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Resumo

O consumo de refrigerantes tem aumentado nas Ultimas décadas, e esta associado ao aumento da prevaléncia de
obesidade, ganho de peso e diabetes. Estudos mostram uma relagdo direta entre dieta e salde que, somados ao crescente
interesse de alguns individuos em consumir alimentos mais saudaveis, tem elevado o interesse da industria alimenticia
em desenvolver novos produtos. O alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia) é conhecido por possuir uma
diversidade de compostos fenolicos. Dentre os efeitos do uso de B. dracunculifolia ja observados na literatura, pode-se
citar queda dos niveis de glicemia capilar de jejum e prote¢do de danos em 6rgdos, como figado, rins e pancreas. Quando
adicionados aos alimentos, seus compostos antioxidantes sdo capazes de retardar a formagéo de produtos oxidativos,
manter a qualidade nutricional do alimento e aumentar o seu prazo de validade. O presente trabalho realizou anélises
quimicas e de propriedades antioxidantes de um refrigerante de laranja com a adi¢do de extrato de B. dracunculifolia.
Sob as condigdes deste trabalho, foram obtidos altos teores de compostos fendlicos totais (515,1ug Eq GAE/Q) e alta
capacidade de eliminacdo de radicais livres ABTS (12356,6 uM trolox/g) e DPPH (0,851 uM trolox/g), além de um
elevado poder antioxidante redutor de ferro 111 (18354 uM sulfato ferroso/g). O refrigerante de laranja enriquecido com
extrato de B. dracunculifolia desenvolvido neste trabalhou apresentou poder antioxidante mesmo em suas menores
concentragdes.

Palavras-chave: Baccharis; Antioxidante; Diabetes; Obesidade.

Abstract

Consumption of soft drinks has increased in recent decades, and is associated with increased prevalence of obesity,
weight gain and diabetes. Studies show a direct relationship between diet and health which, added to the growing interest
of some individuals in consuming healthier foods, has increased the interest of the food industry in developing new
products. Rosemary (Baccharis dracunculifolia) is known to have a diversity of phenolic compounds. Among the effects
of the use of B. dracunculifolia already observed in the literature, we can mention a drop in fasting capillary blood
glucose levels and protection from damage to organs such as the liver, kidneys and pancreas. When added to foods,
their antioxidant compounds are able to delay the formation of oxidative products, maintain the nutritional quality of
the food and increase its shelf life. The present work carried out chemical and antioxidant analysis of an orange soft
drink with the addition of B. dracunculifolia extract. Under the conditions of this work, high levels of total phenolic
compounds (515.1ug Eq GAE/g) and high free radical scavenging capacity ABTS (12356.6 pM trolox/g) and DPPH
(0.851 uM trolox/g) were obtained in addition to a high iron Il reducing antioxidant power (18354 uM ferrous
sulfate/g). The orange soft drink enriched with extract of B. dracunculifolia developed in this work showed antioxidant
power even in its lowest concentrations.

Keywords: Baccharis; Antioxidant; Diabetes; Obesity.

Resumen

El consumo de refrescos ha aumentado en las Gltimas décadas y se asocia con una mayor prevalencia de obesidad,
aumento de peso y diabetes. Los estudios muestran una relacidn directa entre dieta y salud que, sumado al creciente
interés de algunas personas por consumir alimentos mas saludables, ha incrementado el interés de la industria
alimentaria por desarrollar nuevos productos. Se sabe que el romero de campo (Baccharis dracunculifolia) tiene una
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diversidad de compuestos fenolicos. Entre los efectos del uso de B. dracunculifolia ya observados en la literatura,
podemos mencionar la disminucién de los niveles de glucosa en sangre capilar en ayunas y la proteccion del dafio a
6rganos como el higado, los rifiones y el pancreas. Cuando se afiaden a los alimentos, sus compuestos antioxidantes son
capaces de retrasar la formacién de productos oxidativos, mantener la calidad nutricional del alimento y aumentar su
vida util. El presente trabajo realizé el andlisis quimico y antioxidante de un refresco de naranja con la adicion de
extracto de B. dracunculifolia. Bajo las condiciones de este trabajo se obtuvieron altos niveles de compuestos fendlicos
totales (515.1ug Eq Eq GAE/g) y alta capacidad de captacién de radicales libres ABTS (12356.6 uM trolox/g) y DPPH
(0.851 uM trolox/g), ademéds a un alto poder antioxidante reductor de hierro 111 (18354 uM sulfato ferroso/g). Lo
refresco de naranja enriquecida con extracto de B. dracunculifolia desarrollada en este trabajo mostr6 poder antioxidante
incluso en sus concentraciones mas bajas.

Palabras clave: Baccharis; Antioxidante; Diabetes; Obesidad.

