

Pode-se notar pelainspecéo da Figura 8, ligeira capacidade antimicrobiana do extrato
de antocianina contra Staphylococcus aureus (Figura 8b, quadrante 3), sem, contudo,
poder-se afirmar que o agente biologico apresentou sensibilidade ao extrato. Porém, o
extrato de antocianina ndo exerceu qualquer efeito antimicrobiano contra Escherichia coli

(Figura 8a, quadrante 3) ou Pseudomonas aeruginosa (Figura 8c, quadrante 3).

Resultados e discusséo

32



Figura 8. Ensaios de atividade antimicrobiana do extrato de antocianina frente a Escherichia coli (a),
Staphylococcus aureus (b) e Pseudomonas aeruginosa (c). Quadrante 1 - padréo positivo (penicilina
(10000 Ul / mL) / estreptomicina (10 mg / mL)); Quadrante 2 - padrdo negativo (4gua estéril ultrapura);

Quadrante 3 — amostra (solugéo de extrato antocianinico).

Fonte: Elaboracéo propria

61 CROMAIOGRAFICA i EM CAMADA DELGADA DO EXTRATO
ANTOCIANINICO: FITOQUIMICOS E ACUCARES

A cromatografia em camada delgada consiste na separa¢do dos componentes de
uma mistura através da migracédo diferencial sobre uma fina camada de adsorvente retido
sobre uma superficie plana, fundamentada no fenémeno da adsor¢éo (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 2006). Esta técnica pode ser Util na avaliagao inicial qualitativa de compostos
fitoquimicos presentes em espécies vegetais.

Os resultados das analises cromatograficas em camada delgada, visando verificar a
presenca de alguns fitoquimicos e agucares no extrato de antocianina, foram exibidos nas
Figuras 9a e 9b, respectivamente. Os valores de Rf estdo disponibilizados nas Tabelas 3
e4.

Os fitoquimicos escolhidos para este screening foram rutina e quercetina, uma vez
que, ha indicacdo, em literatura, de maior presenca destes compostos (SCHULZ et a.,
2015). No entanto, a presenca e a concentracdo destes compostos € afetada fortemente
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pelo grau de amadurecimento da fruta, entre outros fatores (BORGES et al.,, 2011).
Observou-se quatro fracdes de pigmento formadas no cromatograma a partir do extrato
de antocianina (Figura 9a, corrida 4), entretanto sem clara comprovagao da presenca de
rutina ou quercetina em fungé@o dos Rfs observados (Tabela 3). Isso sugere a existéncia de
quatro pigmentos no extrato. Vale lembrar que os frutos utilizados para produzir os extratos
estavam nos estagios iniciais do amadurecimento, o que pode propiciar a presenca de
outros pigmentos como a clorofila. Corroborando com esta possibilidade, vestigios de
clorofila foram detectados na analise FTIR do extrato.

Em relacdo a presenca de aglcares, observou-se a provavel presenga de glicose
e sacarose como mostrado na Figura 9 b, e de acordo com valores de Rfs observados no
cromatograma (Tabela 4). Os agucares comuns em frutas séo sacarose glicose e frutose,
sendo a presenca destes compostos significativa somente no amadurecimento, quando o
contetdo de &cidos organicos diminui e o de aglcares aumenta (CORTES et al., 2016). O
cromatograma obtido n&o evidenciou de modo inequivoco a presencga destes compostos
(glicose e sacarose), provavelmente, por se tratar de um extrato bruto, que pode mascarar
o resultado e também pelo extrato ter sido obtido de frutas pouco maduras.
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Figura 9. Fotos de cromatogramas em camada delgada. a) fitoquimicos: 1-rutina (quercetina-3-O-
rutinosideo); 2- quercetina; 3 -mistura de rutina e quercetina; 4- extrato de antocianina. b) aclcares:
1- lactose; 2- frutose; 3- glicose; 4- amido; 5- extrato de antocianina (concentragdo 100 mg mL"); 6-

maltose; 7- galactose; 8-goma arabica; 9-sacarose; 10- mistura de agucares 1,2,3,4,6,7,8,9; 11-extrato
de antocianina (concentragdo 100 mg mL™).

Fonte: Elaboragéo propria
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Corrida Fitoquimicos Valores de Rf

1 Rutina 0,495/0,581 /0,790

2 Quercetina 0,943

3 Rutina + Quercetina 0,495/0,571/ 0,771 /0,943
4 Extrato da antocianina 0,276 /0,390 /0,543 / 0,895

Tabela 3. Fator de retencéo (Rf) dos fitoquimicos, rutina e extrato de antocianina obtidos em
cromatofolha, tendo como fase mével acetato de etila (100 mL); acido férmico (11 mL); acido acético
glacial (11mL) e agua (27 mL) e revelador NP/PEG 4000.

Fonte: Elaboragéo propria

Corrida Acucar Valor de Rf
1 Lactose 0,276
2 Frutose 0,400
3 Glicose 0,560
4 Goma
5 Extrato antocianinico 0,634
6 Maltose 0,430
7 Galactose 0,495
8 Goma arébica
9 Sacarose 0,540
10 Mistura de todos os agucares 0,449/ 0,602
11 Extrato antocianinico 0,674

Tabela 4. Fator de retencéo (Rf) dos agucares e do extrato obtidos em cromatofolha, tendo como
fase mével 1-propanolol (40 mL); acetato de etila (5 mL) e agua (5 mL) e aquecimento (110°C) como
revelador

Fonte: Elaboragéo propria

71 ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS DO EXTRATO ANTOCIANINICO

As antocianinas diferem de outros flavonbides naturais pelo alcance de cores
derivadas e por sua capacidade de formar estruturas de ressonancia através de variagdo de
pH do meio (QIN et al., 2010). De modo geral, em meio extremamente acido (pH entre 1-2),
as antocianinas apresentam coloragao intensamente avermelhada devido ao predominio
da forma cation flavilium. Com o aumento do pH (pH préximo de 6,0) as antocianinas
perdem a cor, pela predominancia da espécie pseudobase carbinol, como ja citado. Em
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valores acima de pH 6,0, ocorre ruptura do anel heterociclico, formando-se a espécie cis-
chalcona, com coloragdo amarelada (MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008; FIGUEIREDO
et al., 2008). Assim, avaliar o comportamento do extrato em diferentes pH € um modo
de caraterizagdo das antocianinas. Os espectros de absorcédo de UV-Vis do extrato de

antocianina séo apresentados na Figura 10.

pH1.0 1pH2.ﬁ pH5.0 pHT.0 pHE.ﬂr
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Figura 10. Caracteristicas espectrais UV-Vis das antocianinas de Jussara nas solucdes tampao de
extrato antocianinico em valores de pH 1,0; 2,0; 5,0; 7,0 e 8,0.

Fonte: Elaboracéo propria

Os espectros de UV-Vis mostram a dependéncia de antocianina em relagéo ao pH.
Em pH de 1,0, devido a carga positiva no anel interno, as antocianinas absorvem fortemente
a luz entre 460 nm e 550 nm e tém um méximo de absor¢do em cerca de 520 nm (QIN et
al., 2010). Assim, em pHs &cidos, as antocianinas sao coloridas (veja a imagem inserida
na Figura 10). No entanto, em valores de pH de 5 ou superior, devido a perda da carga
positiva no anel interno, as antocianinas ndo absorvem a luz na faixa visivel do espectro,
sendo incolores. As cores observadas nas solu¢gdes em pH acima de 5,0 sé@o resultados
do tipo de amostra analisada. As solugbes foram preparadas a partir de um extrato impuro
de antocianinas as quais foram oriundas do fruto da Jussara e ndo de antocianinas puras.
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81 ESPECTROFOTOMETRIA POR INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA
DE FOURIER (FTIR)

As andlises espectrofotométricas (FTIR) permitem identificar grupos funcionais,
uma vez que cada grupo funcional absorve a radiagdo em uma frequéncia caracteristica do
espectro infravermelho (SKOOG: HOLLER; CROUCH, 2007). O espectro infravermelho do
extrato de antocianina dos frutos de Jussara € exibido na Figura 11.
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Figura 11. Espectro de infravermelho com Transformada de Fourier do extrato antocianinico produzido
a partir de frutos de Jussara.

Fonte: Elaboracgéo propria

O extrato apresentou bandas de absorgéo pertencentes a vibragéo de estiramento
de OH (3370 cm™) e grupos de hidrocarbonetos saturados (2926 cm, correspondentes
a um grupo metila e 2855 cm™', correspondendo a um grupo metileno). As bandas entre
1711 cm™ e 1072 cm™" pertencem a vibracao de estiramento de C-O e vibragéo de flexao
(deformagéo angular) de grupos C-O-C. Outras bandas podem ser atribuidas a vibragao de
alongamento do grupo C = O (1614 cm™). Esses dados espectrais indicam que o alquilo de
cadeia longa (bandas fortes ao redor de 2926 cm™ e 2855 cm') esta presente no extrato.
As bandas de absorcéo podem ser atribuidas a vibragéo de estiramento de OH (3370 cm™)
e grupos de hidrocarbonetos saturados (2926 cm™, 2855 cm™), vibragéo de estiramento de
CO e vibragao de flexao de grupos COC (1711 cm, 1072 cm"), estimulando a vibracao de
grupos C=0 (1614 cm™) (VASINCU et al., 2014). A vibragédo de flexdo do metil / metileno
correspondente a bandas em 2926-2855 cm ™ também estao presentes. Além disso, foram
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visiveis bandas correspondentes a vibracdo dos anéis aromaticos e de grupo C-O-C
comuns em flavonéides (1072 cm™, 1516 cm™, 1447 cm™, 1261 cm'1411) (SYAFINAR
et al., 2015; ADIB et al., 2014). As bandas correspondentes ao alongamento da vibragéo
de C-O e vibragdo de flexdo de grupos C-O-C (1711 cm™ e 1072 cm, respectivamente)
indicam a presenca de carboidratos (VASINCU et al., 2014). As bandas a 1447 cm™ e
1614 cm™ também podem ser atribuidas a vibragdo C-N e ao alongamento C = O. Esses
dados espectrais sdo consistentes com o conteddo de extratos de antocianina relativo
a carboidratos (por exemplo, polissacarideos). A partir da inspe¢do dos espectros de
transmissdo descritos na Figura 11 pode-se observar ainda um pico em aproximadamente
1614 cm™ devido ao estiramento do grupo carbonila (C = O) e um pico na regido de 1447
cm™ devido ao trecho de ligagdo C-N, ligagdes comuns em polipeptideos e proteinas.
Também foram identificados picos caracteristicos indicativos da presenca de clorofila,
provavelmente devido ao estagio de imaturidade dos frutos utilizados para a preparagéo
do extrato impuro de antocianina. Conforme observado nos grupos funcionais da clorofila
extraidos em conjunto com as antocianinas, séo observadas vibragéo C-H, e vibragéo C-H,
em 2926 cm' e 2855 cm’', respectivamente. Além disso, também s&o notadas vibragdes de
C =0em 1711cm”, vibracdo C-O em 1072 cm™ e vibracdo C-N de porfirinas em 1447 cm-
. Conforme observado nos grupos funcionais de antocianina, liga¢gdo H entre moléculas a
3370 cm™, C = O alongamento em vibragc&o a 1614 cm™ a partir de um grupamento CO_H,
possivelmente pertencente a um anel de benzeno e a vibragédo de alongamento de ésteres
de C-O-C em 1072 cm™ também séo caracteristicas observadas (CHANG et al., 2013). O
pico a 1516 cm, provavelmente também pertencente a um anel benzeno (MUCHOUWETI;
CHIKWAMBI, 2008). Véarias bandas de absorgcédo foram identificadas, incluindo aquelas
dentro da regido entre 800-1750 cm™ que sdo classificados como alongamentos do anel
aromatico C = C, enquanto que as bandas de infravermelho na area de 820 cm"a 760 cm-'
podem ser atribuidas a vibragdes do anel aromatico (AGATONOVIC-KUSTRIN; MORTON;
YUSOF, 2013). As regibes de infravermelho entre 1542 cm™ a 965 cm™ s&o geralmente
referidas como a regido de “impressao digital”’, e varias bandas infravermelho, incluindo
as que correspondem a vibragéo das ligacdes CO, CC, CH e CN, ocorrem nesta regiao
(AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2013). Esta area fornece informagdes importantes sobre
compostos organicos como acucares, alcoois e acidos organicos presentes no extrato.
A absorbéancia distinta no pico na regido do nimero de onda 3370 cm™ é o resultado da
absorbancia de agua (AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2013). A banda de absor¢do 1377
cm pode ser atribuida ao grupamento O-H em deformagéo plana em polifenéis (OZACAR,;
SOYKAN; SENGIL, 2006). A vibracdo de deformacéo das ligagcbes C-C nos grupos
fendlicos adsorventes na regido de 1500-1400 cm™ (NAKANO; TAKESHITA; TSUTSUMI,
2001). As bandas de absor¢éo de infravermelho devido a presenga de grupos funcionais
de aglcar estdo dentro da gama entre 1200 cm™ e 950 cm™, mais especificamente os
picos observados a 1261 cm™,1072 cm™. A vibracéo do estiramento do grupo C = O é
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de cerca de 1711 cm™. Os picos a 1614 cm™ e 1377 cm™ correspondem a vibracdo de
estiramento simétrica e assimétrica para o ion carboxilico (COO") indicando a existéncia
de grupos acido carboxilico, éster ou carbonila (AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2013). Os
picos localizados na regido de 1500 cm™ podem ser atribuidos ao alongamento C-C em
anéis aromaticos (AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2013).

