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RESUMO

O refrigerante € um género de bebida ndo-alcodlico e ndo fermentado,
normalmente com elevadas quantidades de corantes e conservantes, e que quando nédo sao
nas suas versoes light ou diet, contém também um elevado teor de agtcar. O consumo de
refrigerantes tem aumentado nas Ultimas décadas, e estd associado ao aumento da
prevaléncia de obesidade, ganho de peso e diabetes. Estudos mostram uma relagéo 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 sua interacdo com insetos e por possuir diversidade de compostos
fendlicos. 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 érgdos, como figado, rins e pancreas. Quando adicionados
aos alimentos, os compostos antioxidantes sdo capazes de retardar a formacéao de produtos
oxidativos, manter a qualidade nutricional do alimento e aumentar o seu prazo de
validade. O presente trabalho realizou analises quimicas e de propriedades antioxidantes
de refrigerante de laranja com adicao de extrato de B. dracunculifolia para observar seus
resultados e, em um futuro, poder produzir em largar escala. Sob as condic¢des deste
trabalho, foi obtido altos teores de compostos fenolicos totais (515,1ug Eq GAE/Q) e alta
capacidade de eliminacéo 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

apresentou poder antioxidante mesmo em suas menores concentracdes.

Palavras-chave: Baccharis dracunculifolia. Antioxidante. Diabetes. Edulcorantes.



ABSTRACT

Soda is a type of non-alcoholic and non-fermented drink, usually with high
amounts of dyes and preservatives, and which when not in their light or diet versions, also
contain a high sugar content. The consumption of soft drinks has increased in recent
decades, and is associated with an increased prevalence of obesity, weight gain and
diabetes. Studies show a direct relationship between diet and health that, added to the
growing interest of some individuals in consuming healthier foods, has raised the interest
of the food industry in developing new products. Field rosemary (Baccharis
dracunculifolia) is known for its interaction with insects and for its diversity of phenolic
compounds. The use of B. dracunculifolia has been studied in different models, as in the
study by Pereira (2014), which observed 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, 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 analyzes and antioxidant properties of orange soda with
the addition of B. dracunculifolia extract to observe its results and, in the future, to be
able to produce on a large scale. Under the conditions of this work, high levels of total
phenolic compounds (515.1pug Eq GAE g) and high capacity to eliminate free radicals
ABTS (12356.6 uM trolox/g) and DPPH (0.851 uM trolox/g) were obtained, and in
addition to a high antioxidant iron-reducing power 111 (18354 uM ferrous sulfate/g). The
orange soda enriched with B. dracunculifolia extract showed antioxidant power even at

its lowest concentrations.

Keywords: Baccharis dracunculifolia. Antioxidant. Diabetes. Sweeteners.
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1 INTRODUCAO

A Baccharis dracunculifolia € uma planta do género Asteraceae reconhecida
internacionalmente, devido as suas propriedades biologicas 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 metabdlitos secundarios e
apresentam dutos secretores, que produzem e armazenam os 0leos essenciais, 0s quais
apresentam importancia comercial para indUstria de cosméticos, pois estéo relacionados
diretamente com a concentragdo dos compostos nerolidol e espatulenol (FERRONATTO
etal., 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 érgdos, como figado, rins e pancreas. O estudo de Hocayen et al.
(2015) relatou a ocorréncia de protecdo das ilhotas pancreaticas 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 concentracfes, atrasam ou inibem a oxidacdo de outro
substrato oxidavel de uma maneira eficaz. Sendo assim, quando é 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 contetudo de polifendis presentes nas
frutas utilizadas na preparacao 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 € 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, com aroma sintetizado de fruta

e gas carbonico dando o aspecto borbulhante (OLIVEIRA, 2007). Pertencem ao grupo de
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bebidas ndo alcodlicas e ndo fermentadas, fabricadas industrialmente a base de agua
mineral, aglcar ou edulcorante, extratos ou aroma sintetizado de frutas ou outros vegetais
e gas carbdnico (SANTOS; BRESSAN, 2011).

O consumo de refrigerantes tem aumentado nas Gltimas décadas, e esta 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 salde para todos 0s
paises. Em 2015, a Federacdo Internacional de Diabetes estimou que 8,8% da populagdo
mundial, entre 20 e 79 anos de idade (por volta de 415 milhdes de pessoas) vivia com
diabetes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). Em 2019, a Federagdo
Internacional de Diabetes publicou que ja sdo 463 milhGes de pessoas no mundo que sao
acometidas pelo diabetes, sendo 90% dos casos de diabetes tipo 2.

Estudos mostram uma relacao direta entre dieta e satde que, somados ao crescente
interesse de alguns individuos em consumir alimentos mais saudaveis, tem elevado o
interesse da industria alimenticia em desenvolver novos produtos, cujas funcGes
pretendem ir além do fornecimento de nutrientes béasicos e da satisfacdo do paladar do
consumidor (BEHRENS; ROIG; SILVA, 2001), devendo envolver uma prévia
identificacdo de necessidades do consumidor ou tendéncias de mercado. Idealmente, o
produto deve possuir caracteristicas Unicas 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 adicdo de extrato de B. dracunculifolia para observar seus
resultados e, em um futuro, poder preparar em larga escala para ajudar pacientes que séo
acometidos pelo diabetes mellitus.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 REFRIGERANTE

O comércio de bebidas apresenta crescimento continuo em todo o mundo, por
conta da crescente demanda. SO no Brasil existem cerca de 830 fabricas que produzem
refrigerante, sendo produzidos, por ano, cerca de 14 bilhdes de litros da bebida, valor que
mantem o pais na terceira posi¢cdo de maior produtor de refrigerante do mundo, perdendo
apenas para os Estados Unidos e 0 México (CRIVELETTO, 2011). Nas tltimas décadas,
0s consumidores tém estado cada vez mais interessados em produtos que contribuam
diretamente para a sua saude. Assim, a industria de refrigerantes tem tentado ir ao
encontro dessas necessidades, procurando novos sabores e ingredientes ndo comuns,
fazendo com que o produto tenha caracteristicas Unicas que o destaque dos demais,
tornando-o mais atrativo para os consumidores (RIBEIRO, 2011).

O aumento no consumo de bebidas a base de frutas foi promovido pela
preocupacdo com a salde, o que elevou o desenvolvimento e a procura por bebidas com
caracteristicas nutricionais importantes para a prevencdo e controle de doencas
(FIGUEIRA et al., 2010). O WEWI® é o primeiro refrigerante organico do Brasil e o
primeiro refrigerante organico de guarana do mundo, sendo produzido com ingredientes
100% naturais e organicos derivados de frutas ou extratos de origem vegetal (APAS
SHOW, 2017). Também existe a opcdo do LEMONAID®, uma marca que fabrica e
comercializa refrigerantes e outras bebidas organicas na Europa. Em geral, o refrigerante
organico tende a ser menos doce, pois ndo contém acucar refinado, mas ainda assim
continua sendo um excelente substituto, principalmente para aqueles que consomem
refrigerantes diariamente (CAMPOS, 2017).

Os refrigerantes, diferente de outros grupos de alimentos, tém sofrido pressao de
grandes grupos cientificos, comerciais e industriais, devido ao seu envolvimento
gigantesco com diferentes grupos etérios e a enorme diversidade de bebidas disponiveis
(MARTINEZ; BENEDETTI, 2016).

2.2 EDULCORANTE

Os edulcorantes sdo substancias adicionadas aos alimentos em substituicdo ao
acucar. Alguns destes adogantes, chamados de “edulcorantes intensos”, proporcionam um
sabor doce intenso, sem adi¢do de calorias, ou com uma quantidade reduzida destas
(FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013).
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Os acUlcares sdo responsaveis por muitas das propriedades dos alimentos, por isso,
a remogcdo ou substituicdo do agucar altera as caracteristicas do alimento; sabor, textura e
aparéncia, sendo em alguns casos, necessario alterar toda a formulacéo da receita, o que
resultard em um produto novo e diferente, respeitando os gostos e expectativas do
consumidor (MARTINEZ; BENEDETTI, 2016). A frutose é considerada um acucar,
sendo um composto sélido, incolor, cristalino e que é solGvel em &gua. E um carboidrato
de baixo custo, utilizada na industria alimenticia em varios produtos (BARREIROS,
2005; BRAGA, 2016).

Na pratica nutricional, a ingestdo moderada de frutose presente nos alimentos
naturais tem efeitos benéficos a partir da sua utilizagdo como elemento energético. A
frutose € vista como uma possivel substituta da glicose na dieta dos diabéticos, pelo fato
de possuir estrutura quimica semelhante a da glicose, mas ndo necessitar da insulina para
0 seu metabolismo (BARREIROS, 2005). O estudo feito por Oliveira e Franco (2010)
demonstrou que o motivo mais citado para o uso de edulcorantes foi a presenca de
diabetes, e quase metade dos entrevistados que usam edulcorantes deixaria de usar se
fosse possivel a utilizacdo do acUcar.

2.3 ANTIOXIDANTES

Até a década de 80, as espécies reativas de oxigénio (EROs) eram tidas como
agentes toxicos capazes de produzir modificacbes oxidativas irreversiveis, tendo
capacidade de alterar o equilibrio bioquimico celular de forma letal. Entretanto, nos
ultimos anos, as EROs vém ganhando um novo papel nos sistemas biolégicos, a partir de
estudos que tém mostrado que elas podem atuar como mediadores quimicos na
comunicacéo intercelular (CARDOSO et al., 2006).

O organismo humano possui um complexo sistema de protecao antioxidante como
mecanismo de defesa contra os radicais livres, que sdo formados constantemente no
metabolismo celular normal. Os mecanismos de geracdo de radicais livres ocorrem nas
mitocondrias, que sdo as principais fontes geradoras desses radicais por conta da cadeia
transportadora de elétrons nas membranas celulares e no citoplasma (DUDA, 2013).
Estudos comprovam que os antioxidantes obtidos pela alimentagdo saudavel desaceleram
0 processo de envelhecimento, combatendo ou inativando os radicais livres, pela
quantidade de vitamina C, vitamina E, carotenoides, entre outros compostos providos
pelos alimentos (ROCHA, 2016).

Quando adicionados aos alimentos, os compostos antioxidantes sdo capazes de

retardar a formacgéo de produtos oxidativos, manter a qualidade nutricional do alimento e
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aumentar o seu prazo de validade. Devido as preocupacdes de seguranca sobre o uso de
antioxidantes sintéticos, o interesse sobre os antioxidantes naturais obtidos de materiais
comestiveis tem aumentado (NASCIMENTO, 2016)

2.3.1 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Os compostos fendlicos sdo substancias que possuem anel aromatico com um ou
mais substituintes hidroxilicos, incluindo também, seus grupos funcionais. Estdo
amplamente distribuidos pelo reino vegetal, englobando desde moléculas simples, como
por exemplo, os &cidos fenolicos e os flavonoides, até outras com alto grau de
polimerizacdo, como os taninos (RODRIGUES et al., 2018).

Sdo originados através do metabolismo secundéario das plantas, sendo essenciais
para o seu crescimento e reproducdo. Além disso, se formam em condicGes de estresse,
como por exemplo, infeccdes, ferimentos, radiac6es ultravioletas, entre outras condigdes
(ANGELO; JORGE, 2007).

Os compostos fenodlicos totais em sucos de frutas podem ser influenciados por
diversos fatores, como a sele¢do da variedade de frutas para produzir o suco, métodos de
processamento e condi¢bes de armazenamento. O processamento comercial de sucos de
frutas, como clarificacdo, filtracdo e pasteurizacdo, afeta fortemente o contetdo fendlico
dos sucos (FROHLING ET AL., 2012).

2.3.2 FRAP

O método do FRAP foi originalmente desenvolvido como uma alternativa para
determinar a reducdo do ferro em fluidos bioldgicos e solugbes aquosas de compostos
isolados (URREA-VICTORIA et al., 2016).

Este método ndo envolve geracdo radical ou eliminacdo de radicais adicionados,
mas sim em uma reacdo de reducdo simples, realizada em condigdes fixas, nas quais a
molécula oxidante muda de cor quando é reduzida (BENZIE; DEVAKI, 2018).

2.3.3 ABTS

Por meio da adicdo do persulfato de potassio, o radical ABTS é formado,
apresentando uma cor esverdeada. Na medida que o composto antioxidante é adicionado
a esse radical, a reducdo de ABTS"a ABTS ocorre, provocando a perda dessa coloracao
(TIVERON, 2010).

O método ABTS™ é simples e pode ser avaliado em diferentes faixas de pH, o que
torna essa metodologia importante para o conhecimento do efeito do pH em diferentes

mecanismos oxidantes. Contudo, esse meétodo tem a limitagdo de ndo ser um
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representante das biomoléculas e nem mesmo sem encontrado em nenhum sistema
bioldgico (SOUZA, 2013).

2.3.4 DPPH

O radical DPPH possui uma coloracdo purpura. Por acdo de um antioxidante, o
DPPH ¢ reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com
consequente diminuicdo da absorbancia. Isso pode ser observado na Figura 1.

O método estd baseado na capacidade do DPPH em reagir com doadores de
hidrogénio. Na presenca de substancias antioxidantes 0 mesmo recebe H* sendo entdo
reduzido. A utilizacdo do método DPPH é recomendado por ser um recurso facil e preciso
para a avaliacdo da atividade antioxidante de produtos naturais (TOMEI; SALVADOR,
2007).

Figura 1. Reacdo do DPPH

L SWe
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Noe + AH —_— NH + A.

ON NO. ON NO:

NO; No!

Fonte: PISOSCHI; CHEREGI; DANET. Molecules, 2009, vol. 14, p. 480-493.

2.4 Baccharis dracunculifolia

As plantas medicinais sdo usadas desde o inicio da historia, por possuirem
principios ativos capazes de melhorar a satde do individuo. Atualmente, o uso de plantas
medicinais se popularizou, por conta do preco elevado e dos efeitos colaterais que os
farmacos possuem (ALONSO, 2018).

A B. dracunculifolia (Figura 2) também conhecida como alecrim do campo, ou
vassourinha do campo, pertence a familia Asteraceae e € uma planta arbustiva que
apresenta caracteristicas de colonizadora e invasora.

No Brasil estdo descritas pelo menos 120 espécies de Baccharis, as quais ja foram

utilizadas em estudos quimicos e ensaios bioldgicos (HOCAYEN, 2012).
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Figura 2. Baccharis dracunculifolia

Fonte: O autor.

Os metabdlitos secundarios do alecrim do campo sao usados pelas abelhas para a
producdo de prépolis verde, que € extremamente valorizada pelas inddstrias
farmacéuticas por apresentar atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria, cicatrizante,
anestésica, anticariogénica, antiviral, anticarcinogénica e antioxidante (ACKERMANN,
1991). Estudos que avaliaram a atividade anti-ulcerogénica do 6éleo essencial dessa planta
demonstraram que a mesma foi capaz de reduzir a area total de lesdes ulcerativas
estomacais, bem como a quantidade de lesdes (MASSIGNANI et al., 2009). As plantas
dessa familia sdo extensivamente estudadas quanto a sua composi¢do quimica e atividade
bioldgica, e algumas tém proporcionado o desenvolvimento de novos farmacos, e
inseticidas, dentre outros produtos (PAROUL et al., 2016).

A matéria-prima de propolis € composta, aproximadamente, por 50% de resina,
30% de cera de abelha, 10% de 6leos aromaticos e essenciais, 5% de pélen e 5% de outras
substancias variadas, entre elas, componentes introduzidos durante a producdo de
propolis (SFORCIN et al., 2012). O Japdo e alguns paises da Asia adquirem quase toda a
producéo bruta de propolis do Brasil e aempregam no desenvolvimento de medicamentos
protetores do figado e para inibicdo de tumores cancerigenos (SANTOS et al., 2011).

O estudo de espécies do género Baccharis tem mostrado grandes avangos devido
ao seu grande uso na medicina caseira na América Latina. Sua fitoquimica destaca a
presenca de flavondides, diterpenos e triterpenos, sendo nitidamente observado maior
acumulo de flavonas, flavonois e de diterpenos labdanos e clerodanos (FERRONATTO,
2007).
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2.5 DIABETES

O diabetes € uma das dez principais causas de morte nos paises ocidentais e, apesar
dos progressos em seu controle clinico, ainda ndo foi possivel controlar de fato suas
consequéncias letais. E caracterizado como um distdrbio crénico, que afeta o
metabolismo de carboidratos, de gorduras e proteinas no organismo (NEGRI, 2005).

A diabetes mellitus tipo 2 é a mais comum, representando cerca de 90 a 95% dos
casos. Os pacientes acometidos produzem insulina, mas suas células ndo conseguem
utiliza-la adequadamente devido a diminuicdo da sua acdo, caracterizando resisténcia a
insulina. Dessa forma, ndo ha efetiva acdo hipoglicémica da insulina e a diminuicéo da
captacdo de glicose pelas células resulta no aumento da producdo de glicose hepaética, o
que colabora ainda mais com o aumento da glicemia e se associa com altos niveis de
insulina no sangue (BERTONHI; DIAS, 2018; ROCHA et al., 2006).

O diabetes tipo 2 tem se tornado uma preocupacdo de saude publica, pelo fato de
estar associado aos fatores socioecondmicos, sendo um fato de politica social nada
favorével a qualidade de vida (XAVIER; NUNES, 2018).

2.5.1 ESTRESSE OXIDATIVO NA DIABETES

O diabetes causa anormalidades funcionais no sistema pulmonar, tais como
reducdo no recolhimento elastico, nos volumes pulmonares e na capacidade de difus&o.
Um dos fatores responsaveis pelas alteracdes pulmonares pode ser o estresse oxidativo,
visto que, 0 mecanismo responsavel pelo desenvolvimento é a hiperglicemia, que ativa a
via dos poliois, elevando a producao de sorbitol, ocasionando um estresse celular que leva
a diminuicdo das defesas antioxidantes intracelulares (JUNIOR et al., 2009).

A hiperglicemia prolongada causa uma variedade de mudancas patoldgicas em
pequenos vasos, artérias e nervos periféricos. As células do endotélio vascular tornam-se
alvos primarios dos danos hiperglicémicos por causa do fluxo continuo de glicose através
deles (ROCHA et al., 2006).

2.5.2 PLANTAS MEDICINAIS E DIABETES

No Brasil, a populagdo possui um grande conhecimento etnobotanico e
etnofarmacoldgico devido a miscigena¢do do povo, decorrente dos colonizadores e
escravos vindos do oriente, somados ao conhecimento indigena local (HOCAYEN,
2012).

A maioria das plantas que sdo utilizadas como antidiabéticas, quando avaliadas
farmacologicamente, apresentam atividade hipoglicemiante e constituintes quimicos que

podem ser utilizados como modelos para novos agentes hipoglicemiantes (NEGRI, 2005).
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O uso de plantas medicinais deve ser fortalecido por estudos que comprovem a
eficacia em seres humanos para o tratamento de diabetes, contribuindo para estabelecer o
perfil de toxicidade de cada planta, visto que, mesmo com 0 avango na ciéncia e na
medicina, muitos portadores de diabetes ainda recorrem ao uso de plantas medicinais
(DEFANI; OLIVEIRA, 2015).

Enicostemma littorale Blume, uma pequena erva de familia Gentianaceae, é
comumente usada por pessoas da zona rural de Gujarat, na India. Esta planta apresentou
propriedade similar a glibencamida quanto ao efeito hipoglicémico pelo estimulo da
producdo de insulina pelas células beta pancreaticas (MAROO et al., 2002; PEREIRA,
2014).

Em um estudo feito por Kasiviswanath e colaboradores (2005), foi descrito que
Gmelina asiatica possuia atividade hipoglicemiante associada a inibicdo dos canais de

ATPase de K+ em células beta pancreéticas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
O presente trabalho apresenta a possibilidade de formular um refrigerante

organico de laranja, com adicao de extrato de B. dracunculifolia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Elaboracdo de refrigerante organico de laranja com adicdo de extrato de B.

dracunculifolia.
Avaliagdo de atividades antioxidantes de cada uma das amostras de refrigerante.
Avaliacdo e analises fisico-quimicas sobre cada uma das amostras de refrigerante.

Anédlise de presenca de coliformes, bolores e leveduras em cada uma das amostras

de refrigerante.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ELABORAC}AO DO REFRIGERANTE

Para o preparo do refrigerante, uma revisdo de literatura foi conduzida para
encontrar uma receita que fosse possivel de se realizar nos laboratorios 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
0 Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) apresenta, em que 0
refrigerante de laranja deve conter, obrigatoriamente, o suco da fruta, agtcar da escolha,
agua e dioxido de carbono.

A fruta selecionada para este estudo foi laranja bahia (Citrus sinensis), adquirida
em comeércio local. Cada fruta foi lavada em agua corrente com ajuda de uma escova e
posteriormente teve seu suco espremido. A quantidade de agua foi aquecida para remocéo
de impurezas e diminuicéo de risco de contaminacéo, e apds 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 carbdnico, 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.
4.2 PREPARO DO EXTRATO DE Baccharis dracunculifolia

As folhas de alecrim do campo (Fig. 3 A) foram coletadas no més de setembro de
2019, no Campus Cedeteg da Universidade Estadual do Centro-Oeste, no municipio de
Guarapuava-PR. Com as seguintes coordenadas geograficas Latitude Sul 25°38'23" e
Longitude Oeste 51°49'10". As folhas foram levadas para o Laboratério de Biomed,
localizado no mesmo campus. Em seguida, as folhas foram arrancadas dos galhos e
submetidas a secagem em estufa a 50°C por 6 horas. Em seguida, as folhas secas de B.
dracunculifolia passaram por 1 minuto de trituracdo até forma de po (Fig. 3 B). Para cada
250 g de folha moida, foi utilizado 1 L de alcool etilico hidratado 70° INPM da marca
Araucéria. Esta mistura ficou sob agitacdo magnética durante 24 horas (Fig. 3 C). Em
seguida, foi feita uma filtragem simples seguida de uma rota evaporagdo a 25 rpm a 60
°C (Fig. 3 D).
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Figura 3. Etapas do preparo de extrato de B. dracunculifolia. A: folhas arrancadas dos
galhos. B: pd obtido da centrifugacdo. C: agitacdo magnética do liquido. D: rota
evaporacéo do liquido.

Fonte: O autor.

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 diluicdo de 1:8 com agua destilada. Neste estudo, foram utilizadas
quatro concentracfes 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).

4.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO ATRAVES DOS COMPOSTOS
FENOLICOS TOTAIS

A atividade antioxidante através dos compostos fenélicos foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Singleton e Rossi (1965), com algumas modificagdes.
Para as andlises foram utilizadas aliquotas de 500 pL de cada amostra, de concentracdes
diferentes, seguidos pela adi¢do de 2,5 mL de reagente Folin a 10%. Apd6s 5 minutos de
reacdo, foram adicionados 2 mL de carbonato de sodio a 4%. As leituras das absorbancias
foram realizadas ap6s 2 horas de reacdo, em espectrofotdbmetro a 740 nm. A curva
analitica foi construida através da diluicdo da concentracdo do acido galico. Os resultados
foram expressos em microgramas equivalente de acido galico por grama (ug Eq GAE/Q),
que foram calculados a partir da equacao da reta (y = 0,0199x - 0,0369/R2 = 0,9971).
Todas as leituras foram feitas em triplicatas.

4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO PELO METODO DE REDUCAO 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
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no momento da andlise, a partir da mistura de 25 mL de tampéo 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 realizacdo das andlises, aliquotas de 90 pL de cada amostra, de concentracdes
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 espectrofotdometro foi zerado com a solugdo FRAP. As
leituras de absorbancia foram feitas a 595 nm. A curva de calibracdo foi construida através
da utilizagdo da solucdo de sulfato ferroso (FeSO4), em um intervalo de concentracgdes de
200 a 2000 pM. Os resultados foram expressos em micromol de ferro por grama de
amostra (UMol Fe?*/qg) através da equacgdo da reta (y = 0,0005x - 0,0463/R2 = 0,9985).
Todas as leituras foram feitas em triplicatas.
4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO PELO METODO 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 solucdo de DPPH foi preparada a 2 mM
em solvente etanol. Para as analises foram utilizadas aliquotas de 500 pL de cada amostra,
de concentracdes diferentes, seguido da adicdo de 3 mL de etanol e 300 uL da solucédo de
DPPH. As leituras das absorbancias foram realizadas apds 30 minutos de reacdo, em
espectrofotbmetro, no comprimento de onda de 517 nm., o qual foi zerado com etanol
P.A. Foram realizadas analises de DPPH expressas em micro mol de trolox por grama de
amostra (UM trolox/g), através da construcdo de uma curva de trolox no intervalo de
concentracdes de 100 a 1000 uM na equacado da reta (y = -5,1834x + 0,3168/R? = 0,9874).
Todas as leituras foram feitas em triplicatas.
4.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO PELO METODO DA CAPTURA DO
ABTS™

A atividade antioxidante pelo método da captura de ABTS™™ foi realizada
conforme metodologia descrita por Rufino et al. (2007). A reagdo foi formada pela
solugdo ABTS a 7 mM com persulfato de potassio (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 realizacdo da anéalise, aliquotas de 30 pL de cada amostra, de
concentracdes diferentes, foram transferidas para tubos de ensaio, os quais foram
adicionados 3 mL da solugdo de ABTS™ 7 mM. As leituras de absorbancia foram
realizadas ap6s 6 minutos de reacdo 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
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UM de trolox. Os resultados foram expressos em UM de trolox por grama da amostra
(uMol TEAC/g), que foram calculados a partir da equacdo da reta (y = -0,0003x +
0,6267/R? = 0,9924). Todas as leituras foram feitas em triplicatas.

4.7 ANALISE DE pH

A analise 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
condigdes padrbes para medir. Os eletrodos foram limpos primeiramente com agua
destilada e calibrados, com solucbes conhecidas, para depois serem mergulhados nas
solucdes de refrigerante, de diferentes concentracfes. Todas as leituras foram feitas em
triplicatas.

4.8 QUANTIFICACAO DE ACIDEZ TITULAVEL

Primeiramente, a solucdo de hidroxido de sodio 0,1N foi padronizada com
biftalato de potéssio. Em seguida, aliquotas de 5 mL de amostra de refrigerante, em
diferentes concentrac@es, foram colocadas em erlenmeyer juntamente com 25 mL de agua
destilada. Duas gotas de fenolftaleina a 1% foram adicionadas a cada erlenmeyer. Foi
realizada a titulacdo com solucdo de hidroxido de sdédio 0,1N até a coloracdo 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 triplicatas.

4.9 LEITURA DE GRAU BRIX (°Bx)

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

4.10 ANALISE DE BOLORES E LEVEDURAS

Para se fazer a analise de bolores e leveduras, primeiramente foi necessario
preparar 0 meio de cultura PDA acidificado com &cido tartarico. Foram preparadas as
diluicbes 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 alca de Drigalski de maneira uniforme. As placas foram
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incubadas em estufa bacterioldgica a 22°C por cinco dias para crescimento. Todas as
leituras foram feitas em triplicatas.
4.11 ANALISE DE COLIFORMES A 35°C

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 bacteriologica a 35°C por 72 horas. O resultado foi expresso como
auséncia (-) ou presenca (+) desse grupo de microrganismos.
4.12 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A identificacdo e quantificacdo de compostos fenolicos presentes no extrato de B.
dracunculifolia foi realizada no equipamento Varian 900-CL Series iHPLC (VARIAN
Inc., Walnut Creek, CA, USA). A eluicdo 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 mével 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 %) aos 40 minutos.
413 ANALISE DE ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER

A anélise foi feita em espectrofotdmetro FT-IR Perkin Elmer, modelo Frontier
(Perkin Elmer, USA), na regido de 4000 — 400 cm™, com resolugdo 2 cm™ e 256
acumulacdes.
4.14 ANALISES ESTATISTICAS

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

5.1 ANALISES ANTIOXIDANTES
5.1.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ATRAVES DOS COMPOSTOS FENOLICOS
TOTAIS

Na Figura 4 estdo apresentados os resultados da atividade antioxidante através dos
CFT. Pode-se perceber que, conforme a quantidade de extrato de B. dracunculifolia
aumenta, maior € a atividade antioxidante. E possivel perceber que o TO apresenta valores
altos, visto que o suco de laranja também contribui com suas propriedades antioxidantes.