1. Introducéo

A Baccharis dracunculifolia é uma planta do género Asteraceae reconhecida internacionalmente devido as suas
propriedades bioldgicas e terapéuticas, além de possuir interagdo com insetos, especialmente as abelhas Apis mellifera, e por
produzir uma diversidade de compostos fendlicos (Alonso, 2018; Piantino, 2004). Suas folhas sdo pontuadas por tricomas
secretores ricos em metabolitos secundarios e apresentam dutos secretores, que produzem e armazenam 0s 6leos essenciais, 0s
quais possuem importancia comercial para inddstria de cosméticos, pois estéo relacionados diretamente com a concentrago dos
compostos nerolidol e espatulenol (Ferronatto et al., 2007).

O uso de B. dracunculifolia tem sido estudado em diferentes modelos, como no estudo de Pereira (2014), o qual
observou queda dos niveis de glicemia capilar de jejum e protecdo de danos em érgéos, como figado, rins e pancreas. O estudo
de Hocayen et al. (2016) relatou a ocorréncia de protecdo das ilhotas pancreéticas e prevencdo de danos celulares irreversiveis
em modelos de diabetes e obesidade. O estudo feito por Fabri et al. (2011) revelou interessante atividade antimicrobiana da B.
dracunculifolia, visto que os componentes antimicrobianos dessa espécie podem ser diluidos 22.000 vezes e ainda conseguem
inibir o crescimento de Pseudomonas aeruginosa e Bacillus cereus.

Compostos antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia que, mesmo presentes em baixas
concentragoes, atrasam ou inibem a oxidagao de outro substrato oxidavel de uma maneira eficaz. Sendo assim, quando € feito o
consumo de alimentos que possuam atividade antioxidante, uma acdo protetora efetiva contra esses processos oxidativos que
ocorrem no organismo pode ser obtida (Rufino et al., 2007). Além do poder antioxidante decorrente do contetdo de polifendis
presentes nas frutas utilizadas na preparagdo do suco concentrado para o refrigerante, o &cido ascérbico (vitamina C) presente
na fruta ndo deve ser esquecido (Preedy, 2014), pois desempenha papel significativo em doar elétrons a enzimas humanas, na
biossintese de hormonios e aminoacidos e também pode reduzir espécies reativas de oxigénio (Vannucchi & Rocha, 2012).

Refrigerante é um género de bebida que normalmente apresenta elevadas quantidades de corantes e conservantes, e
quando ndo sdo apresentados nas suas versdes light ou diet, contém também um elevado teor de aglcar (Oliveira, 2007).
Pertencem ao grupo de bebidas nédo alcodlicas e ndo fermentadas, fabricadas industrialmente a base de 4gua mineral, agUcar ou
edulcorante, extratos ou aromas sintéticos de frutas ou outros vegetais e gas carbénico (Santos & Bressan, 2011). O consumo de
refrigerantes tem aumentado nas Gltimas décadas, e estd associado ao aumento da prevaléncia de obesidade, ganho de peso e
diabetes (Rombaldi et al., 2011). A diabetes mellitus € um importante e crescente problema de saide para todos os paises. Em
2015, a Federagdo Internacional de Diabetes estimou que 8,8% da popula¢do mundial entre 20 e 79 anos de idade (por volta de
415 milhdes de pessoas) vivia com diabetes (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2017).

Estudos mostram uma relagdo direta entre dieta e salide que, somados ao crescente interesse de alguns individuos em
consumir alimentos mais saudaveis, tem aumentado o interesse da industria alimenticia em desenvolver novos produtos, cujas
fungdes pretendem ir além do fornecimento de nutrientes basicos e da satisfacdo do paladar do consumidor (Behrens, Roig &

Silva, 2001), devendo envolver uma prévia identificagdo de necessidades do consumidor ou tendéncias de mercado. ldealmente,
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0 produto deve possuir caracteristicas Gnicas que o destaquem dos demais produtos do mercado e que sejam atrativas para o
consumidor (Ribeiro, 2011).
O presente trabalho realizou analises quimicas e de propriedades antioxidantes de refrigerante de laranja com adicédo de

extrato de B. dracunculifolia para observar seus resultados e, em um futuro, poder prepara-lo em larga escala.

2. Metodologia
2.1 Elaboracéo do refrigerante

Para o preparo do refrigerante, uma reviséo de literatura foi conduzida para encontrar uma receita que fosse possivel de
se realizar nos laboratdrios da universidade, visto que os refrigerantes sdo produzidos em larga escala por grandes fabricas. Foi
necessario seguir as adequacdes que a Portaria N°. 544, de 16 de novembro de 1998 que o Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) apresenta, em que o refrigerante de laranja deve conter, obrigatoriamente, o suco da fruta, aglcar da
escolha, agua e didxido de carbono.

A fruta selecionada para este estudo foi laranja bahia (Citrus sinensis), adquirida em comércio local. Cada fruta foi
lavada em &gua corrente com ajuda de uma escova e posteriormente teve seu suco espremido. A quantidade de agua foi aquecida
para remocdo de impurezas e diminui¢do de risco de contaminacdo, e apos o resfriamento, o edulcorante escolhido foi adicionado.
A essa mistura, foi adicionado o suco, e em seguida, o extrato de B. dracunculifolia. Por se tratar de uma bebida voltada para o
publico diabético, optou-se pelo uso de frutose para adocar a bebida.