De modo geral, as bandas observadas também apresentam valores coincidentes
com as observadas por Horst, Parize e Souza (2009), em analise de infravermelho de
corante antocianina.

91 DIFRACAO DE RAIOS-X

Os resultados obtidos a partir das andlises de difracéo de raios-X (XRD) realizados
no extrato antocianinico produzido estdo apresentados na Figura 12 na forma de um
difratograma normalizado e permitem observar um comportamento amorfo generalizado.
Embora possam ser observados quatro picos (26 = 21 °, 24 °, 28,5 ° e 40,5 °) que podem
estar associados a alguma fase cristalina esta, encontra-se em baixa concentragdo, uma
vez que a intensidade dos picos € baixa. O amplo espectro de difragéo (26 = 5 °- 50 °)
observado no espectro do extrato antocianinico mostra o dominio do material amorfo no

extrato antocianinico.
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Figura 12. Difratograma de raios-X do extrato antocianinico.

Fonte: Elaboragéo propria
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10 | CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

Os resultados das analises de DSC realizadas com o extrato antocianinico
foram exibidos na Figura 13. O pico endotérmico superficial observado a 53,25 °C pode
ser considerado como a transicdo de primeira ordem comumente observada em uma
ampla classe de biopolimeros hidratados. Por analogia com o trabalho de Dandurand e
colaboradores (2014), este evento endotérmico é atribuivel a evaporacdo de moléculas
de agua ligadas. O segundo evento endotérmico foi relativo ao pico notado em 107,14
°C (com entalpia de fusdo associada em -228,05 mJ / mg), o que esta de acordo com 0s
resultados publicados por Santos et al. (2013) para um extrato de antocianina de cascas
de jabuticabas. O terceiro evento endotérmico foi um pequeno pico a 148,70 °C, associado
aos fendmenos de degradacgéo, que pode ser considerado como uma caracteristica térmica
da carbonizagéo da amostra (LIMSITTHICHAIKOON et al., 2015).
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Figura 13. Termograma de calorimetria de varredura diferencial do extrato antocianinico

Fonte: Elaboragéo propria

111 FLUORESCENCIA DE RAIOS-X (XRF)

Atécnica de XRF pode fornecer resultados analiticos com uma preciséo de algumas
partes por milh&o (j1g/g) e pode ser usada para quantificar elementos quimicos presentes em
diferentes amostras, desde que tenham numero atémico entre elemento magnésio (Z=12)
até férmio (Z = 100) (VINADE; VINADE, 2005). Os resultados foram analisados de forma
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qualitativa e quantitativa. Os principais elementos quimicos encontrados séo identificados

na Figura 14 na forma de um espectro de fluorescéncia de raios-X e quantificados na Figura

15.
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Figura 14. Espectro fluorescéncia de raios-X realizada no extrato antocianinico. O eixo YY representa
0 nimero de contagens de raios-X caracteristicos que atingiram o detector, enquanto o eixo XX
representa a energia dos raios-X caracteristicos.
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Figura 15. Composicéo elementar do extrato antocianinico por difracdo de raios-X.

Fonte: Elaboragéo prépria
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Os elementos cloro e o potassio foram encontrados em altas concentragdes no
extrato antocianinico, sendo 8636 ug / g extrato e 17250 ug / g extrato, respectivamente
(Figura 15). O potéassio é um dos elementos encontrado em frutas em maiores quantidades,
sendo, portanto esperado. Ribeiro, Mendes e Pereira em anélise de composi¢cao mineral
de polpa de frutas de Jussara encontraram teores de potassio de 94,8 (+ 11,2) mg/100g
polpa, indicando alto teor deste elemento.

Outros elementos presentes no extrato antocianinico em microconcentracdes foram
ferro, fosforo, enxofre, manganésio, zinco e rubidio (Figuras 9 e 10). O contetdo mineral
no extrato de antocianina produzido foi semelhante ao relatado por Inada et al. (2015),
em relacdo ao célcio (1,55x maior no nosso extrato) e enxofre (1,38x maior em nosso
extrato). Ja para outros elementos houve divergéncia, como para o potassio (4,78x maior
em extrato), manganés (11,38x menor em nosso extrato), zinco (5,38 x maior em nosso
extrato), ferro (6,65x menor em nosso extrato) e foésforo (4,25x inferior em nosso extrato).
No extrato antocianinico obtido neste trabalho, foram detectados cloro, bromo e rubidio,
mas nenhuma correspondéncia foi encontrada com outros estudos publicados na literatura

especializada utilizando extratos impuros de frutos da palmeira Jussara.

12 | MICROTOMOGRAFIA DE RAIOS-X (MCT)

A palmeira Euterpe edulis produz uma fruta redonda, também conhecida como
Jussara, contendo uma semente marrom clara que responde a cerca de 90% do diametro
do fruto (1 a 1,5 cm) e até 85% do seu peso (BICUDO; RIBANI: BETA, 2014).

As sementes da palmeira Jussara s&o cobertas com uma pele escura e brilhante.
As antocianinas sdo encontradas na célula vacuolar, principalmente em flores e frutas, mas
também podem ser encontradas em folhas, hastes e raizes. Nessas partes das plantas,
elas sao presentes predominantemente nas camadas celulares externas, como a epiderme
e as células do meséfilo (FRANCIS, 1999; STAFFORD, 1994). A partir das analises
tomogréficas através da transmissdo de raios-X realizadas para todo o fruto de Jussara
(Figura 16), pode-se observar que a casca do fruto apresentou espessura de 701 + 23,8
um, sendo constituida por duas camadas concéntricas envolvendo uma camara interna
com uma espessura de 108 + 66,9 um. A fruta de Jussara analisada exibiu um diametro
externo de 11566 + 167,9 um.
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Figura 16. Imagens obtidas por analise tomografica através da transmisséo de raios X (uCT) feitas em
fruto de Jussara, sendo (a) imagem do fruto inteiro, (b) imagem de perfil transversal da parede de um
fruto e (c) imagem do fruto cortada digitalmente ao meio.

Fonte: Elaboragéo prépria

131 PREPARO DAS BARRAS DE CEREAIS

O processo de fabricacdo das barras de cereal envolveu, inicialmente, a mistura dos
ingredientes secos, como aveia, farelo de arroz, acido citrico, coco e abacaxi desidratados.
Depois foram adicionados os componentes aglutinantes formando uma massa compacta e
na sequéncia, agregou-se diferentes por¢des de extrato de antocianina. Por fim, a massa
foi cortada, embalada e identificada, como pode ser visualizado na Figura 17.
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L10 = sem adigdo do extrato antocianinico; L24 = 0,25% (m/m) de extrato antocianinico; L07 =
1,0%(m/m) de extrato antocianinico; L90 =2,0% (m/m) de extrato antocianinico.

Figura 17. Fotografias da massa de cereal prensada (a), cortada (b) e embalada (c) durante o preparo
das barras de cereais.

Fonte: Elaboragéo prépria

O processo de obtengéo das barras de cereais foi bastante simples e permitiu obter
barras de cereais caseiras de adequada aparéncia, semelhantes as produzidas de modo
industrializado. Isto foi um fator positivo que facilita a sua aceitacao.

14 | ANALISE SENSORIAL

Os dados coletados foram provenientes da analise sensorial feita por 53 participantes.
Cada participante da pesquisa experimentou e avaliou os quatro tipos de barras de cereais,
denominadas de L10 (sem adi¢@o do extrato antocianinico); L24 (0,25% (m/m) de extrato
antocianinico); LO7 (1,0%(m/m) de extrato antocianinico) e L90 (2,0% (m/m) de extrato
antocianinico). Desta forma, obteve-se um experimento em blocos casualizados completos
com quatro tratamentos (L10, L24, LO7 e L90) e 53 blocos (participantes).

Para cada um dos quatro tipos de barra, cada voluntario atribuiu uma nota para as
caracteristicas aparéncia, sabor, textura, aspecto global e intengcdo de compra. As notas
poderiam variar de 1 a 5 para a intengcdo de compra, sendo 1 para “certamente eu nédo
compraria” e 5 para “certamente eu compraria”’. Para as demais caracteristicas as notas
poderiam variar de 1 a 9, sendo 1 “desgostei extremamente” e 9 “gostei extremamente”.
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A analise estatistica poderia ser feita usando a andlise de variancia (ANOVA) para
experimentos em blocos casualizados. Porém, os dados foram coletados em uma escala
ordinal, isto é, cada dado obtido ndo é efetivamente um nimero. Dessa forma, testes
estatisticos mais adequados séo os testes ndo paramétrico, como o teste de Friedman,
selecionado para este trabalho. O teste Friedman permite decidir entre duas hipbteses,
sendo “HO: ndo héa diferenca entre os tratamentos quanto a uma certa caracteristica” e
“H1: pelo menos dois tratamentos diferem entre si, quanto a uma certa caracteristica”
(CAMPQOS, 1983; ZAAR, 2010).

Para decidir entre as hipoteses HO e H1, fixou-se um nivel de significancia do teste
(a) de 0,05, calculou-se a estatistica X2 do teste conforme apresentado em Zar (2010) e
calculou-se também o p-valor. Se p-valor > q, rejeita-se HO, caso contrario se p-valor < a
nao se rejeita HO. Neste caso ndo haveria evidéncias de diferencas entre os tratamentos
quanto a caracteristica em anélise.

Também para a interpretacdo dos resultados empregou-se o grafico box-plot. O
box-plot € um recurso grafico que exibe a tendéncia central ndo-paramétrica (mediana),
dispersao (quartis 25% e 75%), forma de distribuicdo ou simetria da amostra (valores
pontuais minimo e maximo), valores atipicos (outliers) e extremos. A existéncia de outliers
pode indicar dados incorretos ou que deveriam ser reavaliados (VALLADARES NETO et
al., 2016).

14.1 Analise sensorial para aparéncia

Na anélise de aparéncia pode-se concluir que ndo houve diferengas entre as quatro
formulagOes de barras de cereais. A Figura 18, apresenta os graficos box-plot dos dados
da aparéncia em fungéo das quatro formulagbées com diferentes concentragcbes de extrato
antocianinico. A linha horizontal mais forte em cada box-plot representa a mediana. Nota-
se que nos quatro graficos as medianas estao na mesma altura, em torno de 7, isto é, 50%
dos participantes deram nota = 7 para a aparéncia do produto. A fim de se verificar o que
foi observado na Figura 18, o teste de Friedman foi aplicado para testar se houve ou nao
diferencas entre as quatro concentra¢des de antocianina nas barras de cereais quanto ao
parametro aparéncia.
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L10 = sem adicdo do extrato antocianinico; L24 = 0,25% (m/m) de extrato antocianinico; LO7 =
1,0%(m/m) de extrato antocianinico; L90 =2,0% (m/m) de extrato antocianinico.

Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 18. Box-plot relativo ao atributo aparéncia em funcéo das diferentes de concentracdes de extrato
antocianinico adicionado as barras de cereais.

Os resultados obtidos para a estatistica do teste de Friedman e o p-valor foram de
X2=3,4 e p-valor= 0,3277, respectivamente para o atributo aparéncia. Como o p-valor obtido
foi de 0,3277, sendo maior que 0,05, ndo rejeitou-se HO, ou seja, ndo houve evidéncias de

diferencgas entre as quatro formulagdes quanto a aparéncia das barras de cereais.

14.2 Analise sensorial para sabor

Em relacdo ao sabor a Figura 19, apresenta os gréaficos box-plotdos dados referentes
ao sabor em funcdo das quatro formulacGes das barras de cereais contendo diferentes
concentracbes de extrato antocianinico. Observa-se que nos quatro graficos as medianas
estdo aproximadamente na mesma altura, em torno de 8, com exce¢do da concentracao
LO7 que possui mediana em torno de 7. A fim de se verificar o que foi observado na Figura
19, o teste de Friedman foi aplicado para testar se houve ou néo diferengas entre as quatro
concentracbes de antocianina nas barras de cereais quanto ao quesito sabor.
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L10 = sem adigdo do extrato antocianinico; L24 = 0,25% (m/m) de extrato antocianinico; L07 =
1,0%(m/m) de extrato antocianinico; L90 =2,0% (m/m) de extrato antocianinico.

Figura 19. Box-plot do relativo ao atributo sabor em fungéo das diferentes de concentra¢des de extrato
antocianinico adicionado as barras de cereais.

Fonte: Elaboragéo propria

Os resultados obtidos para a estatistica do teste de Friedman do parametro sabor
e o p-valor foram respectivamente e X?=9,21 p- valor = 0,026. Como o p-valor foi de 0,026
isto &, maior do que o nivel de significancia a=0,05, nao rejeitou-se HO. Pode-se afirmar
que nao houve evidéncias de diferengas entre as quatro formulagdes de barras de cereais
em relac&o ao sabor.

14.3 Analise sensorial para textura

Analisando a caracteristica textura pode-se observar pela Figura 20, que mostra
os graficos box-plot dos resultados referentes a textura em funcdo das quatro diferentes
formulagcbes de barras de cereais, que as medianas estdo aproximadamente na mesma
altura, em torno de 7, com excec¢éo da formulacao L90, que apresenta mediana em torno
de 8. Afim de se verificar o que foi observado na Figura 20, o teste de Friedman foi aplicado
para testar se houve ou néo diferengas entre as quatro concentracdes de antocianina nas
barras de cereais quanto a textura.
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L10 = sem adicdo do extrato antocianinico; L24 = 0,25% (m/m) de extrato antocianinico; LO7 =
1,0%(m/m) de extrato antocianinico; L90 =2,0% (m/m) de extrato antocianinico.

Figura 20. Box-plot relativo ao atributo textura em fungdo das diferentes de concentracoes de extrato
antocianinico adicionado as barras de cereais.

Fonte: Elaboragéo propria

Os resultados obtidos para a estatistica do teste de Friedman e o p-valor foram,
X?=6,6606 e p-valor =0,08354, respectivamente. Como o p-valor foi de 0,08354, isto &€, maior
do que o nivel de significancia a=0,05, ndo rejeitou-se Ho. Assim, ndo houve evidéncias de

diferencgas entre as quatro formulagdes de barras de cereais quanto ao parametro textura.
14.4 Analise sensorial para aspecto global

Analisando o aspecto global, pode-se verificar pela Figura 21, a qual exibe os
box-plot dos dados referentes ao aspecto global em fungédo das quatro formulagbes das
barras de cereais que as medianas estdo aproximadamente na mesma altura, em torno de
7 para concentracoes L24 e LO7 e em torno de 8 para L10 e L90. A fim de se verificar o que
foi observado na Figura 21, o teste de Friedman foi aplicado para testar se houve ou nao
diferencas entre as quatro concentra¢des de antocianina nas barras de cereais quanto ao
aspecto global.
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L10 = sem adicdo do extrato antocianinico; L24 = 0,25% (m/m) de extrato antocianinico; L07 =
1,0%(m/m) de extrato antocianinico; L90 =2,0% (m/m) de extrato antocianinico.

Figura 21. Box-plot relativo ao atributo aspecto global em funcéo das diferentes de concentracdes de
extrato antocianinico adicionado as barras de cereais.
Fonte: Elaboragéo propria

Os resultados obtidos para a estatistica do teste de Friedman e para p-valor foram
X2=6,2956 o p-valor de 0,09808, respectivamente. Como o p-valor foi de 0,09808, isto €,
maior do que o nivel de significancia a=0,05, néo rejeitou-se HO. Estes valores indicaram
que nao houve evidéncias de diferengas entre as quatro formulagdes das barras de cereais
quanto ao aspecto geral.

14.5 Analise sensorial para intencao de compra

Analisando a inten¢éo de compra, pode-se observar pela Figura 22, que apresenta
os graficos box-plot dos dados de intengdo de compra, em fungdo dos quatro tipos de
barras de cereais, nota-se que as concentragdes apresentam medianas aproximadamente
iguais (em torno de 4) com excegéo da formulagdo LO7 que apresenta mediana em torno de
3. A fim de se verificar o que foi observado na Figura 22, o teste de Friedman foi aplicado
para testar se houve ou néo diferengas entre as quatro concentra¢des de antocianina nas
barras de cereais quanto a intencéo de compra.
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L10 = sem adicdo do extrato antocianinico; L24 = 0,25% (m/m) de extrato antocianinico; LO7 =
1,0%(m/m) de extrato antocianinico; L90 =2,0% (m/m) de extrato antocianinico.

Figura 22. Box-plot relativo ao aspecto intengéo de compra global em fungéo das diferentes de
concentracdes de extrato antocianinico adicionado as barras de cereais.

Fonte: Elaboragéo propria

Os resultados obtidos para a estatistica do teste Friedman e o p-valor foram
X2=7,9462 e p-valor = 0.04714, respectivamente. Como o p-valor foi de 0,047, isto &€, menor
do que o nivel de significancia a=0,05, entao rejeitou-se HO. Este resultado indicou que
houve evidéncias de diferencas entre pelo menos duas das quatro formulacdes de barras
de cereais quanto a intencéo de compra. Essa diferenca € causada pela concentragéo LO7
que apresentou mediana inferior as demais formulagdes. Em outras palavras, demonstrou-
se menor intencdo de compra da barra de cereal com a formulacdo L07, ou seja, com
adicdo de 1,0% (m/m) de extrato antocianinico.
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CONCLUSAO

Os processos de maceracao, filtragcéo e evaporagao do solvente extrativo utilizados
para producdo do extrato antocianinico permitiram a obtengdo um produto com teor de
antocianinas de 17,64 + 1,13 mg/100 g fruta fresca e com boa capacidade antioxidante.
Além disto, a caracterizagédo fisico-quimica permitiu concluir que o extrato continha
compostos fenolicos que, provavelmente, contribuem para a atividade antioxidante do
extrato, acUcares (glicose e sacarose) e diversos elementos minerais. Observou-se
também ligeira capacidade antimicrobiana do extrato de antocianina contra Staphylococcus
aureus. Neste sentido pode-se afirmar que o extrato antocianinico preparado pode ser
utilizado como um ingrediente interessante para diversos tipos de alimentos em funcédo das
carateristicas avaliadas

As analises estatisticas empregadas na avaliagéo das caracteristicas organolépticas
das barras de cereais permitiram concluir que as quatro formula¢des das barras de cereais
ndo apresentaram diferencas significativas em nenhuma das caracteristicas avaliadas
(aparéncia, sabor, textura e aspecto global). Houve, no entanto, diferenca significativa
na intengdo de compra, sendo a formulagdo LO7 (com adi¢cdo de 1,0%(m/m) de extrato
antocianinico) a que apresentou menor inten¢cdo de compra enquanto que a intencdo de
compra para as demais formulacdes, foram similares. Assim, considerando os beneficios
atribuidos as antocianinas, a formulagédo L90 com 2,0% (m/m) de extrato antocianinico
adicionado seria a formulacdo mais adequada para sua producéo e comercializacao.

Pode-se concluir, pelos resultados obtidos nesta pesquisa, que a barra de cereal
com adicédo de extrato antocianinico mostrou-se como uma opg¢ao viavel para o uso do
fruto da Jussara. A barra de cereal desenvolvida pode ser considerada um alimento com
caracteristicas funcionais e, além disto, permitiria 0 aproveitamento diferenciado de uma

espécie vegetal nativa brasileira em vias de extingéo.
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DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Producio e caracterizagdo de extrato antocianinico a partir dos frutos da Jussara
(Euterpe edulis Martius): avaliagdo do potencial de incorporagdo em barras
nutracéuticas a base de aveia.

Pesquisador: LAURA ISABELLA LOPES FAVARO
Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 65101817.2.0000.5500

Instituigdo Proponente: FUNDACAQ DOM AGUIRRE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.076.618

Apresentacao do Projeto:

Este projeto trata-se de um dissertagdo de mestrado. A palmeira Jussara (Euterpe edulis Martius), originaria
da Mata Atlantica, produz palmito e cachos de frutos arredondados de cor roxa escura, ricos em
antocianinas. Na industria de alimentos, as antocianinas sdo empregadas como corantes naturais. Além
disto, apresentam elevada capacidade antioxidante, com comprovados efeitos benéficos para a sadude. As
barras de cereais representam uma alternativa de complemento alimentar & base de carboidratos, proteinas
e fibras. Assim acrescentar antocianina em barras de cereais pode oferecer novas oportunidades de
mercado visando

atender a crescente preocupagio da populagio por uma alimentagdo saudavel

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O objetivo desta pesquisa sera produzir e caracterizar um extrato antocianinico obtido a partir dos frutos da
Jussara e avaliar sua incorporagdo em barras de cereais a base de aveia.

Objetivo Secundario:

Realizar a extragdo das antocianinas nos frutos da Jussara (Euterpe edulis Martius);Caracterizar fisico-

quimicamente e avaliar a atividade antimicrobiana do extrato antocianinico obtido;
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Incorporar o extrato antocianinico em formulagdo de barras de cereal a base de aveia, de modo a obter 4
(quatro) concentragGes diferentes de extrato antocianinico; Avaliar caracteristicas sensoriais das barras de

cereais com o extrato bruto da Jussara (aparéncia, sabor, textura, aparéncia global) e intengdo de compra;

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Nao havera riscos e prejuizos de qualquer espécie para os participantes bem como desconfortos, riscos
morais ou constrangimentos provocados pela pesquisa. As barras de cereais serdo produzidas de acordo
com as Boas Praticas de Manipulagdo de Alimentos. Todos os ingredientes serdo obtidos de distribuidoras

de alimentos idéneas atendendo aos atributos nutricionais e sanitarios adequados ao uso alimentar. Os

componentes da formulagdo das barras de cereais desenvolvidas no presente projeto sdo de uso comum,

tradicionalmente empregados na produgdo de barras de cereais. Para a produgdo das micropérolas serdo

utilizados: alginato de célcio, espessante natural utilizado em diversos produtos alimentares; antocianina ,

corante natural presente em frutas e flores vermelhas, os quais sio considerados produtos GRAS (do inglés

Generally Recognized Safe) ou Produtos Reconhecidos como Seguros).

Beneficios:

Além de suas fungbes como corantes naturais, as antocianinas tém apresentado grandes beneficios a
salde devido suas atividades biolégicas, que incluem propriedades antioxidantes, antiinflamatdrias, inibigao
da oxidagdo do colesterol LDL, diminuigdo dos riscos de doengas cardiovasculares e de cancer. Assim, o
desenvolvimento de um alimento com a inclusdo de antocianinas pode contribuir para o desenvolvimento de
um alimento nutracéutico. Ao final da pesquisa, o participante recebera os resultados e podera acompanhar
o andamento do projeto.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante, de cunho nutracéutico que tem sido de grande importancia.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram apresentados todos os termos obrigatorios.

O TCLE esta de acordo com as especificagbes, foram postados todos os curriculo Lates dos pesquisadores.

Recomendagoes:
O projeto esta de acordo com as normas estabelecidas pelo CEP, na postagem, documentagdo,

cronograma e motivos de suspensdo ou cancelamento da pesguisa.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Aprovado

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Os pesquisadores solicitam alteragbes, conforme projeto postado. A barra de cereal original teria a inclusio

de micropérolas de alginato de calcio e sericina as quais conteriam extrato de antocianinas originado da

fruta Jussara (Euterpe edulis). Em testes preliminares, a adigdo das micropérolas mostrou-se inadequada

em fungio da dureza das micropérolas.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagdo
Informagbes Basicas|PB_INFORMAGOES_BASICAS_918755 16/05/2017 Aceito
do Projeto E1.pdf 22:39:31
Qutros Folha_de_rosto_1.pdf 16/05/2017 |LAURA ISABELLA Aceito
22:37:05 [LOPES FAVARO

Projeto Detalhado / | Relatorio_CEP.docx 16/05/2017 |LAURA ISABELLA Aceito

Brochura 22:35:44 |LOPES FAVARO

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE.docx 16/05/2017 |LAURA ISABELLA Aceito

Assentimento / 22:34:111 |LOPES FAVARO

Justificativa de

Auséncia

Qutros Emenda.doc 16/05/2017 |LAURA ISABELLA Aceito
20:12:51  [LOPES FAVARO

Outros Autorizacao_uso_lab_alimentos.docx 16/05/2017 |LAURA ISABELLA Aceito
23:16:12  [LOPES FAVARO

Folha de Rosto Folha_de_rosto_finalizada.pdf 16/02/2017 |LAURA ISABELLA Aceito
20:19:04 [LOPES FAVARO

QOutros Lattes_Vitor_Balcao.pdf 16/02/2017 |LAURA ISABELLA Aceito
20:16:20 [LOPES FAVARO

Outros Lattes_Marta_Vila.pdf 16/02/2017 |LAURA ISABELLA Aceito
20:15:47 [LOPES FAVARO

Qutros Lattes_L aura_Favaro.pdf 16/02/2017 |LAURA ISABELLA Aceito
20:15:08 [LOPES FAVARO

Situacgdo do Parecer:

Aprovado

MNecessita Apreciagdo da CONEP:

Mao

Endereco:
Bairro: Vila Artura
UF: 5P

Telefone:

Municipio:
{15)2101-7101

Rodovia Raposo Tavares, km 92,5

SOROCABA
Fanc:

(15)2101-7073

CEP: 18.023-000

E-mail:

cep@uniso.br
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Assinado por:
Raquel de Mendonga Rosa Castro
(Coordenador)
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Ficha de teste de aceitacao e intencao de compra

Nome:

Data: ___/ / Idade: Sexo: ()F()M
Avalie utilizando a escala abaixo, o quanto vocé GOSTOU ou DESGOSTOU de
cada atributo do produto:

Amostra L10 L24 LO7 L90

Aparéncia

Sabor

Textura

Aspecto Global

9 — gostei extremamente

8 — gostei muito

7 — gostei moderadamente

6 — gostei ligeiramente

5 — nem gostei e nem desgostei
4 — desgostei ligeiramente

3 — desgostei moderadamente

2 — desgostei muito

1 — desgostei extremamente

Indique a INTENQAO DE COMPRA do produto, utilizando-se da escala abaixo:

Amostra L10 L24 LO7 L90

Intencao de
Compra

5 — certamente eu compraria

4 — provavelmente eu compraria

3 — talvez eu compraria

2 — provavelmente eu ndo compraria

1 — certamente eu ndo compraria
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TCLE - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr.(a) esta sendo convidado(a) a participar como voluntario(a) desta pesquisa.
A sua participacao néo é obrigatéria, e, a qualquer momento, podera desistir e retirar seu
consentimento. Sua recusa nao trara nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador
(a) ou com a Institui¢do.

O Sr.(a) recebera uma via original deste termo onde constam o telefone e enderego
do pesquisador(a) responsavel e equipe de pesquisa, podendo tirar duvidas do projeto e
de sua participacéo.

TiTULO DA PESQUISA: Producéo e caracterizagdo de extrato antocianinico a partir
dos frutos da Jussara (Euterpe edulis Martius): avaliagdo do potencial de incorporacédo em
barras nutracéuticas a base de aveia.

OBJETIVOS: O objetivo desta pesquisa sera produzir e caracterizar um extrato
antocianinico obtido a partir dos frutos da Jussara e avaliar sua incorporacéo em barras de
cereais a base de aveia.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO: Ao concordar em participar da pesquisa, vocé
devera responder um questionario sobre sabor, textura, aparéncia e intencdo de compra
ao produto estudado. As amostras estardo prontas para consumo, e o resultado da
pesquisa mostrara o grau de aceitabilidade de um novo produto que levara ao consumidor
os beneficios dos alimentos nutracéuticos. Vocé também sera informado sobre todos os
componentes da formulacdo para que seja manifestada qualquer intoleréncia alimentar,
alergias ou aversdo em relagdo as substancias utilizadas na formulagdo das barras de
cereais.

RISCOS E DESCONFORTOS: N&o ha

CUSTO/REEMBOLSO PARA O PARTICIPANTE: Participacdo voluntaria sem
custos e sem reembolso.

CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA: Termo de Confidencialidade assinados
pelos pesquisadores com validade de 20 anos.

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, ,RG
CPF , declaro que li as informagdes contidas no Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido do projeto intitulado "Produg¢édo e caracterizacao de
extrato antocianinico a partir dos frutos da Jussara (Euterpe edulis Martius): avaliagéo
do potencial de incorporacdo em barras nutracéuticas a base de aveia.”, que tem como
pesquisadora responsavel Laura Isabella Lopes Favaro, e equipe de pesquisa Prof? Dr?
Marta Maria Duarte Carvalho Vila e Prof. Dr. Victor Manuel Cardoso Figueiredo Balcéo,
fui devidamente informado(a) de todos os procedimentos que serdo utilizados, custo/
reembolso dos participantes, confidencialidade da pesquisa e concordo em participar.

Foi-me garantido também que posso retirar o consentimento a qualquer momento,
sem que isso leve a qualquer penalidade.

Declaro ainda que recebi uma via do Termo de Consentimento.

Sorocaba, de de 2017

Nome do participante da pesquisa:

Assinatura do participante da pesquisa:
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SOBRE OS AUTORES

LAURA ISABELLA LOPES FAVARO - Possui graduagédo em Farmécia (2015)
e Mestra em Ciéncias Farmacéuticas (2017) pela Universidade de Sorocaba, na
area de Desenvolvimento e Avaliagéo de Substancias Bioativas. Realizou estagio
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e farmacéutica. Foi aluna bolsista da Universidade de Sorocaba por dois anos
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Universidade Catoélica de Campinas (PUC-CAMPINAS) (1985); Mestrado em
Tecnologia de Alimentos pela Faculdade de Engenharia de Alimentos / Universidade
Estadual de Campinas (Unicamp)(1996) e Doutorado em Quimica Analitica pelo
Instituto de Quimica /Universidade Estadual de Campinas (Unicamp)(2002).
Atua como docente na Universidade de Sorocaba (Uniso) no Curso de Ciéncias
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(PPGCF-Uniso); e no programa de Pds-Graduagcdo em Processos Tecnolégicos
e Ambientais (PPGPTA - Uniso). Tem desenvolvido projetos relacionados com:
controle de qualidade fisico-quimico de farmacos e medicamentos; otimizagao de
formulagdes farmacéuticas; sistemas de liberacdo de farmacos e estabilizacéo
estrutural e funcional de entidades proteicas com énfase em bacteri6fagos. Atuou
como pesquisadora colaboradora voluntaria do Departamento de Quimica Analitica
do Instituto de Quimica da Unicamp de 2004 a 2020. (Texto informado pelo autor)
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