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RESUMO

Os frutos de Syzygium cumini Lamarck, conhecido popularmente como
jamboldo, sdo fontes de antocianinas e antioxidantes. Este estudo teve como objetivo
otimizar a pasteurizacdo na polpa de jamboldo, visando a inativacdo enzimaética, a
retencdo dos compostos bioativos e da atividade antioxidante. Foram realizadas analises
fisicas do fruto de jamboldo: comprimento transversal (2,49 cm), comprimento
longitudinal (1,68 cm) e rendimento percentual (57,22 %); e fisico-quimicas da polpa de
jambol&o: umidade (89,43 %) cinzas (0,27 %), lipidios (0,23 %), proteinas (0,72 %),
acidez (5,99 % ac. citrico), sélidos solaveis (9,17 °Brix), pH (3,34), fendlicos totais
(182,01 mgEAG.100g™), antocianinas totais (93,56 mg.100g™) e atividade antioxidante
pelo método DPPH (ECs0=4.552,26 g/gDPPH) e ABTS (18,48 uMTrolox/g). Devido a
resisténcia ao escoamento apresentada pela polpa de jamboldo nas tubulacbes do
pasteurizador, a polpa foi diluida e enquadrada na legislagéo vigente (Brasil, 2003) para
suco tropical. Para o processo de pasteurizacdo no suco tropical de jamboldo foi
utilizado um planejamento composto central (22), adotadas como variaveis
independentes: temperatura (°C) e tempo (s); e como varidveis de respostas: fenolicos
totais, antocianinas totais, atividade antioxidante (DPPH e ABTS) e atividade
enzimatica (POD e PFO). Houve a completa inativacdo das enzimas no suco tropical de
jambol&o pasteurizado, exceto no tratamento com 85°C/39s para atividade da POD. As
variaveis independentes e a interacdo das mesmas ndo influenciaram de maneira
significativa ao nivel de 95% de confianca os resultados obtidos para geracdo de
modelos preditivos das caracteristicas avaliadas, com excecdo para o teor de fenolicos
totais. A melhor condicdo para obter a maxima retencdo dos compostos analisados e a
completa inativagdo das enzimas foi 92°C/ 70s no suco tropical de jambolao
pasteurizado.

Palavras- chave: Compostos bioativos, atividade antioxidante e enzimatica.



ABSTRACT

The Syzygium cumini Lamarck fruits, popular known as jambolan, are a
source of anthocyanin and antioxidant. This study aimed to optimize the thermic
pasteurization of the jambolan pulp, with the purpose to inactivate the enzymes, the
bioactive compounds and the antioxidant activity retention. Physical analyses:
transverse length (2,49cm), longitudinal length (1,68cm) and percent yield (57,22%);
and physicochemical: moisture (89.43%) ash (0.27%), lipid (0.23%), protein (0.72%),
acidity (5.99% citric ac.), soluble solids (9,17 ° Brix), pH (3.34), total phenolic (182.01
mgGAE.100g-1), total anthocyanin (93.56 mg.100g-1) and antioxidant activity by
DPPH method (EC50 = 4552.26 g / gDPPH) and ABTS (18,48 uMTrolox / g) were
performed. Due to a resistance while trying to flow the jambolan pulp in the pasteurizer
pipes, the pulp was diluted and complied with the national legislation (Brasil, 2003) for
tropical juice. The methodology used was a central composite design (22), using as
independent variables: temperature (°C) and time (s), and as response variables: total
phenolic compounds, total anthocyanin, antioxidant activity (DPPH and ABTS) and
enzymatic activity (POD and PPO). The enzymes of the jambolan tropical juice were
completely inactivated, except for POD in the test treated with 85°C/39sec. The
independent variables and the interaction of them didn’t influence significantly at 95%
of confidence level in the results obtained to generate predictive models of the
characteristics evaluated, except for the total phenolic content. The best condition to
obtain a maximum retention of the compounds analyzed and the complete inactivation
of the enzymes was the temperature 92°C and time 70sec for tropical juice of jambolan

which was pasteurized.

Key-words: Bioactive compounds, antioxidant and enzymatic activity.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é considerado um dos principais centros de genética de inimeras
espeécies de frutas do mundo. Nativas e/ou exdticas as frutas brasileiras tém um grande
potencial nutricional e econdbmico. No entanto, a maior parte dessa riqueza permanece
subutilizada e seu potencial desconhecido (VASCO; RUALES; KAMAL-ELDIN, 2008;
CLERICI; CARVALHO-SILVA, 2011; PEREIRA et al., 2012).

O Syzygium cumini Lamarck é conhecido popularmente como jamboldo,
ameixa preta, jamun, java ameixa, amora indiana, ameixa portuguesa, ameixa malabar
ou ameixa roxa. O fruto apresenta uma combinagéo de sabores doce, levemente amargo
e adstringente, e coloracdo roxo intenso quando maduro. Possui &cido gélico, taninos,
antocianinas, entre outros componentes, que sao fitoquimicos Uteis no tratamento de
inimeras doencas (LIN; ZHANG, 2009; FARIA; MARQUES; MERCADANTE, 2011,
AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012; SWAM I et al., 2012).

Poucos estudos existem sobre a composicao fendlica do jamboldo. Nestes
frutos sdo encontrados varios componentes fenolicos, que podem ser taninos
hidrolisaveis, flavondis e flavandides, além do elevado potencial antioxidante
(GORDON et al., 2011).

Outro fator relevante sdo aqueles relacionados a perda da qualidade por
deterioracdo de muitos produtos de origem vegetal, advindas principalmente pelas
enzimas peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PFO), uma vez que participam de
reacOes oxidativas e de degradacdo associadas a mudancas no sabor, cor, textura e
qualidade nutricional dos alimentos (VALDERRAMA; MARANGONI; CLEMENTE,
2001).

Haja vista que o fruto é bastante perecivel, o processo de pasteurizacao é um
importante método de conservacgdo que pode ser usado em polpas e sucos de frutos, pois
visa a destruicdo dos microorganismos patogénicos nao-esporulados e a inativacao de
enzimas, sem mudar de forma significativa o valor nutritivo e as caracteristicas
sensoriais do alimento, de modo a oferecer ao consumidor um produto seguro e com
vida atil aceitavel (SILVA, 2000).
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Otimizar o processo de pasteurizagdo na polpa de jamboldo, visando a
inativacdo enzimatica e a retengdo dos compostos bioativos e da atividade antioxidante.

2.2 ESPECIFICOS

- Caracterizar fisica e quimicamente os frutos e a polpa de jambol&o;

- Estudar a influéncia das varidveis tempo e temperatura sobre a inativacao
enzimética, o teor de compostos bioativos e a atividade antioxidante da polpa de
jambol&o.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 JAMBOLAO
3.1.1 Caracteristicas gerais

Syzygium cumini Lamarck é conhecido como jamboldo, ameixa preta ou
jamun, pertence a familia Myrtaceae e teve origem na Asia tropical, especificamente na
india. Seus nomes sdo sindnimos de Eugenia jambolana Lamarck e Eugenia cumini
Druce (VEIGAS et al., 2007; BALIGA, 2011).

A érvore de jamboldo atinge uma altura aproximadamente de 30 metros.
Anualmente, produzem frutos alongados ou elipsoides (bagas) de coloracdo roxo
intenso, pesam entre 2-5 g na maturacdo, com 2-3 cm de comprimento. Possui uma
polpa carnosa rosa de sabor adstringente. Cada fruto contém uma Unica semente com 1
a 2 cm de comprimento, ou 2 a 5 sementes comprimidas em conjunto numa massa
semelhante a uma Unica semente. (BENHERLAL; ARUMUGHAN, 2007; MODI et al.,
2010; BALIGA, 2011; BIGONIYA; SINGH; SRIVASTAVA, 2012;
SIVASUBRAMANIAM; SELVARANI, 2012).

A Syzygium cumini Lamarck é uma planta bastante difundida pelas suas
acOes farmacologicas. Pesquisas realizadas com diferentes partes do jamboldo
demonstram diversas propriedades medicinais, tais como atividades antidiabéticas,
antidiarréicas, antiinflamatdrias, antioxidantes e antimicrobianas, entre outras
(LOGUERCIO et al., 2005; MIGLIATO et al., 2006; TEIXEIRA; FUCHS, 2006).

Os frutos exaticos de Syzygium cumini Lamarck sdo ricos em antocianinas e
antioxidantes fitoquimicos que podem ter efeitos bioldgicos semelhantes aos
demonstrados no caso do mirtilo e amora, cujas propriedades nutracéuticas estdo bem
documentadas. Por conseguinte, o fruto de jamboldo possui um elevado potencial para
obtencdo de produtos de valor terapéutico ou nutracéutico (BANERJEE; DASGUPTA;
DE, 2005; BENHERLAL; ARUMUGHAN, 2007).

A planta é encontrada em diversos estados das regides sudeste, nordeste e
norte do Brasil. Seu fruto possui alto rendimento, geralmente consumido in natura.
Uma parte da produgdo é aproveitada pela populagdo, entretanto uma grande parte de
seus frutos é desperdicada na época da safra, em virtude da alta produgéo por arvore, da
curta vida util do fruto in natura e, principalmente, por falta de seu aproveitamento

processado, que pode ser obtido na forma de sucos, compotas, licores, vinhos, geleias,
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tortas e doces (LAGO; GOMES; SILVA, 2006; LUZIA; JORGE, 2006; LAGO-
VANZELA et al., 2011).

3.1.2 Composigao fisico-quimica

Véarios componentes fazem parte da composicdo quimica de frutos e
hortalicas, os quais conferem as caracteristicas de cor, sabor e flavor, além dos efeitos
nutricionais e nutracéuticos. Dentre 0s componentes majoritarios presentes nos vegetais,
destacam-se a agua, carboidratos, lipidios, proteinas, enzimas, pigmentos, vitaminas e
minerais (RODRIGUES et al., 2007).

Estudos tém demonstrado que as bagas de jamboldo contém hidratos de
carbono, minerais e fitoquimicos farmacologicamente ativos, como os flavonoides,
terpenos, e antocianinas (BENHERLAL; ARUMUGHAN, 2007; BALIGA, 2011;
AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012).

A Tabela 1 apresenta a comparacdo da caracterizacdo fisico-quimica do

fruto de jambol&o (polpa e casca) entre diferentes autores.

Tabela 1. Caracterizacéo fisico-quimica do fruto de jambol&o (Syzygium cumini).

Lago, Benherlal e Paul e
Determinacodes Gomes e Arumughan Shaha Intervalo
Silva (2006) (2007) (2004)
Umidade (%) 87,75 85 77,2 77,2-87,75
Cinzas (%) 0,34 0,45 - 0,34-0,45
Lipideos (%) 0,30 0,16 0,1 0,1-0,30
Proteinas (%) 0,67 0,66 0,6 0,6-0,67
Acidez (ac. citrico) 5,91 - - -
Sélidos soluveis (°Brix) 9,00 - - -
pH 3,90 - - -
Carboidratos totais (%) 10,07 - 19,50 10,07-19,50
Acucares redutores (%) 1,00 - - -
Fibra alim(%;);ares totais 0,28 0,07 0.9 0,07-0.90

A polpa de jambol@o possui altos teores de umidade, relativos teores de
carboidratos e elevada acidez para a polpa de jamboldo, além de baixos teores de

proteinas, lipidios e fibras. Segundo Benherlal e Arumughan (2007) os minerais mais
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abundantes em todas as partes do jamboldo sdo Ca (3,5 g.kg™') e K (2,0 g.kg™),

indicando que a polpa do fruto € uma fonte importante destes minerais essenciais.

3.2 COMPOSTOS BIOATIVOS

A dieta habitual fornece, além dos macro e micronutrientes essenciais,
alguns compostos quimicos, presentes, em sua maioria, em frutas e hortalicas, que
exercem potentes atividades bioldgicas, tais como atividade antioxidante, modulacéo de
enzimas de desintoxicacdo, estimulacdo do sistema imunoldgico, reducdo da agregagédo
das plaquetas e modulacdo do metabolismo hormonal. Eles sdo chamados de compostos
bioativos ou, algumas vezes, de fitoquimicos, que variam extensamente em estrutura
quimica e funcdo bioldgica, e podem desempenhar diversos papéis em beneficio da
satide humana, se consumidos em niveis significativos (CARRATU; SANZINI, 2005).

Cada vez mais evidéncias sugerem que os beneficios a saude, advindas de
frutas e vegetais, sdo atribuidos aos compostos bioativos, tais como compostos
fendlicos, flavonodides e carotenoides, vitaminas (vitamina C, folato e provitamina A),
minerais (potassio, calcio e magnésio) e fibras. Dessa forma, o consumo de frutas deve
ser estimulado (MANACH et al., 2004; LIU, 2013).

Entre os compostos que possuem propriedades funcionais, aqueles que
apresentam atividade antioxidante tém recebido uma atencdo significativa, ao fato de
atuarem na protecdo do corpo humano contra o estresse oxidativo e prevencdo de
doencas cronicas degenerativas (RUFINO et al., 2009).

Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia que,
presente em baixas concentracdes, quando comparada a do substrato oxidavel, retardam
ou inibem significativamente a oxidacdo do substrato oxidavel, diminuindo a velocidade
de reacdo ou prolongando a sua estabilidade oxidativa (MOURE et al., 2001).

Rufino et al. (2010), em estudo com dezoito frutos ndo tradicionais do
Brasil, afirmaram que o jamboldo apresentou um valor superior de atividade
antioxidante equivalente a 3025 g/g DPPH, em comparacdo com alguns frutos
analisados, como o acai (4264 g/g DPPH). Segundo Faria, Marques e Mercadante
(2011) esses efeitos antioxidantes sdo, muito provavelmente, relacionadas a presenca de

compostos bioativos, tais como 0s compostos fenolicos.
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3.2.1 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos séo estruturas quimicas que apresentam hidroxilas e
anéis aromaticos, nas formas simples ou em polimeros. Esses compostos podem ser
naturais ou sintéticos. Quando presentes em vegetais podem estar na forma livre ou
complexada a acucares e proteinas. Dentre eles, destacam-se os flavonoides, os acidos
fendlicos, os taninos e os tocoferdis, como os antioxidantes fendlicos mais comuns de
fonte natural (ANGELO; JORGE, 2007).

Fendlicos sdo metabolitos secundarios que exercem fungdes essenciais na
reproducdo e no crescimento das plantas. Eles agem como mecanismos de defesa contra
agentes patogénicos, parasitas e predadores. Ainda fornecem beneficios a saude,
associados com a reducdo do risco de doengas cronicas (LIU, 2004).

Além do exposto acima, os fenolicos também sdo relevantes em termos de
sabor em alimentos, podem desempenhar um papel no gosto doce e amargo, picante ou
adstringente em alguns produtos, e também contribuir para o aroma. Deste ponto de
vista, os fenolicos desempenham um papel importante nos alimentos derivados de
vegetais, uma vez que afetam as caracteristicas de qualidade, tais como a aparéncia, o
sabor e as propriedades de promocéo a salide (TOMAS-BARBERAN; ESPIN, 2001).

Segundo Manach et al. (2004) os fenolicos podem ser classificados, com
base em sua estrutura e na forma pela qual os anéis fendis ligam-se uns aos outros, em
diferentes grupos: acidos fendlicos, flavondides, estilbenos e lignanas (Figura 1a). Os
flavonoides, que partilham uma estrutura comum, consistem em dois anéis aromaticos
ligados entre si por trés &tomos de carbono formando um heterociclo oxigenado. Estes
podem ser divididos em 6 subclasses em fungdo do tipo de heterociclo envolvido:
flavonois, flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas e flavanoéis (catequinas e
proantocianidinas) (Figura 1b). Além dessa diversidade, os fendlicos podem ser

associados com varios carboidratos e acidos organicos ou ligados um ao outro.
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Figura 1. (a) Estrutura quimica dos fendlicos; (b) Estrutura quimica dos flavondides.
Fonte: MANACH et al., 2004.

Dentre os fitoquimicos presentes em frutos, os compostos fenolicos

merecem destaque, devido a sua atividade antioxidante. A capacidade de inativacdo dos

radicais livres desses compostos vem sendo atribuida a presenca de grupamentos

hidroxilas (OH-), que possuem capacidade de se ligar a radicais livres presentes no

organismo, impedindo sua acdo, a qual pode causar danos e/ou oxidacdo de
componentes de células (SEVERO et al., 2009).

A atividade antioxidante do jamboldo se destaca entre as propriedades

medicinais que apresenta, sendo decorrente da presenca de compostos fendlicos, como é

o0 caso de acidos fendlicos, como o acido elagico, os flavondides, como a quercitina e a

rutina, e antocianinas, como 3-delfinidina-glicosideo, 3-petunidina-glicosideo e 3-
malvidina-glicosideo (LIMA et al., 2007; FARIA; MARQUES; MERCADANTE,

2011).

Migliato et al. (2007), com o objetivo de obter o conhecimento dos

compostos fenolicos presentes nos frutos de Syzygium cumini, identificaram, com base

em anélise fitoquimica preliminar, a presenca de taninos, flavonoides, antocianidinas,

iridéides, alcaldides e heterosideos fendlicos simples.
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Nos estudos de Pereira et al. (2012), através de triagem fitoquimica, foram
encontrados, na maioria dos extratos do fruto, &cidos organicos, acglcares redutores,
taninos, flavondides e glicosideos cardioativos.

Na literatura, os teores de fendlicos totais do fruto de jambol&o,
correspondente a porcdo comestivel (polpa e casca), oscilaram de 148 a 390
mgGAE/100g (peso fresco). O conteudo de fitoquimicos nos frutos pode ser afetado
pelo grau de maturagdo e condi¢cdes ambientais durante a colheita, por diferencas
genéticas entre cultivares, pela manipulacdo dos frutos e por condicbes de estocagem
pos-colheita. (LUXIMON-RAMMA; BAHORUN; CROZIER, 2003; BENHERRLAL;
ARUMUGHAN, 2007; FARIA; MARQUES; MERCADANTE, 2011).

3.2.1.1 Antocianinas

As antocianinas sdo amplamente distribuidas em plantas, normalmente
acumulam-se nos vacutolos das células epidérmicas e sub-epidérmicas, contribuindo
para as cores azul, vermelho ou roxo em folhas, flores e frutos. Nesse contexto, as
antocianinas tém sido amplamente estudadas como aditivos naturais em alimentos, além
de apresentarem excelentes propriedades funcionais para a saide humana (STEYN et
al., 2002; KONG et al., 2003; WROLSTAD, 2004; RUI et al., 2011).

As antocianinas sdo pigmentos fendlicos, os quais normalmente fazem
ligagdes com porcdes de acucar, sendo o grupo mais importante de compostos
hidrossoltveis. As formas comuns encontradas em alimentos sdo glicosideos e
acilglicosideos de seis antocianidinas, também chamadas de agliconas (BRITO et al.,
2007; GAMARRA et al., 2009; RUIl et al., 2011).

A forma aglicona das antocianinas estd estruturalmente baseada no ion
flavilio ou 2-fenilbenzopirilio. Apresenta grupos hidroxilas e metoxilas em diferentes
posicBes. Dependendo do nimero e posi¢do dos substituintes de hidroxilas e metoxilas
algumas dezenas de diferentes antocianidinas foram descritos na literatura, das quais
seis sdo comumente encontrados em frutas e vegetais: pelargonidina, cianidina,
delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina (Figura 2) (TERESA; BALLESTA,
2008; GAMARRA et al., 2009).
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R1 R2 Anthocyanidin
H Pelargonidin
OH H Cyanidin

OH OH Delphinidin
OH OCH3  Petunidin
OCH3 H Peonidin
OCH3 OCH3 Malvidin

Figura 2. Estrutura das antocianidinas mais comumente encontradas em alimentos.

A cor purpura do fruto de jambol&o é atribuida as antocianinas presentes,
que atraem bastante atencdo, devido aos potenciais beneficios a salde advinda destes
compostos (LI; ZHANG; SEERAM, 2009). Veigas et al. (2007) relataram a alta
atividade antioxidante do extrato de jamboldo em concentracdes extremamente baixas,
evidenciando o fruto como uma fonte potencial de antioxidantes, além de elucidarem o
seu potencial como corante natural. As antocianinas do jambol&o, como todas as outras,
possuem a vantagem da alta solubilidade em misturas aquosas, que facilitam a sua
incorporacdo em formulac6es de varios produtos alimentares ou ndo, como os produtos
farmacéuticos.

Varios estudos sobre o fruto revelaram que as principais antocianinas
presentes sdo 3-delfinidina-glicosideo, 3-petunidina- glicosideo e a 3-malvidina-
glicosideo (VEIGAS, 2007; RUFINO et al, 2010; FARIA; MARQUES;
MERCADANTE, 2011).

A estrutura quimica das antocianinas determina a estabilidade, a intensidade
da cor e o potencial da atividade bioldgica. As mesmas sdo relativamente instaveis e
facilmente oxidadas por varios fatores, tais como temperatura, pH e composicdo
atmosférica, 0s quais provocam mudancas na cor. Também sdo afetadas pela presenca
no meio de dioxido de enxofre, enzimas, acido ascorbico ou ions metalicos entre outros
componentes (GIUSTI; WROLSTAD, 2003; TERESA; BALLESTA, 2008).

Os resultados das analises espectrofotométricas, realizados por Veigas et al.
(2007), na casca do jamboldo revelaram teor de antocianinas de 216 mg/100ml
equivalente a 230 mg/100g do fruto, em base seca. Este teor & equivalente aos
encontrado no mirtilo e nas groselhas pretas, que apresentaram teores de 230 e 229
mg/100g em base seca, respectivamente, e sdo 1,6 vezes mais elevada do que amoras
pretas(141 mg/100g) (MOYER et al., 2002).



21

O mirtilo e a amora foram considerados como principais produtos
nutracéuticos de grande valor comercial. Uma vez que, as arvores de Syzygium cumini
séo perenes e com elevado rendimento das bagas, as informacdes de Veigas et al. (2007)

parecem complementar, em parte, a aplicacao do fruto em produtos nutracéuticos.
3.3 ESCURECIMENTO ENZIMATICO

As enzimas e os fendlicos sdo encontrados em diferentes organelas das
células vegetais. Quando o tecido é danificado, a compartimentacdo das membranas €
rompida e 0s substratos se encontram e reagem uns com 0s outros, que podem resultar
na reacdo do escurecimento enzimatico dos frutos (ALTUNKAYA; GOKMEN, 2008;
SUN et al., 2012).

Dessa forma, uma das principais preocupac¢des na industria de alimentos é
prevenir o desenvolvimento do escurecimento enzimatico, antes ou durante o
processamento de frutas e legumes. Nesse contexto, duas enzimas sdo relevantes nesse
processo por causarem degradacdo oxidativa dos compostos fendlicos: a
polifenoloxidase (PFO) e a peroxidase (POD), uma vez que promovem a producdo de
polimeros de coloracdo marrom (melaninas). As melaninas provocam uma resposta
adversa dos consumidores, devido a alteracdo nas propriedades sensoriais e estéticas do
produto, bem como uma perda da qualidade nutricional, por ocasionarem a diminuigdo
do contetido de compostos fendlicos (TOMAS-BARBERAN; SPIN, 2001).

O escurecimento enzimatico comeca com a oxidacdo enzimatica inicial de
fenois, na presenca de oxigénio, pela enzima polifenoloxidase, em quinonas. Estas sao
submetidas a outras reac@es, catalisadas por meios enzimaticos ou ndo, que conduzem a
formacao de pigmentos escuros, as melaninas (OZOGLU; BAYMDIRH, 2002).

O grau de escurecimento enzimatico é determinado pela atividade da enzima
PFO, conteudo de compostos fendlicos, disponibilidade de oxigénio, pH e temperatura
(MARTINEZ; WHITAKER, 1995).

A inativacdo enzimética é um recurso que pode ser bastante utilizado na
indUstria de alimentos com o objetivo de conservar o produto. Tal inativacdo pode ser
feita tanto pela adigdo de inibidores, quanto por tratamento térmico ou combinacao de
ambos. Alguns dos inibidores utilizados sdo o acido ascérbico, o metabissulfito de sodio
e o cloreto de calcio. Quando € empregado o calor na inativacdo é necessario controlar o
tempo para uma determinada temperatura a fim de evitar danos na estrutura do fruto ou
no produto final (SILVA; ROSA; BOAS, 2009).
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3.3.1 Polifenoloxidase

Polifenoloxidases (PFO) (1,2 benzenodiol: oxigénio oxidorredutase; EC
1.10.3.2) sdo enzimas que contém cobre, as quais sdo também conhecidas como catecol
oxidases, catecolases, difenoloxidases, fenolases, polifenolases e tirosinases
(MARTINEZ; WHITAKER, 1995).

As polifenoloxidases sdo enzimas que contém no seu centro nuclear
moléculas de cobre capazes de introduzir oxigénio numa posi¢ao orto para um grupo
hidroxila existente em um anel aromatico, seguido pela oxidacao do difenol da quinona
correspondente. O oxigénio molecular é utilizado na reacdo. A estrutura do sitio ativo
da enzima, em que o cobre esta ligado por seis ou sete residuos de histidina e um dnico
residuo de cisteina, é altamente conservada. A nomenclatura da enzima diferencia entre
oxidase monofenol (tirosinase, EC 1.14.18.1) e catecol oxidase ou o-difenila:
oxidorredutase oxigénio (EC 1.10.3.2) (MAYER, 2006).

O mecanismo do escurecimento envolve a interacdo de substratos fenolicos
com PFOs, na presenca de oxigénio (Figura 3). As polifenoloxidases catalisam duas
reacOes: (1) hidroxilacdo de monofendis a o-difendis e (2) a oxidacdo de o-difendis a o-
quinonas. A reacdo de hidroxilacdo é lenta e resulta em produtos incolores, enquanto
que a reacdo de oxidacdo é rapida e as quinonas resultantes sdo coloridas. Essas
quinonas, por serem muito reativas, interagem com outras moléculas, e sofrem reagdes
posteriores que levam a acumulacdo de melanina, que é o pigmento castanho ou preto
associado a "escurecimento™ em tecidos de plantas. A sequéncia de reacdo especifica
que resulta em produtos de coloracdo castanhos ou pretos depende da estrutura
especifica do substrato fendlicos (KAVRAYAN; AYDEMIR, 2001; EIDHIN;
MURPHY; O’BEIRNE, 2005; TOIVONEN; BRUMMELL, 2008).
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Figura 3. O mecanismo de acdo da polifenoloxidase em monofenais e difenois.
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Os valores Vnax 80 baseados na atividade da tirosinase de cogumelo sobre a
monofenol \tirosina e o resultante difenol |.DOPA conforme relatado por Espin et al.
(2000).

As PFO apresentam especificidade de substrato pouco estrita e sdo enzimas
procedentes de distintas fontes e diferem em sua atividade relativa diante de substratos
especificos. Isso explica, em parte, porque alguns vegetais escurecem mais rapidamente
que outros (SILVA; ROSA; BOAS, 2009).

3.3.2 Peroxidase

Peroxidases (POD) (EC 1.11.1.7) sdo enzimas que contém heme de ferro
(111) protoporfirina IX (ferriprotoporfirina IX) como o grupo protéico. Pertencem ao
grupo das oxirredutases que catalisam a reducdo de perdxidos, tais como peroxido de
hidrogénio, juntamente com a oxidacdo de uma variedade de compostos organicos e
inorganicos. Os substratos que atuam como doadores de hidrogénio podem ser fendis,
aminas, ou outros compostos organicos, e os produtos formados dependem da fonte
destes substratos (SOYSAL; SOYLEMEZ, 2005; HAMID; REHMAN, 2009).

As POD séo onipresentes na natureza e tém diversas funges fisioldgicas,
incluindo a remocdo de H,0,, a biossintese e degradacdo de lignina na parede celular,
metabolismo de auxina e respostas defensivas a ferimento e defesa contra patégenos ou
insetos (GARCIA-LARA et al., 2007).

Enzimas peroxidases sdo capazes de catalisar um grande nimero de reacdes
oxidativas em vegetais usando peroxido como substrato, ou, em alguns casos, oxigénio
como um aceptor de hidrogénio. As POD sdo consideradas as enzimas vegetais mais
estaveis ao calor e suas inativacfes tém sido convencionalmente usadas como indicador
de adequacdo de brangueamento em processamentos de vegetais (FREITAS et al.,
2008).

A inibicdo e/ou controle das alteracbes metabdlicas ocasionadas pelas
enzimas é de vital importancia para a reducdo das perdas de pds-colheita e manutencao
do padrao de qualidade no produto final (ALVARENGA et al., 2011).

3.4 PASTEURIZACAO

Desde a descoberta do fogo, 0 homem usa o calor para preparar e preservar

os alimentos. Durante a transicdo do século XVIII ao XIX, quando Nicolas Appert,
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confeiteiro francés, observou que os alimentos aquecidos em recipientes fechados
podiam se conservar durante longo tempo se o recipiente ndo fosse aberto, admite-se a
invencdo desse tipo de processamento que ficou conhecido como apertizacao
(ORDONEZ, 2005).

O uso de calor para conservar alimentos visa a reducéo da carga microbiana
e a desnaturacdo de enzimas. Varios tipos de tratamentos térmicos podem ser aplicados
dependendo da termossensibilidade do alimento e da sua suscetibilidade a deterioracao,
bem como da estabilidade requerida do produto final. (BARUFFALDI; OLIVEIRA,
1998).

O processo de pasteurizacdo surgiu originalmente na Franga como método
de conservacdo de vinhos por Louis Pasteur em 1864 e se expandiu no inicio do século
XX para preservacdo do leite que foi introduzido originalmente na Alemanha em 1895
(SMIT, 2000). O avanco cientifico de Pasteur melhorou a qualidade de vida ao permitir
que produtos pudessem ser transportados sem sofrer decomposicdo. A pasteurizagdo
tornou-se 0 método mais utilizado para conservacao de alimentos, incluindo polpas de
frutas (EVANGELISTA, 2003).

A pasteurizacdo é muito comum na inddstria de alimentos. Tem como
objetivo reduzir a carga microbiana e inativar a maior parte das enzimas presentes, que
podem provocar alteracfes indesejaveis nos produtos, como afetar a claridade, o sabor
por fermentacdo e/ou deterioracdo, etc. Assim, o tratamento de pasteurizacao
proporciona um aumento da estabilidade e da vida de prateleira do produto final
(UMME et al., 1999; PELAIS; ROGEZ; PENA, 2008).

O processo de pasteurizacdo baseia-se no calor que é gerado no exterior de
um alimento e, em seguida, transferido para o alimento através de mecanismos de
conducédo e conveccdo (PEREIRA; VICENTE, 2010). O tratamento usa temperaturas
abaixo de 100°C por um determinado tempo (bindmio tempo/temperatura), que depende
da flora microbiana presente no produto inicial, e deve ser cuidadosamente
dimensionado para garantir um periodo minimo necessario a destruicdo dos
microorganismos presentes. Além disso, deve-se buscar minimizar os danos térmicos
causados aos componentes fisico-quimicos e atributos sensoriais do produto, tais como
cor, sabor, textura e sabor (BERTO; SA; SILVEIRA JR, 2004).

Na industria alimenticia, a pasteurizacdo € o tratamento térmico mais
empregado na conservacao de sucos de frutas que apresentam pH igual ou menor que

4,5. Tradicionalmente, 0s sucos sdao pasteurizados a temperaturas variando entre 60 e
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100 °C, durante poucos segundos. Geralmente, quanto maior for a temperatura e menor
0 tempo de processamento, melhores séo os resultados, tanto na inativagdo microbiana,
quanto na preservacdo dos componentes do produto. Durante a pasteurizacdo, ocorre
uma grande transferéncia de energia para o alimento e, em alguns casos, pode haver o
desenvolvimento de reacGes indesejaveis (RIVAS et al., 2006).

O processo de pasteurizacdo ndo inativa todos 0s microorganismos
presentes, portanto algumas condigdes de controle adicionais devem se fazer
necessarias, tais como estocagem 8 sob refrigeracdo, reducdo da acidez, reducdo da
atividade de agua, ou qualquer método de conservacdo e preservacao, dependendo do
produto final desejado (POTTER; HOTCHKISS, 1995).

A inativacdo das enzimas pelo tratamento térmico pode servir como
parametro para obtencdo de produtos seguros, uma vez que a resisténcia térmica de
lactobacilos, fungos filamentosos e leveduras sdo menores que das enzimas, como a
peroxidase e a polifenoloxidase (SUGAI, 2002; FREITAS et al., 2008).

Teixeira, Neves e Pena (2006) em seus estudos sobre pasteurizacdo de polpa
de graviola, relataram reducdo da atividade da peroxidase e da concentracdo de
bactérias, bolores e leveduras, a niveis aceitaveis, e a manutencéo da cor, demonstrando
a eficiéncia do processo térmico. A manutencdo destes parametros a niveis aceitaveis,
durante a estocagem, confirmou a aplicabilidade do processo, sem a necessidade da
adicdo de conservante na polpa. A pasteurizacdo a 80°C ou 90°C, mostrou-se como um
tratamento térmico adequado para a conservacdo do produto, durante 120 dias de vida
de prateleira a temperatura ambiente (25°C).

Apesar das melhorias no tratamento térmico, a aplicacdo da pasteurizacéo,
mesmo minimo, ainda pode causar perdas de qualidade, incluindo a degradacdo
nutricional, bem como sensoriais, que afetam o sabor, a textura, a cor e componentes
el/ou caracteristicas sensiveis ao calor (GUNES; BLUM; HOTCHKISS, 2005). Oetterer,
Regitano-Darce e Spoto (2006) relatam que a pasteurizagdo deve ser utilizada quando
tratamentos mais rigorosos poderiam afetar as propriedades sensoriais e nutritivas do

produto.
3.5 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E OTIMIZACAO DE PROCESSOS

Planejamento experimental consiste em uma série de técnicas utilizadas para

explorar varias condi¢bes de funcionamento de um processo com 0 objetivo de
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encontrar: mais baixos custos de matéria-prima, de processo e produto; desempenho
melhorado; menor variabilidade ou maior capacidade de producdo (HUBBARD, 2003).

O delineamento composto central (DCC) é um dos mais populares
delineamentos para o ajuste de modelos de até segunda ordem (MYERS;
MONTGOMERY, 1995). O DCD tem sido bastante utilizado em pesquisas conduzidas
em tecnologia industrial, biologia, agronomia, medicina, quimica etc. Foi introduzido
por Box e Wilson (1951), no estudo de superficie de respostas, como uma evolucgdo do
planejamento 3% (k=ntimero de fatores).

O DCC € um delineamento simétrico e de segunda ordem, constituido de
duas partes: o fatorial 2k, com um ou mais pontos centrais, e a parte axial. E
considerado um delineamento 6timo e possui caracteristicas interessantes para a busca
do ponto que dé a resposta 6tima, que sdo: um namero menor de tratamentos em relacédo
aos fatoriais completos e pode ser realizado sequencialmente (MATEUS et al., 2001).

A natureza sequencial desse delineamento é claramente observada. Os
pontos fatoriais contribuem para a estimativa dos termos lineares e interac6es entre 0s
fatores e 0s pontos centrais informam sobre a existéncia de curvatura no sistema. Caso a
curvatura seja encontrada, a adicdo dos pontos axiais permite de forma eficiente uma
estimativa dos termos quadraticos (MENDONCA, 2012).

No planejamento de experimentos, onde o principal objetivo é caracterizar a
relacdo entre uma ou mais varidveis resposta € um conjunto de fatores de interesse,
procura-se construir um modelo que descreva a variavel resposta em funcdo de
intervalos estudados desses fatores. Entdo, por meio da MSR (Metodologia de
superficie de resposta), é possivel aproximar um modelo empirico a uma relagdo
(inicialmente desconhecida ou conhecida) entre fatores e a resposta do processo. Essa
funcdo que relaciona tais variaveis é chamada de superficie de resposta.

A MSR é uma das técnicas mais utilizadas para a otimizacdo estatistica de
experimentos, que implica na representagdo de superficie em trés dimensdes,
provavelmente pela sua compreensdo teorica, alta eficiéncia e simplicidade,
demonstrando de forma simples, uma tendéncia na variavel resposta que deve ser
analisada criteriosamente (SCIPIONI, 2011).

Esta técnica tem duas etapas distintas — modelagem e deslocamento — que
séo repetidas tantas vezes quantas forem necessarias, com 0 objetivo de atingir uma
regido Otima da superficie investigada. A modelagem normalmente é feita ajustando-se

modelos simples (em geral, lineares ou quadraticos) a respostas obtidas com
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planejamentos fatoriais. O deslocamento se da sempre ao longo do caminho de méxima
inclinacdo de um determinado modelo, que € a trajetdria na qual a resposta varia de
forma mais pronunciada (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Apds a determinacdo da regido de interesse, busca-se um detalhamento
desta area visando obter as condi¢cdes nas quais a resposta sera otimizada. O ponto
6timo pode ser determinado por inspecdo, no caso em que 0 numero de variaveis é
pequeno, ou, caso contrario, por otimizagdo numérica.

A otimizacao de processos ou produtos torna-se de dificil solucdo, em razédo
do complicado processo computacional, quando esta envolvida um namero significativo
de resposta (multiplas respostas) e/ou a inspecdo da regido 6tima ndo € facilmente
identificada pela sobreposicao das superficies de respostas.

A técnica de otimizacdo simultanea se baseia na transformacdo de uma
funcdo desabilidade para cada variavel resposta, com valores descritos entre 0 e 1, onde
0 representa um valor completamente indesejavel e a resposta transformada em 1 o
valor mais desejavel. Diferentes tipos de funcBes desejabilidade (d ou D) podem ser
utilizados e dependem da resposta que se deseja obter, ou seja, se a mesma deve ser
maximizada, minimizada ou mesmo assumir um valor intermediario.

Depois de transformar os valores previstos das variaveis dependentes em
diferentes combinac@es de niveis das varidveis em um valor predito de desejabilidade
individual, a desejabilidade global dos resultados em diferentes combinacdes de niveis
preditos das variaveis pode ser calculada.

O problema da otimizacdo simultanea de diversas variaveis resposta, em
seguida, resumi-se a selecionar os niveis dos fatores, aqueles que maximizem a
conveniéncia geral das respostas sobre as variaveis dependentes. Assim chegaremos a
varios conjuntos de condicdes otimizadas, dentre 0s quais poderemos selecionar a que
melhor nos convier (SCIPIONI, 2011).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

Os frutos de jamboldo foram provenientes da zona rural do municipio de
Mocajuba-PA, localizada nas coordenadas geogréficas: 02°35°03”’S e 49°30°26°W.
Foram colhidos aproximadamente 9 kg dos frutos (Figura 4), e em seguida congelados,
exceto os 100 frutos que foram separados para a posterior analise fisica, e conduzidos,
por meio do transporte rodoviario, em embalagens termicamente fechadas, para o
Laboratdrio de Fontes Amilaceas e Produtos Acucarados (LAFAMI) da Universidade

Federal do Pard, em Belém-PA, para os devidos procedimentos posteriores.

Figura 4. Frutos de jambolao (Syzygium Cumini Lamarck).
Foto: Américo, 2014.

Os frutos inteiros foram selecionados e descartados aqueles que
apresentavam injdrias mecanicas e 0s que se encontravam imaturos ou em fase de
senescéncia avancada. Em seguida, foi realizada uma pré-lavagem e sanitizacdo com
imersdo em solucdo & base de cloro, na concentracdo de 100 mg.L™ de cloro ativo por
litro de agua potavel, durante 15 minutos, com posterior enxague. ApOs 0 enxague,
realizou-se o despolpamento manual dos frutos para a separacdo da por¢cdo comestivel
(polpa/casca) da semente. A polpa extraida foi pesada, em balanca analitica marca
Shimadzu (modelo: AY220) e embalada em sacos de polietileno em pequenas
quantidades, de aproximadamente 20 g cada, sendo revestidas com papel aluminio, e
finalmente armazenadas sob congelamento a -18 °C ate a realizacdo das analises.

N&o foi possivel a realizagdo da pasteurizacdo na polpa de jambolédo
integral, em virtude da resisténcia ao escoamento através da tubulagdo do pasteurizador
disponivel pra este estudo. Diante desta condicdo, definiu-se diluir a polpa na proporgéao

de 76% de polpa e 24% de agua potavel, com posterior peneiramento (MESH TYLER
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12-Abertura 1,40mm) para remocao de material fibroso. O produto obtido desta diluicdo
enquadrou-se na legislagdo vigente (Brasil, 2003) para Suco Tropical, sendo
caracterizado como o produto obtido pela dissolugdo, em &gua potavel, da polpa da fruta
polposa de origem tropical, por meio de processo tecnoldgico adequado, nao
fermentado, e cor, aroma e sabor caracteristicos da fruta, submetido a tratamento que
assegure sua conservagdo e apresentacdo até o momento do consumo, cuja quantidade

minima de polpa, deve conter um minimo de 50% (m/m) da respectiva polpa.
4.2 METODOS
4.2.1 Avaliacdo fisica

A andlise fisica individual foi realizada no LAFAMI da Universidade
Federal do Para, Belém-PA, com 100 frutos frescos de jamboldo. Foram determinadas
as caracteristicas morfométricas (diametro longitudinal e transversal) do fruto inteiro
com o auxilio de um paquimetro (marca WORKER) e os resultados expressos em
centimetros. O rendimento, expresso em percentual (%), foi calculado a partir da
Equacéo 1.

~ Pc 100
P

(1)

Onde: R: Rendimento; Pc: Peso do componente determinado; Pf: Peso do fruto inteiro.

4.2.2 Caracterizacao fisico-quimica
Todas as andlises fisico-quimicas da polpa bruta do jamboldo foram
realizadas em triplicata e seus resultados expressos em base seca (b.s.):

Umidade

A determinacdo da umidade foi realizada por método gravimétrico, por
secagem em estufa a 105°C, até peso constante, sendo 0s resultados expressos em
porcentagem (%), de acordo com o0 método 920.151 da AOAC (2002).
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pH

Foi determinado em potenciémetro, previamente calibrado com solugdes tampéo
pH 4,0 e 7,0, de acordo com o método 943.15 da AOAC (2002).

Acidez titulavel total

Foi determinada por titulacdo com NaOH 0,1 N, com o auxilio de um
pHMETRO, de acordo com o método 942.15 da AOAC (2002).

Proteinas

As proteinas foram determinadas pelo método Kjeldahl, que consiste na
determinacéo do nitrogénio total, recomendado pelo método 920.152 da AOAC (2002).

Para a conversdo do nitrogénio em proteina foi utilizado o fator 6,25,
Lipidios Totais

O teor de lipidios totais foi determinado por extracdo em Soxhlet segundo o
método 922.06 da AOAC (1997);

Cinzas

As cinzas foram determinadas gravimetricamente, por calcinacdo da
amostra a 550°C, de acordo com o método 940.26 da AOAC (2002).

Solidos soluveis

Os Solidos sollveis (SS) foram determinados pela leitura direta em
refratbmetro digital, sendo os resultados expressos em °Brix, de acordo com o método
n®932.12 da AOAC (2002).

4.2.3 Compostos bioativos
Fenolicos totais

O teor dos fendlicos totais foi determinado segundo o método descrito por
Singleton e Rossi (1965), que se baseia na reagdo com o reagente de Folin-Ciocalteau.
A extragdo dos compostos fendlicos da polpa foi realizada com solucdo aquosa de

acetona 70% (v/v). A mistura foi deixada sob agitacdo magnética por 30 minutos (na
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auséncia de luz). O extrato obtido foi filtrado e, posteriormente, diluido em &gua
destilada a fim de corrigir a concentragdo de acetona para 7%, obtendo-se o extrato
bruto.

Uma aliquota de 0,5 mL do extrato foi submetida a reacdo com 2,5 mL de
Folin-Ciocalteau e, ap6s 2 minutos de repouso em temperatura ambiente, foram
adicionados 2,0 mL de solucdo aquosa de carbonato de sédio (Na,COs) 7,5% (m/v). A
mistura foi levada ao banho-maria a 50 °C por 15 minutos e, em seguida, ao banho de
gelo por 15 segundos. Para o0 branco, a aliquota de extrato foi substituida pela mesma
quantidade de acetona 7%. A quantificacdo foi feita por leitura espectrofotométrica a
760 nm.

Acido galico foi utilizado para obtencdo da curva padrdo. O teor de

compostos fenolicos totais foi expresso em mg de acido galico equivalente/100 g (b.s.).
Antocianinas totais

A determinagdo das antocianinas totais foi realizada de acordo com o
método de Fuleki e Francis (1968), posteriormente revisada por Lees e Francis (1972).
Procedeu-se agitacdo mecanica por 2 minutos de aproximadamente 2 gramas de amostra
e solucdo extratora, preparada com etanol 95%:HCI 1,5N (85:15, v/v), na propor¢do de
uma parte da polpa triturada para quatro partes da solugdo extratora (1:4). Apds
maceracao por uma noite em temperatura ambiente (30°C), na auséncia de luz, os
extratos foram filtrados em papel filtro Whatman n° 1, e o residuo lavado repetidamente
com o etanol acidificado, até extracdo completa das antocianinas. A solucgdo resultante
foi completada para volume desejado e deixada em repouso por 2 horas, ao abrigo da
luz e a temperatura ambiente, para estabilizacdo das formas antocianicas.
Posteriormente foi realizada leitura em espectrofotémetro UV-visivel em comprimento
de onda 535 nm.

As analises foram realizadas em triplicata e para calculo da concentracdo
utilizou-se a Equacéo 2, proposta por Fuleki e Francis (1968):

AT (mg.100g™* de amostra) = Abs e X Fd x 100 (2)
E ’ lcm

Onde: AT: Antocianinas totais; Abs.Ama: Absorbancia no comprimento de onda
méaximo (535 nm); Fd: Fator de diluicdo; E'*c, 535 nm (absortividade molar a 535
nm): 98,2.
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4.2.4 Determinacdo da atividade antioxidante total

A determinacdo da atividade antioxidante total (ATT) foi realizada pela
captura do radical livre DPPH e ABTS.

4.2.4.1 Obtencédo do extrato

Para obtencdo do extrato, a amostra foi pesada em béquer e homogeneizada
com 40 mL de metanol/agua (50:50 v/v), permanecendo em repouso por 1 hora a
temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada a 11.000 rpm durante 20 minutos e o
sobrenadante transferido para um baldo volumétrico &mbar de 100 mL. Em seguida,
adicionou-se 40 mL de acetona/dgua (70:30 v/v) ao residuo da primeira extracdo,
permanecendo em repouso por 1 hora a temperatura ambiente, seguido de centrifugacao
a 11.000 rpm durante 20 minutos. O sobrenadante foi transferido para o baldo
volumétrico contendo o primeiro sobrenadante e o volume completado para 100 mL
com &gua destilada. Os extratos foram filtrados utilizando papel filtro Whatman n° 6 e

acondicionados em frascos de vidro &mbar.
Método DPPH

A atividade antioxidante pelo método DPPH (2,2-Difenil-1-picril-hidrazil)
foi determinada de acordo com o procedimento proposto por Rufino et al. (2007). No
ensaio ocorre a captura do radical DPPH pelos antioxidantes presentes na amostra,
produzindo decréscimo da absorbancia a 515 nm. Esse método foi idealizado por
Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) e modificado por Sanchez-Moreno, Larrauri e
Saura-Calixto (1998), introduzindo os parametros cinéticos: ECsy (quantidade de
antioxidante necessaria para reduzir em 50% a concentracdo inicial do radical DPPHe) e
tecso (tempo que essa concentracdo necessita para reduzir em 50% a quantidade inicial
do radical) e a eficiéncia antirradical (AE) = 1/(ECso * tecso).

A partir da solucéo inicial de DPPH (60 uM) foram preparadas em balGes
volumétricos de 10 mL solugdes variando a concentracdo de 10 a 60 pM.
Posteriormente, foram utilizadas todas as concentragdes para geracao da curva, obtendo-
se suas absorbancias no espectrofotbmetro a 515 nm, utilizando metanol como branco.

Foi gerada uma cinética para determinar o tempo de estabilizagdo da
absorbancia para a amostra. Nessa etapa, foram preparadas em tubos de ensaio trés

diluicdes diferentes do extrato para as amostras adicionando-se, em seguida, 3,9 mL do
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radical DPPH. O decréscimo da absorbancia a 515 nm foi monitorado a cada minuto até
sua estabilizacdo. As absorbancias obtidas foram comparadas com um controle em
branco, sem antioxidantes.

Determinado o tempo de estabilizacdo, foram preparadas trés diluicdes
diferentes em triplicata, a partir do extrato obtido no item 4.2.4.1. Uma aliquota de 100
uL de cada diluigdo foi adicionada a 3,9 mL de solugdo metandlica contendo 0,06 mM
de DPPH. Todas as determinagbes foram acompanhadas de um controle feito
substituindo-se o volume do extrato por igual volume do solvente utilizado na extracao.
A leitura da absorbéancia final para o calculo do ECs, foi feita apos a estabilizacdo da
absorbancia (tempo ECso).

A atividade antioxidante foi expressa como a concentracdo de antioxidante
necessaria para reduzir em 50% a concentracdo inicial do radical DPPH (ECsp). O

decréscimo da absorbancia do DPPH foi expresso como g de polpa/g de DPPH (b.s).
Método ABTS

A atividade antioxidante pelo método ABTS 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-a4cido sulfonico) desenvolvido por Miller et al. (1993) foi
determinada com modificacGes propostas por Rufino et al. (2007). O método é baseado
na habilidade dos antioxidantes em capturar o cation ABTS+. Esta captura provoca um
decréscimo na absorbancia, que € lida a partir da mistura do radical com o antioxidante
em diferentes tempos, sendo representadas graficamente.

Dessa forma, o0 método baseia-se na geracdo do ABTS+, que apresenta cor
azul esverdeado, por meio da reacdo do ABTS com persulfato de potassio que possui
absorcdo maxima em 645, 734 e 815 nm. Com a adicdo de um antioxidante, ocorre a
reducdo do ABTS+ a ABTS, promovendo a perda da coloracdo do meio reacional. Com
a perda de cor, a porcentagem de inibicdo do ABTS+ é determinada em funcdo do
Trolox, um padrdo submetido as mesmas condi¢des de analise do antioxidante. O
método € aplicavel ao estudo de antioxidantes hidrossollveis e lipossollveis, compostos
puros e extratos vegetais.

A partir do extrato obtido no item 4.2.4.1, preparou-se em tubos de ensaio,
trés diluicBes diferentes, em triplicata. Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota
de 30 pL de cada diluicdo do extrato para tubos de ensaio com 3,0 mL do radical
ABTS-+ e homogeneizou-se em agitador de tubos. Realizou-se a leitura (734 nm) apos

6 minutos da mistura e utilizou-se o alcool etilico, como branco, para calibrar o
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espectrofotdbmetro. Como solucdo padrdo, usou-se o antioxidante sintético Trolox nas
concentragdes de 100 a 1500 pM em etanol.

A partir das absorbancias obtidas das diferentes diluigdes dos extratos,
plotou-se a absorbancia no eixo Y e a diluicdo (mg/L) no eixo X. Em seguida,
determinou-se a equacdo da reta. Para calcular a AAT, substituiu-se na equacédo da reta

a absorbancia equivalente a 1.000 uM do padréo trolox (Equacao 3).
y=ax+b 3)
Onde: x: 1.000 uM do trolox; y: Absorbancia correspondente a 1.000 uM de trolox.

O valor obtido para o termo x corresponde a diluicdo da amostra (mg/L)

equivalente a 1.000 uM de trolox (Equagédo 4).
y=ax+b 4)

Onde: y: Absorbancia correspondente a 1.000 uM de trolox; x: Dilui¢cdo da amostra

(mg/L) equivalente a 1.000uM de trolox.

Todas as leituras foram realizadas em triplicata, e os resultados foram
expressos em TEAC, ou seja, atividade antioxidante equivalente ao Trolox (mM.g™* de

peso da matéria fresca).
4.2.5 Caracterizacdo da atividade enzimatica

Foram determinadas as atividades enzimaticas da polifenoloxidase e da
peroxidase.

4.2.5.1 Preparacédo do extrato de peroxidase e polifenoloxidase

Para a obtencdo do extrato, foram pesadas 5 g da polpa do fruto e
homogeneizadas com 10 mL de tampé&o de fosfato de sédio 0,2 M (pH=6) utilizando um
agitador Vortex, por 2 minutos. As misturas obtidas foram filtradas em tecido de

algodao e o filtrado foi centrifugado em 15000 rpm por 10 minutos.
Determinacéo da atividade da peroxidase

A atividade da peroxidase foi determinada segundo descrito por Khan e
Robinson (1994) e Holschuch (2000). A mistura de reacdo foi preparada em cubetas
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descartaveis e composta da seguinte maneira: 1,5 mL de solucdo de guaiacol 1% em
tampdo fosfato de sodio 0,05 M (pH=6), 0,5 mL de tampé&o de fosfato de sodio 0,05 M
(pH=6), sendo mantida em repouso por 10 minutos, 0,5 mL de peréxido de hidrogénio
(0,165 pL de H,O, 30% em 50 mL de tampdo fosfato de sédio 0,05 M) e 1 mL de
extrato enzimatico. Em seguida, com o auxilio de parafilme, as cubetas foram agitadas e
fez-se a leitura imediata em espectrofotometro a 470 nm, acompanhando por 10
minutos.

Para o preparo do branco foram adicionados em cubetas descartaveis 1,5
mL de solucdo de guaiacol 1% em tampao fosfato de sédio 0,05 M (pH=6) e 1 mL de
extrato enzimatico. Realizando leitura em espectrofotdmetro a 470 nm.

A atividade da peroxidase foi expressa em unidade (atividade capaz de
alterar 0,001 de absorbancia a 470 nm) por mL (U.mL™) com leituras em triplicata. A

atividade enzimatica foi calculada pela Equacéo 5:

.. - Abs -Abs - (Abs - Abs
Athl da de (UmL 1) :( Famostra Iamos(t)rao)o1 t Fbranco Ibranco) (5)

Onde: AbSgamostra = Absorvancia final da amostra; AbSjamestra = Absorvancia inicial da
amostra; AbSgpranco = Absorvancia final do branco; AbSiyrance = Absorvancia inicial do

branco; t= Tempo em minutos;
Determinacéo da atividade da polifenoloxidase

Para atividade da enzima polifenoloxidase, a mistura de rea¢ao foi composta
da seguinte maneira: 1 mL de tampéo de fosfato de soédio 0,05 M (pH=6), 1 mL do
extrato enzimatico, 1 mL de catecol 0,05 M, com leitura imediata em espectrofotdmetro
a 425 nm acompanhando por 10 minutos.

Para o preparo do branco foram adicionados em cubetas descartaveis 1500
pL de tampéo de fosfato de s6dio 0,05 M e 1000 pL de amostra, realizando leitura em
espectrofotbmetro a 425 nm.

A atividade da polifenolxidase foi expressa em unidade (atividade capaz de
alterar 0,001 de absorbancia a 470 nm) por mL (U.mL™) com leituras em triplicata.
Assim como a atividade da peroxidase, a determinacdo da atividade da polifenoloxidase

foi também calculada pela mesma Equacéo 5.
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4.2.6 Pasteurizacao

O processo de pasteurizacdo foi realizado em um pasteurizador tubular
(Figura 5), constituido de trés secdes: aquecimento, retencdo e resfriamento. Esse
sistema de pasteurizacdo foi idealizado pelo Dr. Alfredo Vitali (Pesquisador Cientifico
do ITAL - Instituto de Tecnologia de Alimentos) (VI1ZZOTTO; CABRAL; LOPES,
2011). O funcionamento baseia-se na passagem do suco tropical por uma bomba
peristaltica com controle de vazdo de alta precisdo, que impulsiona o suco pelas trés
secOes até o envase, através de mangueiras de borracha sintética e serpentinas de aco
inoxidavel, que se encontram dentro de banhos com temperatura controlada.

As temperaturas de processo foram monitoradas em diversos pontos do
sistema de pasteurizagdo, como pode ser visto na Figura 5. O suco tropical de jambol&o
processado foi envasado em sacos plasticos autoclavaveis, posteriormente selado e
submetido a congelamento rapido até a realizacdo das analises de fendlicos totais,
antocianinas totais, atividade antioxidante (DPPH e ABTS) e atividade enzimatica
(peroxidase e polifenoloxidase).

e ——.
~

e’
| Suco
’ tropical de |
jamboldo
, i !.Tr. e o]
4&? i ] I

S-=;ao d= Sa¢3o de
pen;talnca aquecimento retengio resfriamento

Figura 5. Sistema de pasteurizacao tubular.
4.2.7 Delineamento experimental

O processo de pasteurizacdo do suco tropical de jamboldo foi realizado
segundo um planejamento composto central rotacional (22) (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010), constituido por quatro ensaios lineares nos niveis -1 e
+1, quatro ensaios axias (xo=1,414) e trés ensaios no ponto central. OS niveis e 0s
ensaios experimentais (matriz do planejamento) estéo apresentados na Tabela 2. Como
varidveis independentes foram adotados: temperatura (°C) e tempo (s), escolheu-se a

faixa de temperatura de 70 a 90°C com base nos seguintes fatores: a pratica indica que
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em tratamentos a temperaturas superiores a 90°C as alteragdes sensoriais das polpas de
frutos podem ser altamente significativas, em funcdo do tempo de contato, e estudos
efetuados com a POD indicam que 70°C é a temperatura minima necessaria para que
ocorra sua desnaturacdo (BASTOS et al., 2008). Os tempos utilizados no tratamento
térmico seguiram a faixa usada por Vizzotto, Cabral e Lopes (2011). Adotou-se como
variaveis de respostas: fenolicos totais, antocianinas totais, atividade antioxidante

(DPPH e ABTS) e atividade enzimatica (peroxidase e polifenoloxidase).

Tabela 2. Planejamento experimental completo (2%) com as variaveis independentes e
seus diferentes niveis.

Ensaio Variaveis codificadas Variaveis reais

N° t t, Temperatura (°C) Tempo ()
1 -1 -1 80 45
2 1 -1 90 45
3 -1 1 80 75
4 1 1 90 75
5 0 -1,414 85 39
6 0 1,414 85 81
7 -1,414 0 78 60
8 1,414 0 92 60
9 0 0 85 60
10 0 0 85 60
11 0 0 85 60

* t,= Temperatura (°C); t,= Tempo (s).

4.2.8 Tratamento estatistico

Foi usado o software Statistica versdao 7.0 (STATSOFT, 2007) e o0s
resultados foram avaliados através de:

- Correlacao de Pearson

- Verificacdo dos efeitos significativos (p<0,05);

- Coeficiente de regressao;

- Analise de variancia (ANOVA);

- Metodologia de superficie de resposta;

- Funcdo desejabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FiSICA DO JAMBOLAO

As caracteristicas fisicas dos frutos sdo de grande importancia para a sua
comercializacdo e manuseio. O tamanho e o0 peso séo caracteristicas fisicas inerentes as
espécies ou cultivares, mas sdo utilizadas como atributo de qualidade para selecdo e
classificacdo dos produtos de acordo com a conveniéncia do mercado consumidor. Da
mesma forma, os didmetros transversal e longitudinal sdo de grande utilidade para
produtos destinados ao consumo e representam, em conjunto, o tamanho e a sua relacéo
da ideia da forma do produto (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Os resultados da
caracterizacgdo fisica do jambol&o estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Caracterizacao fisica dos frutos de jamboldo (Syzygium cumini).

Determinacdes Frutos de jambolao
Diametro transversal (cm) 2,49+0,20
Diametro longitudinal (cm) 1,68+0,26

Rendimento (%) 57,22

*Qs valores representam a média de 100 repeti¢des + desvio padréo.

Os resultados apresentaram 2,49+0,20 cm de didmetro transversal e
1,68+0,26 cm de diametro longitudinal, o que permitem afirmar que o fruto é pequeno.
Souza (2007) encontrou valores de 2,44+0,17 cm de comprimento transversal e
1,69+0,15 cm de comprimento longitudinal para o mesmo fruto, valores esses iguais ao
encontrado neste estudo.

Quando analisado o rendimento percentual da polpa, o fruto apresentou
57,22%, valor esse inferior ao relatado por Souza (2007), Benherlal e Arumughan
(2007) e Lago, Gomes e Silva (2006), (75,28%, 66,6% e 67,69% respectivamente). Vale
ressaltar, que de acordo com Lira Junior et al. (2005), o valor minimo exigido de
percentual de rendimento para os frutos destinados a elaboracdo de produtos,
especialmente pelas industrias processadoras, é de 40%. Dessa forma, o fruto demonstra
um grande potencial para a industria alimenticia, principalmente de polpa e sucos.

A variagdo nas caracteristicas fisicas dos frutos estd relacionada a fatores
como: condicBes climaticas, epoca do plantio, colheita entre outros, entretanto, a maior
variacdo deve-se a constituicdo genética (FAGUNDES; YAMANASHI, 2001; SOUZA,
2007).
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5.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA POLPA DE JAMBOLAO

A composigdo dos frutos também é muito relevante para a sua qualidade,
dada a presenca de varios constituintes quimicos da polpa. E essa qualidade intrinseca
que oferece aos frutos e aos produtos a qualidade organoléptica e nutricional,
responsavel pela sua aceitacdo definitiva no mercado (LIMA et al., 2002). Os resultados

das andlises fisico-quimicas da polpa dos frutos de jamboldo encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Caracterizacdo fisico-quimica da polpa de jamboldo (Syzygium cumini).

Determinacdes Polpa de jambolao
Umidade (%) 89,43+0,04
Cinzas (%) 0,27+0,08
Lipideos (%) 0,23+0,05
Proteina (%) 0,72+0,02
Acidez (ac. citrico) 5,99+0,05
Sélidos soluveis (°Brix) 9,17+0,12
pH 3,34+0,01

*Qs valores representam a média das triplicatas + desvio padrdo (base seca).

Como a grande maioria dos vegetais, o jamboldo possui elevado teor de
umidade, baixo teor de proteina e gordura (SANTOS et al., 2010). A umidade
encontrada foi de 89,43+0,04 % e esse foi superior aos relatados por Barcia et al.
(2012), Lago, Gomes e Silva (2006) e Rufino et al. (2010), os quais relataram teores na
faixa de 81,7+3,6 a 87,75+£0,52 %, para esse fruto. A umidade de um alimento esta
relacionada com sua estabilidade, qualidade e composicdo. De acordo com esses
resultados deve-se ter especial atencdo quanto ao seu manuseio, transporte e
processamento, por facilitar a sua perecibilidade.

Em relacdo ao teor de proteina, foi encontrado valor de 0,72+0,02 %, sendo
este superior ao obtido por Lago, Gomes e Silva (2006), que relataram teor de
0,67+0,01 %, e inferior quando comparado aos valores descritos por Barcia et al.
(2012), que obtiveram teores de até 0,91 % para o fruto.

Ja os teores de lipideos (0,23+0,05 %) e cinzas (0,27+0,08 %) da polpa de
jambolao foram inferiores aos resultados obtidos por Lago, Gomes e Silva (2006), isto
é, 0,30+0,01 % e 0,34 0,01 %, respectivamente. Barcia et al. (2012) encontraram

teores de cinza de 0,35+0,01 a 0,42+0,01%, superiores ao encontrado neste estudo.
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Os solidos soluveis representam os compostos solUveis em agua presentes
nas frutas, como agUcares, vitaminas, &cidos, aminoacidos e algumas pectinas.
Geralmente o teor de sélidos solUveis aumenta durante a maturagdo pela biossintese ou
degradacéo de polissacarideos (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

O teor de solidos soltveis encontrado na polpa de jambolao foi de 9,17+0,12
°Brix, sendo este valor proximo ao relatado por Lago, Gomes e Silva (2006), isto é,
9,00+0,01 °Brix, e ambos se encontram no intervalo de sélidos solGveis utilizado para
determinar ponto ideal de colheita de frutos (8-10 °Brix) (CHIM, 2008). Em
contrapartida, Souza (2007) encontrou teor superior (15,20+0,72 °Brix) ao deste estudo.
Barcia (2009) apresentou também valores superiores ao deste estudo, oscilando de
13,8+0,00 a 19,0+0,41 °Brix. Esta variacéo elevada dos ultimos autores citados pode ser
consequéncia do clima na época de colheita, o qual pode ter influenciado na alta sintese
de acucares, decorrente da fotossintese da planta (BARCIA, 2009).

O pH é estabelecido como atributo de qualidade de polpas de frutas pela
legislagdo vigente (BRASIL, 2000). E constituido como fator intrinseco dos frutos e
auxilia na conservacdo de suas polpas por ocasionar retencdo do crescimento
microbiano.

Na Tabela 4 o valor de pH (3,34+0,01) e da alta acidez total titulavel
(5,99+0,05) vem confirmar que a polpa é caracteristica de frutas citricas. O valor de pH
encontrado esta dentro da faixa apresentada por Barcia (2009), que em seu estudo com
jamboldo de diferentes regides, encontrou valores de 2,95+0,01 a 3,35+0,01. Quanto a
acidez, em comparagdo com 0 mesmo autor acima citado, obteve teores de acidez de
0,035+0,05 a 0,079+0,02, esses valores sdo inferiores ao encontrado neste estudo. Lago,
Gomes e Silva (2006) encontraram teor de acidez de 5,91+0,01, sendo este préximo ao
obtido no presente estudo.

Os valores de pH, acidez e sélidos soltveis totais apresentam diferencas
entre as frutas oriundas de diferentes plantas e entre as mesmas plantas em épocas
diferentes. Estas variacGes podem estar associadas as condi¢@es edafoclimaticas (clima,
relevo, temperatura, umidade do ar, composicdo atmosférica, radiacdo e precipitacdo
pluvial), as quais influenciam diretamente na composicdo quimica da fruta
(CHITARRA e CHITARRA, 2005).
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5.3 QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DA POLPA DE
JAMBOLAO

Os compostos fendlicos presentes nas frutas e hortalicas sdo um dos
principais responsaveis pela atividade antioxidante destas. Os teores de fenolicos totais

e antocianinas totais da polpa de jambol&o estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Teor de feno6licos totais e antocianinas totais da polpa de jambolao.

Determinacdes Polpa de jambolao
Fendlicos totais (MgEAG.100g™) 182,01+4,77
Antocianinas totais (mg.100g™) 93,56+2,65

*Qs valores representam a média das triplicatas + desvio padrdo (base Gmida). AGE: Acido
galico equivalente.

O teor de fendlicos totais (Tabela 5) da polpa de jamboldo foi de
182,01+4,77 mgEAG.100g-1 e esse resultado se encontra de acordo com o apresentado
por Rufino et al. (2010) (185+3,8 mg.EAG.100g-!). Faria, Marques e Mercadante
(2011) obtiveram valor de 148,3 + 32,4 mgEAG.100g™, sendo esse inferior ao desse
estudo. Benherlal e Arumughan (2007) determinaram valor  superior
(390+0,5mgEAG.100g™) aos teores citados pelos autores acima.

O contetdo final de compostos fenolicos pode ser influenciado por fatores
como a maturacdo, a espécie, praticas de cultivo, origem geogréafica, estadio de
maturacdo, condic¢des de colheita e processo de armazenamento (KIM; JEONG; LEE,
2003; SEVERO et al, 2009; TOMAS-BARBERAN; ESPIN, 2001).

As proporcoes e tipos de solventes usados para a quantificacdo de fenolicos
totais foram distintos entre os autores acima mencionados, e tal ocorréncia pode gerar
niveis de extracdo mais ou menos eficientes, 0 que concorre para a quantificacao final
do composto avaliado (TOMAS-BARBERAN; ESPIN, 2001; NACZK; SHAHIDI,
2004).

Rufino et al. (2010), ao analisarem o teor fenoélicos totais de dezoito frutas
tropicais brasileiras ndo tradicionais, encontraram 1176,3+14,8 mgEAG.100g-1 para
camu-camu, 454+44,6 mgEAG.100g-1 para acai, 118+3,7 mgeAG.100g-1 para caju e
169+21,5 mgEAG.100g-1 para mangaba, sendo que este Ultimo apresentou um
conteddo de fendlicos préximo ao quantificado neste estudo.

Seguindo o exemplo de Vasco, Ruales e Kamal-Eldin (2008), ao analisarem

o teor de fenolicos totais de dezessete frutos provenientes do equador, classificaram-os
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em trés categorias: baixo (< 100 mgeAG.100g-1), médio (100 a 500 mgEAG.100g-1) e
alto (>500 mgEAG.100g-1) para amostras frescas. Dessa forma, o extrato de jambol&o
obtido nesse estudo é considerado uma fonte média de compostos fendlicos.

Quando analisado o contetido de antocianinas totais, o fruto apresentou
93,56+2,65 mg.100g-1, teor proximo ao relatado por Rufino et al. (2010) (93,3+2,65
mg.100g-1) para o jambol&o. Barcia et al. (2012) encontraram menores teores, isto &,
7,4+4,6 mg.100g-1 a 16,9£15,5 mg.100g-1 em polpa de jamboldo de trés regides.
Resultados superiores foram obtidos por Faria, Marques e Mercadante (2011) (210+9,1
mg.100g-1), Sousa (2012) (223,18+7,70 mg.100g-1) e Kuskoski et al. (2006) (108 a 111
mg.100g-1), sendo que estes trés ultimos autores usaram o método da diferenca de pH
para a quantificacdo, o que também pode ter acarretado variacbes nos teores
antocianicos para este fruto.

Cabe ressaltar, que a grande variacdo observada nos teores dos pigmentos
pode ser decorrente, além das diferentes metodologias empregadas para extracdo e
quantificacdo, condicBes ambientais, grau de maturacdo, genética, armazenamento,
entre outros fatores podem acarretar essa diversidade nos resultados (BARCIA et al.,
2012).

Em comparagdo com as polpas dos frutos pequenos como o mirtilo (93 a
280 mg.100g-1), classificado como o mais rico em antocianinas (CONNOR et al.,
2002), puca-preto (103+£21,6 mg.100g-1) e acai (111+30,4 mg.100g-1) (RUFINO et al.,
2010), a polpa de jambolao apresentou teor inferior de antocianinas. Entretanto, quando
comparado a outras polpas de frutos como a amora-preta (90,5+0,1 mg.100g-1)
(FERREIRA; ROSSO; MERCANTE, 2010), acerola (18,9 £ 0,9 mg.100g-1), camu-
camu (42,2+17,0 mg.100g-1) e jaboticaba (58,1 = 0,9 mg.100g-1) (RUFINO et al.,
2010), o jambol&o apresentou teor superior a esses frutos.

O jamboldo é uma boa fonte de antocianinas. Isso faz com que esse fruto
seja recomendado para consumo in natura ou sua utilizacdo na industria de alimentos,
pois esses pigmentos, além de suas cores caracteristicas, também apresentam excelentes
propriedades antioxidantes, participando na inibicdo da peroxidacdo lipidica, na
desagregacdo de plaquetas e na acdo antitumoral e antimutagénica (ANGELO; JORGE,
2007; SA, 2008).
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5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA POLPA DE JAMBOLAO

Atualmente, ndo existe um método oficial para determinar a atividade
antioxidante em alimentos de origem vegetal e seus subprodutos, tendo em vista 0s
varios mecanismos antioxidantes que podem ocorrer, bem como a diversidade de
compostos bioativos. Entre 0s ensaios espectrofotométricos mais utilizados, se destacam
0s que utilizam os radicais livres sintéticos DPPHe ¢ ABTSe+, pela facilidade de
execucdo e pela boa correlagdo com as demais metodologias para avaliar a atividade
antioxidante (SOUSA; VIEIRA; LIMA, 2011). Os resultados da atividade antioxidante
dos extratos organicos da polpa de jambol&do, determinada pelo método de sequestro do

radical DPPHe ¢ ABTSe<+, encontram-se dispostos na Tabela 6.

Tabela 6. Atividade antioxidante pelo método do DPPH e ABTS dos extratos organicos
da polpa de jambol&o.

Método Polpa de jambol&o
ECso (g de polpa/g de DPPH) 4.552,26+88,70
ABTS (UM de Trolox equivalente/q) 18,48+0,25

*QOs valores representam a média das triplicatas + desvio padrdo (base Umida).

Os resultados do método de DPPH foram expressos por meio do célculo da
quantidade de antioxidante necessaria para consumir metade do radical DPPH contido
na solucdo, parametro denominado ECs,. Vale ressaltar, que o potencial antioxidante do
extrato € inversamente proporcional ao valor do ECs, ou seja, quanto maior o valor de
ECso apresentado pelo extrato, maior quantidade de amostra no extrato é necessaria para
reduzir em 50% a concentracdo inicial do DPPH e, consequentemente, menor sua
atividade antioxidante.

Os resultados do ECs do extrato organico da polpa de jamboldo (Tabela 6)
demonstraram que 0 extrato consumiu bastante radical livre DPPHe
(EC50-4.552,26+88,70 g/gDPPH). Rufino et al. (2010) ao investigar os compostos
fitoquimicos bioativos presentes em jambol&o, obtiveram valor inferior de ECsg para o
extrato da polpa desse fruto de 3.025+65,4 g/gDPPH, consequentemente maior
atividade antioxidante ao deste estudo.

Isso corrobora quando se analisa a atividade antioxidante obtida na polpa de

jambol&o pelo método do ABTS, que apresentou 18,48+0,25 uMTrolox/g, valor inferior
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ao relatado por Rufino et al. (2010), que obtiveram 29,7+0,3 uMTrolox/g para a polpa
desse fruto.

Vale ressaltar que a atividade de sequestro dos radicais livres é diferenciada
entre frutos e entre extratos do mesmo fruto devido a diversidade dos compostos
bioativos extraidos (SOUSA, 2012).

Em comparacdo com outras polpas de frutos da familia Myrtaceae,
estudadas por Rufino et al. (2010), a atividade antioxidante obtida pelo método de
DPPH foram superiores, como no camu-camu (ECso= 478+1,2 g/gDPPH), na jaboticaba
(ECs0= 1.4724£16,9 g/gDPPH) e na uvaia (ECs0=3.247£392 g/gDPPH). O mesmo
comportamento superior foi observado pelo método do ABTS para camu-camu
(153+2,6 uMTrolox/g) e jaboticaba (37,5+1,4 uMTrolox/g), exceto para a polpa de
uvaia (18+0,8 uMTrolox/g) que apresentou atividade antioxidante inferior ao deste
estudo.

A polpa de jamboldo apresentou baixo potencial antioxidante, mas seu
consumo deve ser recomendado, tanto para 0 consumo in natura como para aplicagéo
nos setores farmacéuticos, cosméticos e nutricionais devido aos beneficios que podem
proporcionar a saude dos consumidores, sequestrando radicais livres, contribuindo para
a reducdo da incidéncia de doencas cronicas e degenerativas (BENHERLAL;
ARUMUGHAN, 2007).

5.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DA PASTEURIZACAO

Os resultados do delineamento experimental do suco tropical de jamboléo
pasteurizado e ndo pasteurizado (padrdo), utilizando como varidveis independentes
temperatura (°C) e tempo(s), apresentaram teores de fendlicos e antocianinas totais,
atividade antioxidante (DPPH e ABTS) e atividade enzimética (peroxidase e

polifenoloxidase) descritos na Tabela 7.
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Tabela 7. As médias e desvio-padrdo das analises de fendlicos totais, antocianinas
totais, atividade antioxidante (DPPH e ABTS) e atividade enzimatica (peroxidase e
polifenoloxidase) do suco tropical de jambol&o sem (Padr&o) e com pasteurizagéo.

b FT AT ABTS DPPH POD PFO

(°C) (s) (MgEAG.100g) (mg.100g™) (uMTrolox.g™) (ECs0) (UmLy)  UmLY
Padr&o 138,69+0,03 69,10+3.74  12,80+2.74 7070,98+9.61  0,60+0,06  0.20+0,01
80 45 90,16+0,44 55,81+0,16  7,61+0,14  7639,21+139,40 0,00 0,00
90 45 98,44+0,72 57,95+0,37  10,34+0,37  7433,32+149,63 0,00 0,00
80 75 95,90+3,74 59,49+0,88  10,68+0,88  8487,59+33,27 0,00 0,00
90 75 98,91+2,43 60,41+1,72  11,65+1,72 6247,18+6,58 0,00 0,00
85 39 95,55+2,30 57,22+0,38  8,69+0,38 6563,58+44,75 0,10 0,00
85 81 96,24+0,52 58,80+1,05  12,04+1,05  5677,04+12,20 0,00 0,00
78 60 93,92+0,87 59,09+1,21  4,72+1,21 7174,15+33,84 0,00 0,00
92 60 100,53+2,25 67,14+0,25  9,66+0,25 6137,39+84,23 0,00 0,00
85 60 93,13+3,47 59,63+1,91  7,80+1,91 5414,71+66,54 0,00 0,00
85 60 91,97+2,74 58,38+1,32  7,57#1,32  5218,04+171,46 0,00 0,00
85 60 93,02+0,91 59,70+1,76  8,32+176  5452,10+143,92 0,00 0,00

* Os valores representam a média das triplicatas + desvio padrdo (base Umida). t;: Temperatura;
t,: Tempo; FT: Fendlicos totais; AT: Antocianinas totais; POD: Peroxidase. PFO:
polifenoloxidase.

De forma geral, os valores de fendlicos totais, antocianinas totais e atividade
antioxidante, pelo método ABTS, sofreram reducdes em funcdo das condi¢cdes do
tratamento térmico quando comparados aos valores do suco tropical ndo pasteurizado, o
que ja era esperado, uma vez que o tratamento térmico afeta esses constituintes
(PATRAS et al., 2010; DUTRA et al., 2012). Observa-se ainda, que 0s tratamentos
alcancaram a completa inativacdo da peroxidase e polifenoloxidase, exceto para o
tratamento submetido a temperatura de 85°C por 39s, que apresentou atividade da
peroxidase de 0,10 U.mL™. Isto pode ser explicado pelo menor tempo de exposicéo
usado neste ensaio, que possivelmente ndo acarretou a completa inativacdo da
peroxidase, uma vez que a mesma € mais resistente do que a polifenoloxidase.

Foi realizada uma analise de correlacdo (Tabela 8) entre 0os compostos
bioativos (fendlicos e antocianinas totais) e a atividade antioxidante (DPPH e ABTS) do

suco tropical de jambol&o pasteurizado.
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Tabela 8. Andlise de correlagdo realizada entre os compostos bioativos (fendlicos e
antocianinas totais) e a atividade antioxidante total (métodos DPPH e ABTS) do suco
tropical de jambol&o pasteurizado.

Coeficiente de correlagio de Pearson

Determinacodes (r)
FT x ABTS 0,63*
FT x DPPH 0,08ns
AT x ABTS 0,30ns
AT x DPPH -0,27ns

* = r significativo ao nivel de 5%; ns = r ndo significativo ao nivel de 5%. PT: Fendlicos totais;
AT: Antocianinas totais.

De acordo com Tabela 8, houve correlagdo moderada positiva e significativa
ao nivel de 95% de confianca entre a atividade antioxidante total, pelo método de
ABTS, com o contetdo de fendlicos totais. O que ndo foi observado pelo método de
DPPH, nem com o teor de antocianinas. O valor de r indica uma correlacdo moderada e
positiva (0,63) do conteido de fendlicos totais com a atividade antioxidante pelo
método de ABTS no suco tropical de jambolao pasteurizado.

Rufino et al. (2010), ao analisarem a correlacdo entre 0s compostos
bioativos e atividade antioxidante de dezoito frutas tropicais ndo tradicionais pelo
método ABTS, também obtiveram correlagdo positiva e significativa para o contetdo de
fendlicos totais (0,92), ndo sendo observado o mesmo para o teor de antocianinas.
Entretanto, para o0 método DPPH, houve correlacdo negativa significativa para o
conteddo de antocianinas (-0,21) e para o contetdo de fendlicos totais (-0,72), sendo
que a correlacdo €é negativa pelo fato do valor de ECs, ser inversamente proporcional a
atividade antioxidante.

Kuskoski et al. (2005) estudaram onze polpas de frutas e encontraram
correlacdo entre a atividade antioxidante, tanto pelo método de DPPH quanto pelo
ABTS, com os compostos fendlicos e as antocianinas. Sugerindo assim, que a atividade
antioxidante das frutas tem influéncia tanto dos compostos fendlicos, quanto das

antocianinas totais.
5.5.1 Efeitos da pasteurizagao sobre os fendlicos totais

A Tabela 9 apresenta os valores correspondentes aos efeitos estimados para
os fendlicos totais do suco tropical de jamboldo pasteurizado, assim como a
probabilidade de significancia (p<0,05).
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Tabela 9. Efeito estimado, erro puro e significancia estatistica de fendlicos totais do
suco tropical de jamboldo pasteurizado.

Fatores Efeito Erro puro (p)

Constante 92,7171 0,3696 0,0000
Temperatura (L) 5,1879 0,4551 0,0076
Temperatura (Q) 4,1990 0,5463 0,0165
Tempo (L) 1,8121 0,4551 0,0577
Tempo (Q) 2,8418 0,5463 0,0350
Temperatura X Tempo -2,6350 0,6403 0,0543

*As constantes em negrito sdo estatisticamente significativas ao nivel de 95% de confianca.

De acordo com analise dos efeitos das varidveis utilizadas para o teor de
fenolicos totais do suco tropical de jamboldo pasteurizado, descritos na Tabela 9,
somente a temperatura (L), temperatura (Q) e o tempo (Q) apresentaram significancia
estatistica sobre os fendlicos totais ao nivel de 95% de confianca.