Em seguida, a bebida foi resfriada e nela inserido o gas carbonico, elemento que confere as caracteristicas de
refrescancia e acidez propria dos refrigerantes comerciais. Depois de pronto, o refrigerante foi acondicionado em garrafas e

lacrado com a tampa.

2.2 Preparo do extrato de Baccharis dracunculifolia

As folhas de alecrim do campo foram coletadas no més de setembro de 2019, no Campus Cedeteg da Universidade
Estadual do Centro-Oeste, no municipio de Guarapuava-PR (Latitude Sul 25°38'23" e Longitude Oeste 51°49'10"). Em seguida,
as folhas foram arrancadas dos galhos e submetidas a secagem em estufa a 50°C por 6 horas. Na sequéncia, as folhas secas de B.
dracunculifolia passaram por 1 minuto de trituracdo até a forma de p6. Para cada 250 g de folha moida, foi utilizado 1 L de
alcool etilico hidratado 70° INPM da marca Araucéria. Esta mistura ficou sob agitagdo magnética durante 24 horas. Em seguida,
foi feita uma filtragem simples seguida de uma rota evaporagéo a 25 rpm a 60 °C.

O material rota-evaporado foi para banho-maria por um periodo de 24 horas a 80 °C, e entdo, novamente foi passado
por uma filtracdo simples. Para chegar no produto final, foi feita uma diluicfo de 1:8 com &gua destilada. Neste estudo, foram
utilizadas quatro concentracdes diferentes de extrato por amostra. Foram testadas amostras sem adicdo de extrato de B.
dracunculifolia (T0), amostras com 1% do volume total de extrato (T1), amostras com 5% do volume total de extrato (T5) e

amostras com 10% do volume total de extrato (T10).

2.3 Atividade antioxidante in vitro através dos compostos fendlicos totais

A atividade antioxidante através dos compostos fenolicos foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Singleton e Rossi (1965), com algumas modificacOes. Para as analises foram utilizadas aliquotas de 500 pL de cada amostra, de
concentra¢des diferentes, seguidos pela adi¢ao de 2,5 mL de reagente Folin a 10%. Ap6s 5 minutos de reagdo, foram adicionados
2 mL de carbonato de sddio a 4%. As leituras das absorbancias foram realizadas ap6s 2 horas de reagéo, em espectrofotdmetro

a 740 nm. A curva analitica foi construida através da diluicdo da concentracdo do acido galico. Os resultados foram expressos
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em microgramas equivalente de acido galico por grama (ug Eq GAE/g), que foram calculados a partir da equacéo da reta (y =
0,0199x - 0,0369/R2 = 0,9971). Todas as leituras foram feitas em triplicatas.

2.4 Atividade antioxidante in vitro pelo método de reducéo do ferro (frap)

Para a determinacdo da atividade antioxidante por meio da reducdo do ferro, foi utilizada a metodologia descrita por
Rufino et al. (2006). O reagente FRAP foi preparado no momento da analise, a partir da mistura de 25 mL de tamp&o acetato de
sodio 0,3 M, 2,5 mL de solucdo de TPTZ 10mM e 2,5 mL de solugdo aquosa de cloreto férrico 20 mM. Para a realizagdo das
analises, aliquotas de 90 uL de cada amostra, de concentracfes diferentes, foram adicionadas aos tubos de ensaio, juntamente
com 270 pL de agua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP. Os tubos de ensaio foram incubados a 37°C em banho-maria por 30
minutos. O espectrofotémetro foi zerado com a solucdo FRAP. As leituras de absorbancia foram feitas em 595 nm. A curva de
calibracdo foi construida atraves da utilizacdo da solucao de sulfato ferroso (FeSQO4), em um intervalo de concentragdes de 200
a 2000 M. Os resultados foram expressos em micromol de ferro por grama de amostra (LMol Fe?*/g) através da equacéo da
reta (y = 0,0005x - 0,0463/R? = 0,9985). Todas as leituras foram feitas em triplicata.

2.5 Atividade antioxidante in vitro pelo método de captura do dpph

A atividade antioxidante sobre o radical DPPH foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Rufino et al.
(2007). A solugdo de DPPH foi preparada a 2 mM em solvente etanol. Para as analises, foram utilizadas aliquotas de 500 pL de
cada amostra, de concentracOes diferentes, seguido da adicdo de 3 mL de etanol e 300 pL da solugdo de DPPH. As leituras das
absorbancias foram realizadas ap6s 30 minutos de reacéo, em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 517 nm., o qual
foi zerado com etanol P.A. Foram realizadas anélises de DPPH expressas em micro mol de trolox por grama de amostra (UM
trolox/g), através da construgdo de uma curva de trolox no intervalo de concentraces de 100 a 1000 UM na equagdo da reta (y
=-5,1834x + 0,3168/R2 = 0,9874). Todas as leituras foram feitas em triplicata.

2.6 Atividade antioxidante in vitro pelo método da captura do abts™

A atividade antioxidante pelo método da captura de ABTS"* foi realizada conforme a metodologia descrita por Rufino
et al. (2007). A reacdo foi formada pela solugdo ABTS a 7 mM com persulfato de potéssio (K2SO4) 140 mM, que foi incubada
a 27°C durante 16 horas. Em seguida, foi diluida em etanol até obter valor de absorbancia de 0,700 a 734 nm. Para a realizacéo
da anélise, aliquotas de 30 pL de cada amostra, de concentragGes diferentes, foram transferidas para tubos de ensaio, nos quais
foram adicionados 3 mL da solucdo de ABTS™ 7 mM. As leituras de absorbancia foram realizadas apds 6 minutos de rea¢do em
espectrofotdmetro a 734 nm, que foi zerado com etanol P.A. A curva analitica foi construida no intervalo de concentragdes de
100 a 2000 puM de trolox. Os resultados foram expressos em UM de trolox por grama da amostra (WMol TEAC/g), que foram

calculados a partir da equacéo da reta (y = -0,0003x + 0,6267/R? = 0,9924). Todas as leituras foram feitas em triplicata.

2.7 Andlise de ph

A andlise da escala de pH de cada amostra foi verificada no medidor de pH de bancada — modelo Simpla PH140. Antes
da leitura, foi verificado se o aparelho estava em condicBes padrdes. Os eletrodos foram limpos primeiramente com &gua
destilada e calibrados com solugdes conhecidas, para depois serem mergulhados nas solugdes de refrigerante de diferentes

concentracfes. Todas as leituras foram feitas em triplicata.
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2.8 Quantificacao de acidez titulavel

Primeiramente, a solucdo de hidroxido de sodio 0,1N foi padronizada com biftalato de potassio. Em seguida, aliquotas
de 5 mL de amostra de refrigerante em diferentes concentra¢es foram colocadas em Erlenmeyer juntamente com 25 mL de dgua
destilada. Duas gotas de fenolftaleina a 1% foram adicionadas a cada Erlenmeyer. Foi realizada a titulagdo com solugdo de
hidréxido de sodio 0,1N até a coloragdo rosa se manter por 30 segundos. Os resultados foram expressos em g de acido citrico

por 100 mL de cada amostra. Todas as leituras foram feitas em triplicata.

2.9 Leitura de grau brix (°bx)

Brix é uma escala nimerica que mede a quantidade de s6lidos sollveis em uma solucdo, sendo utilizada na indistria de
alimentos para medir a quantidade aproximada em sucos de frutas e vinhos (SANTOS et al. 2016). Para a verificacdo do Grau
Brix da bebida, utilizou-se o refratdmetro de bancada tipo Abbe modelo RTA-100, o qual foi limpo com &gua destilada antes
das leituras. Para se ter certeza dos resultados, as leituras também foram realizadas no refratdmetro portétil modelo RHB-32.
Aliquotas de cada concentragdo de refrigerante foram preparadas e lidas nos equipamentos. Todas as leituras foram feitas em

triplicata.

2.10 Analise de bolores e leveduras

Para se fazer a analise de bolores e leveduras, primeiramente foi necessario preparar o meio de cultura PDA acidificado
com 4cido tartarico. Foram preparadas as diluigdes em série com agua peptonada 0,1% em tubos. As placas de Petri foram
esterilizadas em autoclave, e em cada uma, foi adicionado 0,1 mL de cada amostra diluida, espalhando com alga de Drigalski de
maneira uniforme. As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 22°C por cinco dias para crescimento. Todas as leituras

foram feitas em triplicata.

2.11 Anélise de coliformes
Para realizar a analise de coliformes, 10 mL de cada amostra foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL de
Caldo Lauril Sulfato Triptose. Os tubos foram incubados em estufa bacterioldgica a 35°C por 72 horas. O resultado foi expresso

como auséncia (-) ou presenca (+) desse grupo de microrganismos.

2.12 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A identificagdo e quantificacdo de compostos fendlicos presentes no extrato de B. dracunculifolia foi realizada no
equipamento Varian 900-CL Series iHPLC (VARIAN Inc., Walnut Creek, CA, USA). A elui¢do da coluna foi realizada em
método gradiente e os solventes utilizados foram agua (solvente A) e metanol (solvente B). O gradiente de solventes utilizados
foi: fase movel A (70 %) e B (30 %) ao 1 minuto; A (36 %) e B (64 %) aos 15 minutos; A (25%) e B (75 %) aos 26 minutos; A
(5 %) e B (95 %) aos 28 minutos; A (5 %) e B (95 %) aos 31 minutos; A (70 %) e B (30 %) aos 32 minutos; A (70 %) e B (30 %)
a0s 40 minutos.

2.13 Analise de espectroscopia no infravermelho por transformada de fourier
A andlise foi feita em espectrofotdmetro FT-IR Perkin EImer, modelo Frontier (Perkin Elmer, USA), na regido de 4000

— 400 cm™?, com resolugdo 2 cm™ e 256 acumulagdes.
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2.14 Analises estatisticas

Para as analises estatisticas, foram utilizados os métodos de Analise de Componentes Principais, Analise de Cluster e
Modelo Linear Generalizado. Foram utilizados os programas Origin Pro versdo 8.5 e STATISTICA versdo 8.0. Os resultados
das analises antioxidantes foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguidos pelo teste de Tukey, através do programa
SPSS.

3. Resultados e Discusséo
3.1 Analises antioxidantes
3.1.1 Atividade antioxidante através dos compostos fendlicos totais
O método de CFT é amplamente utilizado para a avaliagdo antioxidante de alimentos e extrato de plantas. Basicamente,
o teste tem como base a redugdo do reagente Folin-Ciocalteu por compostos fendlicos sob condi¢des alcalinas. O reagente Folin-

Ciocalteu contém complexos dos &cidos fosfomolibdato-fosfotungstato que, quando sdo reduzidos, exibem uma coloragdo
azulada (Nascimento, 2016).

Na Figura 1 estdo apresentados os resultados da atividade antioxidante através dos CFT.

Figura 1. Grafico das concentracGes de cada teste no método de CFT.

C a

CFT (ug Eq GAE/g)

Teste

Fonte: Autores.

Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significante (p<0,05).

Pode-se perceber que, conforme a quantidade de extrato de B. dracunculifolia aumenta, maior é a atividade antioxidante.
E possivel perceber que o TO apresenta valores altos, visto que o suco de laranja também contribui com suas propriedades
antioxidantes. Em um estudo feito por Jorddo (2018), foi demonstrado que o suco de laranja tem a capacidade de manter a

estabilidade dos compostos fendlicos e reduzir a perda da atividade antioxidante entre os outros sabores de sucos que foram
analisados.
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3.1.2 Atividade antioxidante pelo método de reducéo do ferro

Quando o ion Fe®* presente no complexo TPTZ é reduzido para a forma Fe?*, uma alteragdo na tonalidade da mistura
de reagdo acontece, passando a apresentar um tom azul intenso. Quanto maior a absorbancia e mais intensa a tonalidade, maior
é o potencial antioxidante (Urrea-Victoria et al. 2016).

Os resultados da atividade antioxidante pelo método de FRAP podem ser observados na Figura 2.

Figura 2. Grafico das concentracGes de cada teste no método FRAP
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Fonte: Autores.

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).

E possivel verificar que, com o aumento da concentragio de extrato de B. dracunculifolia, maior era a atividade
antioxidante pela reducédo de ferro. Os antioxidantes que reagem no ensaio FRAP sdo aqueles que reduzem, como por exemplo,
o0 4cido ascorbico (vitamina C), a a-tocoferol (vitamina E), o &cido Urico, a bilirrubina e os compostos polifenélicos, como as
catequinas e outros flavonoides em alimentos & base de plantas (Benzie & Devaki, 2018).

Em um estudo feito por Queirds, Tafulo e Sales (2013), foram testadas 18 amostras de refrigerante, analisando os
sabores laranja, liméo, maca e abacaxi. Foi constatado que, pelo método FRAP, o sabor de refrigerante que apresentava 0s
maiores valores de média de atividade antioxidante foi o de macd, enquanto o de laranja apresentou os menores valores. No
estudo feito por Pellegrini et al. (2003), foram testados 30 tipos de frutas diferentes para os testes de FRAP. Foi constatado que,
por esse método, a amora foi a fruta que apresentou maior atividade antioxidante, devido ao seu alto conteildo de &cidos fendlicos
e flavonoides, como por exemplo, as antocianinas. As frutas citricas exibiram capacidade antioxidante intermediéria, sendo as

laranjas as mais eficazes, seguidas pelas toranjas.

3.1.3 Atividade antioxidante pelo método de captura do dpph

O teste de DPPH é um dos métodos indiretos para se determinar a atividade antioxidante mais antigo. Hoje em dia, vem
sendo utilizado para determinar o potencial antioxidante de compostos fenolicos isolados e amostras biologicamente relevantes
(Silva, 2017).

Na Figura 3 esta representado o resultado da captura do DPPH.
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Figura 3. Gréfico das concentrac@es de cada teste no método DPPH.
1,0

B

DPPH (M trolox/g)

TO T 5 T10
Teste

Fonte: Autores.

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).

E possivel observar que conforme a quantidade de extrato de B. dracunculifolia aumenta, maior é a atividade
antioxidante nesse método. Paroul et al. (2016) fizeram analise do extrato de B. dracunculifolia pelo método DPPH, e verificaram
que o resultado de atividade antioxidante do extrato aquoso foi aproximadamente 100 vezes superior ac obtido com o 6leo

essencial da mesma planta.

3.1.4 Atividade antioxidante pelo método da captura do abts™

A vantagem do teste ABTS™" consiste na sua simplicidade que permite a aplicacdo na rotina de qualquer laboratério,
podendo-se medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica. O valor de TEAC (trolox equivalente antioxidant
capacity) caracteriza a capacidade da amostra testada em reagir com ABTS™, bem como em inibir 0os processos oxidativos
(Borges et al., 2011). O ABTS é uma substancia utilizada em vérios ensaios enzimaticos, servindo como marcador de reacéo.
Recentemente, vem sendo utilizado em ensaios colorimétricos, para estimar o potencial antioxidante de substancias ou misturas
(Torres et al., 2017).

Em um estudo feito por Sadecka et al. (2014), foi verificado uma diminui¢do com caréater diversificado na capacidade
de eliminacdo de radicais caracterizada pelo ensaio ABTS™, pois as alteracdes mais significativas foram percebidas durante as
primeiras 5 semanas de armazenamento, com uma diminuicdo nos valores de TEAC de 2,28 para aproximadamente 1,35 na 52
semana de armazenamento.

Na Figura 4 estdo apresentados o0s resultados da atividade antioxidante através do método da captura do ABTS™.
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Figura 4. Grafico das concentragdes de cada teste no método de ABTS«+

D

ABTS (uM trolox/g)

TO T 15 T10
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Fonte: Autores.

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
Pode-se notar que, conforme a quantidade de extrato de B. dracunculifolia aumenta, maior é a atividade antioxidante.

3.2 Analises fisico-quimicas
3.2.1 Analise de ph

A vitamina C tem a estabilidade influenciada pelo pH presente no alimento, fator que determina a velocidade nas
decomposicdes (Barnabé, 2003).

No estudo feito por Hanan e Marreiro (2009), foi analisado uma amostra de refrigerante local, fabricado na cidade de
Manaus, Amazonas. O pH do refrigerante de laranja analisado apresentou valor médio de 3,29. O pH é&cido das bebidas
industrializadas é proporcionado pela adi¢éo de conservantes e flavorizantes, como por exemplo, o &cido citrico. No estudo feito
por Dantas (2017), as amostras de Fanta® laranja analisadas apresentaram nivel de pH de 3,66.

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores dos resultados dos niveis de pH.

Tabela 1. Resultados dos niveis de pH.

Teste pH
Teste O 3,64 £ 0,04
Teste 1 3,74 £0,02
Teste 5 3,92 £0,03
Teste 10 4,08 £ 0,01

Fonte: Autores.

Comparando os estudos com este trabalho, verifica-se que ndo ha uma grande diferenca de valores, apenas quando

comparados ao Teste 10. Entdo, pode-se notar que a presenca do extrato de B. dracunculifolia influencia o pH da amostra.
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3.2.2 Anélise de acidez titulavel

Na Portaria n® 544, de 16 de novembro de 1998, é exigido que a acidez titulavel para refrigerante de laranja, em &cido
citrico anidro, tenha valor minimo de 0,1 g/100 mL. N&o se tem valores maximos estipulados para essa analise. Na Tabela 2
estao apresentados os valores dos resultados da acidez titulavel.

Tabela 2. Resultados da acidez titulavel.

Teste Acidez titulavel g/100 mL
Teste 0 0,97 £0,01
Teste 1 1,31+0,01
Teste 5 1,44 + 0,03
Teste 10 1,67 £ 0,02

Fonte: Autores.

No estudo feito por Dantas (2017), amostras de Fanta® laranja foram analisadas para verificar a acidez titulavel, e
apresentaram resultados de 0,15 g de 4cido citrico por 100 mL de amostra, mostrando estar dentro do que a legislacéo exige. No
estudo feito por Figueira et al. (2010), foram analisadas 11 amostras de refrigerante de laranja que apresentaram resultados entre
0,12 até 0,25 g de &cido citrico por 100 mL de amostra. Os resultados do presente trabalho apresentam valores acima do que a

literatura traz, mostrando que por conta da adi¢do do extrato de B. dracunculifolia, os valores de acidez titulavel aumentaram.

3.2.3 Leitura de grau brix (°bx)

Na Portaria n® 544, de 16 de novembro de 1998 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, é exigido que
o valor de Grau Brix para refrigerante de laranja seja de no minimo 10%(V/V). Néo se tem valores maximos estipulados para
essa analise. Na Tabela 3 estéo representados 0s valores dos resultados da leitura de Grau Brix.

Tabela 3. Resultado da leitura de Grau Brix.

Teste °Bx
Teste O 10,52 £ 0,03
Teste 1 12,13 + 0,02
Teste 5 12,31+ 0,01

Teste 10 12,44 £ 0,02

Fonte: Autores.

Em um estudo feito por Criveletto (2011), o Grau Brix de amostras de refrigerantes de laranja foram analisadas e
mostraram que as amostras que ficaram em temperatura ambiente variaram entre 11,4 e 11,83 °Bx, e as mostras que ficaram
armazenadas em temperatura controlada variaram entre 11,5 e 11,8 °Bx.

O estudo feito por Dantas (2017) analisou amostras de refrigerantes comerciais, entre eles Fanta® laranja, que apresentou
valores de 6,25 °Bx, estando fora do que é exigido pelo MAPA.

As analises feitas neste trabalho estdo um pouco acima dos refrigerantes comerciais, mas ndo apresentam valores muito

diferenciados da literatura.
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3.3 Andlises microbioldgicas
3.3.1 Anélise de bolores e leveduras

As leveduras sdo fungos unicelulares, apresentando células geralmente esféricas, ovais ou cilindricas, e possuem divisao
celular por brotamento. Crescem abundantemente em habitats onde ha a presenca de agUcares, como frutas e flores (Gubolino,
2007). Como sao células simples, as leveduras crescem e se reproduzem mais rapido do que os bolores (Borges, 1999).

Os bolores séo células cilindricas e tem valor consideravel, sendo utilizados para produzir a penicilina e muitos outros
produtos. Porém, eles também sdo responsaveis pela deterioracdo de materiais e sdo capazes de causar algumas doencas em
humanos (Borges, 1999).

A presenca de bolores e leveduras em refrigerantes causa mudancas indesejaveis tanto na composicao quimica, quanto
na aparéncia. Dessa forma, o produto passa a ser rejeitado, causando prejuizo econdmico (Taniwaki & Silva, 2001). A presenca
do suco de fruta em refrigerantes aumenta a suscetibilidade a contaminagdo microbioldgica, devido a maior quantidade de
nutrientes (Rocha et al., 2004).

Os resultados foram expressos em UFC/mL na Tabela 4, considerando-se a contagem das placas que apresentassem

entre 5 e 50 colbnias para bolores e 25 a 250 col6nias para leveduras, a partir das diluices seriadas feitas.

Tabela 4. Resultado das UFC de Bolores e leveduras.

Teste Resultados
Bolores e leveduras: Teste O 5,2 x 10°UFC/mL
Bolores e leveduras: Teste 1 2,75 x 108UFC/mL
Bolores e leveduras: Teste 5 1,6 x 10°UFC/mL
Bolores e leveduras: Teste 10 5,8 x 10°UFC/mL

Fonte: Autores.

A Portaria n® 451 de 19 de setembro de 1997 da Secretéria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Salde estabelecia
os limites de 20 UFC de bolores e leveduras por mL da amostra. Mas, a partir de 2 de janeiro de 2001, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria adotou a Resolu¢do n® 12, que aboliu a contagem de bolores e leveduras das analises deste alimento,
deixando o controle higiénico por conta prépria das industrias (Rocha, 2006).

3.3.2 Anélise de coliformes a 35 °c

A Portaria n°® 451 de 19 de setembro de 1997 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Salide estabelecia
que as amostras de refrigerante deveriam apresentar auséncia de coliformes totais.

Todas as amostras testadas nesse trabalho apresentaram auséncia para coliformes totais, mostrando que este trabalho
esta dentro da legislacdo vigente, visto que quando um tubo € positivo para esse teste, também é possivel visualizar bolhas na

superficie da amostra, porque conforme a bactéria fermenta, ocorre a liberagéo de alcool e CO,.

3.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia
A cromatografia € uma técnica baseada na migracdo de componentes de uma mistura entre duas fases: a fase
estacionaria, que retém elementos, e a fase movel, que conduz a mistura por meio de um soluto. E uma técnica que pode ser
utilizada para purificagdo de substancias, na detec¢do de substancias ou auxiliar a separacéo de substancias indesejaveis. Existem
quatros tipos de cromatografia: cromatografia em papel, cromatografia gasosa, cromatografia de camada delgada e cromatografia
11
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liquida de alta eficiéncia, e a selecdo da técnica deve ser feita de acordo com o material que se deseja isolar (Goulart, 2012;

Peres, 2002).

O gréfico da analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia feita no extrato de B. dracunculifolia e no teste 10 (com

10% de extrato) esta representado na Figura 5.

Figura 5. Grafico da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. T10: Teste 10 (com 10% de extrato); mAU: Unidades de Mili-

Absorbéancia; RT: Tempo de Retencéo.
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Fonte: Autores.

A Tabela 5 apresenta os resultados da leitura da cromatografia liquida de alta eficiéncia realizada.

Tabela 5. Resultado da leitura de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

Comprimentode  Equacédo da Concentracao Concentracao
N onda de maxima regressao mg/mL de extrato  mg/mL para T10
Padroes RT absorgao (nm) R? de B. dracunculifolia
Cromatogréficos (min)
Acido Caféico 5,09 323 y=0,2955x- 0,9895 11,0 5,8
0,1008
Acido Cumarico 6,79 309 y=0,2780x- 0,9879 46,5 1,2
0,1548
Pinocembrina 17,28 289 y=0,0873x- 0,9906 15,9 =
0,1025
Crisina 18,56 267-313 y=0,2431x- 0,991 18,0 -
0,0849

Fonte: Autores.

O estudo de Park et al. (2004) relatou 0 mesmo pico de acido cumarico, préximo dos 10 minutos, quando estudou o

extrato de B. dracunculifolia. O estudo de Midorikawa et al. (2001) também relatou o pico de acido cumarico no extrato de B.
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dracunculifolia. Além disso, o pico de acido caféico também foi possivel de ser visualizado, proximo dos 6 minutos. O estudo
de Chang et al. (2008) também relatou os mesmos picos de acido cumarico e acido caféico no extrato de B. dracunculifolia.

O perfil cromatografico do refrigerante revelou a presenca dos acidos caféico e cumarico, que também estdo presentes
no extrato de B. dracunculifolia, indicando a incorporacéo do extrato ao produto. O estudo de Ghafoor et al. (2019) relatou que
os acidos caféico e cumarico sofrem diminuicdo de valores quando expostos ao calor, onde o acido caféico sofre mais. Como
essa analise foi feita pela Central de Analises — UTFPR Campus Pato Branco, o tempo de viagem e a exposic¢do a variagdo de
temperatura podem ter causado a diminuicéo nos valores em ambos 0s compostos.

O presente trabalho esta de acordo com o que a literatura ja relatou. Entre os 31 e 36 minutos de andlise, um pico foi
observado. Dentre as possiveis explicacdes para esse achado, incluem-se problemas na coluna, alteracfes na amostra ou algum
padrdo que nao foi utilizado na analise. O estudo de Park et al. (2004) traz os compostos pinobanksina e kaempferol nessa faixa

de tempo. J& o estudo de Midorikawa et al. (2001) traz os compostos artepelina C, acido isocupressivo, &cido agatico e acido
agatalico nessa faixa de tempo.

3.5 Anélise de espectroscopia no infravermelho por transformada de fourier
A espectroscopia na regido do infravermelho é uma técnica de grande importancia na analise organica qualitativa, sendo

amplamente utilizada nas areas de quimica de produtos naturais, sintese e transformac@es organicas, em linhas de producéo e no
controle de processos industriais (Lopes & Fascio, 2004).

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho apresentaram trés picos caracteristicos que puderam ser
identificados (Figura 6).

Figura 6. Grafico da anélise de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier. T1: Teste 1 (com 1% de extrato),
T5: Teste 5 (com 5% de extrato) e T10: Teste 10 (com 10% de extrato).
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Fonte: Autores.

O pico P1, entre nimero de onda 3312-3262 cm, foi identificado como estiramento de hidroxila (vO-H). O pico P2
em 1636 cm refere-se ao estiramento carbonila (v entre 1820 a 1630 cm™ ) e o pico P3 em 1068 cm™* provavelmente é devido

ao estiramento carbono-oxigénio (vC-O) de alcoois. Esses grupos funcionais identificados no espectrograma de infravermelho
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para amostras de refrigerantes com adicdo de B. dracunculifolia pertencem a compostos tais como: alcoois organicos, acidos
carboxilicos, aldeidos.

O trabalho de lurckevicz (2019) também relatou os picos de estiramento de hidroxila em 3384 cm, picos de estiramento
carbonila em torno de 1690 cm* e picos de estiramento de alcool e fenol entre 1260 e 1000 cm™. Além desses picos citados, 0
estudo também relatou picos de compostos aromaticos com deformagéo axial C=C entre 1603 e 1540 cm™* e picos de grupos

aromaticos com deformag@es angulares de CH entre 900 e 700 cm*.

4. Concluséo

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, foi possivel verificar que o refrigerante de laranja com adicéo de B.
dracunculifolia, mesmo em sua menor concentragdo, apresenta atividade antioxidante por todos os métodos testados, o que torna
0 produto interessante para o mercado comercial, que busca cada vez mais ir além com receitas nutritivas.

Por conter frutose em sua formulagdo, € uma boa opcéo para diabéticos substituirem os refrigerantes comerciais de sua
alimentacéo, que possuem grandes quantidades de agucares.

As caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas deste produto encontraram-se em conformidade com as legislagdes
vigentes e estdo de acordo com dados j& apresentados na literatura.
As formulagdes enriquecidas com extrato da planta apresentaram aumento do teor de compostos fendlicos e da atividade
antioxidante em comparagao ao refrigerante base formulado nesse trabalho.

Sugerimos que, em trabalhos futuros, sejam realizadas analises com outras espécies de frutas, para que possa ser feita
uma comparacdo de qual fruta possui maior poder antioxidante em formulagdes de refrigerantes. Além disso, uma anélise

sensorial seria de grande importancia para descobrir qual sabor teria maior indice de aprovacéo entre os avaliadores.
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