Figura 4. Gréafico das concentracdes de cada teste no método de CFT

C a

CFT (ug Eq GAE/Q)

TO T1 T5 T10
Teste

Fonte: O autor.
Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).

Em um estudo feito por Jord&o (2018), foi demonstrado que o0 suco de laranja tem
a capacidade de manter a estabilidade dos compostos fendélicos e reduzir a perda da
atividade antioxidante entre os outros sabores de sucos que foram analisados.

O método de CFT é amplamente utilizado para a avaliacdo antioxidante de
alimentos e extrato de plantas. Basicamente, o teste tem como base a reducéo do reagente
Folin-Ciocalteu por compostos fendlicos sob condicGes alcalinas. O reagente Folin-
Ciocalteu contém complexos dos &cidos fosfomolibdato-fosfotungstato que, quando sdo
reduzidos, exibem uma coloracéo azulada (NASCIMENTO, 2016).

Na Figura 5 esta apresentado como os tubos ficaram apds o tempo de reacao
ocorrer, mostrando que, quanto maior a quantidade de extrato de B. dracunculifolia,

maior a reducéo, por isso a coloragéo azulada.
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Figura 5. Tubos de ensaio apds a reacdo dos CFT. TO: Teste 0 (sem adicdo de extrato),
T1: Teste 1 (com 1% de extrato), T5: Teste 5 (com 5% de extrato) e T10: Teste 10 (com
10% de extrato)

Fonte: O autor.

5.1.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE REDUQAO DO FERRO
Quando o ion Fe** presente no complexo TPTZ é reduzido para a forma Fe?*

(Figura 6), uma alteracdo na tonalidade da mistura de reacdo 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).

Figura 6. Redugéo do complexo TPTZ com Fe**
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Fonte: Comunicado Técnico - EMBRAPA
Os resultados da atividade antioxidante pelo método de FRAP podem ser

observados na Figura 7. E possivel verificar que, com o aumento da concentracio de
extrato de B. dracunculifolia, maior era a atividade antioxidante pela reducéo de ferro.
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Figura 7. Grafico das concentracfes de cada teste no método FRAP
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Fonte: O autor.
Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).

Na Figura 8 esta apresentado como 0s tubos de ensaio ficaram ap0s a reagao
ocorrer, apresentando variacao na coloracao.

Figura 8. Tubos ap0s a reacdo de FRAP. TO: Teste 0 (sem adicdo de extrato), T1: Teste
1 (com 1% de extrato), T5: Teste 5 (com 5% de extrato) e T10: Teste 10 (com 10% de
extrato)

Fonte: O autor.

Os antioxidantes que reagem no ensaio FRAP sdo aqueles que reduzem, como por
exemplo, o acido ascérbico (vitamina C), a a-tocoferol (vitamina E), o &cido Urico, a
bilirrubina e os compostos polifendlicos, como as catequinas e outros flavonoides em
alimentos a 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, limdo, macd e abacaxi. Foi
constatado que, pelo o método FRAP, o sabor de refrigerante que apresentava os maiores
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valores de média de atividade antioxidante foi de maca, enquanto o de laranja apresentou
0s 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, pelo método, a amora foi a que
apresentou maior atividade antioxidante, devido ao seu alto conteddo de acidos fendlicos
e flavondides, como por exemplo, as antocianinas. As frutas citricas exibiram capacidade
antioxidante intermediaria, sendo as laranjas as mais eficazes, seguidas pelas toranjas.
5.1.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO 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 fendlicos isolados e amostras biologicamente relevantes
(SILVA, 2017).

Na Figura 9 esta representado o resultado da captura do DPPH. Assim, € possivel
ver que, conforme a quantidade de extrato de B. dracunculifolia aumenta, maior € a
atividade antioxidante nesse método.

Figura 9. Gréafico das concentracdes de cada teste no método DPPH
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Fonte: O autor.
Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).

Na figura 10 estd apresentado como os tubos de ensaio ficaram apos a reacdo
ocorrer, mostrando que, somente o suco de laranja ndo consegue realizar a reacdo de
reducdo do DPPH, mantendo a coloragéo roxa, diferente das amostras contendo o extrato,

que ficaram amarelas ap6s o tempo de reacao.
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Figura 10. Tubos de ensaio apds a reacao de reducdo de DPPH. TO: Teste 0 (sem adicao
de extrato), T1: Teste 1 (com 1% de extrato), T5: Teste 5 (com 5% de extrato) e T10:
Teste 10 (com 10% de extrato)

Fonte: O autor.

Paroul et al. (2016) fizeram andlise do extrato de B. dracunculifolia pelo método
DPPH, e verificaram que, o resultado de atividade antioxidante do extrato aquoso foi,
aproximadamente, 100 vezes superior ao obtido com o 6leo essencial da mesma planta.
5.1.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DA CAPTURA DO ABTS™

A vantagem do teste ABTS"" consiste na sua simplicidade que permite a aplicagdo
na rotina de qualquer laboratdrio, podendo-se medir a atividade de compostos de natureza
hidrofilica e lipofilica. O valor de TEAC caracteriza a capacidade da amostra testada em
reagir com ABTS™", bem como em inibir os processos oxidativos (BORGES et al., 2011).

O ABTS é uma substéancia utilizada em varios ensaios enzimaticos, servindo como
marcador de reacdo. 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
carater diversificado na capacidade de eliminacdo de radicais caracterizada pelo ensaio
ABTS'™, pois as alteracGes mais significativas foram percebidas durante as primeiras 5
semanas de armazenamento, com uma diminui¢do nos valores de TEAC de 2,28 para
aproximadamente 1,35 na 52 semana de armazenamento.

Na Figura 11 estdo apresentados os resultados da atividade antioxidante através
do método da captura do ABTS'". Pode-se notar que, conforme a quantidade de extrato

de B. dracunculifolia aumenta, maior é a atividade antioxidante.
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Figura 11. Gréfico das concentracdes de cada teste no método de ABTSe+
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Fonte: O autor.
Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).

Na Figura 12 é possivel observar como os tubos ficaram ap6s o tempo de reacao,

exibindo que, quanto maior o valor de extrato na amostra, maior a reducdo de ABTS " em

ABTS, causando a perda da cor.

Figura 12. Tubos de ensaio apés a reacdo de reducdo de ABTS™". TO: Teste 0 (sem adicdo
de extrato), T1: Teste 1 (com 1% de extrato), T5: Teste 5 (com 5% de extrato) e T10:
Teste 10 (com 10% de extrato)

Fonte: O autor.

5.2 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

5.2.1 ANALISE DE pH
A vitamina C tem a estabilidade influenciada pelo pH presente no alimento, fator

que determina a velocidade nas decomposicdes (BARNABE, 2003).
No estudo feito por Hanan e Marreiro (2009), foi analisado amostra de refrigerante

local, fabricado na cidade de Manaus, Amazonas. O pH do refrigerante de laranja
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analisado apresentou valor médio de 3,29. O pH 4&cido das bebidas industrializadas é
proporcionado pela adicdo de conservantes e flavorizantes, como por exemplo, o acido
citrico (HANAN; MARREIRO, 2009).

Na Tabela 1 e na Figura 13 estao 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: O autor.

Figura 13. Gréfico dos resultados dos niveis de pH
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Fonte: O autor.
Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).

No estudo feito por Dantas (2017), as amostras de Fanta® laranja analisadas
apresentaram nivel de pH de 3,66. 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.

5.2.2 ANALISE 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.
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Né&o se tem valores maximos estipulados para essa analise. Na Tabela 2 e na Figura 14
estdo 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: O autor.
Figura 14. Grafico dos resultados da acidez titulavel
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Fonte: O autor.
Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).

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 &cido citrico por
100 mL de amostra, mostrando estar dentro do que a legislagéo 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 acido citrico
por 100 mL de amostra.

Os resultados deste trabalho apresentam valores acima do que a literatura traz,
mostrando que, por conta da adigcdo do extrato de B. dracunculifolia, os valores de acidez

titulavel aumentaram.
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5.2.3 LEITURA DE GRAU BRIX (°Bx)

Na Portaria n® 544, de 16 de novembro de 1998 do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento, € exigido que, o valor de Grau Brix para refrigerante de laranja
tenha valor no minimo de 10%(V/V). Néo se tem valores maximos estipulados para essa
analise. Na Tabela 3 e na Figura 15 estdo representados os valores dos resultados da
leitura de Grau Brix.

Tabela 3. Resultado da leitura de Grau Brix

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

Teste 10 12,44 + 0,02

Fonte: O autor.
Figura 15. Gréfico dos resultados de Grau Brix
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Fonte: O autor.
Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).

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. Comparando 0s
resultados do estudo feito por Criveletto com os deste trabalho, ndo ha uma diferenca nos
valores de Grau Brix para as amostras de refrigerante comercial para os refrigerantes

feitos neste estudo.
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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 andlises feitas neste trabalho estdo um pouco acima dos refrigerantes
comerciais, mas ndo apresentam valores muito diferenciados da literatura.

5.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS
5.3.1 ANALISE DE BOLORES E LEVEDURAS

As leveduras sdo fungos unicelulares, apresentando celulas geralmente esféricas,

ovais ou cilindricas, e possuem divisdo celular por brotamento. Crescem abundantemente
em habitats onde ha a presenca de agucares, como frutas e flores (GUBOLINO, 2007).
Como sdo células simples, as leveduras crescem e se reproduzem mais rapido do que 0s
bolores (BORGES, 1999).
Os bolores sao 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 composicdo quimica, quanto na aparéncia. Dessa forma, o produto passa a ser
rejeitado, causando prejuizo econémico (TANIWAKI; SILVA, 2001). A presenca do
suco de fruta em refrigerantes aumenta a suscetibilidade a contaminacao 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 a 50 colonias para bolores e 25 a 250
col6nias para leveduras, a partir das diluicdes seriadas feitas.

Tabela 4. Resultado das UFC de Bolores e leveduras

Teste Resultados
Bolores e leveduras: Teste 0 5,2 X 10°UFC/mL
Bolores e leveduras: Teste 1 2,75 x 10°UFC/mL
Bolores e leveduras: Teste 5 1,6 x 10°UFC/mL
Bolores e leveduras: Teste 10 5,8 x 10°UFC/mL

Fonte: O autor.

A Portaria n® 451 de 19 de setembro de 1997 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria

do Ministério da Saude estabelecia os limites de 20 UFC de bolores e leveduras por mL
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da amostra. Mas, a partir de 2 de janeiro de 2001, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria adotou a Resolugdo n° 12, que aboliu a contagem de bolores e leveduras das
andlises deste alimento, deixando o controle higiénico por conta propria das industrias
(ROCHA, 2006).

Na Figura 16 esta apresentado como ficaram as col6nias ap0s o tempo de
incubac&o a 22°C. E possivel ver que, conforme a quantidade de extrato vai aumentando,
menor é a quantidade de coldnias formadas.

Figura 16. Placas de Petri apds incubacdo para analise. TO: Teste 0 (sem adicdo de
extrato), T1: Teste 1 (com 1% de extrato), T5: Teste 5 (com 5% de extrato) e T10: Teste
10 (com 10% de extrato)

Fonte: O autor.

5.3.2 ANALISE DE COLIFORMES A 35°C

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

De acordo com a Figura 17, é possivel que ver que todas as amostras testadas
nesse trabalho apresentaram auséncia para coliformes totais, mostrando que este trabalho
esta dentro da legislacdo vigente.
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Figura 17. Tubos apds incubacdo de coliformes totais. TO: Teste 0 (sem adicdo de
extrato), T1: Teste 1 (com 1% de extrato), T5: Teste 5 (com 5% de extrato) e T10: Teste
10 (com 10% de extrato).

Fonte: O autor.

A titulo de curiosidade, os tubos positivos para o teste de coliformes totais ficaram
como mostra a Figura 18, os quais apresentam uma bolha no meio do tubo. Quando um
tubo € positivo para esse teste, também é possivel de visualizar bolhas na superficie da
amostra, porque conforme a bactéria fermenta, ocorre a liberacéo de alcool e CO?.

Figura 18. Tubos positivos para teste de coliformes totais.

Fonte: O autor.

5.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A cromatografia € uma técnica baseada na migracdo de componentes de uma
mistura entre duas fases: a fase estacionaria que retém elementos e a fase mével que
conduz a mistura por meio de um soluto. E uma técnica que pode ser utilizada para
purificacdo de substancias, na deteccdo de substancias ou auxiliar a separacdo de
substancias indesejaveis. Existem quatros tipos de cromatografia: cromatografia em
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papel, cromatografia gasosa, cromatografia de camada delgada e cromatografia 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).

Na Figura 19 esta representado o grafico de como ficou a analise de cromatografia
liquida de alta eficiéncia feita no extrato de B. dracunculifolia e no teste 10 (com 10% de
extrato).

Figura 19. Grafico da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. T10: Teste 10 (com
10% de extrato); mAU: Unidades de Mili-Absorbancia; RT: Tempo de Retencao
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Fonte: O autor.

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

Comprimento  Equacéo Concentracdo  Concentragao
Padroes RT de onda de da R? mg/mL de mg/mL para
Cromatograficos (min) maxima regressao extrato de B. T10
absorcéo (nm) dracunculifolia
Acido Caféico 5,09 323 y=0,2955x- 0,989 11,0 5,8
0,1008 5
Acido Cumaérico 6,79 309 y=0,2780x- 0,987 46,5 1,2
0,1548 9
Pinocembrina 17,28 289 y=0,0873x- 0,990 15,9 -
0,1025 6
Crisina 18,56 267-313 y=0,2431x- 0,991 18,0 -
0,0849

Fonte: O autor.
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O estudo de Park et al. (2004) relatou 0 mesmo pico de acido cumarico, proximo
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. dracunculifolia. Além disso, o pico de acido caféico também foi possivel
de ser visualizado, préximo dos 6 minutos.

O estudo de Chang et al. (2008) também relatou os mesmos picos de acido
cumérico e 4cido 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
incorporacgdo ao produto.

O estudo de Ghafoor et al. (2019) relatou que os &cidos caféico e cumarico sofrem
diminuicdo de valores quando expostos ao calor, onde o &cido caféico sofre mais. Como
essa analise foi feita pela Central de Analises — UTFPR Campus Pato Branco, o tempo de
viagem e a exposi¢do a variagcdo de temperatura podem ter causado a diminuigdo nos
valores em ambos 0S compostos.

O presente trabalho esta de acordo com o que a literatura ja trouxe. Entre os 31 a
36 minutos de analise, um pico foi observado. Dentre as possiveis explicacdes para esse
achado, incluem-se problemas na coluna, alteracfes na amostra ou algum padrdo que néo
foi utilizado na anélise. O estudo de Park et al. (2004) traz os compostos pinobanksina e
kaempferol nessa faixa de tempo. Ja o estudo de Midorikawa et al. (2001) traz os
compostos artepelina C, acido isocupressivo, acido agatico e acido agatalico nessa faixa
de tempo.

55 ANALISE DE ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER

A espectroscopia na regido do infravermelho € uma técnica de grande importancia
na analise organica qualitativa, sendo amplamente utilizada nas éareas de quimica de
produtos naturais, sintese e transformacdes organicas, em linhas de producdo e no
controle de processos industriais (LOPES; FASCIO, 2004).

Esta técnica apresenta como vantagens, o fato de simples preparagdo de amostra
e um tempo de analise muito curto, permitindo que, em caso de necessidade, se proceda
a uma resposta no local de fabricacdo para que o produto seja refeito nas condigdes
corretas (ALMEIDA, 2009).

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho apresentaram trés picos

caracteristicos que puderam ser identificados (Figura 20).
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Figura 20. Gréafico da analise 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)

100

Extrato
—T1
—T5
—T10

30 4 P3

e/

P2
60 -
50
U PL

3312-3262

90

Transmitincia (%)

40 4

30

20 T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de onda (cm™)

Fonte: O autor.

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 Aalcoois. Esses grupos funcionais
identificados no espectrograma de infravermelho 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™L. Além desses picos citados, o estudo
também relatou picos de compostos aromaticos com deformacéo axial C=C entre 1603 e

1540 cm e picos de grupos aromaticos com deformagdes angulares de CH entre 900 e
700 cm™,
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CONCLUSAO

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

Por conter frutose em sua formulacdo, é uma boa opcdo para diabéticos
substituirem os refrigerantes comerciais de sua alimentacdo, que possuem grandes
quantidades de agucares.

As caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas deste produto encontraram-
se em conformidade com as legislacdes vigentes e estdo de acordo com dados ja
apresentados na literatura.

As formulagdes enriquecidas com extrato da planta apresentaram aumento do teor
de compostos fenolicos e da atividade antioxidante em comparacédo ao refrigerante base

formulado nesse trabalho.
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