O efeito estimado indica o quanto cada fator influi na resposta estudada,
pois quanto maior o seu valor, maior é a sua influéncia. De acordo com a Tabela 9, a
temperatura (L) foi efeito de maior influéncia na extracdo de fendlicos totais do suco
tropical de jambol&o pasteurizado.

Para as constantes lineares, um efeito positivo indica que o aumento da
variavel provoca um aumento na resposta. Dessa forma, o parametro temperatura (L),
apresentou efeito positivo sobre o teor de fendlicos totais, 0 que indica que o aumento
desse fator contribui para aumento do teor de fendlicos totais do suco tropical de
jamboldo pasteurizado. Machado, Pereira e Marcon (2013), ao estudarem o efeito da
pasteurizacdo e armazenamento em compostos fendlicos presentes em frutas e
hortalicas, verificaram que houve um acréscimo de extracdo dos compostos fendlicos
com o0 aumento da temperatura na maior parte dos vegetais estudados, como por
exemplo, na ameixa preta.

Para Dutra et al. (2012), essas maiores retencGes podem ser resultados de
uma provavel reducdo do teor de agua presente no suco em razdo da evaporacdo
ocorrida dentro do trocador de calor, culminando na concentracdo desses compostos. Os
mesmos autores observaram um aumento nos teores de compostos fendlicos totais,
quando estudado o efeito do tratamento térmico na concentracdo de compostos
bioativos do suco de tangerina submetendo-o a 88 °C/30 s, 94°C/16 s, 94°C/44s,
98°C/20s e 100°C/30s.
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Além disso, o aumento da temperatura pode auxiliar na manutencdo dos
pigmentos, por auxiliar na inativagdo de enzimas que degradam os compostos fendlicos,
preservando-os (FALCAO et al., 2007).

Pode-se afirmar ainda, que para valores de p inferiores a 5%, a variavel é
considerada estatisticamente significativa. O que ndo foi observado para a variavel
Tempo (L) e para a interacdo Temperatura X Tempo.

O modelo regressdo dos dados experimentais testados para o teor de

fenolicos totais esta apresentado pela Equacao 7:

FT= 91,1267 + 3,2299t; + 1,8485t; “— 0,1459t, + 0,4914t,*— 5,3902t:t, (7)

Onde: FT: Fendlicos totais; t;- Temperatura; t,: Tempo.

De acordo com ANOVA (Tabela 10) o valor de Fcaculado da regresséo
(16,30) foi 3,2277 vezes superior a0 Frapeado (5,05), indicando uma regressao
significativa (p<0,05). Pois segundo Box et al. (1978) para que uma regressédo seja ndo
apenas significativa, mas também util para fins preditivos, a relacdo de Fcaicutado/ Fravelado

deve ser superior a trés.

Tabela 10. Analise de variancia (ANOVA) do modelo de regressdao gerado para
fendlicos totais do suco tropical de jamboldo pasteurizado.

Fonte de

Variacéo SQ GL MQ  Fealcutado (Et;tg’lgdg) R®
Regressao 95,0152 5 19,0030 16,2971 5,0503 0,9422
Residuos 5,8302 5 1,1660

Falta de Ajuste 5,0101 3 1,6700 4,0728 19,1643

Erro Puro 0,8201 2 0,4101

Total 100,8454 10

*SQ: soma quadratica; GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica.

A Andlise de variancia (ANOVA) especifica para o0 modelo de regressdo
obtido para o teor de fendlicos totais (Tabela 10) apresentou coeficiente de
determinacgéo (R?) de 0,9422 significativo (p<0,05), indicando que o0s dados se
ajustaram ao modelo, e este explicou a variacdo de 94,22% encontrada para modelo
testado. Segundo Barros Neto, Scarminio, Bruns (2010), quanto mais proximo de 1 o
valor de R? menor o erro e melhor o ajuste do modelo. Assim, o coeficiente de

determinacdo encontrado para 0 modelo nesta pesquisa para fenolicos totais do suco
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tropical de jambol&o pasteurizado pode ser utilizado para fins preditos. A falta de ajuste
ndo foi significativa (Fcaiculado < Ftabelado) € COnfirma que os dados experimentais se
ajustaram ao modelo.

A superficie de resposta para fenolicos totais do suco tropical de jamboldo

pasteurizado esta disposta na Figura 6.
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Figura 6. (a) Superficie de resposta quadratica e (b) curvas de nivel para avaliacdo do
teor de fenolicos totais em funcdo do tempo e da temperatura de pasteurizacdo no suco
tropical de jambol&o.

A superficie de reposta corrobora a analise de efeitos com uma regido de
maximo, e permitem visualizar a variacdo da resposta para cada parametro estudado
(tempo e temperatura). Observa-se que a regido (maximo), onde sdo obtidas as menores
perdas de fendlicos totais, correspondem a faixa de temperaturas mais elevadas, entre 90
a 92 °C de pasteurizacgdo. Considerando-se somente esta resposta, podem ser realizados
processamentos de pasteurizacdo em suco tropical de jamboldo com temperatura
elevada, de até 92 °C, com tempos curtos, de 35 a 45 s, para maior retencdo dos

fenolicos totais.
5.5.2 Efeitos da pasteurizacéo sobre as antocianinas totais

Os resultados da andlise estatistica aplicada aos dados experimentais do teor

de antocianinas totais estdo mostrados na Tabela 11.
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Tabela 11. Efeito estimado, erro puro e significancia estatistica das antocianinas totais
do suco tropical de jambolao pasteurizado.

Fatores Efeito Erro puro (p)

Meédia 59,2679 0,4288 0,0001
Temperatura (L) 3,6187 0,5278 0,0206
Temperatura (Q) 2,7308 0,6336 0,0498
Tempo (L) 1,8758 0,5278 0,0709
Tempo (Q) -2,1416 0,6336 0,0775
Temperatura X Tempo -0,6100 0,7427 0,4978

*As constantes em negrito sdo estatisticamente significativas ao nivel de 95% de confianca.

Os efeitos significativos ao nivel de 95% de confianca para o teor de
antocianinas totais foram: Temperatura (L) e Temperatura (Q). O efeito da temperatura
(L) foi positivo, indicando que quanto maior a temperatura, maior a retengéo nos teores
de antocianinas nos tratamentos estudados. Além disso, foi o efeito de maior influéncia
na manutencao destes pigmentos no suco tropical de jamboldo pasteurizado. Machado,
Pereira e Marcon (2013), ao avaliarem o comportamento das antocianinas frente a
elevagdo da temperatura em polpas de frutas, como na ameixa preta (diluicdo 1:1),
obtiveram comportamento similar ao deste estudo.

Segundo Wang e Xu (2007), o aumento da temperatura e do tempo pode
causar destruicdo seguindo modelo de primeira ordem para as antocianinas. Em seus
estudos, observaram que as antocianinas presentes em amora, durante o aguecimento e
armazenamento, degradam mais rapidamente com o aumento da temperatura. Sendo
assim, a maior estabilidade de antocianinas foi alcancada utilizando menores
temperaturas com intervalos de tempos curtos durante 0 processamento e
armazenamento.

Goffey et al. (1981), todavia, afirmaram que iSSo nem sempre acontece, pois
para algumas antocianinas 0 aumento na temperatura pode favorecer a producdo de
complexos ou reacBes de polimerizacdo durante a degradacdo, que estabilizam os
pigmentos. Processos utilizando baixo tempo em alta temperatura tém sido
recomendados para melhor retencéo dos pigmentos (KECHINSKI et al., 2010). No caso
de sucos de frutas vermelhas, perdas de antocianinas mostraram-se insignificantes para
tratamentos térmicos com duragéo inferior a 12 minutos a 100°C (MARKAKIS, 1982).

A Equacgéo 8 representa 0 modelo de regressdo dos dados experimentais

testados para o teor de antocianinas totais do suco tropical de jamboldo pasteurizado:
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AT= 59,2679 + 1,8093t; + 1,3654t;” + 0,9379t, — 1,0708t,° — 0,3050t:t, (8)
Onde: AT: Antocianinas totais; t;- Temperatura; t,: Tempo.

A partir das variaveis significativas, efetuou-se a andlise de variancia
(ANOVA) apresentada na Tabela 12.

Tabela 12. Andlise de variancia (ANOVA) do modelo de regressdo gerado para teor de
antocianinas totais do suco tropical de jambol&o pasteurizado.

Fonte de

Variagéo ¢ 6L MQ  Famw Fube R
Regressao 61,2669 5 12,2534 2,911 5,0503 74,43
Residuos 21,0469 5 4,2094

Falta de Ajuste 19,9436 3 6,6479 12,0512 19,1643

Erro Puro 1,1033 2 0,5516

Total 82,3138 10

*SQ: soma quadratica; GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica.

Na Tabela 12, o coeficiente de determinacdo (R?) foi de 0,7443, indicando
assim, que apenas 74% da variacdo na resposta podem ser explicadas pelo modelo. Esse
coeficiente de determinacdo ndo é um valor ideal para predicdo dos dados, mas ainda
pode ser considerado como modelo de tendéncia (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2010).

O valor Feaiculado da falta de ajuste (12,05) foi menor que 0 Fapelado (19,16),
revelando que os dados experimentais se ajustaram ao modelo obtido. Entretanto, o
valor Fegeuado da regressdo (2,91) foi inferior a0 Fiaperago (5,05), evidenciando uma
regressdo ndo significativa. Pois segundo Box et al. (1978) para que uma regressao seja
ndo apenas significativa, mas também atil para fins preditivos, a relacdo de
Falculado/ Frabelado deVe ser superior a trés. No caso deste estudo, a relagdo para a regressao
apresentou um valor de 0,5764, ficando bem abaixo da relacdo esperada. O modelo de
regressdo gerado foi considerado ndo significativo estatisticamente ao nivel de 95% de
confianca, expressando uma equacao ndo valida para fins preditos segundo preconizado
por Barros Neto, Scarminio e Bruns (2010).

Apesar dos resultados obtidos ndo proporcionarem a geracdo de um modelo
matematico predito, um gréafico de contorno foi gerado e indica a tendéncia do processo

para o teor de antocianinas totais (Figura 7).
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Figura 7. (a) Superficie de resposta quadratica e (b) curvas de nivel para avaliacdo do
teor de antocianinas totais em funcdo do tempo e da temperatura de pasteurizagdo no
suco tropical de jamboléo.

Observa-se que quando sdo aplicadas temperaturas mais elevadas (zona em
vermelho), mantendo-se a pasteurizacdo em tempos de 45 a 75 segundos, tem-se uma
maior retencdo de antocianinas totais. A Figura 7 igualmente indica que a variavel

temperatura exerceu maior influéncia na retencdo das antocianinas totais.
5.5.3 Efeitos da pasteurizacdo sobre a atividade antioxidante pelo método de ABTS

A Tabela 13 apresenta os valores correspondentes aos efeitos estimados
para atividade antioxidante, segundo o método de ABTS, do suco tropical de jambolédo

pasteurizado, assim como a probabilidade de significancia (p<0,05).

Tabela 13. Efeito estimado, erro puro e significancia estatistica atividade antioxidante
pelo método de ABTS do suco tropical de jambol&o pasteurizado.

Fatores Efeito Erro puro (p)

Média 7,8797 0,2218 0,0008
Temperatura (L) 2,6808 0,2731 0,0102
Temperatura (Q) -0,0538 0,3278 0,8847
Tempo (L) 2,2904 0,2731 0,0139
Tempo (Q) 3,1860 0,3278 0,0104
Temperatura X Tempo -0,8800 0,3842 0,1491

* As constantes em negrito sdo estatisticamente significativas ao nivel de 95% de confianca.

De acordo com a Tabela 13, os efeitos Temperatura (L), Tempo (L) e
Tempo (Q) foram significativos ao nivel de 5% de significancia. Percebem-se ainda
valores positivos para as constantes lineares (L), demonstrando que o0 aumento do tempo

e temperatura contribui diretamente para maior retencdo da atividade antioxidante pelo
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método de ABTS do suco tropical de jambol&o pasteurizado. No que se refere ao efeito
do Tempo (Q), o mesmo foi positivo, indicando a existéncia de uma regido de minimo.

O modelo estatistico proposto para representar a atividade antioxidante pelo
método de ABTS do suco tropical de jambol&o pasteurizado esta descrita pela Equacéo
9.

AAT(ABTS)= 6,9253 + 1,5059t; — 1,4641t;% + 1,1155t, + 1,7756t,° — 2,5332tst, (9)

Onde: AAT: Atividade antioxidante total t;- Temperatura; t,: Tempo.

A partir dos efeitos significativos obtidos, efetuou-se a anélise de variancia
(ANOVA) para verificacdo do modelo obtido para fenolicos totais, disposta na Tabela
14,

Tabela 14. Analise de variancia (ANOVA) do modelo de regressdo gerado para
atividade antioxidante pelo método de ABTS do suco tropical de jambolédo
pasteurizado.

agn 0 0L MO fama faa  ®
Regressao 40,7185 S 8,1437 8,3226 5,0503 0,8927
Residuos 4,8925 S 0,9785

Falta de Ajuste 4,5973 3 15324 10,3798 19,1643

Erro Puro 0,2953 2 0,1476

Total 45,611 10

*SQ: soma quadratica; GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica.

Na Tabela 14, o valor Fcacuado da falta de ajuste (10,38) foi menor que o
Fabelado (19,16), revelando que os dados experimentais se ajustaram ao modelo. O
coeficiente de determinacdo (R?) foi de 0,8927, indicando que o modelo explicou 89,27
% da variacdo dos dados experimentais, bem como indica um bom ajuste dos dados
avaliados ao modelo. O valor Feaicuiado da regressdo (8,32) foi superior ao Fiapelado (5,05),
evidenciando uma regressdo significativa. No entanto, o modelo ndo pode ser
considerado preditivo segundo Box et al. (1978), pois 0 Fcacuado da regressao foi
somente 1,6 vezes maior que 0 Fpelado, ficando bem abaixo da relacdo esperada, isto é,

superior a 3.
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Apesar dos resultados obtidos, a superficie de resposta (Figura 8) foi gerada
e indica a tendéncia do processo de pasteurizacdo para atividade antioxidante pelo
método de ABTS do suco tropical de jambolao pasteurizado.
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Figura 8. (a) Superficie de resposta quadratica e (b) curvas de nivel para avaliacdo da
atividade antioxidante pelo método de ABTS em func¢do do tempo e da temperatura de
pasteurizacao no suco tropical de jambol&o.

A atividade antioxidante pelo método de ABTS obteve melhores resultados
(Figura 8) quando se fez uso de temperaturas elevadas (86 a 92°C) e tempos longos (75
a 80 s) do suco tropical de jambolao ao processo térmico.

5.5.4 Efeitos da pasteurizacéo sobre a atividade antioxidante pelo método de DPPH

Os resultados da analise estatistica da atividade antioxidante pelo método de

DPPH sdo mostrados na Tabela 15.

Tabela 15. Efeito estimado, erro puro e significancia estatistica atividade antioxidante
pelo método de DPPH suco tropical de jamboldo pasteurizado.

Fatores Efeito Erro puro (p)

Média 5347,7200 72,5853 0,0001
Temperatura (L) -984,2800 89,3585 0,0081
Temperatura (Q) 1866,5500 107,2671 0,0031
Tempo (L) -398,7200 89,3585 0,0467
Tempo (Q) 1320,1700 107,2671 0,0065
Tempo x Temperatura -1017,2600 125,7386 0,0149

*As constantes em negrito sao estatisticamente significativas ao nivel de 95% de confianca.

Segundo a Tabela 15, todos os efeitos, isto &, lineares (L), quadréaticos (Q) e
a interacdo temperatura x tempo foram significativos ao nivel de 5% de significancia
para a atividade antioxidante pelo método de DPPH do suco tropical de jamboldo

pasteurizado. Percebeu-se valor negativo para a interagdo Temperatura X Tempo,
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demonstrando que este fator contribue diretamente para diminuicdo do valor de ECsy,
ou seja, maior atividade antioxidante, uma vez que o parametro ECs € inversamente
proporcional & atividade antioxidante, corroborando com o comportamento observado
pela atividade antioxidante pelo método de ABTS.

O modelo estatistico proposto para representar a atividade antioxidante pelo
método de ABTS do suco tropical de jambol&o pasteurizado esta descrita pela Equagédo
10.

AAT(DPPH)= 5347,7190 — 492,1420t; + 933,2760t,°> — 199,358t, + 660,0830t,> —
508,630t;t, (10)

Onde: AAT: Atividade antioxidante total t;. Temperatura ; t;: Tempo.

A partir dos efeitos significativos obtidos, efetuou a analise de variancia
(ANOVA), disposta na Tabela 16.

Tabela 16. Analise de variancia (ANOVA) do modelo de regressdo gerado para
atividade antioxidante pelo método de DPPH do suco tropical de jamboldo
pasteurizado.

'\:/(;r;;[;g%ec) SQ GL MQ Fealculado (I;zt())e,lg(?) R?
Regressdo 8.985.548 ° 1.797.109,6000 3,7689  9.0503 (7903
Residuos 2384131 O 476.826,2000

Faltade Ajuste 2352511 3 784.170,3333 49,5996 19,1643

Erro Puro 31620 2 15.810,0000

Total 11.369.679 10

*SQ: soma quadratica; GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica.

Os dados da Tabela 16 mostram que 0 valor Feajculado da regresséao (3,77) foi
inferior a0 Fiapelado (5,05), evidenciando uma regressdo ndo significativa segundo Box et
al. (1978). Pois a relacdo Fcaculador Fravelado da regressdo pelo método de DPPH
apresentou um valor de 0,7463 ficando bem abaixo da relacdo esperada, isto €é, 3. Desta
forma o modelo de regresséo gerado foi considerado ndo significativo estatisticamente
ao nivel de 95% de confianca, expressando uma equacéo nao valida para fins preditos.

O valor de Feaiculado para a falta de ajuste (49,60) foi bem superior ao Fiapelado
(19,16), fornecendo uma alta relacdo (2,59), o que igualmente ndo é ideal para a

validacdo do modelo. Para que os dados experimentais sejam considerados bem
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ajustados ao modelo, 0 mesmo deve apresentar uma relacdo menor que 0,10 para a falta
de ajuste.

Além disso, o valor obtido para o R? foi de 0,7903, indicando assim que
apenas 79% da variagdo das respostas podem ser explicadas pelo modelo, ndo sendo util
para fins preditivo segundo preconizado por Barros Neto, Scarminio e Bruns (2010).

Apesar dos resultados obtidos ndo proporcionarem a geracdo de um modelo
matematico, a superficie de resposta foi gerada e indica a tendéncia do processo (Figura
9).
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Figura 9. (a) Superficie de resposta quadratica e (b) curvas de nivel para avaliacdo da
atividade antioxidante pelo método de DPPH em func¢do do tempo e da temperatura de
pasteurizacao no suco tropical de jambol&o.

Maior retencdo da atividade antioxidante, obtida através do método de
DPPH, encontra-se na faixa de temperatura de 84 a 88°C e tempo entre 50 a 70 s, regido
compreendida pela cor mais forte do verde (Figura 9).

5.5.5 Avaliacdo da pasteurizacdo sobre a atividade enzimatica (Peroxidase e

Polifenoloxidase).

De acordo com a Tabela 7, exceto para atividade da POD no ensaio com
tratamentos de 85°C/39s, houve a completa inativacdo da POD e PFO no suco tropical
de jamboldo do planejamento experimental, e por isso ndo foi possivel a obtencdo das
efeitos, da superficie de resposta e dos dados da Tabela de ANOVA para estas
respostas.

O grau de inativacao obtidos no presente trabalho foi ligeiramente proximos
dos niveis de inativacdo da POD relatados por Bastos et al. (2008), em seu estudo com a
polpa de tapereba, na qual ocorreu uma redugdo de, pelo menos, 90% da atividade da

peroxidase para o tratamento mais brando (70°C por 1 segundo), indicando baixa
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resisténcia da POD na polpa da fruta. O baixo pH provavelmente facilitou esta
inativacdo térmica. Para as demais condicdes de tratamento térmico (70 °C/60s, 70 °C/
300s, 80 °C/s, 80 °C/60 s, 80 °C/600 s, 90 °C/s, 90 °C/60 s e 90 °C/300 s) a atividade
residual da enzima pode ser considerada nula.

Nos estudos de Igual et al. (2010) uma inativacdo de 94,3+0,7 % da
peroxidase foi alcangada com pasteurizagéo de 80 °C/11 s em suco de toranja. Lourenco
e Neves (1997) observaram que a peroxidase de péssego apresentou rapida inativacdo
acima de 70 °C, com perda praticamente total apds tratamento a 80°C durante 30
segundos.

Valderrama, Marangoni e Clemente (2001) ao analisarem o efeito do
tratamento térmico sobre a atividade de peroxidase e polifenoloxidase em maca, com
temperaturas de 60, 65, 70 e 75°C por periodos que variaram de 1 a 10 minutos,
observaram diminuicdo da atividade dessas enzimas com o0 aumento da temperatura e
tempo. No entanto, a peroxidase ndo chegou a ser inativada em nenhum dos tratamentos
realizados. A polifenoloxidase foi inativada totalmente apds 10 minutos de tratamento a
75°C.

Os tratamentos térmicos realizados a 90°C por 30s sdo suficientes para
atingir niveis de pasteurizagdo. Os produtores de suco de frutas geralmente realizam
tratamentos a 90°C durante 60s para assegurar a estabilidade de seus produtos
(TEIXEIRA et al., 2009). Dessa forma, varios autores confirmam essas temperaturas
para a obtencao da inativacdo da peroxidase.

A peroxidase do abacaxi IAC Gomo-de-mel permaneceu estavel apds 30
minutos de tratamento em temperaturas inferiores a 50°C, retendo mais de 90% de
atividade, sendo que ap6s 30 minutos a 70°C a atividade residual foi cerca de 15%. A
POD foi inativada apés 120 segundos de tratamento a 90°C, ndo sendo observado
regeneracdo apds 3 e 24 horas de incubacdo em temperaturas de 5°C e 25°C (BRITO et
al., 2007).

Teixeira et al. (2009) relataram que os tratamentos térmicos realizado
(90°C/30s e 90°C/60s) no suco de cenoura reduziu drasticamente a atividade POD
residual até valores abaixo de 5,5%, independentemente do tratamento aplicado. Nao
foram observadas diferencas significativas (P <0,05) na atividade de POD entre 0s
tratamentos, indicando que os processamentos foram eficazes.

Nas pesquisas realizadas por Zanatta, Zotarelli e Clemente (2006), durante o
tratamento térmico (60 °C, 65 °C, 70 °C, 75 °C e 80 °C por até 10 min) dos extratos
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enzimaticos obtidos da polpa de goiaba, foi observado um decréscimo quase que
continuo da atividade de POD e PFO em todas as temperaturas, tendo, porém, um maior
decréscimo nos primeiros minutos. Os tratamentos térmicos aplicados ndo foram
capazes de inativar totalmente estas enzimas, estando de acordo com Alvim e Clemente
(1998), que atribuem as isoenzimas termoestaveis as possiveis causas pela dificuldade
na inativagdo completa das enzimas estudadas.

Estas diferencas na atividade enzimatica podem ser atribuidas a diferencas
na fonte de enzima e meio de tratamento. Enzima POD pode ser encontrada em vegetais
como duas isoenzimas, uma forma é usualmente mais resistente ao calor do que a outra
(TEIXEIRA et al., 2009).

5.5.6 Perfis da funcgéo desejabilidade

Com os resultados da técnica de superficie de respostas observou valores
maximos e minimos de fendlicos totais, antocianinas totais, atividade antioxidante
(método DPPH e ABTS) e atividade enzimética (peroxidase e polifenoloxidase) e
demonstraram claramente que cada tratamento aplicado do presente estudo gera
respostas com caracteristicas diferenciadas. Em virtude disso, é necessario aplicar uma
funcdo de otimizacdo para achar um tratamento que possua a minima perda dos
compostos fendlicos, atividade antioxidante e a méxima perda da atividade da
peroxidase.

Nesse sentido, no presente estudo foram adotados critérios com base nas
restricGes anteriores para os valores minimos e maximos de cada resposta estudada para
encontrar valores operacionais Otimos das variaveis independentes que satisfacam
simultaneamente todos 0s requisitos necessarios as variaveis respostas (funcédo

desejabilidade) como mostra a Tabela 17.

Tabela 17: CondicBes de desejabilidade (d;) das varidveis respostas durante a
otimizagdo da pasteurizagao do suco tropical de jambolao.

Variavel resposta Minimo Minimo  Maéaximo S t
ET Valor 90,160 95347 10053 5.00 5.00
d; 0,00 0,00 1,00
AT Valor 55,810 61475 67,140 5,00 5,00
d; 0,00 0,00 1,00
ABTS Valor  4,7200 8,380 12,040 5,00 5,00
d; 0,00 0,00 1,00
DPPH Valor  5218,0 6852,8  8487,6 5,00 5,00
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di 1,00 0,00 0,00
POD Valor 0,00 0,0500 0,100 5,00 5,00
di 1,00 0,00 0,00

*= Condicbes de desejabilidade; FT: Fendlicos totais; AT: Antocianinas totais; POD:
Peroxidase; Expoentes s e t.

Os perfis de desejabilidade representam o diagrama da funcéo
desejabilidade para a descricdo das condigfes otimizadas da pasteurizacdo do suco
tropical de jamboldo dentro das faixas de valores estabelecidos nos ensaios

experimentais, e estdo apresentados na Figura 10.
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Figura 10: Perfil dos valores preditos e desejabilidade para as respostas de FT
(fendlicos totais), AT (antocianinas totais), ABTS, DPPH e POD (peroxidase).
Na Figura 10 podem ser observados dois grupos de graficos. Aqueles

localizados acima apresentam os valores desejaveis para as duas condi¢Oes de interesse
considerando o limite de confianca referente ao valor 6timo das respostas.

No segundo grupo, apresentam-se as tendéncias reveladas pelas condigdes
temperatura e tempo, onde a linha azul tracejada representa o valor 6timo. O intercepto
da linha azul tracejada com o méaximo do grafico demonstra claramente a condicgéo

Otima da pasteurizacdo para se obter a méaxima retencdo dos fendlicos totais,
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antocianinas totais, atividade antioxidante e a completa inativacdo das enzimas (POD e
PFO) do suco tropical de jambol&o, a qual corresponde a temperatura de 92 °C e tempo
de 70 s. As linhas verticais, em vermelho, sinalizam as condi¢cBes de méxima
desejabilidade global, que para a pasteurizacdo, alcangou 0,98203, como pode ser
visualizado na dltima linha azul tracejada da Figura 10.

A condicdo 6tima encontrada vem corroborar com o0s estudos sobre
tratamento térmico que recomendam a utilizacdo de tempos curtos em altas
temperaturas para melhor retencdo dos constituintes dos alimentos (KECHINSKI et al.,
2010; DUTRA et al, 2012).

6 CONCLUSAO

A otimizacdo dos parametros tempo e temperatura no processo de
pasteurizacdo térmica, determinados atraves da funcdo desejabilidade, mostrou que a
melhor condigdo para se obter a maxima reten¢do dos fendlicos totais, antocianinas
totais, atividade antioxidante e a completa inativacao das enzimas (POD e PFO) deve-se
fazer uso da temperatura de 92 °C por tempo de 70 s para o suco tropical de jamboldo

deste estudo.
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