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RESUMO

DUARTE, PAULA ANDRES. Efeito do bioprocessamento enzimatico sobre os
compostos fendlicos em pdes adicionados de farinha de jabuticaba (Myrciaria
jaboticaba). Rio de Janeiro, 2018. Dissertacdo (Mestrado em Nutri¢cdo) — Instituto de
Nutricdo Josué de Castro, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

O péo integral, por ser composto, majoritariamente, de farinha de trigo integral, contém
mais fibras, vitaminas, minerais e fitoquimicos quando comparado ao pao branco.
Porém, a maioria dos consumidores prefere os produtos elaborados com farinha de trigo
refinada, devido a textura e o sabor. O bioprocessamento de alimentos pode configurar
uma estratégia para melhorar esses atributos sensoriais dos paes e é caracterizado pela
transformacdo de matérias-primas em produtos proprios para 0 consumo a partir de
células vivas ou componentes de sua maquinaria bioquimica. Os mais conhecidos
incluem o uso de microrganismos (fermentacdo) e de enzimas. Atualmente, sabe-se que
a utilizacdo de enzimas em pées pode, além de melhorar a qualidade sensorial destes,
aumenta o teor de compostos fendlicos. A jabuticaba (Myrciaria jabuticaba) € uma
fruta brasileira rica em compostos fendlicos, geralmente, é consumida fresca, porém
comega a fermentar cerca de 3 a 4 dias apds sua colheita. Por essa razdo, é utilizada para
producdo de sucos, geleias, tortas, vinhos e licores. No entanto, durante o
processamento, grande quantidade de subprodutos (cascas e sementes) € gerada e
descartada. Atualmente, as frutas e seus subprodutos sdo utilizados para obtencdo de
farinhas e estas possuem possivel aplicagdo em pdaes na substituicdo parcial da farinha
de trigo, para enriquecé-los com compostos bioativos. Nesse contexto, se torna
relevante o presente trabalho que avaliou o efeito do bioprocessamento enzimatico
sobre as caracteristicas tecnolégicas e os teores de compostos fenolicos (CF) em pées
adicionados de farinha do subproduto da jabuticaba. Pardmetros fisico-quimicos,
composic¢do centesimal, capacidade antioxidante (CA) e teores de compostos fenolicos
foram avaliados na farinha do subproduto da jabuticaba (FJ) e nos péaes (controle com
100% de farinha de trigo integral — PC; controle com substituicdo de 10% da farinha de
trigo pela FJ — PJ; bioprocessado com 100% de farinha de trigo integral — PB; e
bioprocessado com substituicdo de 10% da farinha de trigo pela FJ — PJB). Quando
avaliadas por CLAE (Cromatografia liquida de alta eficiéncia) foram analisadas as
fracBes soluveis e insollveis. A aceitacdo sensorial e a intengdo de compra dos pées



também foram avaliadas. A enzima utilizada no bioprocessamento foi a xilanase. Ao
longo de 90 dias de armazenamento, as farinhas apresentaram reducéo nos teores de CF
e a CA, respectivamente de 47% e 81%, assim como foi observada coloracdo mais
escura e menos avermelhada/arroxeada, devido a degradagdo das antocianinas. O PJ
apresentou maior CA e teores mais elevados de residuo mineral fixo do que PIl. Quando
analisado por CLAE, observa-se que o PJ possui trés vezes mais compostos fendlicos
do que o PI. Além disso, ao se coccionar o PJ foi possivel observar um aumento de CF
na fracdo soltvel do alimento. O PIB apresentou volume maior e densidade menor
quando comparado ao PI. O contréario foi observado para PJ e PJB. O bioprocessamento
ndo alterou o pH dos pées, mas resultou em coloragdo mais escura. Na fracdo soluvel, a
CA se manteve constante entre o Pl e o PIB, porém aumentou entre o PJ e o PJB. O
mesmo foi observado para a distribui¢cdo dos CF. A analise sensorial dos pées integrais
sem FJ mostrou que, tanto o controle quanto o bioprocessado, obtiveram notas
superiores, na maioria dos atributos avaliados, quando comparado aos pées de
jabuticaba. Porém, os pées de jabuticaba se mantiveram acima na média minima de
aceitacdo. Conclui-se que a adicdo da FJ enriquece o pdo com compostos fendlicos e
atividade antioxidante, e a adi¢cdo da enzima melhora as caracteristicas do pdo do ponto

de vista bioativo, 0 que sugere um produto com possiveis beneficios a salde.

Palavras-chave: compostos fendlicos, antocianinas, atividade antioxidante, farinha de
jabuticaba, paes enriquecidos, bioprocessamento.
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Effect of the enzymatic bioprocessing on the phenolic compounds in breads added with

flour of jabuticaba (Myrciaria jaboticaba)

Whole bread is composed of whole wheat flour that contains more fiber, vitamins,
minerals and phytochemicals than refined white bread. However, most consumers prefer
products made from refined wheat flour, since the texture and flavor properties of their
wheat bran are considered to be less attractive. The food bioprocessing can set up a
strategy to improve these sensory attributes of breads and characterized by the
transformation of raw materials into products suitable for consumption from living cells
or components of their biochemical machinery. The best known are fermentation and
enzymatic bioprocessing. Both are used on a large scale in the production of bakery
products. Currently, it is known that the use of enzymes in breads positively affects the
content of phenolic compounds and improves the sensory quality. The jabuticaba
(Myrciaria jabuticaba) is a Brazilian fruit rich in phenolic compounds and usually
consumed fresh, but it begins to ferment for 3-4 days after harvest. Therefore, it is
generally used to produce juices, jellies, pies, wines and, spirits. However, during
processing, a large amount of residue (peel and seeds) is generated, which is discarded.
In this context, the application of drying in oven dehydration for the elaboration of
jabuticaba flour (JF) as a source of phenolic compounds (PC) becomes relevant.
Currently, fruits and their residues are used to obtain flours and these have a potential
application in breads in the partial substitution of wheat flour, to enrich them with
bioactive compounds. In this context, the present study evaluated the effect of
enzymatic bioprocessing on the technological characteristics and the phenolic
compounds (PC) contents on bread added with flour of the by-product of jaboticaba.
The physical and chemical parameters, centesimal composition, antioxidant capacity
(AC) and PC contents were evaluated in the JF and in the breads (control with 100% of
whole wheat flour - PI, control with 10% substitution of wheat flour by JF - PJ,
bioprocessed with 100% whole wheat flour - PIB, and bioprocessed with 10%
substitution of wheat flour by JF - PJB), as well as a sensorial analysis was also carried
out on bread. When evaluated by HPLC soluble and insoluble fractions were analysed.
Sensory acceptance and purchase intent of the breads were also evaluated. The enzyme
used in the bioprocessing was xylanase. During 90 days of storage, the flours presented
a reduction of PC contents and AC 47% and 81%, respectively, as well as darker and
less reddish / purplish staining due to anthocyanin degradation. The PJ had higher AC
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and mineral residue than Pl. When analyzed by HPLC, it is observed that PJ has 3 times
more PC content than in PI. In addition, when cooking the PJ, it was possible to observe
an increase of PC in the soluble fraction of the product. PIB obtained higher volume and
lower density than PI. The opposite was observed for PJ and PJB. The bioprocessing did
not alter the pH of the breads, but left PIB and PJB darker. In the soluble fraction, AC
remained constant between Pl and PIB, but increased between PJ and PJB. The same
occurred in the distribution of PC. The sensory analysis of wholebreads with JF showed
that both control and bioprocessed; obtained higher grades in most aspects evaluated
when compared to the jabuticaba breads. However, the jabuticaba breads remained
unchanged in the minimum acceptance mean among the scales used. It is concluded that
the addition of JF enriches the bread and the effect of the addition of the enzyme
improves the characteristics of the bread from the bioactive point of view, which

suggests a product with possible health benefits.

Key words: phenolic compounds, anthocyanins, antioxidant activity, jabuticaba flour,
enriched breads, bioprocessing
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1. Produtos de panificacao

Os produtos de panificagdo, como pdes, biscoitos, massas, entre outros sao
consumidos diariamente e em grande quantidade pela populagdo mundial, constituindo
uma das principais fontes energéticas da dieta (UCHOA et al., 2009; KTENIOUDAKI
and GALLAGHER, 2012). O péo é considerado globalmente importante do ponto de
vista nutricional por ser fonte de proteinas, fibra dietética, vitaminas, micronutrientes e
antioxidantes (DEWETTINCK et al., 2008).

Contrariamente ao pdo integral, que é relativamente rico em fibras (7% a 8% de
matéria seca), o pdo branco contém apenas 2% a 3% de fibra. As fibras, e mais
particularmente as sollveis, como a inulina e oligofrutoses, podem ajudar a prevenir
doencas como infeccBes intestinais, cancer de colon retal, obesidade, doencas
cardiovasculares e diabetes tipo Il (POINOT et al., 2010).

Normalmente, os consumidores preferem os produtos elaborados com farinha de
trigo refinada do que com farinha integral, ja que as propriedades sensoriais, como a
textura e o sabor dos produtos elaborados com essas farinhas sdo menos atraentes.
Entdo, a industria de alimentos busca melhorar as caracteristicas sensoriais dos produtos
elaborados com farinha de trigo integral para estimular o consumo desses produtos no
mercado (CODA et al., 2015).

Durante a cocgédo, a temperatura no interior do pao atinge cerca de 99 °C. A
estrutura cristalina do amido se apresenta na forma de dupla hélice, as quais sdo
densamente envolvidas por em uma rede monociclica. Ao realizar o processamento
térmico ocorre a formacdo de um complexo amido-gluten, formado por proteinas do
gluten (gliadina e glutenina), principalmente pela subunidade glutenina, gerando
ligacBes dissulfito intermoleculares necessarias para a transformacdo da massa
(MIHHALEVSKI et al., 2012).

Este complexo também se forma devido ao amido, que ao longo do processo
apresenta granulos parcialmente inchados e gelatinizados. Uma parte dos polimeros de
amido (amilose e também amilopectinas degradadas) lixiviam do granulo formando
uma rede de emaranhamento de amido gelatinizado entre a matriz de gluten (HUG-
ITEN et al., 1999). A hidratacdo e a sova resultam no desenvolvimento de uma matriz
estabilizada com o gluten que retém o dioxido de carbono produzido pela fermentagéo e

a 4gua acrescentada na formulagéo. O desenvolvimento de gas durante o processo de



sova e cozimento € responsavel pelo desenvolvimento do volume e textura do pao
(HOSENEY, 2010).

A farinha de trigo integral é rica em fibras dietéticas, dentre elas estdo os
arabinoxilanos (AX). Os arabinoxilanos consistem principalmente em uma cadeia de
xilano ligada a um residuo de D-xilopiranosil por ligag&o do tipo 3-1,4. O monémero .-
L-arabinofuranosideo pode estar presente na posi¢cdo C(O)-3 e/ou C(0)-2 . O &cido
fertlico também pode estar presente na estrutura acoplado a C(O)-5 da arabinose
através de uma ligagéo éster (Figura 1). Em AX de trigo, aproximadamente 66% dos
residuos de xilose formam a cadeia principal. As estruturas de AX solUveis e insollveis
em agua sao semelhantes, mostrando apenas pequenas diferencas no peso molecular e
na razéo a-L-arabinofuranosideo e D-xilopiranosil (COURTIN & DELACOUR, 2002;
KOEGELENBERG & CHIMPHANGO, 2017).
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Figura 1. Elementos estruturais de AX: (A): residuo de D-xilopiranosil; (B): residuo de
D-xilopiranosil substituido em C(O)-2 com um residuo de L-arabinofuranosil; (C):
residuo de D-xilopiranosil substituido em C(O)-3 com um residuo L-arabinofuranosil;
(D): residuo D-xilopiranosil substituido em C(0)-2 e C(O)-3 com residuos L-
arabinofuranosil. A estrutura C mostra a ligacdo do acido feralico a C(O)-5 de um
residuo de L-arabinofuranosil (Adaptado de COURTIN & DELCOUR, 2002).



Os AX exercem efeito direto no processo de panificacdo, e estes efeitos se
encontram mais evidentes durante a coc¢do. A agua absorvida pelo L-
arabinofuranosideo do AX também influencia a distribuicdo da umidade entre os
constituintes da massa, resultando em propriedades reolégicas modificadas e tempo de
mistura prolongado. A redistribuicdo da umidade entre gliten e outras moléculas
permite que os AX reajam diretamente com moléculas de glaten, gerando uma nova
rede entre glaten e AX (SIVAM et al., 2010). Além disso, a ligacdo entre as moléculas
de acido ferulico e AX gera 0 aumento da viscosidade. A interacdo com as proteinas do
meio, durante a coccdo, também aumenta a viscosidade, uma vez que os AX ajudam a
reduzir a perda de agua e a manter o volume e a maciez do produto, pois estabiliza a
quantidade de liquido drenado para o interior da massa (COURTIN & DELCOUR,
2012). De forma sucinta, os AX agem aumentando a viscosidade e, consequentemente,
a umidade, a maciez e o tempo de prateleira do produto.

As frutas e seus subprodutos tém sido amplamente utilizados para a obtencéo de
farinhas (NUNES et al., 2016; SAVLAK et al., 2016). Estas possuem potencial de
aplicacdo em produtos de panificacdo na substituicdo parcial da farinha de trigo, com o
intuito de enriquecé-los do ponto de vista bioativo (UGWUONA et al., 2013; COELHO
et al., 2017). O principal problema em relacdo ao uso das farinhas de frutas em
quantidades maiores é a qualidade de cozimento devido a falta de proteinas de gluten e

ao alto teor de B-glucano e outras fibras dietéticas (HO et al., 2013).

Na farinha de trigo integral, todos os componentes anatdmicos do gréo, como
endosperma, farelo e germe estdo presentes nas mesmas proporgdes existentes na forma
intacta do grdo. Assim, esse tipo de farinha contém substancialmente mais fibras,
vitaminas, minerais e compostos fitoquimicos quando comparado com a farinha de trigo
refinada. Consequentemente, a farinha de trigo integral é considerada uma excelente
fonte de ingredientes nutricionais e funcionais para a salde humana, pois apresenta
muitos beneficios associados, incluindo a reducdo do risco de doencas como diabetes,
doengas cardiovasculares, obesidade e cancer (LIU, 2007).

Os cereais contém compostos fendlicos, que ndo apenas agem contra os radicais
livres de sistemas biol6gicos, mas também evitam a deterioracdo dos alimentos
(SIVAM et al., 2010). Em relacdo aos compostos fenolicos, sabe-se que o acido ferulico
é 0 mais abundante na farinha de trigo integral (ANSON et al., 2009; HEMERY et al.,
2010; NORDLOUND et al., 2013). Afirma-se que o acido ferulico, pelo seu elevado



poder antioxidante, tem a capacidade de diminuir o risco de desenvolvimento de
doengas, como cancer e diabetes (BOZ 2015; MANCUSO et al., 2014).

2. Compostos fendlicos

Os fitoquimicos s@o definidos como compostos ndo nutritivos de plantas em
frutas, grdos e outros alimentos vegetais que foram associados a reducdo do risco de
diversas doencas cronicas nao transmissiveis (LIU, 2004). Estes podem ser classificados
em: carotenoides, compostos fendlicos, alcaloides, compostos ndo-nitrogenados e
compostos organosulfurados (Figura 2). Os compostos fendlicos sdo metabolitos
secundarios de plantas, amplamente distribuidos nos alimentos e sdo caracterizados por
apresentarem uma ou mais hidroxilas ligadas diretamente a um anel benzénico (Figura
2D), estrutura na qual todo o grupo de compostos se baseia (VERMERRIS &
NICHOLSON, 2006). Eles estdo envolvidos na defesa contra a radiagéo ultravioleta ou
agressdo por agentes patogénicos (BOZ, 2015). Porém, no organismo humano, diversas
propriedades bioldgicas tém sido atribuidas aos compostos fendlicos, tais como
antialérgica, anti-aterosclerdtica, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antioxidante,
antitrombdtica, anticancerigena e cardioprotetora (BALASUNDRAM et al., 2006;
REYNERTSON et al., 2006; SHAHIDI et al., 2015). A maioria das propriedades
citadas anteriormente € atribuida aos compostos fendlicos devido a sua capacidade de

reducdo contra o estresse oxidativo.
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Figura 2. Classificagdo dos fitoquimicos dietéticos (Adaptado de LIU 2004).
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Figura 3. Estrutura quimica bésica dos acidos hidroxibenzoicos (A), dos acidos
hidroxicindmicos (B), dos flavonoides (C) e a estrutura basica de um composto fendlico
(D) (Adaptado de MANACH et al., 2004; VERMERRIS & NICHOLSON, 2006).

Espécies reativas derivadas de uma ampla gama de reacbes biologicas no
organismo podem danificar as biomoléculas essenciais. A producdo de grandes
quantidades desses fatores negativos e a queda da protecdo contra 0S mesmos, gera o
estresse oxidativo. Espécies reativas de oxigénio (ROS) incluindo o superdxido (0'2), a
radical hidroxila (OH), o perdxido de hidrogénio (H202) e os peroxidos lipidicos tém
sido associados a doencas crbnicas ndo transmissiveis, como o cancer, doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas. Antioxidantes naturais, tais como, flavonoides,
tocoferdis e acidos fendlicos podem melhorar a aumentar a prote¢do contra o estresse
oxidativo no organismo humando (SIVAM et al., 2010).

Quimicamente, os flavonoides s&o constituidos por dois anéis aromaticos (A e
B) ligados através de trés carbonos que, em suma, formam um heterociclo oxigenado
(anel C). Este anel C é caracteristico de cada subfamilia. Entre as subfamilias, os
mondmeros diferem no tipo, localizagdo e numero de substituintes (por exemplo,
hidroxilas) e alguns flavonoides podem também formar oligbmeros (OTEIZA et al.,
2017). Os diferentes radicais, assim como suas posi¢Oes relativas a molécula,
determinam sua acdo bioldgica. A atividade benéfica dos flavonoides tem sido
reconhecida desde ha muito tempo, uma vez que 0s poderosos antioxidantes sdo
eficazes contra muitas doengas, incluindo tumores, alergias e diferentes distarbios
mediados por radicais livres (SENGUPTA et al., 2005).

Os é&cidos fendlicos sdo divididos em dois grupos: derivados dos acidos
hidroxibenzbico e hidroxicinamico. Os acidos cafeico, sinépico, fertlico e p-cumarico
sdo derivados de acido hidroxicindmico (Figura 3). Estes compostos se apresentam, na

maioria das vezes, em suas formas insolUveis porque eles estdo ligados as estruturas
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celulares das plantas (ADOM & LIU 2002; WANG et al., 2013). Os acidos p-cumarico,
caféico e ferulico sdo os &cidos hidroxicindmicos mais comuns e raramente S0
encontrados na sua forma livre nos alimentos. As formas conjugadas sao glicosiladas ou
formadas por ligacOes éster. A ligacdo do acido caféico com o acido quinico forma o
acido clorogénico. (DINELLI et al., 2009; VERMA et al., 2009; WANG et al., 2013).

Os compostos fenolicos sdo encontradoss na natureza, sendo suas principais
fontes as frutas, as hortalicas e os cereais integrais (XU et al., 2017). A jabuticaba e 0
trigo possuem varios compostos fendlicos em sua composicdo. A seguir, serdo
caracterizados os compostos mais abundantes presentes nesses alimentos.

O é&cido elagico, estruturalmente, apresenta quatro aneis aromaticos, que
representam o dominio lipofilico; quatro grupos fendlicos e duas lactonas, que possuem
moléculas de hidrogénio que atuam como aceptores de elétrons, e que representam 0
dominio hidrofilico (SEPULVEDA et al., 2011). Esse composto fendlico apresenta

: . . « . +
elevada capacidade antioxidante, por meio da doacdo de 4&tomos de H do seu grupo

fenol para radicais. Na ultima década, varios estudos in vitro relataram o efeito anti-
aterogénico, antitrombatico, anti-inflamatério e antiangiogénico de extratos de frutas e
plantas ricas em acido elagico e elagitaninos, principalmente devido a esse efeito
antioxidante (LARROSA et al., 2010). Como exemplo prético, o acido elagico pode ser
utilizado na producdo de sucos ricos em antocianinas, com o0 objetivo de aumentar a
estabilidade das mesmas e, consequentemente, preservar a coloracdo do produto
(ROIDOUNG et al., 2016).

A quercetina-3-O-rutinosideo é um flavonol, abundantemente encontrado em
plantas, como o maracuja, a jabuticaba, o trigo sarraceno, o chd e a maca.
Quimicamente, € uma molécula composta por um nucleo flavanico constituida de dois
aneéis benzénicos ligados a um anel pirano heterociclico C (quercetina) acoplado ao
dissacarideo rutinose. Tal molécula tem demonstrado uma série de atividades
farmacoldgicas, incluindo antioxidante, citoprotetora, vasoprotetora e anticancerigena
(GANESHPURKAR et al., 2017).

O éacido feralico (Figura 4) ¢ um derivado de acido cafeico amplamente
encontrado em vegetais, cereais e algumas bebidas, como café e cerveja. Pode ser
encontrado livre, dimerizado ou esterificado com polissacarideos e proteinas nas células
vegetais. Porém, se apresenta amplamente sob a forma insolUvel, apesar das evidéncias
sugerirem que sua agdo bioldgica protetora dependa de sua forma solivel (ADOM &
LIU 2002; WANG et al., 2013). Este composto é antioxidante devido a capacidade de



eliminar os radicais livres e ativar a resposta ao estresse celular, além de ja ser
conhecido por suas funcdes coleréticas (aumenta as atividades biliares digestivas),
hipolipidémicas e diuréticas (MANCUSO et al., 2014).

A farinha de trigo integral e os farelos de cereais contém quantidades
significativas de acido ferulico e de seus produtos acoplados oxidativamente (chamados
acidos diferulicos ou desidrodimeros de acido feralico) (BOZ, 2015). O gréo de trigo
contém aproximadamente de 0,8 g a 2,0 g de acido ferdlico por quilo em matéria seca, e
isso corresponde a 90% dos polifendis totais do trigo. Por este motivo, é relatado que o
acido ferulico é usado como marcador da capacidade antioxidantes deste cereal (GANI
et al., 2012). Afirma-se que os &cidos hidroxicindmicos, no colon, podem sofrer agdo
das bactérias ali presentes e se tornarem soltveis. Ainda na regido colonica, as bactérias
continuam agindo ao utilizar parte da cadeia carbbnica estrutural destes compostos,
como o acido ferulico, como fonte energética, transformado-os em outros compostos de
menor cadeia. Estes novos compostos podem ser absorvidos e possuem papel
importante na protecdo do organismo humano contra o cancer de colon por meio de
efeito antimutagénico (BOZ, 2015).

Figura 4. A estrutura quimica do acido
feralico (Adaptado de MANCUSO et al.,
2014).

A estabilidade da farinha de trigo integral é afetada pela composicéo lipidica e a
presenca de diferentes antioxidantes. O teor de lipidios da farinha de trigo integral esta
na faixa de 1,3% a 2,0%, dependendo do tipo de trigo e do método de moagem. O
principal &cido graxo encontrado no trigo é o acido linoléico (C18:2), que constitui de
52% a 57% da composicao de acidos graxos (PRABHASANKAR & RAO, 2001).

Juntamente a isso, o pdo integral normalmente é preparado com a adi¢do de 6leo
de soja, que aumenta especialmente o teor do &cido graxo linoléico. A oxidacdo de



acidos graxos insaturados produz uma mistura complexa de substancias volateis que
afeta as propriedades sensoriais dos alimentos, o que pode gerar rancificacao,
acidificacdo, amargor, entre outros efeitos, ocorridos durante a estocagem. Tocoferois
(lipossoluveis) e acidos fendlicos (solUveis) sdo responsaveis pela maior parte da
capacidade antioxidante no trigo (JENSEN et al., 2011).

Além disso, as melanoidinas, formadas durante a coccdo como consequéncia da
reacdo de Maillard também sdo conhecidas por possuirem atividade antioxidante. Tais
compostos podem afetar positivamente a estabilidade oxidativa global dos produtos
coccionados (MICHALSKA et al., 2008). Segundo JENSEN et al. (2011), a capacidade
antioxidante do pdo integral pode ser reduzida durante o armazenamento havendo
acumulo de hidroperoxidos lipidicos, em especialapds 2 a 3 semanas de
armazenamento.

Outro fator que influencia a estabilidade dos produtos de panificacdo é a
retrogradacdo do amido que ocorre ap6s o resfriamento do pédo. A estrutura cristalina do
amido durante o0 armazenamento recupera-se lentamente. A retrogradacdo €
tecnologicamente importante porque produz mudancas significativas em propriedades
como a elasticidade, a suavidade e a umidade, que sdo importantes na percepcao
sensorial do pdo. A velocidade desse processo depende da formulagdo usada e das
condicbes de armazenamento, principalmente temperatura e umidade. Durante o
armazenamento, a migracao de 4gua do miolo para a crosta ocorre, 0 que leva a uma
diminuicdo da concentracéo e atividade da agua do miolo e amaciamento da crosta. No
entanto, a migracao de agua ndo é o principal motivo para o envelhecimento do péo.
Supbe-se que o envelhecimento é causado principalmente pela retrogradacdo da
amilopectina (Figura 5). No amido, a fracdo ndo ramificada de cadeia curta das
moléculas de amilopectina sdo organizadas como pequenos cristais formados a partir de
duplas hélices. As moleculas lineares de amilase estdo aparentemente presentes em um
estado amorfo no granulo de amido e conforme os cristais de amido véo se desfazendo
apos a coccdo, essa enzima entra se ativa, acelerando o processo de envelhecimento do
pdo (MIHHALEVSKI et al., 2012).



Figura 5. Estrutura da amilopectina [polimero ramificado composto por D-glicoses
unidas em o-(1-4) e a-(1-6)].

Além dos compostos fendlicos explicitados anteriormente, existem 0s taninos
hidrolisaveis (poliésteres adicionados de uma porc¢édo de acucar e acidos organicos), 0s
galotaninos e os elagitaninos, que por si s6 possuem alta capacidade antioxidante, e tém
como seus derivados, o é&cido galico e elagico, respectivamente, 0s quais Sao

amplamente encontrados na jabuticaba (PLAZA et al., 2016).

2.1 Antocianinas

Outros compostos que estdo em grande quantidade na jabuticaba, principalmente
na casca, sdo as antocianinas. Estas pentencem a um subgrupo de flavonoides sollveis
em &gua e sao responsaveis por muitas das cores observadas na natureza, em especial as
arroxeadas. Uma diversidade de alimentos sdo é fonte de antocianinas e incluem frutas
tipo berries, uvas, ameixas e cerejas, bem como graos e legumes, tais quais arroz preto,
cenouras pretas, batatas doces e couves vermelhas (SUI et al., 2015). Normalmente, séo
encontrados na natureza nas formas glicosiladas e aciladas (ZHANG et al., 2014)
(Figura 6).

Antocianinas provenientes de extratos de plantas foram analisadas em estudos in
vitro e apresentaram reducdo do estresse oxidativo, prevencdo de algumas doencas
inflamatorias, prevencdo de doencas cardiacas, protecdo contra obesidade e
hipoglicemia, melhoria da memoria e protecdo do tecido cerebral fetal (BRITO et al.,
2007; DAl et al., 2009). A diabetes tipo 2 € uma doenca que pode ser caracterizada pela
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resisténcia a insulina e disfuncdo de células beta pancreaticas, e leva a complicacGes
macro e microvasculares. De acordo com alguns estudos, as antocianinas podem
prevenir o diabetes tipo 2 e a obesidade (SANTOS & MEIRELES, 2009; SANCHO &
PASTORE, 2012).
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Figura 6. Estrutura basica das principais antocianidinas e grupamentos para formacao
das diferentes antocianinas encontradas na natureza (Adaptado de ZHANG et al., 2014)

A cianidina-3-O-glicosideo é uma das principais antocianinas encontradas nas
frutas de cores avermelhas e/ou arroxeadas. Varios estudos relataram os efeitos
benéficos da cianidina-3-O-glicosideo contra condi¢cbes de hipoxia em células
endoteliais (ANWAR et al., 2014), antitumorais (DING et al., 2006), supressdo da
obesidade e atividade contra a disfuncdo endotelial e vascular (SASAKI et al., 2007). A

cianidina-3-O-glicosideo exerce efeitos vantajosos por meio dos efeitos antioxidante e
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anti-inflamatario exercidos em moléculas bioldgicas importantes envolvidas em varios
eventos celulares (SERRAINO et al., 2003).

A delfinidina-3-O-glicosideo é um composto bioativo encontrado em mirtilos e
outras frutas e flores. Alguns estudos ja mostraram que a delfinidina-3-O-glicosideo
apresenta efeitos benéficos contra a oxidacdo das lipoproteinas humanas de baixa
densidade (LDL), o que caracteriza sua capacidade antitrombdtica (YANG et al., 2012).

O 4cido protocatecuico e 0 &cido galico fazem parte da estrutura da cianidina e
delfinidina, respectivamente (SINELA et al., 2017), e estas antocianinas bésicas quando
glicosiladas por um acucar, formam a cianidina-3-O-glicosideo e a delfinidina-3-O-
glicosideo, que sdo as duas principais antocianinas encontradas na jabuticaba.

A estabilidade das antocianinas é afetada por fatores, como pH, temperatura,
exposicdo a luz e oxigénio, solventes e presenca de enzimas, flavonoides, proteinas e
ions metalicos (BAKOWSKA et al., 2003). Em valores de pH maiores que 7,0, as
antocianinas podem degradar-se e em pH 1,0, o cétion flavilio é predominante, o que
contribui para a coloracéo roxa e vermelha (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

As formas agliconas das antocianinas apresentam baixa estabilidade e por isso,
normalmente elas encontram-se glicosiladas e/ou aciladas. Geralmente, a glicosilagao
das antocianidinas ocorre na posi¢do 3 do anel C, sendo os aglicares mais comuns a
glicose, ramnose, galactose, arabinose ou xilose. Glicosilagdes adicionais fornecem
mais residuos de agucar para acilacdo das antocianinas com &cidos aromaticos (p-
coumarico, cafeico, ferulico, sinapico, galico ou p-hidroxibenzoico) ou acidos alifaticos
(maldnico, acético, malico, succinico, tartarico e oxalico), que afetam a coloracdo e
aumentam a estabilidade destes pigmentos (ZHANG et al., 2014). As antocianinas sao
muito reativas em relacdo aos metais e podem ser oxidadas pelo cobre e pelo ferro
(SINELA et al., 2017).

Sabe-se também que quando a antocianina esta presente na matriz do alimento
ela tende a se manter mais estavel do que quando isolada ou em um extrato. Nas
solucBes aquosas de grau alimentar, o aumento da forca idnica levara a formacdo de
pares de ions pelas antocianinas, que contribuem significativamente para sua
estabilizacdo. Uma possivel explicacdo para isso é: (a) uma interacdo eletrostatica entre
0 anion e o cation de flavilio carregado, deslocando o equilibrio, o que implica uma
menor taxa de formacdo de chalconas; (b) uma hidratagdo preferivel do anion,
protegendo assim a molécula de antocianina contra o ataque nucleofilico da agua
(SINELA et al., 2017). Outro fator que também influencia na estabilidade das
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antocianinas € o tipo de residuo de agucar ou acido fenolico que estd ligado em sua
estrutura (SINELA et al., 2017).

Além disso, ja foi visto na literatura que a temperatura influencia nos teores de
antocianinas. No trabalho de GORNAS et al. (2016) foi observada a reducdo das
antocianinas provenientes de frutas vermelhas que foram adicionadas em muffins
durante a coccdo dos mesmos tanto em forno convencional quanto em outros métodos
de coccdo. A sensibilidade das antocianinas a temperatura € alta, visto que temperaturas
relativamente baixas, como 55 °C ja demonstram afetar o teor desses compostos nos
produtos de panificacdo, afetando, percentualmente, mais a delfinidina do que a
cianidina (SINELA et al., 2017).

Ao contrario das antocianinas, muitos compostos fendlicos possuem agliconas
liberadas da clivagem de glicosideos ou eésteres mais complexos durante o
processamento, como a coccdo. Uma vez que o conteido nativo de agliconas
geralmente é baixo nos alimentos, podem ocorrer diferentes fatores de retencao,
tornando dificeis de estabelecer regras gerais. Além disso, alguns fendlicos também
podem estar ligados a componentes ndo digeriveis da matriz alimentar e a interrup¢édo
da estrutura celular pelo processamento pode causar a sua liberacdo e solubilizacéo.
Acido ferulico, por exemplo, é encontrado covalentemente ligado a fibra do trigo
(ROTHWELL et al., 2015).

3. Jabuticaba (Myrciaria jaboticaba)

3.1 Aspectos botanicos, consumo e comercializagdo

A érvore da jabuticaba (Myrciaria cauliflora ou jaboticaba (Mart.) O. Berg.)
pertence & familia Myrtaceae e € nativa do Brasil. Os frutos da jabuticabeira crescem
rapidamente dentro de 40 a 46 dias, e, quando maduro, é arredondado, com cerca de 2
cm de didmetro, e apresentam casca de coloracdo que varia de roxo avermelhado a
preto, com polpa doce e esbranquicada (WU et al., 2012) (Figura 7). E encontrada em
grande parte do Brasil, porém o maior volume de producéo ocorre nos estados de Minas
Gerais, Rio de Janeiro e S&o Paulo. A principal espécie é a Myrciaria jaboticaba ou
jaboticaba sabara, mas existem outras, como a Myrciaria cauliflora (ASCHERI et al.,
2006; PLAZA et al., 2016).
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Figura 7. Fruto da jabuticabeira
(jabuticaba madura).

A jabuticaba é geralmente consumida na forma fresca, ou ainda na forma de
sucos, geleias, vinhos e licores (WU et al., 2012). Porém, o periodo de comercializagdo
da fruta é curto. Apos a colheita, a fruta deve ser é consumida em até trés dias devido a
uma intensa perda de agua, deterioracdo e fermentacdo da polpa. Entdo, mesmo que a
jabuticaba possua alta produtividade e caracteristicas sensoriais desejaveis, sua alta
perecibilidade prejudica a sua comercializacdo (AGOSTINI et al., 2009). Para manter a
qualidade da jabuticaba, recomenda-se refrigeracdo (13 °C a 15 °C) imediatamente apds
a colheita (CANTWELL, 2001).

3.2 Caracterizacdo quimica

A jabuticaba tem importancia nutricional por apresentar altos teores de fibra
alimentar, vitaminas e minerais, em especial ferro, cobre e vitamina C (INADA et al.,
2015). De acordo com a Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos (TACO, 2006),
uma porcao de 100 g de jabuticaba contém 58 kcal e 2,3 g de fibra. Além disso, as
espécies de jabuticaba sdo reconhecidas por possuir em altos teores de compostos
fendlicos (INADA et al., 2015; PLAZA et al., 2016; WU et al., 2013).

Os principais compostos fenodlicos ndo antocianinas encontrados na jabuticaba
sdo os acidos galico, elagico, trans-cindmico, m-cumarico e 3,4-dihidroxibenzdico e
quercetina, miricetina, quercetina-3-O-rutinosideo e miricetina-3-O-ramnosideo. As
principais antocianinas encontradas na jabuticaba sdo a delfinidina-3-O-glicosideo e a
cianidina-3-O-glicosideo (INADA et al., 2015). Uma variedade de outros compostos ja

foi identificada, tais como outras antocianinas, flavonois, galotaninos, elagitaninos,
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dentre outros (ALEZANDRO et al., 2013; PLAZA et al., 2016; WU et al., 2013). O
composto encontrado em maior concentracdo na jabuticaba € a cianidina-3-O-
glicosideo, seguida dos galotaninos e elagitaninos e seu acidos derivados (acido galico e
elagico, respectivamente) (INADA et al., 2015; REYNERTSON et al., 2008; WU et al.,
2012).

Na casca e na semente da jabuticaba foram encontrados teores superiores de
fibras, atividade antioxidante e compostos fendlicos totais em relagédo a polpa (GURAK
et al., 2014; INADA et al., 2015; LENQUISTE et al., 2015). GURAK et al. (2014)
prepararam diferentes farinhas provenientes da jabuticaba e observaram que a farinha
preparada a partir do residuo do fruto possui 61% a mais de compostos fendlicos totais e
58% a mais de antocianinas totais do que a farinha preparada com a fruta inteira.
INADA et al. (2015) observaram que o subproduto da jabuticaba possui em sua fracao
solivel teores de 4&cido galico e &cido elagico superiores em 80% e 66%,
respectivamente, quando comparados com a fruta inteira. O mesmo padrdo se seguiu
para as antocianinas delfinidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-glicosideo, que

obtiveram teores superiores em 69% e 60% no residuo, respectivamente.

3.3 Potenciais efeitos benéficos a satide

Frutas de cor escura, como a jabuticaba, sdo muito populares em muitas culturas,
e in vitro e in vivo demonstram que eles sdo benéficos para a saide humana (WU et al.,
2012). Semelhante a outras frutas escuras como a mirtilo, uvas, amora, cereja e outras, a
jabuticaba € rica em constituintes fendlicos, incluindo antocianinas, flavonoides e
elagitaninos. Esses compostos possuem propriedades bioldgicas, incluindo atividade
antioxidante e anti-inflamatéria (WU et al., 2012). Na medicina popular, a jabuticaba
(Myrciaria jaboticaba) é descrita como adstringente, util contra a diarreia, protege a
pele contra irritagdes dérmicas, defende o trato digestério contra inflamagdes intestinais,
impede a elevagédo dos niveis da lipoproteina de alta densidade (LDL) e na melhora da
resisténcia a insulina (HSU et al., 2016).

A atividade anti-inflamatéria da jabuticaba também a torna um alimento
funcional emergente e promissor para fumantes, uma vez que diminui o impacto do
dano pulmonar devido & exposi¢do ao fumo do cigarro. As antocianinas da jabuticaba
exibem boa atividade contra a citotoxicidade do cigarro, além de inibir a producdo de

IL-8, tanto nas células epiteliais que sdo tratadas com extrato de fumo de cigarro pré-
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inflamatorio, quanto nas células das pequenas vias aéreas nao tratadas (REYNERTSON
et al., 2006).

Tambeém ja foi reportado na literatura o efeito antidiabético, bem como protecéo
contra danos hepéticos e degradacdo de colageno, principalmente devido ao perfil de
compostos fenolicos presentes na jabuticaba (PEREIRA et al., 2017). As antocianinas
presentes na casca da jabuticaba ja demonstraram potenciais beneficios no tratamento
da obesidade e da resisténcia a insulina, em animais experimentais (ALEZANDRO et
al., 2010). Os elagitaninos isolados da jabuticaba indicaram que esse fruto pode também
apresentar atividade inibidora de a-glicosidase (WU et al., 2013).

Segundo WU et al. (2013), a jaboticabina (um dos principais compostos
fenolicos da jabuticaba) tem efeitos citotoxicos moderados em linhagens celulares de
cancer de célon HCT-116 e HT-29. A delfinidina-3-O-glicosideo também mostrou forte
citotoxicidade contra linhagens celulares de cancer de colon (HCT116 e SW480). Ja a
cianidina-3-O-glicosideo mostrou apenas uma ligeira citotoxicidade para essas mesmas
linhagens celulares (REYNERTSON et al.,, 2006). LEITE-LEGATTI et al. (2012)
também avaliaram os efeitos antiproliferativos do extrato metanolico da casca de
jabuticaba em 11 diferentes linhagens de células tumorais, tais como glioma (U251),
melanoma (UACC-62), cancer de mama (MCF7), cancer de ovario (NCI-ADR/RES),
cancer de colon (HT29), leucemia (K-562), entre outras. Tal extrato apresentou maior
atividade antiproliferativa na linhagem celular de leucemia (K-562), e 0 seu extrato
insollvel apresentou maior atividade contra uma linhagem celular de cancer de prostata
(PC-3).

E possivel observar com todos os trabalhos citados anteriormente que o0s
compostos encontrados na jabuticaba possuem potencial efeito benéfico a satde. Porém,
quase todos os trabalhos desenvolvidos até 0 momento foram realizados em modelo in
vitro, sendo necessario o desenvolvimento de ensaios clinicos, bem conduzidos, que
demonstrem efetivamente a bioatividade desses compostos bioativos presentes tanto na
jabuticaba como em seus produtos.

4. Bioprocessamento

O bioprocessamento de alimentos € caracterizado pela transformacdo de
matérias-primas alimentares, através da utilizacdo de células vivas ou componentes de

sua maquinaria bioquimica, podendo ser um processo fermentativo ou enzimatico.
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Atualmente, sabe-se que o bioprocessamento promove modificagdes estruturais na
matriz alimentar e, portanto, pode ser empregado pela industria de alimentos com o
intuito de facilitar e/ou aumentar a liberacdo dos compostos fendlicos insollveis das
estruturas celulares e melhorar as caracteristicas sensoriais dos produtos (WANG et al.,
2014).

Um exemplo de bioprocessamento que ja é amplamente utilizado na inddstria
alimenticia é a fermentacdo sourdough, pois melhora textura, volume e vida de
prateleira (KTENIOUDAKI et al., 2015). Outro tipo de bioprocessamento também
utilizado é o enzimético. As principais enzimas utilizadas sdo a xilanase, B-glucanase,
acido ferdlico esterase, fitase, alfa-amilase e celulase, devido as propriedades geradas
aos produtos finais de panificacdo. Os principais efeitos decorrentes do uso das enzimas
incluem o aumento da acessibilidade aos compostos fenolicos, solubilizacdo dos AX,
aumento do volume, melhora da textura da casca e do produto no geral, melhora da
digestibilidade proteica e aumento da biodisponibilidade dos minerais (ABDEL-AAL &
RABALSKI 2013; CODA et al.,, 2015; DZIKI et al., 2014; KTENIOUDAKI and
GALLAGHER, 2012).

As enzimas agem na estrutura dos cereais, como o trigo, alterando mais
especificamente a estrutura das camadas externas (quando estas estdo presentes, como
na farinha de trigo integral), que sdo ricas em fibras (polissacarideos) e consistem
basicamente em celulose, lignina e arabinoxilano (AX), em sua maioria, insoluveis.
Mas, tambem podem agir nas paredes celulares do aleurona (camada que reveste o
endosperma do grdo, como pode ser visto na (Figura 8), que consiste principalmente de
AX soluveis e beta-glucano (COURTIN & DELCOUR, 2002; FREDERIX et al., 2004;
GOESAERT et al., 2005; MESSIA et al., 2016; NORDLOUND et al., 2013).

Os AX insollveis representam 70% a 85% da composicao das paredes celulares
do endosperma. Demonstrou-se que, na auséncia de endoxilanases adicionadas, apenas
10% a 15% dos AX insoluveis sdo solubilizados durante a fase de mistura da massa
(AUTIO, 2006). Os AX insoltveis podem perturbar a formacdo de glaten. Durante a
fermentacdo, eles podem formar intrusdes nas paredes celulares que cercam as células
retentoras dos gases produzidos durante a fermentacdo (AUTIO, 2006). COURTIN et
al. (2001) mostraram que endoxilanases tem uma forte seletividade para hidrolise de
AX insoluveis e que a conversdo destes em AX solubilizados é benéfica para
rendimento de glaten e qualidade de cozimento.
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O teor total de arabinoxilano na farinha de trigo € em média de 2,1% e o teor de
arabinoxilanos soltveis em &gua varia de 0,3% a 0,7%. (AUTIO, 2006). Os AX
influenciam na qualidade da panificacdo, incluindo volume, textura e densidade,
principalmente se sofrerem acdo de enzimas hidroliticas, como a xilanase, que
hidrolisam os AX insollveis, gerando clivagem nas células da parede do gréo,
permitindo que mais agua seja absorvida entre a estrutura da matriz, durante a cocgédo
(CODA et al., 2015; COURTIN & DELCOUR, 2002; MIHHALEVSKI et al., 2012).
Na realidade, a xilanase quebra a xilana em Xilose (acUcar) e cessa sua atividade ao
alcancar a cadeia de arabinose. Nos AX insollveis, a xilanase diminui o grau das
ligacbes moleculares, permitindo que a parede celular absorva mais agua, a0 mesmo
tempo que fragmentos dos AX se solubilizam e aumentam a viscosidade para manter
essa agua na massa (COURTIN & DELCOUR, 2002).

Thickness ——

gl

Length

F Ventral side

Figura 8. Principais componentes morfoldgicos de uma semente de trigo. (a) se¢édo
longitudinal; (b) secdo transversal; (c) segmento da camada de farelo com células de
aleurona e endosperma. E, epiderme; H, hipoderme; I, pericarpo interno; C, células
cruzadas; TC, células de tubo; T, testa; N, nucelar camada; A, camada de aleurona; EN,
endosperma; PE, celulas periféricas do endosperma; PR, células prismaticas do
endosperma; SE, epitelio escutelar; S, escutelo ; EM, embrido. (GRUNDAS, 2003)

As enzimas endo-B-1,4-xilanase séo principalmente responsaveis pela clivagem
das ligagdes B-1,4 entre os residuos de xilose (componente dos xilanos), principal

integrante da hemicelulose. As xilanases também tém vérias aplica¢fes na inddstria de
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alimentos (processamento de frutas e vegetais, fabricacdo de cerveja, produgdo de
vinho, coccdo, entre outros), bem como em outros setores técnicos (producdo de polpa,
papel, téxteis, biorremediacao/bioconversdo). Essas enzimas também podem ser usadas
como suplemento nutricional na alimentacdo animal (AMORIM et al., 2017). Nos
produtos de panificacdo, a adicdo de endoxilanases é benéfica para as propriedades da
massa e a qualidade do pdo (CODA et al., 2015).

As xilanases fornecem, portanto, uma das atividades enzimaticas mais
importantes necessarias para a despolimerizacdo do constituinte hemiceluldsico das
paredes celulares das plantas (BRAGA et al., 2014). Entretanto, um extrato enzimatico
nem sempre possui apenas uma atividade enzimatica. A xilanase € um complexo de
enzimas com multiplas ages, incluindo a feruloil-esterase. Esta € responsavel pela
remocdo de cadeias laterais de acido ferdlico eliminando as ligacGes entre os
polissacarideos e as estruturas de lignina (BRAGA et al., 2014).

Vale ressaltar que, na farinha de trigo integral, os compostos fenolicos estdo
presentes principalmente nas formas insoluveis, associados a componentes da parede
celular (ADOM et al., 2003; OKARTER et al., 2010; DINELLI et al., 2011; HUNG et
al., 2011), o que prejudica sua bioutilizagdo, uma vez que, para promover os efeitos
benéficos a salde, os compostos fenodlicos devem estar sollveis e disponiveis para
absorcdo no organismo humano (PODSEDEK et al., 2014; WANG et al., 2014). Foi
relatado que o bioprocessamento enzimatico dos cereais afeta positivamente o teor de
compostos fenolicos soluveis e, possivelmente, suas propriedades bioativas e benéficas
para a salde (ABDEL-AAL et al., 2013). Portanto, é necessario que estes compostos
passem de sua forma insollvel para sua forma solGvel, de forma que possam se tornar
mais biodisponiveis no organismo humano.

Em particular, o acido feralico parece estar principalmente ligado por ligacGes
ésteres a heteroxilanos, principais componentes de fibras alimentares do farelo, sendo
assim a maior parte ndo esté disponivel para absor¢do no trato gastrointestinal. De fato,
os acidos fenolicos livres compdem menos de 4% dos fendlicos totais em grdos. O
bioprocessamento das farinhas e farelos provoca a degradacdo parcial das paredes das
células liberando compostos fendlicos da fibra presente na matriz do farelo, melhorando
assim a sua biodisponibilidade (KOISTINEN et al., 2016).
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JUSTIFICATIVA
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O péo é um dos produtos mais consumidos no Brasil e no mundo devido ao seu
baixo custo e densidade energética. Quando preparado com farinha integral, este
produto se torna mais rico em fibras, vitaminas, minerais e fitoquimicos, quando
comparado a versao com farinha refinada. Frutas em geral s&o as principais fontes de
compostos bioativos na dieta, podendo ser incorporadas em produtos de panificacdo
como estratégia para melhorar as caracteristicas bioativas destes. No entanto, a
substituicdo parcial da farinha de trigo por farinha de frutas pode trazer aspectos
tecnologicos e sensoriais negativos que podem ser minimizados pela aplicacdo do
bioprocessamento. Juntamente a isso, a utilizacdo do bioprocessamento enzimético de
alimentos como meio tecnoldgico pode aumentar os teores de compostos fendlicos
soltveis no péo integral adicionado de farinha de fruta, melhorando suas propriedades
bioativas. Portanto, no presente trabalho foi elaborada uma farinha proveniente do
subproduto da jabuticaba, casca e semente, a fim de incorpora-la em pées integrais,
sendo assim uma alternativa para reducdo do desperdicio e enriquecimento destes

produtos.
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Objetivo geral

Avaliar o efeito do bioprocessamento enzimatico sobre as caracteristicas
tecnologicas e sobre os teores de compostos fendlicos em paes adicionados de farinha

de jabuticaba.

Objetivos especificos

a) Obter a farinha do subproduto da jabuticaba e avaliar sua capacidade
antioxidante e os teores de compostos fenolicos;

b) Investigar a estabilidade da farinha do subproduto da jabuticaba em relacéo a
capacidade antioxidante e compostos fendlicos ao longo de 90 dias de
armazenamento, em temperatura ambiente sob abrigo da luz;

¢) Verificar o efeito da adigcéo da farinha de jabuticaba em pées sobre a composic¢éo
centesimal, capacidade antioxidante, teor de compostos fendlicos, qualidade
microbioldgica e aceitagdo sensorial de paes tipo forma integral;

d) Awvaliar o efeito da panificagcdo/cocgéo sobre a capacidade antioxidante, teores de
compostos fendlicos dos paes tipo forma integral adicionados ou nédo da farinha
de jabuticaba;

e) Analisar o impacto do bioprocessamento sobre a capacidade antioxidante, teor
de compostos fenolicos, qualidade microbioldgica e aceitacdo sensorial de pées

tipo forma integral adicionados ou ndo da farinha de jabuticaba.
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CAPITULO 1
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PAES INTEGRAIS ENRIQUECIDOS EM COMPOSTOS FENOLICOS POR
MEIO DA ADICAO DE FARINHA DE JABUTICABA (MYRCIARIA
JABOTICABA)

Resumo

O pédo é um dos alimentos mais consumidos no mundo. Atualmente, a adicdo de
diferentes tipos de farinhas de frutas na formulacdo dos paes tem se tornado uma pratica
comum na industria de alimentos. A jabuticaba (Myrciaria jabuticaba) apesar de rica
em compostos fenolicos apresenta alta perecebilidade e geracdo de subprodutos (cascas
e sementes) durante seu processamento. Logo, a elaboracdo de uma farinha de
jabuticaba (FJ) na substituicdo da farinha de trigo se torna relevante. O objetivo deste
trabalho foi elaborar um pédo de forma integral enriquecido com farinha de jabuticaba.
Parametros fisico-quimicos, composi¢do centesimal, capacidade antioxidante (CA) e
teores de compostos fendlicos (CF) foram avaliados na FJ e nos pdes (pdo elaborado
com 100% de farinha de trigo integral — Pl e pdo elaborado com substituicdo de 10% da
farinha de trigo integral pela FJ — PJ). Ao longo de 90 dias de armazenamento, a CA e
os teores de CF da FJ reduziram 81% e 47%, respectivamente. Também foi observada
reducdo dos tons vermelhos da FJ durante o armazenamento. A adigdo da FJ resultou
em pédes com maior teor de residuo mineral fixo e maior CA quando comparado ao PI.
A quantidade de CF também foi aproximadamente trés vezes maior no PJ comparado ao
PI. O processo de panificacdo/coccdo promoveu o aumento do teor de CF sollveis no
PJ. O presente trabalho demonstrou que a adi¢ao de FJ enriquece o pdo com nutrientes e
compostos bioativos, o que sugere a criacdo de um alimento que pode trazer beneficios
a salde.

1. Introducéo

Os produtos de panificacdo sdo consumidos diariamente em grande quantidade
pela populagdo mundial, constituindo uma das principais fontes energéticas da dieta
(KTENIOUDAKI and GALLAGHER, 2012). Estes produtos podem ser apresentados
na forma de pées, biscoitos, massas, entre outros (UCHOA et al., 2009). Quando se
utiliza a farinha de trigo integral, os paes podem ser considerados importantes fontes
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dietéticas de fibra alimentar, vitaminas e micronutrientes, sendo, portanto, de boa
qualidade nutricional (DEWETTINCK et al., 2008). Adicionalmente, também
apresentam em sua composicdo os compostos fenolicos, em especial o acido ferulico,
provenientes do trigo (ABDEL-AAL & RABALSKI 2013; HEMERY et al., 2010).

Diversas propriedades bioldgicas tém sido atribuidas aos compostos fendlicos,
tais como atividade antialérgica, anti-aterosclerética, anti-inflamatoria, antimicrobiana,
antioxidante, antitrombética, anticancerigena e cardioprotetora (ABAZA et al., 2015;
SHAHIDI et al., 2015; WU et al., 2012). A possibilidade de obter estes componentes a
partir de matrizes naturais € interessante, principalmente se estas forem provenientes de
subprodutos da industria de alimentos, normalmente descartados, contribuindo para
solucionar questdes economicas e estimulando a sustentabilidade (STORCK et al.,
2015).

Sabe-se que o processamento térmico, como o forneamento do pédo, pode
provocar alteracdes na composi¢cdo quimica desse alimento, dentre eles, 0 aumento nos
teores do &cido ferulico (ABDEL-AAL & RABALSKI 2013; LIU, 2007; MOORE et
al., 2009). Outro fator que influencia os teores dos compostos fendlicos dos produtos de
panificacdo € a acdo do fermento bioldgico utilizado na preparacdo, que, geralmente é
constituido da levedura Saccharomyces cerevisiae. De fato, as interacGes entre
microrganismos e o ambiente em que estdo alocadas podem gerar uma transformacéo
importante na composicdo dos ingredientes da massa cujos efeitos podem conferir
propriedades funcionais ao produto (KATINA et al.,, 2007a). Além da melhora de
qualidade sensorial (aroma, textura, sabor e cor), a fermentacdo age ocasionando a
polimerizacdo e solubilizacdo dos compostos fendlicos, o que pode aumentar sua
biodisponibilidade (SAA et al., 2017).

A jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) é uma fruta nativa da mata atlantica, muito
apreciada do ponto de vista sensorial e de importancia nutricional por apresentar altos
teores de fibras alimentares, vitaminas e minerais, em especial ferro, cobre e vitamina C
(INADA et al., 2015). Ela é encontrada de forma espontanea em grande parte do Brasil,
porém a maior produtividade se da nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo
Paulo. E uma planta que produz frutos globulares com uma casca de coloragdo purpura
e polpa doce e esbranquicada. Varias espécies sdo encontradas, sendo a Myrciaria
jaboticaba a principal. Além dos constituintes nutricionais, a jabuticaba se destaca por
possuir altos teores de compostos fendlicos, dentre eles: os &cidos galico, elagico, 3,4-

dihidroxibenzbico, trans-cindamico e m-cumarico, delfinidina-3-O-glicosideo, cianidina-
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3-O-glicosideo, quercetina, miricetina, quercetina-3-O-rutinosideo e miricetina-3-O-
ramnosideo (INADA et al., 2015; PEREIRA et al., 2017; PLAZA et al., 2016;
REYNERTSON et al., 2006; WU et al., 2013).

Sabe-se que os compostos fenolicos da jabuticaba apresentam importantes
caracteristicas antioxidantes devido as suas estruturas quimicas aromaticas dotadas de
atomos de oxigénio que atuam como receptores de elétrons, agindo contra os radicais
livres, além de possuirem outras propriedades benéficas a salde (GANESHPURKAR et
al., 2017; LARROSA et al., 2010; ROIDOUNG et al., 2016; SEPULVEDA et al., 2011;
VERMA et al., 2013). As antocianinas presentes na jabuticaba também apresentam
propriedades bioldgicas, tais como antioxidantes, anti-inflamat6rias e antitumorais
(ANWAR et al., 2014; DING et al., 2006; SASAKI et al., 2007), com enfoque para as
propriedades antitrombdticas e contra a disfuncdo endotelial e vascular (ANWAR et al.,
2014; SERRAINO et al., 2003; YANG et al., 2012).

Atualmente, muitas frutas sdo caracterizadas por possuirem elevados teores de
compostos fenolicos. Em relagdo a Myrciaria jaboticaba, apesar de seu elevado
potencial bioativo, a fruta é muito perecivel, o que prejudica sua comercializacdo
(ASCHERI et al., 2006; CITADIN et al., 2010). Entretanto, as cascas e sementes da
jabuticaba possuem compostos fendlicos que sdo benéficos a salde e que estdo sendo
atualmente, pouco aproveitadas na industria. A elaboracdo de uma farinha com esses
subprodutos e sua incorporacdo em produtos de panificacdo pode ser uma alternativa
para reducdo do desperdicio e enriquecimento da dieta. Portanto, o objetivo do presente
trabalho foi desenvolver uma farinha de jabuticaba proveniente dos subprodutos do
fruto e avaliar sua estabilidade quimica. Adicionalmente, objetivou-se avaliar o efeito
da adicdo desta farinha em pées integrais sobre os teores de compostos fenolicos,
atividade antioxidante, composicdo centesimal, qualidade sensorial e microbiolégica
destes produtos bem como o efeito da panificacdo sobre os teores dos compostos

fenélicos.

2. Material e métodos

2.1. Material, solventes, reagentes e padrdes

Fluoresceina, 2,4,6-Tris(2-piridil)-S-triazina (TPTZ), é&cido (z)-6-hidroxi-

2,5,7,8-tetrametil-cromano-2-carboxilico (Trolox), reagente de Folin & Ciocalteu, e
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cloreto férrico foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).
Sulfato de ferro (I1) foi adquirido da Merck (Darmstadt, Alemanha). Todos os solventes
foram grau CLAE e adquiridos da Tedia (Fairfield, OH, EUA). Agua grau CLAE
(sistema Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, EUA) foi utilizada em todos o0s
experimentos. Os padrGes comerciais de antocianinas e ndo antocianinas foram
adquiridos, respectivamente, da Indofine Chemical Co. (Hillsborough, NJ, EUA) e
Sigma-Aldrich Chemical Co. Filtro de seringa de PTFE hidréfilo (13 mm x 0,45 um) foi
adquirido da Analitica (Sao Paulo, SP, Brasil).

2.2. Elaboracéo da farinha de jabuticaba e dos péaes

As jabuticabas foram adquiridas na CADEG (Mercado Municipal do Rio de
Janeiro), sanitizadas e armazenadas a -20 °C até o momento da elaboracéo da farinha. O
subproduto da jabuticaba, que consiste nas cascas e sementes, foi obtido apOs
despolpamento para obtencdo de suco de jabuticaba. O subproduto foi embalado a
vacuo e armazenado a -20 °C até o momento da elaboracdo da farinha da jabuticaba
(FJ). A FJ foi obtida apds desidratacdo em estufa com circulagdo forcada de ar (55 °C
por 14 h). A combinacdo de tempo e temperatura de estufa foi determinada a partir de
uma pesquisa prévia feita pelo nosso grupo de pesquisa. Apds a secagem, a amostra foi

moida (All, IKA® Werke, Staufen, Alemanha) e armazenada em sacos plasticos

estéreis a vacuo e acondicionadas a temperatura ambiente sob abrigo de luz por 90 dias.

O péo integral (PI) foi preparado de acordo com Castelo-Branco et al. (2016)
com modificagdes, utlizando méquina de pdo automética (BK2000B, Breadman,
Middleton, WI) nas condicdes pré-estabelecidas pelo fabricante. Os ingredientes foram
adicionados na seguinte ordem: 245 mL de agua, 8 g de acUcar mascavo, 3 g de sal de
cozinha, 15 mL de azeite extra virgem, 270 g de farinha de trigo integral, 30 g de farelo
de trigo e 3 g de fermento seco (Saccharomyces cerevisiae). O pédo de jabuticaba (PJ)
foi preparado de forma semelhante ao PI, mas substituindo parcialmente a farinha de
trigo integral por 10% da farinha do subproduto da jabuticaba. As massas cruas, antes
de serem fermentadas, e os pées, logo apds o preparo, foram arrefecidos a temperatura
ambiente, cortados em pequenas fatias, moidos em um moinho de laboratério (All,

IKA® Werke, Staufen, Alemanha), selados a vacuo e armazenados a -20 °C até a

analise. Os pées foram feitos em duplicata sendo preparado um pool destas duplicatas
congeladas para todas as analises posteriores. Todos os ingredientes necessarios para a
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fabricacdo dos pées foram adquiridos em mercados locais na cidade do Rio de Janeiro,

Brasil.

2.3. Determinacao da composigao centesimal

A determinacdo dos teores de umidade, residuo mineral fixo, proteinas, lipideos
totais e fibras dietéticas totais (método enzimatico-gravimétrico) foi realizada de acordo
com os métodos oficiais da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2000).
Os teores de carboidratos foram calculados pela diferenga entre 100% e a soma das
porcentagens de umidade, residuo mineral fixo, proteinas, lipideos totais e fibra
alimentar. Todas as analises foram realizadas em triplicata na farinha de jabuticaba e
nos paes.

O valor calérico total foi calculado com base nos teores de lipideos, proteinas e
carboidratos multiplicados pelos fatores de conversédo de Atwater (9 kcal/g, 4 kcal/g, e 4
kcal/g, respectivamente).

2.4. Anélises fisico-quimicas

O valor de pH da farinha de jabuticaba, dos paes e das massas cruas foi
determinado conforme descrito no Manual de Métodos Fisico-Quimicos de Analise de
Alimentos do Instituto de Adolfo Lutz (2008).

As coordenadas colorimétricas foram mensuradas nas mesmas amostras citadas
anteriormente logo apds o preparo das massas e dos pdes em equipamento Konica
Minolta CR-400 (Konica Minolta, Tokyo, Japdo). O equipamento foi calibrado com
iluminante D65 (2° angulo observador) usando uma placa branca padrdo. Foram
avaliados, através do CIELab, os parametros: L* (brilho ou luminosidade; 0 = preto,
100 = branco), a* (-a*, verde; +a*, vermelho) e b* (-b*, azul; +b*, amarelo).

O volume e a densidade dos pdes foram determinados de acordo com
metodologia descrita pela American Association of Cereal Chemistry (AACC, 2001).

O rendimento foi determinado segundo a seguinte equacao:

Rendimento (%) = peso final do pdo / peso inicial massa crua X 100
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2.5. Avaliagdo da capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante foi avaliada, em triplicata, na farinha de jabuticaba,
nas massas cruas e nos paes, pelos métodos espectrofotométricos FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power), TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) e Folin-
Ciocalteau). Para realizacdo dos ensaios, cerca de 2 g das amostras foram pesadas em
tubo falcon e adicionados de 10 mL de solucdo aquosa de metanol 40%. Os tubos foram
agitados em vortex por 1 min e centrifugados por 10 min a 3000 rpm. O sobrenadante
foi transferido para um baldo volumétrico de 25 mL e o residuo foi re-extraido mais
uma vez. Os sobrenadantes foram homogeneizados e o baldo foi avolumado com agua

destilada, dando origem ao extrato que foi analisado.
2.5.1. Ferric Reduction Antioxidant Power (FRAP)

Este ensaio foi realizado de acordo com metodologia adaptada de BENZIE &
STRAIN (1996). As solucBes estoque de tampdo acetato de sédio 300 mM (pH 3,6),
TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) 10mM e cloreto de ferro 20 mM foram utilizadas para
o0 preparo do reagente de FRAP, nas proporcdes de 10:1:1, respectivamente. O reagente
de FRAP foi mantido a temperatura de 37 °C até o momento de sua utilizagcdo. Foram
adicionados a uma microplaca de 96 pocos, 20uL das diferentes concentraces do
padrdo e dos extratos e 180 pL da solucdo de FRAP em uma placa de 96 pocos. A placa
foi mantida a 37 °C por 6 minutos em ambiente escuro e, apds esse periodo, a leitura foi
realizada por espectrofotdmetro de microplacas (Biochrom Anthos Zenyth 200st

microplate reader) a 593 nm. Os resultados foram expressos em pmol Fe+2/100 g de

farinha, em base seca. Cada extrato foi analisado em duplicata.

2.5.2. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC)

O ensaio de TEAC foi realizado de acordo com a metodologia adaptada de RE et
al. (1999). O preparo da solucdo estoque do radical 2,2’-Azino-bis (4cido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) de diamonio (ABTS) foi realizado pela reagdo entre
persulfato de potassio (K2S208) e ABTS por 12 h a 16 h antes do uso. A solucdo
estoque do radical ABTS foi diluida (1:50) de forma que a leitura da absorbancia da

solucdo, & 720 nm, fosse de 0,70+0,02. Dez microlitros do extrato foram pipetados em
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placa de 96 pocgos e adicionados de 190 uL da solucdo diluida do radical ABTS. A
leitura da absorbancia foi realizada a 720 nm em espectrofotdmetro de microplacas
(Biochrom Anthos Zenyth 200st microplate reader) e subtraida da absorbancia do
branco. A quantificacdo foi realizada utilizando-se uma curva padrdo de Trolox. Os
resultados foram expressos em mmol de equivalentes de Trolox/100 g de farinha, em
base seca. Cada extrato foi analisado em duplicata.

2.5.3. Folin-Ciocalteu

O ensaio de Folin-Ciocalteu foi realizado conforme descrito por SINGLETON
et al. (1999). Duzentos microlitros do extrato foram misturados com 1400 uL de agua
Milli-Q, 100 uL de reagente Folin-Ciocalteu e 300 pL de solugdo de carbonato de sodio
(Na2C0s) 20%. Apos a homogeneizacgéo, a mistura foi mantida a 40 °C por 30 minutos.
A absorbancia da solucdo foi medida a 765 nm, usando o espectrofotémetro de
microplacas (Biochrom Anthos Zenyth 200st microplate reader). A quantificagcdo foi
realizada pela curva padrdo de &cido galico, sendo os resultados expressos em mg de
equivalentes de acido galico/100 g de farinha, em base seca. Cada extrato foi analisado

em duplicata.

2.6. Compostos fendlicos soluveis e insolUveis por CLAE-DAD

Extracéo

A extracdo de compostos fendlicos solUveis e insolveis na farinha de jabuticaba
e nas massas, antes da fermentacao, e nos pées integral e de jabuticaba foi realizada em
duplicata, conforme descrito por CASTELO-BRANCO et al. (2016), com adaptacdes.

A andlise de compostos fendlicos sollveis, extraiu-se 1 g de cada amostra
durante 5 min com 10 mL de solucédo etanol:agua (80:20, v/v) e posterior centrifugacéo
(2500 x g, 5 minutos, 10 °C, Sorvall ST 16R, Thermo Scientific TM, Osterode,
Alemanha) da mistura. O sobrenadante foi recolhido e o residuo proveniente foi
novamente extraido nas mesmas condi¢des. Os sobrenadantes foram combinados, o
solvente foi evaporado em rotaevaporador (IKA RV 10 D, Campinas, SP, Brasil) e o
residuo seco foi reconstituido em 10 mL de dgua e armazenado a -20 °C até 0 momento
da analise.

Para analise de compostos fenolicos insollveis, o residuo obtido apos a etapa
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anterior foi submetido as hidrdlises alcalina e acida, como se segue. Na hidrolise
alcalina, o residuo foi incubado durante 16 h, no escuro, com 12 mL de agua e 5 mL de
NaOH (10 M) a temperatura ambiente com agitacdo orbital (Biomixer VDRL Kline
com temporizador TS 2000A). Posteriormente, o pH foi ajustado para 2,0 com HCI
concentrado e a mistura foi extraida com 10 mL de acetato de etila, centrifugada (2500
X g, 5 minutos, 10 °C) e, apds recolher o sobrenadante, o residuo foi re-extraido mais
duas vezes nas mesmas condigdes. Os sobrenadantes foram combinados, o solvente foi
evaporado em rotaevaporador, o residuo seco foi reconstituido em 10 mL de
metanol:agua (80:20, v/v) e armazenado a -20 °C até o momento da analise.

Para a hidrodlise acida, o residuo da hidrolise alcalina foi incubado com 2,5 mL
de HCI concentrado a 85 °C durante 30 min. Em seguida, o mesmo foi submetido a
extracdo com acetato de etila, como descrito anteriormente para a hidrélise alcalina.

Os resultados obtidos a partir da analise dos extratos obtidos apos as hidrélises
alcalina e acida foram combinados para representar o teor de compostos fenolicos
insollveis. O teor total de compostos fendlicos é representado pela soma do teor de
compostos fenolicos sollveis e insolaveis.

Todos os extratos foram filtrados através de filtros de membrana de éster de
celulose de 0,45 um (Analitica, Brasil) antes da analise por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE).

Condic¢6es cromatograficas

O sistema de cromatografia liquida (Shimadzu®, Japéo) incluiu bomba LC-
20AT, detector de arranjo de diodos modelo SDP-MD20A, auto injetor SIL-20AHT, e
degaseificador DGU-20As, pseudo gerenciado por um controlador CBM-20A,
conectado diretamente a um computador equipado com o Software LabSolutions
(Shimadzu Corporation®, versdo 5.82, 2015).

A separacdo cromatografica de compostos fenolicos ndo antocianinas foi
realizada utilizando uma coluna de fase reversa (C18, 5 pum, 250 mm x 4,6 mm,

® L . . _
Phenomenex ). Foi utilizado um sistema gradiente de eluicdo composto por duas fases:

solucdo aquosa de acido formico 1% (eluente A) e acetonitrila (eluente B), com fluxo de
1,0 mL/min. Antes da injecdo, a coluna foi equilibrada com 18% do eluente B. Apds a
injecdo da amostra, essa propor¢do amentou para 20% de B em 1 min, 43% de B em 18
min e 85% de B em 23 min, sendo mantida constante até 30 min. Entre as injecdes,
intervalos de 10 min foram utilizados para re-equilibrar a coluna com 18% do eluente B.
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Os compostos fendlicos ndo antocianinas foram monitorados por detector DAD de 190
a 370 nm.

A separagdo cromatografica das antocianinas foi realizada usando uma coluna de
® . .
fase reversa (C18, 5 um, 150 mm x 4,6 mm, Phenomenex ). Foi utilizado um sistema

gradiente de eluicdo composto por duas fases: acido formico 1% e acetonitrila 2% em
agua milli-Q (eluente A) e acido formico 1% e acetonitrila 2% em metanol (eluente B),
com fluxo de 1,0 mL/min. Antes da injecdo, a coluna foi equilibrada com 23% de
eluente B. Apos a injecdo da amostra, essa propor¢do permaneceu constante até 2 min e
aumentou para 95% de B em 10 min e em seguida, diminuiu para 23% de B em 11 min,
sendo mantida constante até 20 min. Entre as inje¢0es, intervalos de 10 min foram
utilizados para re-equilibrar a coluna com 23% do eluente B. As antocianinas foram
monitorados por detector DAD no comprimento de onda de 530 nm.

A identificacdo dos compostos foi realizada por comparagdo com o tempo de
retencdo e o espectro de absorcdo do respectivo padrdo e a quantificacdo foi realizada
por calibragdo externa. Os dados foram adquiridos pelo Software LabSolutions

(Shimadzu Corporati0n®, versdo 5.82, 2015).
2.7. Analise sensorial e microbiolégica

Todos os pédes foram analisados para pesquisa de coliformes a 45 °C,
Staphylococcus coagulase positiva, Bacillus cereus e Salmonella sp (APHA, 2001), de
acordo com os padrdes da RDC n® 12 (ANVISA). As analises foram realizadas por uma
empresa terceirizada em no maximo 24 h ap6s o preparo das mesmas.

Os pées foram avaliados por 100 provadores ndo treinados no dia seguinte ao
preparo dos mesmos. A aceitacdo do produto foi avaliada por intermédio de uma escala
hedbnica de nove pontos, tendo como pontos de ancora superior e inferior as expressoes
“gostei extremamente” e “desgostei extremamente”, respectivamente, € comO ponto
central “ndo gostei nem desgostei”. Os parametros testados foram aspecto global, cor da
casca, cor do miolo, textura, sabor, sabor residual e aroma.

Primeiramente, 0s participantes responderam um questionario pessoal que
caracteriza o perfil dos provadores (Anexo 1).

A intencdo de consumo foi mensurada por meio de uma escala hedénica de 7
pontos, tendo como ponto de ancora superior e inferior as expressdes “comeria sempre”

e “nunca comeria”, respectivamente, € como ponto central “comeria ocasionalmente”.

33



A intencdo de compra foi avaliada com o emprego de escala hedénica de cinco
pontos, tendo como pontos de ancora superior e inferior as expressdes “certamente
compraria” e “certamente ndo compraria”, respectivamente, e como ponto central
“talvez compraria, talvez ndo compraria” (MEILGAARD et al., 2007). Todos os
questionarios encontram-se detalhados nos Anexos 2 e 3.

As anélises foram realizadas em laboratdrio livre de odores e cores fortes. As
amostras foram expostas em recipientes idénticos, codificadas com numeros aleatorios
de trés digitos e cada amostra recebeu um namero diferente. As amostras (péo integral e
pdo de jabuticaba) foram oferecidas ao mesmo tempo, juntamente a um copo de agua.
As porcdes foram oferecidas com casca e miolo e seu tamanho foi retangular com 2 cm
de largura e 3 cm de comprimento.

Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo 4). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho/UFRJ (parecer n° 1.067.045).

2.8. Analises estatisticas

O efeito do tempo de armazenamento sobre a capacidade antioxidante e 0s
teores de compostos fendlicos da farinha de jabuticaba foram avaliados por meio de
andlise de variancia (ANOVA-one way), seguida de pds-teste de Tukey.

Os resultados da andlise sensorial e os resultados da composicdo centesimal dos
pées foram avaliados por meio de Teste t pareado.

O efeito da substituicdo parcial da farinha de trigo integral pela farinha de
jabuticaba e o efeito da panificacdo/coc¢édo sobre a capacidade antioxidante e os teores
de compostos fendlicos foram avaliados por meio de analise de variancia (ANOVA-two
way), seguida de pds-teste de Tukey.

Todas as analises estatisticas foram realizadas com auxilio do Software Graph

PadPrism 5.0 e foram considerados significativos valores de p < 0,05.
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3. Resultados e discusséo
3.1. Caracterizacao da farinha de jabuticaba e efeito da estocagem
3.1.1. Composicao centesimal, parametros fisicos e quimicos
A farinha de jabuticaba foi obtida por secagem em estufa das cascas e sementes

da jabuticaba, gerando rendimento de 20%. A composic¢do centesimal da farinha de

jabuticaba esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Composicéo centesimal da farinha de jabuticabal.

(%) Farinha de jabuticaba
Umidade 10,7+2,5
Residuo mineral fixo 2,7+0,07
Proteinas 2,6+0,1
Lipideos 0,8+0,1
Fibras solaveis 1,6+0,2
Fibras insoluveis 39,3+0,6
Carboidratos 42,3+0,9

Kcal total 186,6

L JOR T -
Resultados expressos em base seca como médiatdesvio
padrdo de triplicata.

Adicionalmente, os teores de residuo mineral fixo, proteinas e lipideos
também estdo de acordo com os relatados na literatura para o subproduto da jabuticaba
(DESSIMONI-PINTO et al.,, 2011). Resultados semelhantes foram encontrados na
farinha de subproduto da jabuticaba obtida a partir de frutas adquiridas em Santa
Catarina, que apresentou 11,5 g/100 g de umidade, 2,4 g/100 g de residuo mineral fixo,
1,3 g/100 g de proteinas e 0,3 g/100 g de lipideos (GURAK et al., 2014).

No entanto, ao avaliar os teores de fibras, os dados observados encontram-se
maiores ou menores quando comparado aos outros estudos da literatura. LEGATTI et al.
(2012) relataram teores de fibras soltvel e insolGvel na farinha da casca da jabuticaba de
5% e 20%, respectivamente. Apesar dos teores de fibras terem sido diferentes ao
observado no presente trabalho, a distribuicdo entre fibra soltvel e insoltvel foi similar.
Isso pode ter ocorrido por apesar de LEGATTI et al. (2012) também terem utilizado um
método enzimatico-gravimétrico para avaliar os teores de fibras de suas amostras, as
enzimas utilizadas foram diferentes das usadas na presente dissertacdo: pepsina,

pancreatina e alcalase (ASP et al., 1983) e eles trabalharam com a
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casca apenas. Em contraste, GURAK et al. (2014) relataram teores de fibras sollvel e
insollvel na farinha de jabuticaba de 10,7% e 6,5%, respectivamente. Além dos teores
relatados terem sido menores do que os observados, a distribui¢do também foi diferente.
GURAK et al. (2014) utilizaram 0 mesmo método enzimatico-gravimetrico para avaliar
os teores de fibras de suas amostras, mas a farinha produzida em seu trabalho foi
desenvolvida apenas com a casca da jabuticaba e ndo com a casca e a semente, 0 que
pode ter influenciado nos teores inferiores de fibras do produto final.

A farinha de jabuticaba apresentou um pH acido (3,3), fator importante, visto
que as antocianinas, principal classe de compostos fendlicos da farinha de jabuticaba, é
mais estavel em pH &cido (FERNANDES et al., 2008). Adicionalmente, torna o meio
menos propicio para o desenvolvimento de microrganismos.

As coordenadas colorimétricas caracterizam a farinha de jabuticaba com baixa
luminosidade (L* = 38,1) e destacam a presenca das colora¢des vermelho (a* = 15,1) e
amarelo (b* = 4,4) (Figura 1). Essas coordenadas encontram-se um pouco diferentes
das relatadas na literatura (GURAK et al., 2014), no qual a farinha de jabuticaba foi
caracterizada por uma coloracdo mais escura e avermelhada (L* = 32,0; a* = 37,7; b* =
7,5) provavelmente devido ao fato de que a farinha foi obtida por liofilizacao e ndo por
desidratacdo em estufa, conforme desenvolvida nesse trabalho.

Ao final do armazenamento da farinha (ap6s 90 dias), observou-se que a
luminosidade e a coloracdo vermelha reduziram e o contrario foi observado para a
coloracdo amarela (L* = 35,4; a* = 13,8; b* = 5,9), demonstrando que a farinha se
tornou mais escura ao longo do tempo e que as antocianinas, caracterizadas pelos tons
arroxeados e vermelhos, se degradaram. Esse padrédo de alteracdo de cor pode ser
observado desde o trigésimo dia de armazenamento (Figura 1).
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Figura 1. Coordenadas colorimétricas avaliadas por L* (A), *a (B) e *b (C) na farinha
de jabuticaba ao longo de 90 dias de armazenamento. Resultados expressos como
médiaxdesvio padrdo de trés replicatas. Letras diferentes indicam diferenca significativa
entre as médias (One-way Anova, seguido de pos-teste de tukey, p<0,05).

3.1.2. Perfil de compostos fenolicos

Foram identificados e quantificados na farinha de jabuticaba nove compostos
fendlicos (&cidos elagico, galico, m-cumarico e miricetina, quercetina, miricetina-3-0O-
ramnosideo, quercetina-3-O-rutinosideo, delfinidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-
glicosideo) (Tabela 2). Desses, as antocianinas (delfinidina-3-O-glicosideo e cianidina-
3-O-glicosideo) estavam presentes apenas na fracdo sollvel e a cianidina-3-O-
glicosideo foi o fendlico mais abundante na jabuticaba (36%), corroborando com
relatados da literatura (INADA et al., 2015; REYNERTSON et al., 2008; WU et al.,
2012). Todos os compostos fendlicos identificados na farinha de jabuticaba ja foram
previamente identificados na fruta (INADA et al., 2015; PLAZA et al., 2016; WU et al.,
2013).
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Tabela 2. Teor de compostos fendlicos (mg/100q, bs) da farinha de jabuticaba ao longo 90 dias de armazenamentol.

Composto

Extrato

Tempo de armazenamento (dias)

0 30 60 90

Acido galico 37,4+0,1° 64,1+18,3"" 91,1+3,1°" 22,9+1,47
Acido m-cumérico 0,2+0,00° ND* ND* ND*
Miricetina-3-O-ramnosideo 3,6+0,3° ND* ND* ND“
Quercetina-3-O-rutinosideo 19,441,3° 6,740,6 7,30,3" 9,5+1,0°
Acido elagico Fracdo solivel 74,1:8,4:l 120,311,3L 105,915,7“ 32,112£,1”
Miricetina 1,640,1 0,9+0,0 ND ND
Quercetina 0,3+0,0° 0,2+0,0" ND* ND*
Delfinidina-3-O-glicosideo 71,10,3" 50,0+3,1" 47,740,4" 49,743,6"
Cianidina-3-O-glicosideo 611,145,1° 412,026,5" 388,9+18,9" 446,6246,6"

Subtotal 818,6+16,2" 705,1+61,1"" 671,6+19,1™" 498,7+23,8""
Acido gélico 50,5+0,4° 47,9+0,3° 43,5+0,3"" 52,4+4,2°"
Miricetina-3-O-ramnosideo 3,210,2'1 ND* ND* ND“
Quercetina-3-O-rutinosideo 11,941,4% 8,8+1,0" 8,1+0,2"" 4,2+0,4"
Acido elagico Fragéio insolivel 783,0115,}‘1 372,5121b1” 414,2122,3”'“ 329,6¢5,1:””
Acido 3,4-dihidroxibenzoéico 15,4+1,5 7,81£0,5 5,7+0,3 6,6£0,3
Miricetina 1,3+0,0° 0,8+0,0° ND* ND“
Quercetina 3,2+0,1° 3,1+0,1° ND* ND*

Subtotal 853,0+12,9”" 433,0£22,4° 500,0£25,7° 386,89,7°"
Total 1.679,8+8,3" 1.146,4+83,3 1.177,5+44.4° 892,2+14,4"

1 JOR T - ~ A - - R . . R
Resultados expressos em base seca como médiatdesvio padrdo de trés replicatas. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca

significativa entre as méedias (One-way Anova seguido de pos-teste de Tukey, p<0,05). 2Nélo detectado.
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O teor total de compostos fendlicos na farinha de jabuticaba no tempo zero (ap6s
a obtencdo) foi de 1.680 mg/100 g (Tabela 2), sendo 49% do total encontrado sob a
forma soltvel e 51% na forma insoltvel. Esses dados séo semelhantes aos encontrados
por INADA et al. (2015), que avaliaram o subproduto despolpado da jabuticaba e
encontraram um total de compostos fendlicos de 1.658 mg/100 g. No entanto, diferente
do encontrado no presente trabalho, INADA et al. (2015) relataram que 74% do teor
total dos compostos fendlicos estava presente sob a forma sollvel. E importante
destacar que esses autores empregaram a liofilizacdo ao subproduto da jabuticaba, o que
pode ter favorecido essa mudanga de perfil. As principais diferencas observadas no
perfil dos compostos fenolicos estdo relacionadas ao teor de antocianinas (sendo no
presente estudo observado menor teor), e ao teor dos &cidos galico e elégico (fracdo
insoltvel), sendo no presente estudo apresentado teores mais elevados. Tais achados
provavelmente podem ser atribuidos ao processo de desidratacdo empregado no
presente extrato, que é associado ao calor e pode ter favorecido a degradacdo das
antocianinas e a hidrélise de galotaninos e elagitaninos em acido gélico e elagico,
respectivamente (HAGER et al., 2010; MERCALI et al., 2015; PLAZA et al., 2016;
SANTOS et al., 2012; WU et al., 2012).

Este perfil também pode ter sido alterado visto que a matéria-prima utilizada no
trabalho de INADA et al. (2015) e no presente trabalho foi a mesma, e o tempo de
armazenamento dos subprodutos até as analises realizadas no presente trabalho foi
maior ao tempo de armazenamento do trabalho de INADA et al. (2015), o que pode ter
levado a uma degradacdo maior das antocianinas dos subprodutos de jabuticaba, mesmo
tendo sido armazenada sob refrigeracdo e a vacuo. O aumento do teor de acido galico
também pode ser associado a reducdo do contetdo de delfinidina-3-O-glicosideo, uma
vez que o 4cido galico é um produto de degradagdo desse composto formado pela fisséo
do anel B da delfinidina (SINELA et al., 2017).

Ao final do armazenamento foi observada uma reducdo de 47% no teor total dos
compostos fendlicos, sendo respectivamente de 39% na fracdo sollvel e 55% na insoltvel
(Tabela 2). No tempo inicial, os principais compostos fendlicos ndo antocianinas presentes
na fracdo sollvel sdo os &cidos elagico e galico, e os fendlicos antocianinas sdo a
delfinidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-glicosideo (Tabela 2). Desses, somente o &cido
galico ndo apresentou reducdo ao final de 90 dias de armazenamento. Pelo contrario, foi
observado um aumento de 59% no teor deste acido apds 60 dias de armazenamento e

aumento de 38% ap0s 30 dias quando comparado com
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o tempo zero. O mesmo aconteceu com o acido elagico, porém com 0s percentuais de
62% e 43%, respectivamente. Adicionalmente a isso, pode-se observar uma reducgéo de
57% no teor total do &cido elagico na fracdo soluvel apds 90 dias de armazenamento
(Tabela 2). Tal fato pode ser explicado pela possivel despolimerizacdo de galotaninos e
elagitaninos (PLAZA et al., 2016; WU et al., 2012). A despolimerizagdo de elagitaninos
e galotaninos em &cido elagico e galico durante o armazenamento a 25 °C em produtos
provenientes de berries processados ja foi relatada (HAGER et al., 2010; ZAFRILLA et
al., 2001). Considerando que os elagitaninos e galotaninos ndo sao absorvidos pelo
organismo nas suas formas integras, a sua despolimerizacdo para os &cidos elagico e
galico pode ser benéfica ao consumidor, pois esses compostos sao mais biodisponiveis.
Porém, ap6s um tempo prolongado de armazenamento o aumento nos teores dos acidos
fenolicos na matriz da farinha de jabuticaba ndo se mantém, pelo contrario, 0s teores
tendem a reduzir apds 60 dias de armazenamento (Tabela 2).

Ja em relacdo as antocianinas, a delfinidina-3-O-glicosideo sofreu degradacéo de
30% apds os 90 dias de armazenamento e cianidina-3-O-glicosideo de 27%. Sabe-se

gue as antocianinas sao compostos instaveis (INADA et al. 2015).
3.1.3. Capacidade antioxidante

Logo apo6s a obtencgdo da farinha de jabuticaba (tempo zero de armazenamento),
os valores de capacidade antioxidante avaliados pelos métodos FRAP, TEAC e Folin-
Ciocalteu foram, respectivamente, 190,5 mmol Fe+2/100 g, 157,3 mmol ET/100ge, 7,5
g EAG/100 g (Figura 1). INADA et al. (2015), relataram valores de capacidade

.. . . . . +2
antioxidante da jabuticaba inferiores (71,2 mmol Fe /100 g, 43,5 mmol ET/100 g e 6,0

g EAG/100 g) quando comparados ao presente estudo. Nossos resultados também se
mostraram superiores em relacdo a capacidade antioxidante quando comparada a
farinha de outras frutas, como damasco, camu-camu, framboesa, morango, blueberry,
cereja, goiaba, cranberry e uva vermelha (BENNET et al., 2011; DE SOUZA et al.,
2014; FRACASSETTI et al., 2013; NUNES et al., 2016; OSZMIANSKI et al., 2015;
ZHAO et al., 2015).

Por outro lado, LENQUISTE et al. (2015), ao avaliarem a capacidade
antioxidante de farinha de jabuticaba, obtiveram resultados superiores quando avaliado

pelos métodos FRAP e TEAC (410,7 mmol Fe+2/100 g e 223,1 mmol ET/100 g,

respectivamente) e inferiores quando avaliado pelo método de Folin (3,6 g EAG/100 g).
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Essas diferencas podem ser explicadas devido a origem de cultivo da fruta, a espécie de
jabuticaba estudada bem como a forma de obtencdo da farinha, visto que esses autores
obtiveram a farinha de jabuticaba por liofilizacdo. Ja foi relatado na literatura que este
método favorece a manutencdo da capacidade antioxidante natural quando comparado
com os métodos de desidratacdo que envolve calor, que pode ser o responsavel pela
degradacdo de compostos antioxidante (SOGI et al., 2015). Um trabalho foi encontrado
na literatura, no qual obtivera farinhas com atividade antioxidante inferior a encontrada
na farinha de jabuticaba obtida no presente trabalho (LEAO et al., 2017). Isso pode ter

ocorrido visto que a farinha preparada neste estudo ndo utilizou a semente em sua

composicao.
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Figura 2. Capacidade antioxidante determinada pelos métodos FRAP (A), TEAC (B) e
Folin-Ciocalteu (C) na farinha de jabuticaba ao longo de 90 dias de armazenamento.
Resultados expressos em base seca como médiazdesvio padrdo de trés replicatas. Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre as medias, para 0 mesmo método (One-
way Anova, seguido de pos-teste de tukey, p<0,05). EAG: equivalentes de &cido gélico

Ap6s 90 dias de armazenamento foi observada uma reducdo da capacidade

antioxidante de 94%, 71% e 77%, respectivamente, quando avaliada pelos métodos
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FRAP, TEAC e Folin-Ciocalteu (Figura 2). Sabe-se que a jabuticaba € uma fruta rica
em antocianinas (ALEZANDRO et al., 2013; INADA et al. 2015; PLAZA et al., 2016;
WU et al.,, 2013) que se oxidam com facilidade (CHOI et al., 2002; GARCIA-
VIGUERA & BRIDLE 1999), especialmente devido a exposicdo a luz, a altas
temperaturas e ao pH alcalino (SANTOS et al., 2012; ZILIC et al., 2016). Portanto, a
reducdo da capacidade antioxidante da farinha de jabuticaba ao longo do
armazenamento pode ser atribuida a essa instabilidade das antocianinas, conforme sera

detalhado posteriormente.

3.2. Efeito da incorporacéo de farinha de jabuticaba em pées integrais

3.2.1. Composicao centesimal e pardmetros fisicos

Segundo a RDC n° 12 (1978), é definido como “pao integral” o produto
preparado com no minimo 50% de farinha de trigo integral. No presente trabalho o pdo
integral foi preparado com 100% de farinha de trigo integral e o pdo de jabuticaba com
90% de farinha de trigo integral, permanecendo assim dentro dos valores preconizados
pela legislacdo. Além disso, em relagdo a umidade, o pao integral preparado (PI)
também se encontra dentro do preconizado pela legislacdo (Tabela 3), apresentando um
percentual abaixo de 38% (BRASIL, 2000), importante para evitar que microrganismos
se desenvolvam e se proliferem, reduzindo assim o tempo de prateleira do produto e o
tornando imprdprio para consumo em pouco tempo. Em relacdo ao pdo de jabuticaba
(PJ), ndo existe legislacdo que tenha definido pardmetros relacionados a composi¢ao
centesimal de pées adicionados de farinhas de frutas. Entretanto, foi observado um
aumento na umidade ao se adicionar a farinha de jabuticaba na sua composi¢do do pao
elaborado. Da mesma forma, houve um aumento no teor de fibras neste pdo. Sugere-se
entdo que a ligacdo das moléculas de &gua as fibras adicionadas possam ter dificultado a

evaporacao de 4gua durante a coc¢do, aumentando a umidade do produto final.
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Tabela 3. Composicéo centesimal dos paes elaborados (g/100g, bs)l.

P&o integral P&o de jabuticaba

Umidade (%) 37,940,2° 39,940,3"
Residuo mineral fixo (%) 2,30,2° 3,0£0,1"
Proteinas (%) 10,4+0,1° 9,1+0,4"
Lipideos (%) 0,8+0,1° 1,4+0,0"
Fibras soldveis (%) 0,740,00° 1,24¢0,2°
Fibras insolaveis (%) 15,7+0,2° 25,9+0,5"
Carboidratos (%) 42,3+0,9° 25,7+0,2"
Kcal total 187 138

“Resultados expressos em base seca como médiatdesvio padrdo de triplicata. Letras
diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (Teste t ndo-pareado, p<0,05).

A adicdo de FJ promoveu o aumento dos teores de residuo mineral fixo, lipideos
e fibras insollveis e reducdo nos teores de proteinas e carboidratos do pdo de jabuticaba
(Tabela 3), demonstrado que mesmo em um percentual pequeno (10%), a substituicdo
da farinha de trigo integral pela farinha de jabuticaba altera a composicdo centesimal
final do produto. De acordo com a Portaria n® 57 (ANVISA, 2012, o alimento que
contiver no minimo de 3,0 g de fibra alimentar/100 g pode receber a informacéo
nutricional complementar (INC) de “fonte de fibra” ¢ o alimento que contiver no
minimo 6,0 g de fibra alimentar/100 g pode receber a INC de “alto contetido” de fibra.
Portanto, ressalta-se que os pédes desenvolvidos no presente estudo podem receber a
alegacdo de alto contetdo de fibra. A OMS (Organizacdo mundial da satde) preconiza a
ingestdo de pelo menos 25 g a 30 g de fibras ao dia. Para atingir este valor, seriam
necessarias trés fatias e meia (50 g cada) de pdo integral e apenas duas fatias do pédo
adicionado de farinha de jabuticaba, caso ndo seja ingerida outra fonte de fibra, o que é
algo interessante, visto que seria possivel ingerir a mesma quantidade de fibras e obter o
mesmo beneficio em uma densidade caldrica inferior.

A altura do PJ (8 cm) foi inferior a do PI (10,5 cm). O rendimento também foi
inferior para o PJ (60%) quando comparado ao Pl (82%). O principal aspecto negativo
relacionado ao uso de farinha de frutas em produtos de panificacdo € a qualidade de
cozimento devido a diminuicdo da quantidade de proteinas de gllten e ao alto teor de
fibras dietéticas (ALTUNKAYA et al., 2013). Na massa preparada com farinha de trigo,
a hidratacdo e a mistura resultam no desenvolvimento de uma matriz estabilizada com
glaten que retém o didxido de carbono produzido durante a fermentagdo. O

desenvolvimento de gas durante o processo térmico é responsavel pelo desenvolvimento
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de um volume e de uma textura ideias para o pao, através da transferéncia de calor pela
rede de gluten e gelatinizagdo do amido (MIHHALEVSKI et al., 2012). O amido,
parcialmente cristalino, da farinha é transformado em granulos de amido gelatinizados e
inchados com &gua. Outra parte desses polimeros de amido (amilose e também
amilopectinas degradadas) lixiviam do grénulo, formando uma rede de emaranhamento
de amido gelatinizado entre a matriz de glaten e granulos de amido (HUG-ITEN et al.,
1999). Dessa forma, a retirada de parte da farinha de trigo a adicdo de farinha de
jabuticaba, pode resultar em caracteristicas indesejaveis aos produtos finais, tais como

volume de pédo reduzido, casca endurecida e sabor amargo (KTENIOUDAKI and
GALLAGHER, 2012).

Foi observado que a coccdo dos paes promoveu a reducdo do pH no pao de
jabuticaba, mas néo teve diferenca significativa no pao integral (Tabela 4). Ao analisar
a cor dos paes, foi visto que a luminosidade de ambos os pées (integral e de jabuticaba)
foi inferior do que a luminosidade das massas cruas (Tabela 4). Durante o
processamento térmico de alimentos, ocorre uma série de reacdes que favorecem a
mudanca de coloracdo, sendo a Reacdo de Maillard a mais importante em produtos de
panificacdo. Essa reagdo é iniciada com o aquecimento ocorre através da interacdo do
grupo carbonila livre (presente em aculcares redutores, por exemplo) com o grupo amino
(presente em aminoécidos, peptideos ou proteinas, por exemplo). A medida que a
reacdo progride, uma grande variedade de produtos é formada por complexas reacdes
simultaneas, gerando as melanoidinas, responsaveis pela coloragdo marrom dos
alimentos (BORRELLI et al., 2003). Portanto, é possivel explicar que apds serem
assados, 0s pées se tornaram mais escuros devido a formagéo desses produtos de cor
escurecida provenientes da Reacdo de Maillard e também devido a caramelizacdo dos
aclcares presentes no pao. Foi possivel observar também que a cocc¢do reduziu os tons
vermelhos do péao de jabuticaba (devido, provavelmente, a degradacdo das antocianinas)
e aumentou no pdo integral com a formacéo de produtos da reacdo e Maillard, como as
melanoidinas. Além disso, aumentou o amarelado de ambos os pées (Tabela 4).

Ao comparar os valores de pH, observa-se que o pdo de jabuticaba possui pH
inferior ao pdo integral (Tabela 4), visto que o pH da farinha de jabuticaba é inferior ao
pH da farinha de trigo integral. Ainda, o pdo de jabuticaba possui maior luminosidade e

intensidade de amarelo e vermelho (Tabela 4).
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Tabela 4. Yalores de pH e coordenadas colorimétricas das massas cruas e dos pées
elaborados’.

Mas(ssl)crua P&o integral Mas(spaJt):rua P&o de jabuticaba
pH 5,7+0,0" 5,8+0,0 4,9+0,0"" 4,740,007
Coordenadas colorimétricas
L* 56,9+0,0°° 51,3+0,0"° 35,6+0,0"" 33,2+0,0°"
a* 5,6+0,0" 8,240,0"° 14,4+0,0" 9,1+0,1""
b* 17,9+0,0°° 22,5+0,0"" 4,1+0,0" 9,2+0,0""

“Resultados expressos como médiatdesvio padrdo de triplicata. Letras mindsculas diferentes
indicam diferenca significativa entre a massa crua e o0 p&o, para um mesmo tipo de péo.
Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre os diferentes tipos de pdo
(One-way Anova, seguido de pds-teste de Tukey, p<0,05).

3.2.2. Teor de compostos fendlicos

Tanto a massa crua quanto o pdo da formulacdo adicionada de farinha de
jabuticaba apresentaram maiores teores de compostos fendlicos, em todas as fragdes
(Tabela 5). Estes teores aumentaram, principalmente, devido a presenca das
antocianinas encontradas na farinha de jabuticaba (delfinidina-3-O-glicosideo e
cianidia-3-O-glicosideo) e dos acidos galico e elagico, também presentes nessa farinha.
A maior parte dos compostos fendlicos, nos pdes coccionados ou ndo, se encontra na
fracdo insoluvel (Tabela 5). Nas formulagbes controle, 100% dos compostos foram
identificados nessa fracdo e nas formulagdes com adicdo de farinha de jabuticaba ,55%
e 92% foram encontrados, respectivamente, na massa crua e no pdo. Na massa crua
integral e no pdo integral, o &cido ferdlico foi o Unico composto identificado.
Entretanto, este foi encontrado somente nas fracfes insollveis e principalmente apds a
hidrélise alcalina (87%, em média) (Tabela 5).

A coccdo promoveu o aumento de 13% no teor total de compostos fendlicos do
péo integral, ao passo que no pédo de jabuticaba foi observada uma reducdo de 19%
(Tabela 5). Essa redugéo pode ser associada diretamente a extensa degradacao (93%)
das antocianinas durante a coc¢do que sdo sensiveis ao aquecimento e representam
quase metade dos compostos fenolicos do pdo cru (BAKOWSKA et al., 2003;
GORNAS et al., 2016; INADA et al., 2015; MERCALI et al., 2015; SINELA et al.,
2017). Na massa crua de jabuticaba, os principais compostos foram a cianidina-3-O-
glicosideo (38%), &cido ferulico (29%), &cido galico (22%), acido elagico (7,5%) e a
delfinidina-3-O-glicosideo (4,5%). No pdo de jabuticaba, os principais compostos

fenolicos foram o acido ferulico (43%), acido galico (27%), acido elagico (26%),
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cianidina-3-O-glicosideo (2,7%) e delfinidina-3-O-glicosideo (1,3%) (Tabela 5).

Por outro lado, a coc¢do do PJ promoveu 0 aumento dos teores do acido galico
na fracdo soluvel (74%). ZILIC et al. (2016) desenvolveram cookies de milhos
vermelho e azul ricos em antocianinas e observaram aumento dos teores de compostos
fendlicos sollveis ap6s a coccdo. Também foi observado reducdo dos teores de
antocianinas apds a aplicacdo de calor, assim como foi observado no presente estudo. O
estudo de ABDEL-AAL & RABALSKI (2013) mostrou que o cozimento de um muffin
de farinha de einkorn pode liberar acidos fendlicos e seus derivados, resultando em um
aumento de compostos fendlicos sollveis.

O efeito do processo de cocgdo sobre os teores de compostos fenolicos ainda é
controverso. Apesar de GELINAS & MCKINNON (2006) terem relatado um aumento
desses compostos durante a coccdo, LEENHARDT et al. (2006) relataram que 0s
compostos fenolicos sdo destruidos durante esse processamento (KTENIOUDAKI et
al., 2015). Segundo SAA et al. (2017), o processo de cocgéo influencia nas propriedades
funcionais do pdo, levando a reorganizacdo molecular de alguns compostos bioativos,
gerando sua solubilizacéo.

Uma hipdtese é que as formas conjugadas com glicosil destes compostos
fendlicos poderiam ter sido liberadas diretamente pela agdo de P-glicosidases de
levedura (HUR et al., 2014). Os processos de fermentacdo e cozimento influenciam as
propriedades funcionais do pdo, levando a reorganizacdo molecular de alguns
compostos bioativos se apresentando mais em suas formas solubilizadas, o que pode ser
potencializado pelo processo de acidificacdo. Por outro lado, um ciclo de cocgéo de
longa duracdo/alta temperatura pode reduzir fortemente essas ultimas vantagens (SAA
et al., 2017). Alem disso, foi relatado que as bactérias do fermento sdo capazes de
catabolizar os compostos fendlicos, especialmente através da descarboxilacdo, a fim de
obter energia, 0 que pode reduzir a concentracdo de alguns compostos fendlicos
(ALVES & PERRONE, 2015). Porém, entre a massa crua e 0 pao preparado no presente
estudo ndo foi possivel diferenciar o efeito da coccdo ou da fermentagdo. Seria
necessario, em trabalhos futuros, realizar uma outra amostra: coccionada e néo
fermentada e crua ndo fermentada.

Durante a coccdo, pode ocorrer a incorporacdo de melanoidinas através da
reacdo de Maillard. Estes compostos dispdem de intensa capacidade antioxidante
(DELGADO-ANDRADE& MORALES, 2005) e, por possuirem alto peso molecular,

podem se ligar a outros compostos fendlicos durante a cocgdo, como o acido
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clorogénico, que também € um &cido hidroxicindmico, assim como o &cido ferulico,
presente na farinha de trigo (ALVES & PERRONE, 2015).

Ao se comparar o efeito da coccdo entre os paes, € possivel afirmar que a cocgdo
influencia positiva ou negativamente os teores de compostos fenolicos, dependendo de
suas inter/intraligacdes. Isso se deve, também devido a alteragdo de temperatura durante
a coccao, que libera os compostos ligados as paredes celulares da matriz alimentar,
deixando-os em suas formas soltveis. De fato, € possivel observar que apds a cocc¢ao
houve o aumento do teor de &cido galico na fracdo solivel do pdo de jabuticaba,
possivelmente associado com a reducdo desse composto na fracdo insolGvel, obtida apds
a hidroélise acida (Tabela 5). Do ponto de vista bioldgico, isso pode ser relevante visto
que, de maneira geral, os compostos fenolicos sollveis sdo mais bioacessiveis no
organismo humano (ACOSTA-ESTRADA et al., 2014). Além disso, nos pdes de
jabuticaba, a coccdo também gerou um aumento do teor do acido eldgico na fracéo
insolivel. Segundo ZAUPA et al. (2015), compostos fendlicos podem alcancar
resultados contrastantes apds a coccao, possivelmente devido a: liberacdo parcial da
forma encadeada com o consequente aumento na fracdo solvel; diminuicdo dos teores
na fracdo sollvel devido a degradacdo térmica e; aumento da forma ligada causada por
interacOes de compostos fendlicos com macromoléculas da matriz alimentar.

Ja foi relatado na literatura que o tratamento térmico do fonio (cereal integral)
ocasionou aumento do teor de quase todos os compostos fendlicos, exceto o acido
galico, que permaneceu estavel (N’DRI et al., 2012). O aumento mais evidente foi para
0 acido feralico (N’DRI et al., 2012), assim como o observado no presente trabalho
(Tabela 5). De acordo com os autores, 0 processamento pode causar a despolimerizacéo
de estruturas oligoméricas e poliméricas em dimeros e trimeros, promovendo
concomitantes reacOes de polimerizacgdo e favorecendo a formacgéo de complexos fortes
de fenois sollveis com macromoléculas da matriz alimentar, 0 que pode reduzir a sua
solubilidade (N’DRI et al., 2012).
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Tabela 5. Teor de compostos fenolicos (mg/100g, bs) nas massas cruas e nos paes elaboradosl.

Composto Extrato Integral Jabuticaba
Massa crua Pao Massa crua Pao
Acido galico 0,0£0,0°" 0,0£0,0°" 2,740,01°" 10,4£0,4 -
Delfinidina-3-O-glicosideo 0,00,0" 0,0¢0,0*" 14,3+1,1%° 2,0+0,1""
Fracao soluvel
Cianidina-3-O-glicosideo v 0,0£0,0° 0,0£0,0 1162413 6.4£02""
Subtotal 0,00,0" 0,0¢0,0" 133,041,1 °° 19,740,4 "
Acido galico 0,0£0,0" 0,0£0, 0°* 61,4+0,4" 53,30,3
Acido feralico 81,0¢1,5™" 94,8+0,1"" 86,1415 102,9+2,7"
. Fracdo insolavel
Acido elégico ¢ 0,0:0,0" 0,0:0,0° 12,8+1,4%° 62,742,7"
Subtotal 81,0+1,5 " 94,8+0,1 " 160,4+1,2 *° 218,8+0,2 "
Total 81,0+15 94,8401 294,5+2,97 2392417

"Resultados expressos em base seca como médiatdesvio padrdo de triplicata. Letras minusculas diferentes indicam diferenca
significativa entre a massa crua e seu respectivo pdo. Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os diferentes
tipos de pdo, para um mesmo grau de coccdo (Two-Way Anova seguido de pos-teste de Tukey, p<0,05).



3.2.3. Capacidade antioxidante

Ao comparar 0os dois pées, observa-se que a adicdo da farinha de jabuticaba
promoveu aumento da capacidade antioxidante quando avaliada pelos trés métodos
(Figura 3). Outros autores ja relataram que a incorporacdo de farinha de frutas aos
produtos de panificacdo favorece o0 aumento da capacidade antioxidante
(ALTUNKAYA et al.,, 2013; ALVES & PERRONE 2015; BHOL et al., 2016;
CASTELO-BRANCO et al., 2016; HO et al., 2013; RAMIREZ-MAGANDA et al.,
2015).

Para o pao integral, observa-se que o processo de coc¢do promoveu a reducdo da
capacidade antioxidante quando avaliada pelos métodos FRAP (25%) e Folin-Ciocalteu
(27%) (Figura 3). No entanto, ao avaliar a capacidade antioxidante pelo método TEAC
ndo foi observada diferenca (Figura 3). Para o p&o de jabuticaba né&o foi observado o
mesmo comportamento, tendo a coc¢do promovido um aumento de, respectivamente,
21%, 37% e 54% na capacidade antioxidante avaliada pelos métodos FRAP, TEAC e
Folin-Ciocalteu (Figura 3). Isso pode ser atribuido a diferenca do perfil de compostos
fendlicos entre os pées assim como foi discutido no subcapitulo 3.2.2. e a sensibilidade
de cada tipo de método aplicado, visto que os compostos encontrados na farinha do
subproduto da jabuticaba (e ndo na farinha integral) é caracterizado por ligacGes
glicosidicas, enquanto os compostos encontrados na farinha integral sdo reconhecidos
por suas ligacdes ésteres, por exemplo.

De acordo com ABDEL-AAL & RABALSKI (2013), a coccdo dos produtos de
panificacdo pode afetar positivamente ou negativamente o teor de compostos fendlicos
devido a exposicdo a temperaturas elevadas. Essa alteragdo depende do teor de gordura
da matriz a ser processada, dos tipos de compostos fendlicos que essa matriz apresenta,
dos ingredientes que compde essa matriz, do recipiente em que esta sera aquecida e das
condigdes de aquecimento. Ao se adicionar a farinha de jabuticaba aos ingredientes da
preparacdo, os tipos de compostos fendlicos se alteraram. Como foi visto anteriormente
na Tabela 5 o composto predominante do pédo integral foi o &cido ferdlico, que
apresenta a ligagcdo éster em sua molécula. J& os compostos fendlicos provenientes da
jabuticaba, como o 4cido gélico e elagico, sdo reconhecidos por possuirem ligagdes beta
glicosidicas, gerando assim uma reacdo diferente frente a coccdo (ROTHWELL et al.,
2015).
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Figura 3. Capacidade antioxidante avaliada pelos métodos FRAP (A), TEAC (B) e
Folin-Ciocalteu (C) nas massas cruas e nos paes elaborados. Resultados expressos em
base seca como médiatdesvio padrdo de triplicata. Letras minusculas diferentes
indicam diferenca significativa entre a massa crua e o pdo, para um mesmo tipo de péo.
Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre os diferentes tipos de
pdo, para um mesmo grau de cocgdo (One-way Anova, seguido de pds-teste de Tukey,
p<0,05). EAG: equivalentes de acido galico

3.3. Qualidade microbioldgica e analise sensorial

Ambos o0s pées apresentaram qualidade microbiol6gica dentro do preconizado

pela RDC n® 12 (ANVISA), demonstrando auséncia de coliformes a 45 °C e salmonela.

A andlise sensorial do péo integral e do pdo de jabuticaba foi realizada por 100
consumidores n&o treinados, sendo 78% do sexo feminino. A média de idade dos
provadores foi de 25 anos.

Somente para o atributo aroma ndo foi observada diferenca significativa entre as
notas atribuidas ao po integral e ao pao de jabuticaba (Tabela 6). Para todos os outros
atributos, o pdo de jabuticaba obteve notas menores quando comparado ao pao integral
(Tabela 6). Outros autores também observaram que os pées produzidos com 10% de

substituicédo da farinha de trigo por farinhas de frutas mostraram pontuacdo semelhante
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para o0 aroma comparado aos pées controle (ALTUNKAYA et al., 2013; CASTELO-
BRANCO et al., 2016). Entretanto, mesmo obtendo notas inferiores quando comparado
ao pdo integral, todos os atributos avaliados do pao de jabuticaba se mantiveram acima
da media minima de aceitacdo (maior ou igual a 5, gostei ligeiramente) (Tabela 6).

As intencdes de consumo e de compra também foram menores para o pao de
jabuticaba em relacdo ao pao integral (Tabela 6). Tais resultados podem ser atribuidos

ao fato de a farinha de jabuticaba possuir um sabor adstringente.

Tabela 6. Perfil sensorial do pdo de jabuticaba e do pdo integral, (n:lOO)l.

Aspectos P&o de jabuticaba P&o integral
Atributos2
Impressédo global 6,71:1,7a 7,6£1,4 °
Aroma 7,441,6° 7,6£1,4°
Cor da casca 7,111,7a 7,611,60
Cor do miolo 7,6+1,8° 7,8+1,4°
Sabor 5,9+2,2° 7441,7°
Textura 6,512,0a 7,54_r1,7D
Gosto residual 5,812,1a 7,1J_r1,8D
Intencéo de consumo® 3,911,8a 5,24_r1,6D
Intencdo de compra4 3,2i1,4a 4,111,30

1 J T . ~ . .
Resultados expressos como médiatdesvio padréo. D&ferentes letras sobrescritas

indicam diferenca significativa (teste t pareado, p<0,05). Escala de nove pontos (1 =
esgostei extremamente; 5 = ndo gostei, nem desgostei; 9 = gostei extremamente).

Escala de sete pontos (1 = nunca comeria; 4 = comeria ocasionalmente; 7 = comeria

sempre). Escala de cinco pontos (1 = certamente ndo compraria; 3 = talvez compraria,
talvez ndo compraria; 5 = certamente compraria).

4. Conclusao

As antocianinas cianidina-3-O-glicosideo e delfinidina-3-O-glicosideo foram os
principais compostos fenodlicos identificados na farinha de jabuticaba, porém, durante o
armazenamento os teores das antocianinas reduziram progressivamente, assim como o
teor total de compostos fendlicos. A cor instrumental também modificou durante o
armazenamento, o que pode ser atribuido a perda das antocianinas. Porém, ao final de
90 dias de estocagem, ainda foi possivel identificar que a farinha de jabuticaba € fonte
de compostos fendlicos, em especial os acidos elagico e galico.

A aplicacdo da farinha de jabuticaba em péo de forma integral demonstrou ser

vidvel para o enriquecimento deste alimento do ponto de vista bioativo, visto que foi
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observado um aumento significativo dos teores de compostos fenolicos totais dos paes
adicionados de farinha de jabuticaba. O processo de coc¢do promoveu o aumento dos
teores de compostos fendlicos na fracdo soldvel no pdo de jabuticaba elaborado.
Entretanto, houve um aumento maior na fracdo sollvel deste produto devido a reducéo
intensa das antocianinas na fracdo sollvel, que sdo extremamente sensiveis a altas
temperaturas.

A farinha de jabuticaba é um produto de possivel aplicacdo em produtos de
panificado, em especial, no pao, que possui capacidade antioxidante e é rico em
compostos fendlicos. Entretanto, é necessario o desenvolvimento e a utilizagdo de
outros métodos de armazenamento, como 0 congelamento, que ainda ndo foram
testados, visto que hé uma baixa estabilidade dos compostos bioativos identificados.

Por fim, o péo de jabuticaba foi razoavelmente bem aceito do ponto de vista
sensorial e apresentou maior teor de fibras, capacidade antioxidante e compostos
fendlicos, apesar da perda importante dos teores de antocianinas ap6s a cocg¢ao.
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CAPITULO 2
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EFEITO DO BIOPROCESSAMENTO EM PAES ADICIONADOS DE
FARINHA DE JABUTICABA (MYRCIARIA JABOTICABA)

Resumo

O péo é obtido pela coccdo de uma massa, fermentada ou ndo, preparada com
farinha de trigo e/ou outras farinhas que contenham proteinas formadoras de gliten e
agua, podendo conter outros ingredientes. Atualmente, as frutas e seus subprodutos sdo
utilizados para obtencéo de farinha e estas possuem potencial aplicagédo em produtos de
panificacdo. A jabuticaba (Myrciaria cauliflora) é, normalmente, consumida fresca,
porém comeca a fermentar cerca de 3 a 4 dias ap0s a sua colheita. O bioprocessamento
de alimentos é caracterizado pela transformacdo de materias-primas em produtos
préprios para o consumo e quando aplicado em alimentos, especialmente em produtos
de panificacdo, promove a melhora das caracteristicas tecnoldgicas. Nesse contexto, 0
objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do bioprocessamento enzimatico sobre
as caracteristicas tecnologicas e sobre os teores de compostos fenolicos (CF) em pées
adicionados de farinha de jabuticaba (FJ). Pardmetros fisico-quimicos, capacidade
antioxidante (CA) e teores de CF analisados por CLAE foram avaliados nos pées
(controle com 100% de farinha de trigo integral — PI; controle com substituicdo de 10%
da farinha de trigo pela FJ — PJ; bioprocessado com 100% de farinha de trigo integral —
PIB; e bioprocessado com substituicdo de 10% da farinha de trigo pela FJ — PJB). A
enzima utilizada no bioprocessamento foi a xilanase. O bioprocessamento promoveu
maior volume e menor densidade no pdo integral e o contrario foi observado para o pao
elaborado com a farinha de jabuticaba. O bioprocessamento néo alterou o pH dos pées,
mas deixou 0s paes bioprocessados mais escuros (pardmetro L* se reduziu). Na fracdo
soluvel, a CA ndo alterou no péo integral apds a adi¢cdo enzimatica, no entanto, o
bioprocessamento promoveu o aumento da CA no pdo de jabuticaba. O mesmo
comportamento foi observado para a distribuicdo dos CF. A qualidade microbioldgica e
sensorial dos pées foi considerada adequada. Portanto, acredita-se ser um produto em

potencial rico em CF sollveis com possiveis beneficios a saude.

54



1. Introducéo

Por definicdo, pdo é o produto obtido pela cocgdo, em condigdes
tecnologicamente adequadas, de uma massa, fermentada ou ndo, preparada com farinha
de trigo e/ou outras farinhas que contenham naturalmente proteinas formadoras de
gluten ou adicionadas das mesmas e agua, podendo conter outros ingredientes. Ja o pao
integral é definido como produto preparado, obrigatoriamente, com farinha de trigo e
farinha de trigo integral e/ou fibra de trigo e/ou farelo de trigo. A maioria dos
consumidores prefere os produtos elaborados com farinha de trigo refinada do que os
com gréos integrais, uma vez que as propriedades de textura e sabor de seus farelos sdo
consideradas menos atraentes. Logo, um dos principais desafios da industria de
alimentos é melhorar as caracteristicas sensoriais dos produtos elaborados com farinha
de trigo integral com o intuito de estimular o consumo desses produtos (CODA et al.,
2015). Ademais, na farinha de trigo integral, os compostos fendlicos estdo presentes
principalmente na forma insollvel, associados a componentes da parede celular
(ADOM et al., 2003; DINELLI et al., 2011; OKARTER et al., 2010). No entanto, para
promover os efeitos benéficos a saude, os compostos fendlicos devem estar soliveis e
disponiveis para absor¢do no organismo humano, o que depende primeiramente da
forma quimica na qual ele se encontra no alimento (PODSEDEK et al., 2014; WANG et
al., 2014).

As frutas chamadas de berries sdo comercialmente cultivadas e comumente
consumidas em suas formas frescas e processadas, como as blackberries, blueberries,
morango, framboesa, camu camu, jabuticaba, entre outras (DE SOUZA et al., 2014). A
jabuticaba (Myrciaria cauliflora (Mart.) O.Berg. [Myrtaceae]) é proveniente de uma
pequena arvore nativa da regido de Minas Gerais, no sudeste do Brasil, que gera frutas
semelhantes as uvas. Tem uma pele espessa, roxa e adstringente que cobre uma polpa
doce, branca e gelatinosa. Comum nos mercados brasileiros, este fruto é, em grande
parte, consumido fresco. Porém, podem comecar a fermentar de 3 a 4 dias apds a
colheita, de modo que muitas vezes sdo usadas para fazer confeitos, tortas, vinhos fortes
e licores (REYNERTSON et al., 2006).

Atualmente, as frutas e seus subprodutos, inclusive a jabuticaba, também tém
sido utilizados para a obtencdo de farinhas (NUNES et al., 2016; SAVLAK et al.,
2016). Estas possuem potencial aplicacdo em produtos de panificacdo na substituicdo

parcial da farinha de trigo, com o intuito de enriquecé-los do ponto de vista bioativo
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(UGWUONA et al., 2013; COELHO et al., 2017). Os produtos de panificacdo sdo
consumidos diariamente em grande quantidade pela populagdo mundial, constituindo
uma das principais fontes energéticas para quem os adquire (KTENIOUDAKI and
GALLAGHER, 2012).

O bioprocessamento de alimentos € caracterizado pela transformacdo de
matérias-primas alimentares, através de métodos fisicos e/ou quimicos, em produtos
proprios para 0 consumo. Atualmente, sabe-se que o bioprocessamento promove
modifica¢Oes estruturais na matriz alimentar e, portanto, podem ser empregados pela
industria de alimentos com o intuito de facilitar a liberacdo dos compostos fendlicos
insolUveis das estruturas celulares e melhorar as caracteristicas sensoriais dos produtos
(WANG et al., 2014). De maneira geral, refere-se a utilizacdo de enzimas e/ou
microrganismos capazes de promover modificacGes desejaveis na matriz alimentar,
como, por exemplo, o aumento da liberacdo dos compostos fenolicos insollveis das
estruturas celulares (CODA et al., 2015).

Os é&cidos fenolicos existem em estruturas esterificadas a oligo ou
polissacarideos e formam pontes entre as cadeias de polimero no grdo. A estrutura em
forma livre ou vinculada afetaria a sua biodisponibilidade e consequentes efeitos
fisiologicos. Foi relatado que o bioprocessamento dos cereais afeta positivamente o teor
de compostos fenolicos e, possivelmente, suas propriedades bioativas e beneficios para
a salde (ABDEL-AAL & RABALSKI, 2013).

De fato, os estudos comprovam a eficicia do bioprocessamento de alimentos em
melhorar as caracteristicas sensoriais dos produtos de panificacdo integrais. Esta
propriedade se caracteriza pela maior digestibilidade proteica, alteracdo da estrutura da
cadeia de gluten, aumento do volume e da viscosidade pds-coc¢do do produto e
transformacdo de componentes do trigo, como os arabinoxilanos, em formas mais
soliveis (KTENIOUDAKI and GALLAGHER, 2012; ABDEL-AAL & RABALSKI,
2013; DZIKI et al., 2014; CODA et al., 2015). ANSON et al. (2011) e DELCOUR et al.
(2012) relataram a melhora da bioacessibilidade in vitro e da biodisponibilidade e
bioatividade in vivo dos compostos fitoquimicos presentes em pées bioprocessados.

Portanto, produtos integrais e adicionados de cascas e sementes de frutas, ricos
em taninos, tendem a ser endurecidos e ter sabor amargo, 0 que pode prejudicar sua
aceitacdo. A associacao da panificacdo com técnicas de bioprocessamento enzimatico
podem melhorar as caracteristicas sensoriais € aumentar a aceitabilidade do produto.

Com isso, além de criar um novo produto em potencial no mercado com propriedades
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fisioldgicas benéficas a saude, a utilizacdo do bioprocessamento enzimatico de
alimentos como meio tecnologico pode aumentar os teores de compostos fenolicos
soltveis no pdo integral adicionado de farinha de jabuticaba. Logo, o presente trabalho
tem como objetivo avaliar o efeito do bioprocessamento enzimatico sobre as
caracteristicas tecnologicas e sobre os teores de compostos fendlicos em pées

adicionados de farinha de jabuticaba.
2. Material e métodos
2.1. Material, solventes, reagentes e padrdes

Fluoresceina, 2,4,6-Tris(2-piridil)-S-triazina (TPTZ), &cido (%)-6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametil-cromano-2-carboxilico (Trolox), reagente de Folin & