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RESUMO

A legislacao brasileira define o iogurte como um produto onde as bactérias Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus s&o cultivadas
de forma protosimbidtica com objetivo de realizar uma fermentagdo. O iogurte é
considerado um dos alimentos mais completos, no entanto, como fonte de compostos
fendlicos é considerada deficiente devido a escassa concentragdo presente no mesmo.
Razao pela qual se realizam diversos estudos em torno da sua suplementagdo. Uma das
formas mais estudadas € por meio da utilizagdo de extratos de residuos agroindustriais que
a maioria das vezes tem uma composicao bioativa similar ou superior ao produto do qual
sao retirados, isto considerando a alta demanda por parte dos consumidores por alimentos
de origem natural e isentos no maior possivel de aditivos sintéticos ou conservantes. Aroma
(Punica granatum L.) desperta o interesse da populagao, produtores e pesquisadores por
conter compostos fendlicos que atuam como antioxidantes. Muitos estudos demonstraram
que as maiores quantidades destes compostos se encontram na casca, que ainda é tratada
como residuos. Por tudo isso, este trabalho tem como objetivo avaliar a presenga dos
compostos fenodlicos presentes na casca de roma e estudar o seu uso como potencial
aditivo natural para o enriquecimento de iogurtes. Para isso se analisou a composigao
bioativa da casca da roma por meio da cromatografia de camada delgada e da
espectrometria de ultravioleta visivel. Além disso, se avaliou a melhor condicdo de extragao
dos compostos fendlicos, como também se determinou o teor de umidade e a partir dos
mesmos se elaborou um extrato adicionado aos iogurtes preparados a partir de leite
ultrapasteurizado e iogurte natural. Também, se realizou a determinagcdo da composigao
fendlica bem como do pH tanto do iogurte com extrato quando sem extrato. Por meio da
cromatografia de camada delgada se comprovou a presenca de um subgrupo dos
compostos fendlicos, os taninos hidrolisaveis, a espectrometria de ultravioleta visivel aliado
aos dados da literatura deu indicios da presenca da punicalagina na casca da roma, o teor
de umidade da mesma encontrado foi bastante elevado equivalente a 75,17% bu. A melhor
condigcao de extragao dos compostos fendlicos resultou a partir de utilizagdo da casca de
roma umida (195461,50 pg EAG/g amostra) j4 que a secagem desencadeou uma
diminuicdo da concentracdo de compostos fendlicos (15324,82 ug EAG/g amostra).
Enquanto aos iogurtes, se observou um aumento importante dos fendlicos quando
adicionado o extrato da casca da roma, o teor de compostos fendlicos do iogurte sem
extrato foi de 207,095 pg EAG/g amostra, enquanto, para o iogurte com extrato foi de
2534,060 pg EAG/g amostra. Quanto a andlise de pH, observou-se que a incorporagéo do
extrato n&o ocasionou uma alteragao significativa. O estudo realizado mostrou que a casca
da Punica granatum L. apresenta compostos bioativos que podem ser utilizados como
aditivo natural no iogurte, sem alterar de maneira significativa o seu pH.

Palavras-chave: aditivo; taninos hidrolisaveis; punicalagina; compostos fendlicos; pH.
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RESUMEN

La legislacion brasilera define al yogur como siendo un producto donde las bacterias
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus
son cultivadas de forma protosimbidtica con el objetivo de realizar una fermentacion, es
considerado uno de los alimentos mas completos, sin embargo, como fuente de
compuestos fendlicos es considerado deficiente debido a la escasa concentracion presente
en el mismo. Razon por la cual se realizan diversos estudios en torno a su suplementacion,
una de las formas mas estudiadas es por medio de la utilizacién de extractos de residuos
agroindustriales que en la mayoria de las veces poseen una composicion bioactiva similar
e inclusive superior al producto del cual es retirado, esto considerando la alta demanda por
parte de los consumidores por alimentos de origen natural o exentos en su mayoria de
aditivos sintéticos o conservantes. La granada (Punica Granatum L.) despierta el interés de
la poblacion, productores e investigadores por ser fuente de compuestos fendlicos que
actuan como antioxidantes, diversos estudios demostraron que las mayores cantidades de
estos compuestos se encuentran presentes en la cascara, que son aun consideradas como
residuos. Por todo esto, este trabajo tiene como objetivo evaluar la presencia de los
compuestos fendlicos presentes en la cascara de la granada y estudiar su uso como
potencial aditivo natural para el enriquecimiento de yogures. Por lo cual se analizé la
composicion bioactiva de la cascara de la granda por medio la cromatografia en capa fina
y de la espectrometria de ultravioleta visible, ademas, se evalud la mejor condicion de
extraccion de los compuestos fendlicos, como también se determiné el tenor de humedad
y a partir de los mismos se elaboré un extracto que fue adicionado a los yogures preparados
a partir de leche ultrapasteurizada y yogur natural, ademas se realiz6 la determinacion de
la composicion fendlica como también del pH tanto del yogur con extracto como del yogur
con el extracto. Por medio de la cromatografia de capa fina se comprobd la presencia de
un subgrupo de los compuestos fendlicos, los taninos hidrolizables, la espectrometria de
ultravioleta visible, aliado a los datos de la literatura, dieron indicios de la presencia de la
punicalagina en la cascara de la granada, el porcentaje de humedad fue de 75,17% bu. La
mejor condicidn de extraccion de los compuestos fendlicos resulto a partir de la utilizacion
de la cascara de la granada humeda (195461,50 pg EAG/g muestra), ya que el secado
desencadend la perdida de la composicion fendlica (15324,82 ug EAG/g muestra). En
cuanto a los yogures, se observdo un aumento importante de la misma cuando fue
adicionado el extracto de la cascara de la granada, la composicion fendlica del yogur sin
extracto fue de 207,095 ug EAG/g muestra, mientras que para el yogur con extracto fue de
2534,060 ug EAG/g muestra. El analisis de pH mostré que la incorporacién del extracto no
ocasiono una alteracion significativa de la misma. El estudio realizado mostré que la
cascara de la Punica Granatum L. presenta compuestos bioactivos que pueden ser
utilizados como aditivo natural en el yogur para enriquecerlo, sin alterar de manera
significativa su pH.

Palabras clave: aditivo; taninos hidrolizables; punicalagina; compuestos fendlicos; pH.
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ABSTRACT

Brazilian legislation defines yogurt as being a product where the bacteria Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus are cultivated
in a protosymbiotic way with the aim of carrying out a fermentation It is considered one of
the most complete foods, however, as a source of phenolic compounds it is considered
deficient due to the low concentration present in it. For this reason, several studies are
carried out on its supplementation, one of the most studied forms is through the use of
extracts from agro-industrial residues that in most cases have a bioactive composition
similar to and even superior to the product from which it is withdrawn. The pomegranate
(Punica Granatum L.) arouses the interest of the population, producers and researchers for
being a source of phenolic compounds that act as antioxidants, various studies have shown
that the largest amounts of these compounds are present in the peel, which are still
considered as waste. For all these reasons, this work aims to evaluate the presence of
phenolic compounds present in the pomegranate peel and study its use as a potential
natural additive for the enrichment of yogurts. Therefore, the bioactive composition of the
pomegranate peel was analyzed by means of thin layer chromatography and visible
ultraviolet spectrometry, in addition, the best extraction condition of the phenolic compounds
was evaluated, as well as the content of humidity and from them an extract was elaborated
that was added to the yogurts prepared from ultrapasteurized milk and natural yogurt, in
addition, the determination of the phenolic composition as well as the pH of both the yogurt
with extract and the yogurt with the extract. Through thin-layer chromatography, the
presence of a subgroup of phenolic compounds, hydrolyzable tannins, was verified. Visible
ultraviolet spectrometry, together with data from the literature, gave indications of the
presence of punicalagin in the shell of the pomegranate, the humidity percentage was
75.17% bu. The best extraction condition of the phenolic compounds resulted from the use
of the wet pomegranate peel (195461.50 ug EAG/g sample), since the drying triggered the
loss of the phenolic composition (15324.82 ug EAG /g sample). Regarding the yogurts, a
significant increase was observed when the pomegranate peel extract was added, the
phenolic composition of the yogurt without extract was 207.095 ug EAG/g sample, while for
the yogurt with extract it was of 2534.060 ug EAG/g sample. The pH analysis showed that
the incorporation of the extract did not cause a significant alteration of it. The study carried
out showed that the shell of Punica Granatum L. has bioactive compounds that can be used
as a natural additive in yogurt to enrich it, without significantly altering its pH.

Key words: additive; hydrolyzable tannins; punicalagin; phenolic compounds; pH..
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1 INTRODUGAO

A legislagao brasileira define o iogurte como um produto no qual as
bactérias Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus sdo cultivadas de forma protosimbidtica com objetivo de realizar uma
fermentacao, ademais, indica que para a formulacdo do mesmo podem ser adicionadas
outros tipos de bactérias acido lacticas com a finalidade de incorporar propriedades
adicionais ao produto final (BRASIL, 2007). O iogurte ostenta um valor nutricional superior
ao leite, seu consumo é bastante recomendado, os valores nutricionais do mesmo s&o
devido a presenca de proteinas, calcio, fosforo, zinco e magnésio (PAIVA et al., 2015). No
entanto apesar de ser considerado um dos alimentos mais completos, em termos de
compostos bioativos é considerada deficiente, ja que nao apresenta em sua composi¢cao
fibras, pigmentos ou compostos fendlicos, razao pela qual se realizam diversos estudos em
torno a sua suplementacdo (HERNANDEZ-CARRANZA et al., 2019).

O discernimento sobre os alimentos que sdo consumidos teve um grande
aumento nos ultimos anos, isto se deve aos consumidores realizarem uma selegdo mais
oportuna dos mesmos, visando levar um estilo de vida mais saudavel (BERDEJA et al,
2018). Além disso, produtos alimenticios de qualidade sensorial e nutricional elevada que
estejam isentos no maior possivel de aditivos sintéticos ou conservantes fazem parte da
tendéncia e demanda dos consumidores atualmente, assim como também de alimentos em
cuja composigao estejam presentes compostos bioativos como as vitaminas, minerais e
compostos fendlicos (HERNANDEZ-CARRANZA et al., 2019)

E de conhecimento geral que as frutas e verduras sdo as maiores fontes
deste tipo de compostos, entretanto no seu processamento para consumo sao obtidos
diversos subprodutos como as cascas e as sementes que na maioria das vezes possuem
composic¢ao bioativa similar ou superior ao produto em questdo. Desta forma, diversos
estudos estao sendo realizados para o aproveitamento de subprodutos do processamento
de frutas e verduras na fortificagcdo ou desenvolvimento de novos produtos, como por
exemplo, o iogurte (HERNANDEZ-CARRANZA et al., 2019).

Entre as frutas que s&o consideradas grandes fontes de compostos
bioativos a roméa ganha grande destaque. A romazeira (Punica granatum L.) € um arbusto
nativo do Oriente Médio cuja composi¢cao dada por compostos fendlicos tem despertado
interesse dos produtores, consumidores e pesquisadores devido a capacidade

antioxidante, anti-inflamatdéria e antimicrobiana. Estudos demonstram que os compostos
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fendlicos estao presentes em todas as partes da roma (SANTIAGO, 2014), porém, a casca
que representa cerca de 50% do peso do fruto, contém grande parte dos compostos
fenodlicos. Entretanto, a casca ainda é considerada um residuo e toneladas da mesma
acabam sendo descartadas sem serem reutilizadas (FERNANDES et al., 2014).

Assim, este trabalho visa o estudo e a analise das propriedades da casca
da roma, empregando técnicas analiticas e comparando com os dados da literatura, como
também avaliar a sua utilizagdo como fonte de compostos fendlicos para a incorporagao

em iogurte.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o extrato da casca da roma como fonte de compostos fendlicos para

a incorporagao em iogurte.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar compostos bioativos presentes no extrato da casca da roma pelo método

de cromatografia em camada delgada.

- Identificar por Espectrometria de Ultravioleta Visivel os picos de absorgao maximos

do extrato da casca da roma comparando-os com os dados descritos na literatura.

- Determinar a melhor condicdo de extragdo de compostos fendlicos da casca da

roma.
- Elaborar iogurte com e sem adi¢ao de extrato da casca da roma.

- Caracterizar os iogurtes mediante a determinagcdo dos compostos fendlicos e pH.
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3 REFERGENCIAL TEORICO

3.1 IOGURTE

A legislacao brasileira (Instrucdo Normativa n.° 46, de 23 de outubro de
2007) define o leite fermentado como sendo um produto formado a partir da diminuigdo do
pH e a coagulacao do leite, ou do leite reconstituido, onde podem ou nao ser incorporados
outros produtos lacteos por meio da fermentacao lactica que se da a partir da acao de
cultivos de micro-organismos especificos, onde podem ou ndo ser acrescentados
sustancias alimenticias distintas. Os micro-organismos especificos para a produg¢ao do
iogurte sdo Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus cuja fermentagao deve se dar mediante cultivos protosimbioticos das mesmas e
que a sua vez pode ser ou ndo complementados com outras bactérias lacticas (BRASIL,
2007).

A seguir a mesma explica que os leites fermentados podem ser
classificados dependendo da matéria gorda minima presente em sua composi¢ao como:
com creme (6,0 g / 100 g), integrais ou inteiros (3,0 g / 100 g), parcialmente desnatados
(2,9 g/ 100 g) e desnatados (0,5 g/ 100 g). A sua vez, a classificacdo pode se dar como
leite fermentados com adigdes, caso ingredientes nao lacteos sejam acrescentados na
formulacao, seja antes da fermentacédo ou depois. A classificagcao de leites fermentados
com agucar, acucarados ou adogados e/ou aromatizados/saborizados se da quando existe
uma adigdo de agucares que podem estar ou ndo acompanhados de glicidios, amidos ou
amidos modificados, ademais de maltodextrina ou no caso de que se incorporem

aromatizantes ou saborizantes (BRASIL, 2007).

Sobre a origem do iogurte, apesar de nao ser muito precisa estudos
indicam que se monta ao periodo Neolitico, onde se comegou a domesticacdo de animais
mamiferos e a utilizagao do seu leite como alimento, se presume que os camelos, bufalos,
ovelhas, cabras ou vacas foram os primeiros animais mamiferos a serem domesticados.
Os pastores desse periodo acondicionavam o leite destes animais em marmitas de barro
que eram mantidas a temperatura ambiente que podia chegar até os 43 °C considerando o
clima do deserto, essas condicdes resultavam ideais para que ocorresse a fermentagao do
leite (ELVAS, 2016).

Existia uma certa restricdo em torno do consumo do iogurte, apenas alguns

grupos étnicos faziam uso dele como alimento. Somente a partir do ano 1960 com a adi¢ao
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de frutas para amenizar o sabor acido do mesmo que a sua aceitacdo comecgou a se
expandir (MARAFON, 2010).

Essa expansao da aceitagao estava fortemente ligada também ao elevado
valor nutricional que o iogurte possui e a uma maior exposi¢cao das suas propriedades
nutricionais benéficas para a saude (SIEBRA, 2018). Potassio, zinco, fosforo, vitaminas do
complexo B e especialmente o calcio sdo sé alguns dos nutrientes dos quais o iogurte é
fonte. Adicionalmente, brinda uma melhor digestao da lactose e proteinas, como também
uma maior absorgao dos minerais e um incremento do teor das vitaminas do complexo B,
um maior fortalecimento das defesas, regulagéo da flora intestinal e diminui¢do dos efeitos
de disturbios gastrointestinais causado por microrganismos patogénicos (ELVAS, 2016).
Atualmente o iogurte é considerado um dos alimentos mais consumidos mundialmente,
porém € qualificado como deficiente em compostos fendlicos, no entanto, devido a que se
trata de um alimento de facil digestdo se converte em uma fonte bioacessivel para a

fortificagdo ou incorporacéo de fontes antioxidantes (GARCIA, 2020).

Por outro lado, o processo de produgéo do iogurte que a principio seguia
uma técnica bastante simples se propagou mundialmente e hoje em dia sédo utilizadas
técnicas mais sofisticadas de producdo (MARAFON, 2010). Em geral essa produgao
comega por uma selegao de matéria-prima adequada, ja que o leite deve ter uma qualidade
elevada para nao causar problemas na produgdo. O leite deve ter uma contagem de
bactérias baixa para nédo prejudicar o crescimento das culturas lacticas, além disso, a
presenga de micro-organismos patogénicos e antibidticos sdo fatores de rejeicdo da
matéria-prima, considerando que a minima quantidade de antibiético consegue inibir a
fermentacao lactea (SIEBRA, 2018).

Elvas (2016) explica que o tratamento térmico permite a eliminagao de
possiveis micro-organismos patogénicos que possam atuar como competidores por
substrato, também permite a eliminagao do oxigénio presente no leite e a desnaturagao das
proteinas do soro que interagem com a caseina. Por outro lado, Siebra (2018) menciona
que o tratamento térmico mais aconselhavel é utilizagdo de binbmios temperatura/tempo,
geralmente realizada em pasteurizadores a placas a temperaturas de 90 a 95 °C durante 3

minutos.

O teor de gordura € um fator importante na caracteristica do iogurte, o
mesmo deve estar no padréo (para nao influenciar na textura do iogurte) sendo de 3 a 4%.

Essa padronizac&o industrial acontece logo apds o desnate do leite, 0 mesmo é misturado
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com o creme ou nata para chegar ao teor de gordura necessario (SIEBRA, 2018), enquanto
para aumentar o valor proteico sdo adicionados leite em pé ou proteinas do soro (ELVAS,
2016). Cabe destacar também que nesta etapa podem ser adicionados espessantes e
estabilizantes para evitar alguma possivel separagéo do soro e acrescentar viscosidade ao
iogurte (SIEBRA, 2018), ademais de edulcorantes para conferir certa dogura ao produto
final (ELVAS, 2016).

Na etapa de fermentacao é utilizada uma temperatura de 42 a 43°C
considerada 6tima para incorporar as culturas de Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus. Por meio da geragao do coagulo
e da lactose que se encontra presente no leite as bactérias conseguem produzir o acido
lactico. No inicio do processo, o primeiro grupo de microrganismos, devido a sua alta
capacidade de adaptagdo ao pH neutro, comeg¢a a introduzir-se no crescimento
exponencial, enquanto o segundo aguarda uma acumulagéo do acido lactico para comegar
0 seu crescimento, de forma que por meio do processo de simbioses se possa assegurar a
fermentacdo (SIEBRA, 2018). Geralmente é realizado por 4 a 6 horas desprovido de

agitacao e com um controle rigoroso (ELVAS, 2016)

Apos esse periodo e atingido um pH que pode variar de 4,5 a 4,7 (SIEBRA,
2018) € realizado um arrefecimento ou resfriamento para suspender o processo
fermentativo a uma temperatura ndo superior a 5°C, evitando qualquer alteracao das
propriedades sensoriais, fisico-quimicas e biolégicas do iogurte. Finalmente o mesmo
passa para a embalagens correspondentes, podendo ser estas de vidro ou de plastico,

seguida do seu armazenamento a uma temperatura de 5 °C (ELVAS, 2016).

3.2 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS E ALIMENTOS FUNCIONAIS

A Organizagado das Nagdes Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura
(FAO) expde que aproximadamente 1,300 bilhdes de toneladas de alimentos sao
desperdicados no mundo anualmente, representando cerca de um quarto a um tergo dos
alimentos fabricados para o abastecimento humano. Adicionalmente, a FAO estima que tal
quantidade poderia equivaler a alimentagao de cerca de 2 bilhdes de pessoas (BENITEZ,
2014).

A producgao abundante, o acondicionamento inadequado e principalmente
o descarte das partes consideradas pouco nobres dos alimentos s&o as principais causas

do desperdicio de alimentos, de fato estes ultimos, em sua maioria sdo descartados sem
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nenhum aproveitamento das suas propriedades nutricionais e funcionais, gerando dessa

forma problemas tanto ambientais quanto econémicos (SOUSA, 2019).

Morzelle (2012) explica que a diferenga entre residuos sélidos e lixo é que
o primeiro tem um interesse econdmico associado que pode promover o reaproveitamento,
enquanto o segundo ndo possui nenhum valor agregado. A autora também aponta que o
descarte dos residuos solidos constitui uma perda ndo s6 de matéria-prima, mas também

de energia, ja que grandes investimentos sao feitos no tratamento dos mesmos.

Cabe destacar que os talos, cascas, caules, sementes e folhas, sdo os que
constituem a maioria dos residuos solidos (SOUSA, 2019), em alguns casos inclusive
superam a quantidade do produto final (FREITAS, 2017). No entanto, diversos estudos
estdo sendo desenvolvidos em torno dos mesmos para serem reaproveitados, ja que foi
evidenciado a presenga de quantidades significativas de compostos bioativos neles, em
sua maioria benéficos para a saude e com possiveis aplicagdes tecnolégicas (MORZELLE,
2012).

Tanto a produg¢ao de novos produtos como a incorporagdo em produtos ja
existentes, sdo alguns dos possiveis usos para os residuos provenientes de frutas e
hortali¢cas. A utilizagao de tecnologias modernas como também de referéncias detalhadas
e completas sobre o potencial bioativo dos mesmos permitem uma exploragédo mais ampla
para transformar um subproduto considerado como desperdicio em um produto com valor
agregado e comercial (OLIVEIRA, 2017). Aplicacbes descritas na literatura sugerem a
utilizagdo destes como aditivos naturais, seja como antioxidante, corante, espessante,
aromatizante ou inclusive como antimicrobiano (FREITAS, 2017), uma vez que existe um
maior discernimento sobre os alimentos consumidos no dia a dia por parte dos
consumidores (BERDEJA et al., 2018) e, portanto, uma maior preocupagao sobre as
consequéncias a saude da ingestao diaria de aditivos sintéticos presentes nos alimentos
(FREITAS, 2017).

Nesse sentido, visando um maior aproveitamento dos subprodutos e
buscando atender as necessidades do consumidor aparece como alternativa a
incorporagao dos mesmos em produtos consumidos cotidianamente como, por exemplo, as
bebidas lacteas e os iogurtes, gerando dessa forma um produto que além de possuir um
valor agregado, contribui com o aproveitamento de subprodutos destinados ao descarte
direto (OLIVEIRA, 2017).

Cabe destacar que os produtos que possuem em sua COMPOSICA0
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substéancias benéficas a saude e capazes de diminuir o risco de doengas ao corpo humano,
além de fornecer nutrientes, sdo denominados alimentos funcionais. Alimentos funcionais
sdo uma conjungcdo da tecnologia alimentar com a farmacologia € que procuram a

promogao por meio da alimentagdo da melhoria da qualidade de vida (ELVAS, 2016).

Dois tipos de alegagdes podem ser dados aos alimentos funcionais de
acordo com a legislagcédo brasileira, a primeira € a alegacdo de propriedade funcional,
relacionada ao nutriente ou ao nao nutriente e sua fungédo metabdlica ou fisiolégica no
crescimento, desenvolvimento e manutengdo do organismo, enquanto a segunda € a
alegacéo de propriedade da saude, onde o alimento funcional em questdo tem uma relagao
com uma doenga ou condigao de saude especifica. Cabe destacar que no Brasil a Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é a encarregada de regulamentar os alimentos
funcionais, por meio das resolugdes ANVISA/MS 16/99, ANVISA/MS 17/99, ANVISA/MS
18/19 e ANVISA/19/99 (FARIAS, 2018).

3.3 COMPOSTOS FENOLICOS

Quando uma substancia consegue impedir ou paliar a oxidagédo de
substratos, ainda quando a sua presenca € dada em concentragdes baixas € denominada
antioxidante. A reacdo de um antioxidante com um radical livre faz parte do seu mecanismo
de agao e por meio deles conseguem formar um novo radical estavel que ja ndo consegue

seguir com a propagacao da reagao (SILVA et al., 2013).

Souza et al. (2007) explicam que as doengas associadas ao
envelhecimento, como por exemplo as cardiovasculares e as disfuncdes cerebrais estao
amplamente ligadas aos radicais livres e outros agentes oxidantes, a sua vez explicam o

processo das mesmas:

Espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como radical hidroxila
(*OH), anion radical superéxido (O2<—) e hidroperoxila (ROO¢),
causam danos ao DNA ou podem oxidar lipidios e proteinas. Os EROs
atacam as cadeias de acidos graxos poliinsaturados dos fosfolipidios
e do colesterol, abstraindo um hidrogénio do grupo metileno bis-
alilico, iniciando assim o processo de peroxidacao lipidica nas
membranas celulares. Os radicais de carbono formados podem reagir
com oxigénio originando radicais peroxila, que por sua vez podem
atacar novas cadeias de acidos graxos poliinsaturados, propagando
a reacao. O resultado deste processo é a oxidagdo de varias
moléculas de acidos graxos 2,3. Os hidroperéxidos formados na
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peroxidacao lipidica tém vida curta e, quando reagem com metais,
formam aldeidos (isto €, malonaldeido, acroleina, crotonaldeido) e
epoxidos, os quais sao reativos e causam danos de novo ao DNA
(SOUZA et al., 2007).

Dentre as sustancias antioxidantes, os compostos fendlicos sao os que
possuem grande relevancia e estao presentes na maior parte do reino vegetal (SILVA et al.,
2013). A presenga de um anel aromatico ligado diretamente ao menos a um grupo hidroxila
€ a caracteristica principal dos mesmos (PAIS, 2021). Até entdo foram encontradas mais
de 8000 estruturas fendlicas distribuidas de forma abrangente em distintos produtos de
origem natural. Em relagdo a sua classificagao, diversos autores concordam em segmentar
0s mesmos em dois grandes grupos sendo o primeiro os nao flavonoides (fendis simples
ou acidos) e o segundo os flavonoides (polifendis) (ELVAS, 2016), como pode ser

observado na figura 1.

Figura 1 — Classificagdo dos Compostos Fendlicos

Flavonois
Flavonas
Flavanonas
Flavan-3-dis
Flavonoides C.-C,-C;
Isoflavonas
Antocianidinas

‘ Compostos fendlicos Chalconas

Acidos fendlicos Co-C, /Cs-C;

e — Lignanas (G,-C,),
-

Estilbenos C.-C,-Cg

Taninos

Ligninas

Fonte: Veloso, 2019.

Por um lado, estao os flavonoides que sdo os encarregados de dar a cor
como também o aroma das frutas e flores, além de protegé-los de fatores bidticos, abiodticos
e da radiagao UV. Sao considerados de extrema importancia na dieta humana ja que a sua

sintetizacdo nao é realizada pelos mamiferos. A estrutura basica dos mesmos pode ser

Versdo Final Honol ogada
02/ 09/ 2022 10: 36



24

observada da figura 2 e consta da conjung¢do de dois anéis aromaticos unidos por uma
ponte de 3 carbonos (VELOSO, 2019).

Figura 2 — Estrutura Basica dos Flavonoides

7

Fonte: Veloso, 2019.

Quando o anel B encontra-se ligado ao anel C na posi¢ao 3, o flavonoide
em questdo € denominado isoflavona, se o anel B esta ligado ao C na posigéo 4 a
denominagéo genérica é de neoflavonoide, se a ligagdo do anel B com o C é dado na
posicao 2 é realizada uma subdivisao dependendo das propriedades estruturais do anel C,
nesta subdivisdo encontram-se os flavondis, flavonas, flavanondis, flavanadis, flavanonas,

chalconas, catequinas e as antocianinas (VELOSO, 2019).

Por outro lado, encontra-se o grupo dos né&o flavonoides, cuja subdiviséo
esta composta pelos acidos fendlicos, as lignanas, estilbenos, taninos e as ligninas. Desta
subdivisdo os que tem mais destaque sédo os acidos fendlicos cuja funcao principal esta
relacionada a reproducdo e o desenvolvimento das plantas, mas considerando que
aspectos como a temperatura, luz ou poluicdo podem condicionar a sua sintese, os
mesmos podem se subdividir em derivados hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos (VELOSO,
2019).

De acordo com Vital (2014) a capacidade antioxidante dos compostos
fendlicos se da devido a sua 6tima condi¢gdo de doador de hidrogénio ou elétrons, assim
como também devido a excelente estabilidade dos radicais intermediarios que
impossibilitam a continuacdo da reagcdo e consequentemente a oxidacdo. Souza e
colaboradores (2007) afirmam o mesmo e adicionam que tal estabilidade se da em

consequéncia da ressonancia do anel que as estruturas deste tipo de compostos possuem.
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3.4 ROMA

Segundo Desgaspari e Dutra (2011) a Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS) procurando mostrar um
encaminhamento correto a populagdo sobre a utilizagdo segura e eficaz das plantas
medicinais conduziu um estudo sobre os fitoterapicos que estdo a disposi¢ao para tal fim,
na mesma se encontravam em total 71 espécies de plantas medicinais e entre eles achava-
se a Punica granatum L.

Morzelle (2016) explica que a roma foi caracterizada pela primeira vez no
ano 1758 por Linnaeus, quem a classificou como sendo do reino Plantae, da ordem
Myrtales, familia Lythraceae, género punica e da espécie Punica granatum. A autora
também menciona que foi uma das primeiras frutas a ser domesticadas e que atualmente
no Brasil existe um avango na produgdo como consequéncia da alta demanda por parte de
industrias como a de cosméticos, alimentos e a farmacéutica, assim como também pelos
consumidores visando seu consumo in natura.

Cabe destacar que a familia Punicaceae da qual a roma faz parte € a menor
familia de plantas que abarcam um género e duas espécies, a primeira se trata da Punica
granatum L. (comestivel) oriunda de zonas do Ira e de regides do Mediterraneo, enquanto
a segunda é a Punica Protopunica (n&do comestivel) endégena das ilhas do Oceano Indico
especificamente do Arquipélago de Socotora (SANTOS; BORGES; CONSTANT, 2020).

O arbusto da fruta possui uma altura que varia de 3 a 5 metros, suas folhas
se elevam de maneira agrupada e sao fasciculadas nos extremos (PEREIRA, 2022). A fruta
(figura 3) é constituida por uma casca coriacea com um calice cujo diametro varia de 5 a 8
cm, bagas globosas e sementes de contornos prismaticos (BERDEJA et al., 2018). A cor da
fruta tem uma variagdo entre amarelo, verde e vermelho, o teor de sdlidos soluveis se
encontra entre 14° e 18° Brix e o teor de acidez entre 1,6% a 1,0%, no entanto estes valores
podem sofrer alteragcdo de acordo com o tipo de variedade e cultivo (SOLORZANO et al.,
2021).
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Figura 3 — Constituicdo da fruta da roma
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Fonte: Merma, 2020.

Referente a sua composicdo bioativa, diversos autores destacam a
presenga de compostos bioativos em cada parte da constituicdo da roma (SANTIAGO et
al., 2014). Os compostos fendlicos sdo os fitoquimicos que se encontram em maior
quantidade na roma, em conjunto somam mais de 150 detectados na mesma
(SOLORZANO et al., 2021). Compostos fendlicos como a antocianinas, antocianidinas,
flavonas, flavonoides, o acido elagico, acido punico e os taninos sdo apenas alguns dos
que estao presentes na composi¢cao da roméa (ARRAES et al., 2022).

Cabe destacar que as antocianinas em sua forma glicosilada, como as
delfinidina, cianidina e pelargonidina, sdo as encarregadas de dar ao suco a cor vermelha
caracteristica (VELOSO, 2019), como também de atuar como antioxidante e por
conseguinte brindar beneficios a saude como a diminuigdo do colesterol LDL
(SOLORZANO et al., 2021)

No entanto, estudos demostraram que os compostos fendlicos se
concentram em sua maioria na casca, alcangando até trés vezes mais que a composi¢ao
destes no suco. Do subgrupo das antocianinas, os que tem maior destaque sao a cianidina-
3-O-rutindsido, pelargonidina-3,5-O-diglucésido, cianidina-3,5-O-diglucdésido, cianidina-3-

O-glucésido, e a pelargonidina-3-O-glucésido. Além disso os taninos também possuem
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grande relevancia gragas a sua caracteristica fundamental, a propriedade de poder se
complexar com as proteinas, o que explica sua capacidade inibidora. Ademais consegue
interagir com as paredes celulares das baterias o que atribui a casca da roma propriedades
antimicrobianas. A concentragao dos taninos (elagitanino), especificamente da punicalagina
(figura 4) é tédo elevada na roma até o ponto que o nome cientifico parte dos mesmos
(VELOSO, 2019).

Figura 4 — Estrutura Quimica da Punicalagina

0OH

HO OH HO OH

Fonte: Veloso, 2019.

Porém, apesar de representar cerca de 50% do peso do fruto, sendo que
grande parte dos compostos fendlicos se encontra nela, a casca ainda é considerada como
residuo na industria de bebidas e toneladas acabam sendo descartadas sem serem
reutilizadas (FERNANDES et al., 2014).
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4 METODOLOGIA

Este trabalho foi desenvolvido nos laboratérios multidisciplinares de
quimica e tecnologia, biocombustiveis, assim como também no laboratério de
cromatografia e preparo de amostras da Universidade Federal da Integragdo Latino
Americana, no periodo compreendido de maio a julho do ano 2022, seguindo os
fluxogramas expostos na figura 5 e 6. O primeiro apresenta as etapas da preparagao do
extrato e analise da casca da romé enquanto o segundo mostra as etapas correspondentes

a sintese do iogurte.

Figura 5 — Fluxograma das Etapas de Preparacdo e Analise da Casca da Roma
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Fonte: Autora, 2022.
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Figura 6 — Fluxograma das Etapas de Preparacao e Analise do logurte
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Fonte: Autora, 2022.

4.1 MATERIA PRIMA
4.1.1 Roma
As frutas da roma foram coletadas na cidade de Presidente Franco,

Paraguai e suas proximidades, mantidas sob refrigeragdo em um recipiente fechado e

protegido da luz até o momento das analises (figura 7).
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Figura 7 — Frutas da Roma

Fonte: Autora, 2022.

4.1.2 Leite

Para os testes, foram utilizadas duas marcas de leite, ambas do tipo

ultrapasteurizado com 3% de gordura, adquiridos em supermercado local.

4.1.3 logurte

Da mesma forma, foram adquiridas duas marcas de iogurte natural que
continham a cultura lactica de Lactobacillus Bulgaricus e Streptococcus thermophilus,

ambos também comprados em supermercado local.

4.2 DETECGAO DE AGENTES BIOATIVOS

4.2.1 Preparagao dos Extratos da Casca da Roma

Os arilos foram seccionados, separados da casca da roma, triturados e
macerados. 5 g da casca foram transferidos para um recipiente e diluidos com 15 mL de

etanol. Esta solugdo foi mantida sob agitagdo durante 2 horas a temperatura ambiente,
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filtrada, mantido sob refrigeracao e protegido da luz até o momento das analises.
Um procedimento analogo foi adotado para a separagcao do extrato da
casca com menor concentragao. A diferenga decorreu da quantidade de amostra utilizada

ja que se empregaram 1 g de casca umida para 15 mL de etanol.

4.2.2 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

Seguindo o método utilizado por Oliveira et al. (2017) com modifica¢des,
empregou-se placas de silica gel 60 com indicador fluorescente UV254 (Macherey-Nagel®)
como fase estacionaria e acetato de etila, acido férmico, agua, éter de petroleo, éter etilico
e butanol como eluentes, os quais foram preparados nas propor¢des descritas no quadro
1. Como padrdao empregou-se o acido galico. Como reveladores utilizou-se uma lampada
de emissdo de radiagdo ultravioleta em 254 nm (Boitton Instrumentos®). Cloreto férrico

também foi utilizado como agente revelador.

Quadro 1 - Eluentes e Proporgdes

Eluentes Proporcoes

Acetato de Etila: Acido Formico: Agua 90:5:5
Eter de Petroleo: Eter Etilico 3 ;
. I . 7:3
Eter etilico: Acetato de etila 3.7

) 1:3:6

Butanol: Acetato de Etila: Agua 1:6:3

6:3:1

Fonte: Autora, 2022.

Com auxilio de um capilar aplicou-se uma gota da amostra na placa de
silica gel. A mesma foi colocada em um recipiente, como cuba cromatografica, e observou-
se a eluicao. Ao final deste processo, a placa foi retirada, seca, e observada a luz natural e
em seguida levada a camara de UV em 254 nm e finalmente aplicou-se o revelador, cloreto
férrico.

O mesmo procedimento foi usado para o padrao.

Seguindo o método descrito por Garcia e Mariduefia (2019) buscou-se

indicativos da presencga de grupos croméforos, que segundo esses autores, sdo compostos
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altamente saturados, identificados pela presenca de manchas coloridas observadas nas
cromatoplacas atraveés dos agentes de revelagao e comparado com o padrao utilizado. Na

sequéncia determinou-se o fator de retencao (Rf) tanto do padrdo como do extrato.

Distancia Percorrida pela Amostra desde a Origem -
Rf = (equagéo 1)

Distancia Percorrida pelo Eluente desde a Origem

A identificagdo e detecgao dos compostos bioativos presentes no extrato
foi realizada comparando o fator de retencao do extrato da casca com o do padrao acido

galico.

4.2.3 Analise Por Espectrofotometria De UV-Visivel

As leituras das absorbancias do extrato foram realizadas em um
espectrofotometro UV-Visivel, modelo Evolution 201-Thermo Scientific no comprimento de

onda entre 190 a 1100 nm.

4.3 DETERMINAGAO DA MELHOR CONDICAO DE EXTRACAO DE COMPOSTOS
FENOLICOS DA CASCA DA ROMA

4.3.1 Secagem de Casca de Roméa

A secagem da casca da roma foi realizada com o intuito de avaliar o impacto
que poderia ocasionar na composi¢cao fendlica da mesma. Para isso, os arilos foram
separados da casca, triturados e macerados. Uma amostra (5 g) foi colocada em uma placa
de Petri e transferidos para uma estufa (Lucadema®) previamente aquecida e temperatura
ajustada a 65°C para evitar possiveis variagdes da mesma, por um periodo de 2 horas. O
procedimento foi realizado em ftriplicata. Apds este tempo, as amostras foram retiradas da
estufa e aguardadas até atingirem a temperatura ambiente para pesagem. Em seguida, as
amostras foram guardadas na estufa, mantidas no escuro e sem circulagao de ar para evitar

a oxidagao. Este procedimento se mantém até a preparagao do extrato.

Para fins de comparacao, a preparacado do extrato foi realizada com uma
amostra umida da casca da roma, levando em conta a diferenca na estocagem e na
auséncia de secagem. No que diz respeito a estocagem, as amostras foram envolvidas em

papel aluminio e guardadas sob refrigeracao até o momento da preparagao do extrato.

Versdo Final Honol ogada
02/ 09/ 2022 10: 36



33

4.3.2 Preparagao dos Extratos

Para a obtencédo dos extratos, utilizaram-se 5,0 g das cascas secas em
estufa, durante 2 horas, seguindo o procedimento descrito na se¢cédo 4.2.1. O mesmo
meétodo foi empregado para a preparagao do extrato a partir de 5 g de amostras de cascas
umidas. Os procedimentos foram realizados em triplicata. Os extratos preparados se

encontram ilustrados na figura 8.

Figura 8 — Extrato da Casca de Roma Umida

Fonte: Autora, 2022.

4.3.3 Determinagao de Compostos Fendlicos dos Extratos da Casca da Roma

A determinacgao do teor de compostos fendlicos dos extratos da casca da
roma foi realizada seguindo o método descrito por Boroski et al. (2015). Primeiramente, em
um tubo de ensaio foram transferidos 250 uL do extrato de amostra seca e 250 uL do
reagente Folin-Ciocalteu (diluido 1:1) seguido de 500 pyL de uma solugdo saturada de
carbonato de sédio e finalmente adicionados 4,0 mL de agua destilada. Os tubos de ensaio
foram agitados, mantidos em repouso e protegidos da luz, mantendo-se a temperatura
ambiente durante 25 minutos e centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos. A leitura de
absorbancia foi feita em espectrofotdmetro de UV-visivel a 725 nm. Como padrao foi

empregado o acido galico, cuja solugéo foi preparada sob protecdo da luz diluindo-se
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0,010g em 50 mL de agua destilada. As diluicdes foram feitas em concentragdes entre 0

até 200 mg L. A curva de calibragdo pode ser visualizada na Figura 9.

Figura 9 — Curva de Calibraco obtida com o Padrdo Acido Galico.
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Fonte: Boroski et. al, 2015.

Para determinagao dos compostos fendlicos do extrato da casca de roma
umida, foram necessarias diversas diluicbes para atingir uma concentragao ideal de
trabalho. A primeira consistia em uma diluicao de 10 % utilizando 0,25 mL do extrato e 9,75
mL de etanol, deste foram utilizados 25 pL e diluidos em 225 pL de etanol (figura 10). Na
sequéncia, procedeu-se a analise do teor de compostos fendlicos conforme descrito

anteriormente.

Figura 10 — Diluigdo do Extrato da Casca da Roma Umida.
-3 = i ‘. =
33 Y s

Fonte: Autora, 2022.
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4.3.4 Determinacéo do Teor de Umidade da Casca da Roma

As amostras foram colocadas em placas de Petri totalmente secas, de tal
maneira que a umidade fosse retirada e evitasse possiveis interferéncias. Pesou-se 5 g da
amostra de casca de roma, que foram levadas a estufa por 5 horas a uma temperatura de
105 °C. Apds este tempo a mesma foi retirada e transferida para um dessecador até atingir
a temperatura ambiente, a fim de se proceder a pesagem. A analise foi realizada em

triplicata.

4.4 PREPARACAO DOS IOGURTES

4.4.1 Preparacao das Amostras de logurte

Foram preparadas 4 amostras de iogurte utilizando duas marcas diferentes
de leite pasteurizado e duas marcas diferentes de iogurte natural. Cabe destacar que a
utilizacao das diferentes marcas para a preparagao das amostras de iogurte foi realizada
com o objetivo de verificar qual a combinagdo € a mais adequada para a produgao. O

Esquema da figura 11 descreve o processo de produgao.
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Figura 11— Esquema de Preparacao das Amostras de logurte
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A preparacao do iogurte seguiu uma receita tradicional que consistia em

aquecer 500 mL de leite pasteurizado, mantendo-se agitacdo lenta e controlando a

temperatura. (Figura 12 - A). Uma vez atingida a temperatura de 46 °C, foram transferidos

250 mL de leite para um recipiente de vidro e adicionados 42 g de iogurte natural que

continham os cultivos lacticos, os recipientes foram lacrados e acondicionados em estufa a

46° C, durante 8 horas para a incubacao. Transcorrido esse periodo, as amostras foram

dispostas imediatamente na geladeira por 2 dias (Figura 12 - B).
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Figura 12 — Produgédo de logurte (A); logurte Elaborado (B)

Fonte: Autora, 2022.

4.4.2 Preparagao do Extrato da Casca da Roma para a Incorporagao no logurte.

O extrato foi preparado com 83,33 g de casca de roma umida e diluida com
250 mL de etanol mantido sob agitagdo durante 2 horas, filtrado e evaporado para

eliminagéo do solvente (Figura 13).

A evaporacgao do solvente foi realizada com o fim de evitar que 0 mesmo
ocasione algum problema nas caracteristicas organolépticas do iogurte. Além disso o
procedimento se realizou levando em conta o alto teor de umidade da casca da roma e que
ao realizar a evaporacgao do solvente o extrato continuaria liquido, como também apto para

ser incorporado no iogurte.
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Figura 13 — Rotaevaporacao do Extrato

Fonte: Autora, 2022.

4.4.3 Incorporagao do Extrato da Casca da Roméa no logurte

A fortificagdo do iogurte foi realizada depois da etapa de arrefecimento

adicionando 2 mL do extrato da casca de roma evaporada a 40 mL de iogurte.

A preparacao se deu com a transferéncia de 20 mL do iogurte preparado a
um recipiente e posteriormente adicionado 2 mL de extrato de casca de roma. Esta mistura
foi agitada até atingir uma certa homogeneidade e entdo acrescentados outros 20 mL

restantes do iogurte.
4.4.4 Determinagéo do pH dos logurtes

A leitura de pH foi feita sem extrato e com extrato agregado, com auxilio de
pHmetro MS Tecnopon®.
4.4.5 Determinacao de Compostos Fendlicos no logurte

A preparacgao do extrato do iogurte para a determinacao de compostos
fendlicos totais foi realizada seguindo o método de precipitagdo de proteinas descrito por

Boroski et al. (2015), em que uma proporcao de 1:1 de iogurte foi preparada em acido
tricloro acético (ATA) 20% e agua, mantida sob agitacdo durante 30 segundos e na
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sequéncia as amostras foram transferidas para um banho a 42 °C durante 10 minutos. O
sobrenadante foi usado para analise de compostos fendlicos totais, conforme descrito na
secao 4.3.3. Por outro lado, para o iogurte fortificado, foi necessaria uma diluicédo de 10%
do extrato do iogurte em agua destilada como solvente, ja que 0 mesmo se empregou para

a construcao da curva padrao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 DETECCAO DE AGENTES BIOATIVOS

5.1.1 Cromatografia de Camada Delgada

Utilizou-se 20 cromatoplacas decorrentes da analise por cromatografia de
camada delgada do extrato da casca da roma. Inicialmente a analise foi realizada com uma
concentracdo do extrato, 5g de amostra para 15 mL de etanol, no entanto os resultados
obtidos nao apresentaram sensibilidade para realizar um estudo das mesmas, devido a alta
concentragdo do extrato. Razdo pela qual se preparou um segundo extrato com 1g de

amostra para 15 mL de etanol.

Da mesma forma, com relagao aos eluentes e das proporgdes descritas no
Quadro 1 somente a combinagao de butanol, acetato de etila e agua na propor¢ao (1:6:3)
forneceu resultados satisfatorios, tanto o extrato da casca da roma quanto o padrao acido
galico mostraram uma maior corrida no mesmo em comparagdo ao demais eluentes

testados.

O resultado obtido nas condigcbes descritas acima pode ser observado na
figura 14, onde as siglas AG representam ao padrao acido galico e ER ao extrato da casca
da roma. Na mesma pode-se constatar que sob luz branca ndo & possivel realizar uma
analise do perfil cromatografico do extrato e do padrdo (Figura 14a), no entanto em
comprimento de onda 254 nm é possivel distinguir o comportamento do extrato da casca
da roma, expondo a maior afinidade da mesma com solventes polares, além disso ao se
realizar a revelagao com cloreto férrico se observou a aparicdo de manchas azuladas tanto
para o padrdo quanto para o extrato, ambas praticamente a mesma distancia da origem
(Figura 14c). As distancias percorridas, tanto do solvente, quanto do extrato e do acido

galico se encontram descritos na tabela 1, com fator o de retengéo (Rf) correspondente.

Tabela 1 — Fator de Retencdo do Extrato da Casca da Roma e do Acido Galico

Amostra Distancia Solvente Distancia Amostra Rf
ER 2,8 2,7 0,9642857
AG 2.8 2,5 0,8928571

Fonte: Autora, 2022.
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Oliveira et al. (2017), destacam que o acido galico é geralmente utilizado
junto ao acido elagico como padrao para a detecgao de taninos hidrolisaveis em amostras
quando revelados com cloreto férrico, comparando inicialmente a coloragado obtida dos

mesmos com as amostras e posteriormente com fator de reteng¢ao de cada um.

Levando em conta a presenca das manchas azuladas no extrato e no
padrdo como também comparando os fatores de retengcdo obtidos, apesar da pequena
diferenca é possivel observar uma correlagdo entre ambos, indicando a presencga de

taninos hidrolisaveis na casca da roméa, sendo um deles o acido galico.

Figura 14 — Resultados da Cromatografia de Camada Delgada: (a) Cromatoplaca visualizada sob luz
branca; (b) Cromatoplaca revelada em luz UV a 254 nm; (c) Cromatoplacada revelada com Cloreto
Férrico.
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Fonte: Autora, 2022.

Resultados similares foram obtidos por Torres (2019), na analise por
cromatografia de camada delgada para a casca de rambutéo, utilizando como eluente n-
butanol: acido acético: agua (65:25:10). A revelagdo com cloreto férrico mostrou o
aparecimento de manchas azuladas obscuras, indicando a presenga de compostos
fendlicos, especificamente aqueles que sao derivados do pirogalol, conforme analise da
autora que, entretanto, ndo utilizou nenhum padrdo como parametro de comparagao.

Brétas (2018) em seu estudo de cascas de roma secas comercializadas em
farmacias magistrais, comprovou a presenga de taninos hidrolisaveis na casca da roma por

cromatografia de camada delgada, utilizando como padrées o acido elagico e também a
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punicalagina. Como revelador foi usado uma solugdo de NaNO2 1% em metanol e como

eluente agua com pH 2,0 ajustado com acido acético.

Oliveira et al. (2017) destacou a presencga de taninos hidrolisaveis também
nas folhas da roma, empregando como padrdo o acido elagico e o acido galico, como
eluentes acetato de etila, acido férmico e agua (90:5:5) e como revelador cloreto férrico 3%.
Os autores mencionaram que a analise para este metabolito em especifico e também para
outros que incluiram em seu estudo mostraram resultados positivos apresentando bandas

de mesma coloragao apods derivatizagao.

5.1.2 Analise por Espectroscopia de UV-visivel

A analise realizada por espectrofotometria de UV-visivel revelou que o
maior pico de absorcéo para o extrato da casca da roma diluida ocorre em 376 nm com um

pico de absorbancia 1,026826 U.A. O espectro de absorgao esta ilustrado na Figura 15.

Figura 15 — Espectro de Absorgao no Ultravioleta Visivel do Extrato da Casca da Roma.
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Fonte: Autora, 2022.

O resultado obtido coincide com o encontrado por Otaviano (2021) cujo
estudo de espectrometria de ultravioleta visivel revelou duas principais bandas de
absorgéo, sendo uma delas em 376 nm e outra em 272 nm (Figura 16), a autora explica
que a regiao ultravioleta do espectro é onde os compostos fendlicos absorvem de forma

acentuada. Além disso, expde que entre 250 e 290 nm os fendis e os acidos fendlicos
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mostram bandas de absor¢ao caracteristicas, enquanto que os flavonois e as flavonas

apresentam tais bandas por volta de 250 a 350 nm.

Figura 16 — Espectro de Absorcao no Ultravioleta Visivel do Extrato da Casca da Roma (Literatura).
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Fonte: Otaviano, 2021.

De forma similar, as maiores bandas de absorcdo encontradas por
Barbalinardo et al. (2022) para o extrato da casca da roma ocorreram entre 257 e 372 nm
(Figura 17). Os autores realizaram uma comparagdo com o espectro de absorgcédo da
punicalgina e explicaram que existe uma grande semelhanga entre as mesmas, além disso,
descreveram que a mesma € o constituinte principal da roma e sua maior banda de
absorcao se encontra na regido entre 258 a 380 nm. Cabe destacar que esta observagao
também é mencionada por Otaviano (2021). A autora, ainda, complementa explicando que

a punicalagina é um tipo de tanino hidrolisavel presente em grandes quantidades na casca

da roma.
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Figura 17 — Espectro de Absorgao no Ultravioleta Visivel do Extrato da Casca da Roma (Literatura).
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Fonte: Barbalinardo et. al, (2022).

A partir das analises por cromatografia em camada delgada se
comprovaram a presencga de taninos hidrolisaveis subgrupo dos compostos fendlicos na
casca da roma, no entanto, a espectroscopia de ultravioleta visivel aliado aos dados da
literatura da indicios de que o pico de absorcdo observado pode se tratar de uma

punicalagina.

5.2 DETERMINAGCAO DA MELHOR CONDICAO DE EXTRACAO DE COMPOSTOS
FENOLICOS DA CASCA DA ROMA

5.2.1 Secagem da Casca da Roma

Diversos autores na literatura implementam a secagem da casca da roma
como método de tratamento da amostra para preparacao dos extratos, no entanto, é de
conhecimento que os compostos fendlicos sdo altamente termosensiveis, além de
fotossensiveis, razdo pela qual um procedimento com aplicagao de calor poderia resultar

na decomposicao dos mesmos e prejudicar a obtencao de resultados satisfatérios.

Os resultados sobre a secagem da casca da roma se encontram descritos
na tabela 2. Pode se observar que o teor de umidade de 63,68% bu da casca da roma é

bastante elevado.

Versdo Final Honol ogada
02/ 09/ 2022 10: 36



45

Tabela 2 — Resultados da Secagem da Casca da Roma

Cascade Cascade

Amostra Roma Roma Seca Amostra Média Desvio Ccv
. Seca (%)
Umida (g) @)
1 5,03 1,96 38,97
’ ’ ’ 36,31 2,65 7,31
2 5,05 1,7 33,66 ’ ’ '

Fonte: Autora, 2022.

Por outro lado, pode se observar que tanto o desvio padrao, quanto o
coeficiente de variancia ndo possuem valores elevados, mostrando que os valores obtidos
nao se encontram muito afastados da média e que o erro na secagem nao foi muito
significativo. No entanto, a pesar de que o procedimento se realizou em triplicata, uma das
amostras apresentou erro na analise de compostos fendlicos totais, razdo pela qual se
optou por realizar o estudo apenas das duas amostras que apresentaram resultados

satisfatorios.

5.2.2 Compostos Fendlicos dos Extratos da Casca da Roma

Com o intuito de avaliar o impacto do processo de secagem na composigao
fendlica da casca da roma, realizou-se a determinagdo dos compostos fendlicos dos
extratos preparados a partir das amostras secas e das amostras umidas. Na tabela 3, pode
se observar as condigdes em que foram preparadas as amostras para a analise (secagem,
massa, diluigdes) como também a absorbancia e a concentragcdo equivalente de acido

galico calculada a partir da curva de calibracao.

Tabela 3 — Condi¢des e Resultados da Analise de Compostos Fendlicos do Extrato da Casca da Roma

Massa Diluicao

Amostra Secagem Absorbancia Concentraggo Amostra  Amostra Se_zggnga
9 (725 nm) (mg/L) @) (g/mL) Diluicao
1 65°C/2 0,865 184,77 1,96 0,013 -
2 hs 0,876 187,11 1,7 0,011 -
3 0,67 143,28 5,00 0,0083 0,00083
4 ) 0,856 182,85 5,00 0,0083 0,00083

Fonte: Autora, 2022.
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Cabe destacar que devido a alta concentragdo do extrato umido realizou-
se 3 analises nessas amostras, ja que a absorbancia obtida ultrapassava bastante o valor
da absorbancia maxima da curva de calibragdo (em média 2,5083 na primeira analise e

1,9213333 na segunda) e a relagéo linear para tais valores ndo era garantida.

Desta forma, optou-se por realizar uma diluicdo de 0,25 mL do extrato para
9,75 mL do solvente, seguida novamente de uma diluigdo 10% como explicado na segéo
4.3.3. Com a mesma foi possivel obter um resultado adequado para a determinacéao da
composicao fendlica em equivalentes de acido galico nos extratos. Cabe destacar que a

mesma diluigao foi utilizada para a analise de espectrometria de ultravioleta visivel.

A tabela 4 apresenta registra os resultados dos compostos fendlicos totais
obtidos em microgramas de equivalente de acido galico por grama de amostra (ug EAG/g

amostra), como também a média, o desvio e o coeficiente de variacao.

Tabela 4 — Compostos Fendlicos Totais do Extrato da Casca da Roma.

CFT (ug EAG/g

Amostra Média Desvio CV (%)
amostra)
1
14140,25 1532482 1675,23 10,93
2 16509,39
3
171839,12 195461,50 33407,09 17,09
4 219083,89

Fonte: Autora, 2022.

Comparando a média dos compostos fendlicos totais obtido para ambos
extratos, se pode constatar que a exposigcao ao calor nas condi¢gées de secagem avaliadas
diminui o teor de fendlicos totais. Por outro lado, se pode observar um desvio padrdo e um
coeficiente de variagcdo bastante elevado, tanto para o extrato da casca da roma seca
quanto para a umida. Estes valores elevados podem estar relacionados a possiveis erros
na determinagdo de compostos fendlicos totais, seja no momento de realizar as diluicdes

pertinentes ou por uma possivel exposigcao a luz.

No quadro 2 pode-se observar distintos valores de compostos fendlicos
totais obtidos por diferentes autores utilizando diversas metodologias, mas tendo em
comum a utilizacdo ou ndo de secagem na etapa inicial da preparagcdao do extrato.
Entretanto, tal como explicado por Elvas (2016), o valor de compostos fendlicos totais &
bastante dependente das condi¢cdes de extracdo, lote, variedades, maturidade da fruta

entre outros, por isso se encontram valores distintos do mesmo na literatura.
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Observando e comparando os dados da literatura se pode notar que, em
geral as metodologias que utilizam secagem no estagio inicial do processo de extragéo,
tendem a experimentar uma redugdo da composigcado de fendlicos totais equivalentes ao
acido galico em comparagao a aqueles que nao utilizam secagem. Tais resultados estao de
acordo como observado neste trabalho e foi exposto também por Pastor (2016), que
constatou que a secagem em diversos frutos além da roméa afetava de forma significativa o

conteudo fendlico dos mesmos.

Desta forma, optou-se pela preparacédo do extrato da casca da roma para
a fortificagcdo do iogurte sem passar por um processo de secagem prévio, visando ter uma

composicao fendlica maior no iogurte.

Quadro 2 - Resultado obtido por distintos autores da composigéo fendlica da casca da roma.

. Condicbes de .
Preparacédo do Extrato CFT (ug EAG/g amostra) Referéncia
Secagem
Secagem em 10580 (Fracao Soluvel)
forno de Torres et al.
conveccao a 50 9390 (Fracao Insoluvel) (2019)
°C por 8 hs
16000 a 17780 (Extrato
Secagem em _
Metanolico)
Com Secagem estufa a 40 °C por
14230 a 16340 (extrato
48 hs .
aguoso) El-Said et al.
14800 a 15800 (Extrato (2014)
Secagem ao sol a Metanolico)
50 °C por 2 hs 15800 a 14810 (Extrato
Aquoso0)
27180 (Extracao por
maceragao) Felchilcher et al.
6410 (Extrac&o por (2021)
Sem Secagem - Ultrassom)
21250 Morzelle (2016)
Santos et al.
67130
(2022)

Fonte: Autora, (2022).

Versdo Final Honol ogada
02/ 09/ 2022 10: 36



48

5.3 TEOR DE UMIDADE DA CASCA DA ROMA

Um dado importante de caracterizagdo da casca da roma para a sua
implementacgao é seu o teor de umidade. A analise segue as normas do Instituto Adolfo Lutz

para alimentos (2008) e o resultado se encontra exposto na tabela 5.

Tabela 5 -Teor de Umidade da Casca da Roma

Porcentagem Porcentagem

Amostra Inl\iﬂc?zlsa) F%ZSIS(Z) de Material de Umidade Média Desvio CV (%)
Seco (%) (%)
1 5,02 1,29 25,70 74,30

2 5,03 1,3 25,84 74,16 75,17 1,37 1,82
3 5,01 1,15 22,95 77,05

Fonte: Autora, 2022.

Tal como mencionado anteriormente a casca da roma possui um elevado
teor de umidade comprovado por esta analise. Em média o teor de umidade foi de 75,17%
bu, um valor aproximado ao obtido por Santos et al. (2022) de 76,12% bu e também similar
ao 66,78% bu que obtiveram Silva et al. (2018), além disso estes Ultimos explicam que o

alto teor de umidade da casca da roma € devido a sua espessura e volume elevado.

Também pode ser observado que o desvio padrdo e o coeficiente de
variacao para o teor de umidade se mostraram baixos, expondo que os valores obtidos ndo

se encontram muito afastados da média e que o erro na analise nao foi elevado.

5.4 IOGURTE

Dos iogurtes preparados seguindo o esquema da figura 11, foi escolhido o
sistema 1 para a incorporacao e analise, a escolha se realizou de forma aleatéria devido a
que todos os iogurtes elaborados se mostraram similares, ja que nenhum apresentou

problemas na fermentagéo lactica.
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Na figura 18 pode-se observar os iogurtes elaborados, onde (A) representa
ao iogurte adicionado com o extrato da casca da roma e (B) ao iogurte de controle, sem
adicdo de extrato. Em termos de aparéncia observou-se que o extrato da casca da roma

conferiu uma coloracéo amarelada ao iogurte.

Figura 18 — logurte com Extrato (A) e logurte sem Extrato (B).

Fonte: Autora, 2022.

Uma revisao da literatura sobre a incorporagao de extratos provenientes de
fontes naturais ou residuos agroindustriais como fonte de compostos fendlicos, seja para
evitar a oxidagao lipidica, bastante comum em produtos lacteos como o iogurte ou para
enriquecer o mesmo em substituicdo dos antioxidantes sintéticos utilizados comumente na
industria, resultou em diversas concentragcdes e formas de realizar a adi¢cao deste tipo de

extrato nos iogurtes.

A escolha da metodologia utilizada se baseou nos compostos fendlicos
totais determinados na casca da roma umida que foi de 195,46 mg EAG/g de amostra
(195461,50 ug EAG/g de amostra) e se realizou uma comparagao com o obtido por autores
da literatura que realizaram a incorporagao de extratos provenientes de fontes naturais ou
residuos agroindustrias em iogurtes. Da revisédo da literatura a composi¢ao fendlica mais
semelhante encontrada foi de 151,6 mg EAG/g de amostra correspondente a sementes de
uva do estudo de Chouchouli et al. (2013) para a fortificacéo de iogurte. Os autores em uma

das suas analises utilizaram 100 mg de extrato das sementes para 150 mL de iogurte.
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Portanto, com base no descrito pelos autores, se estabeleceu que o valor minimo a ser
adicionado do extrato da casca da roma para atribuir compostos fendlicos ao iogurte € de
0,0775606 mg para 150 mL de iogurte. O calculo detalhado do mesmo encontra-se descrito

no Apéndice A.

Uma vez estabelecido o valor minimo para a adigao do extrato, se realizou
a incorporagao deste no iogurte, visando aumentar a quantidade de fendlicos totais no
mesmo (como descrito na secao 4.4.3) mas levando em conta que as caracteristicas do
iogurte como o pH nao fossem amplamente afetadas. Cabe destacar que a incorporagao
se realizou depois da etapa de arrefecimento ou resfriamento para evitar possiveis perdas

dos compostos fendlicos devido a aplicagao de calor na produgéo de iogurte.

Além disso, a escolha também se realizou considerando o teor de umidade
da casca da roma, ja que o elevado de teor encontrado na se¢ao 5.3 permitiu saber que no
momento de realizar a evaporacdo do solvente o extrato se encontraria aquoso e em

condigdes adequadas de ser incorporado do iogurte.

5.4.1 Compostos Fendlicos dos logurtes

Os resultados obtidos da determinacdo de compostos fendlicos presentes

nas amostras de iogurte sem extrato e com extrato estdo apresentados nas tabelas 6 e 7.

Da mesma forma que na determinagao de compostos fendlicos do extrato
da casca da roma umida, foi necessario a diluicdo do extrato do iogurte fortificado devido a
que absorbancia lida (2,73333) superava de sobremaneira o valor de absorbancia maxima
da curva de calibragao. A diluicdo do extrato do iogurte foi feita adicionando-se 0,25 mL da
mesma amostra em 9,75 mL de agua destilada que foi o solvente utilizado para elaborar a

curva de calibragao.
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Tabela 6 — Condi¢oes e Resultados da Analise de Compostos Fendlicos dos logurtes

Volume

Absorbancia Concentracao de Diluigdo
Amostra logurte amostra
(725 nm) mg/L Amostra
(mL) (mL/mL)
1 S 0,1019 22,4043 1 0,1
2 em 0,097 21,3617 1 0,1
Extrato
3 0,094 20,7234 1 0,1
4 c 0,316 67,9574 1 0,025
5 om 0,301 64,7660 1 0,025
Extrato
6 0,3 64,5532 1 0,025

Fonte: Autora, 2022.

Observando os valores dos compostos fendlicos equivalentes ao acido
galico presentes no iogurte sem extrato e o iogurte com extrato pode-se notar que houve
um grande incremento no teor de fendlicos. Além disso, a reduzida concentragao
encontrada no iogurte sem extrato corrobora com o descrito por Garcia (2020), que explica

que os compostos fendlicos presentes no iogurte quase ndo possuem impacto na saude

humana, razao pela qual é considerado deficiente nos mesmos.

Tabela 7 — Compostos Fendlicos Totais dos logurtes.

CFT (ng CFT (ng
logurte EAG/mL EAG/g Media Desvio CV (%)
amostra) amostra)
224,043 215,841
Sem
213,617 205,797 207,095 8,174 3,947
Extrato
207,234 199,647
2718,298 2618,784
Com
2590,638 2495,798 2534,060 73,487 2,900
Extrato
2582,128 2487,599

Fonte: Autora, 2022.

51

Enquanto ao desvio padrao e ao coeficiente de variacdo pode se observar

que para o iogurte sem extrato ndo se obtiveram valores elevados, enquanto para o iogurte

com extrato pode se observar um valor elevado do desvio padrdo, isto pode estar

relacionado a erros na analise de compostos fendlicos totais em geral ou nas diluicbes
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realizadas.

Por outro lado, existem poucos trabalhos na literatura que descrevem o
efeito da adicdo do extrato da casca da roma em iogurtes, tal como foi mencionado por
Farias (2018), que em seu estudo de adi¢ao de polpa e farinha de roma em paes encontrou
o mesmo impasse. No entanto ja sdo diversos autores os que estudam o efeito da adigéo
de extratos provenientes de residuos agroindustriais ou de fontes naturais em iogurtes e

que avaliam o aumento da composigao fendlica dos mesmos.

Elvas (2016) por exemplo encontrou que a adi¢gao de bagaco de maca no
iogurte apresentou 12,41 mg EAG/ 100g de iogurte e explicou que o bagago de macga
mostrou ter caracteristicas antioxidantes relacionadas aos compostos fendlicos em

comparagao ao iogurte nao enriquecido.

Pais (2021), em sua analise de composicdo fendlica em iogurtes
adicionados de extrato de bagas de sabugueiro, verificou que a composic¢ao fendlica do
iogurte adicionando de 0,1% do extrato foi de 5,22 mg EAG/g, ao passo que quando
incorporado 0,2% encontrou 7,36 mg EAG/g e por fim, quando adicionado 0,4% de extrato

foi verificado um valor de 18,41 mg EAG/g.

Dos diversos testes realizados por El-Said et al. (2014) a maior quantidade
de fendlicos totais equivalentes foi encontrada no iogurte adicionado de 35% de extrato da
casca roma antes da fermentagéo lactica, com um total de 8,23 mg EAG/g e a menor no
iogurte adicionado de 5% de extrato depois da fermentagéo lactica com um total de 3,09
mg EAG/g.

Santos et al. (2020) verificaram que os compostos fendlicos encontrados
em iogurtes elaborados com extrato de beterraba com limdo corresponderam a 3,94 ug
EAG /g. Além disso, também explicaram que os beneficios na saude, como por exemplo,

de cardioprotetor estao relacionados asua atividade redutora de elétrons.

Finalmente Chouchouli et al. (2013) estudou iogurtes fortificados com dois
tipos de variedade de uvas, sendo que a que apresentou maior composicao fendlica
equivalente no iogurte foi a da variedade Moschofilero com 14,31 mg EAG/100 g para o
iogurte full-fat. Observando os valores de compostos fendlicos equivalentes ao acido galico
obtidos pelos autores, podemos notar que o valor obtido nesta analise se encontra entre os
valores minimos e maximos alcangados por autores descritos anteriormente. Analisando as
quantidades encontradas de compostos fendlicos equivalentes pelos autores, como

também o encontrado neste trabalho se pode notar uma variagcdo entre as mesmas. O que
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pode estar relacionado com a diferenga que existe na composic¢ao fendlica equivalente de
acido galico de cada residuo agroindustrial, como também a eficiéncia de extragao dos
mesmos e da forma de adigao. No entanto, tanto os trabalhos descritos na literatura quanto
o realizado neste projeto confirmam que a incorporagéo de extratos de residuos com alta
capacidade bioativa como a casca da roma no iogurte consegue aumentar os compostos

fendlicos equivalentes de forma consideravel.

5.4.2 pH dos logurtes

As medidas de pH do iogurte sem o extrato resultaram em um valor 4,39
enquanto o iogurte com a incorporagao do extrato apresentou um valor de 4,37, indicando

que a adigao do extrato ndo ocasionou alteragdes no pH do iogurte.

O valor de pH nos iogurtes € de grande importéancia, Santos et al. (2020)
explicam que a atividade metabdlica das bactérias esta diretamente relacionada com o pH,
dependendo do mesmo pode existir um favorecimento de um grupo em detrimento de outro.
Os autores também n&o encontraram alteragdo significativa no pH dos iogurtes

desenvolvidos, 4,2 para o iogurte sem extrato e 4,03 com extrato.

Elvas (2016) obteve valores de pH de 4,10 e 3,95 para o iogurte sem extrato
e com extrato respectivamente, além disso a autora faz também mengao a importancia do

pH nos iogurtes:

O pH é um parametro importante, uma vez que o iogurte com baixa acidez (pH <4,6)
favorece a separagéo do soro, porque o gel ndo foi suficientemente formado. Por
outro lado, em pH <4,0 ocorre a contragdo do coagulo devido a redugdo da
hidratagédo das proteinas, ocasionando também o dessoramento do produto.

Chouchouli et al. (2013) relataram que a incorporagao dos extratos das

uvas de diferentes variedades também nao modificou o pH dos iogurtes.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A cromatografia por camada delgada revelou que além da presenca de
taninos hidrolisaveis a casca da roma possui melhor afinidade com solventes polares. Além
disso, a analise dos espectros de absorcdo de ultravioleta visivel, aliado aos dados da
literatura, nos leva a crer que o pico de absorgdo observado pode se tratar de uma
punicalagina.

Os resultados obtidos na analise da composi¢cao fendlica dos extratos
preparados a partir das cascas secas e umidas da roma, constataram que a secagem
diminui o teor de compostos fendlicos equivalentes na mesma. Os resultados em média foi
de 15324,82 ug EAG/g amostra e 195461,50 ug EAG/g amostra para o extrato da casca
seca e Umida, respectivamente.

Por meio da determinacao do teor de umidade se encontrou que a casca
da roma possui um elevado teor de umidade correspondente a 75,17% bu, corroborando
com os resultados obtidos com outros autores da literatura.

A composicao fenolica dos iogurtes resultou na obtencédo de 207,095 ug
EAG/g amostra e 2534,060 uyg EAG/g amostra para o iogurte sem extrato e com extrato,
respectivamente. A incorporacao do extrato da casca da roma elevou consideravelmente o
teor de compostos fendlicos equivalentes ao acido galico nos iogurtes. Cabe destacar que,
apesar de ndo se obter valores parecidos com os autores da literatura se pode notar uma
equivaléncia em relagdo ao aumento do teor fendlico ao serem adicionados os extratos de
origem agroindustrial.

Em relacéo ao pH dos iogurtes elaborados, a incorporacdo do extrato da
casca da roma nao alterou de forma significativa o pH do iogurte. Sendo que para o iogurte
sem extrato se encontrou um valor correspondente a 4,39 e para 0 iogurte com o extrato
um valor de 4,37.

O estudo realizado neste trabalho mostrou que a casca da Punica granatum
L. apresenta compostos bioativos que podem ser utilizados como aditivo natural no iogurte
para enriguecer o mesmo com uma composicdo fendlica, sem alterar de maneira

significativa o seu pH.
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APENDICE A — CALCULO DA INCORPORAGAO MINIMA DE EXTRATO NO IOGURTE

151,6 mg EAG > 1 g de extrato das sementes de uva
151,6 mg EAG - 1000 mg de extrato das sementes de uva
X - 100 mg de extrato
X=15, 16 mg EAG para 150 mL de logurte

195,46 mg EAG - 1 g de extrato da casca da roma
15,16 mg EAG >Y
Y= 0,0775606 g de extrato da casca da roma para 150 mL de iogurte.
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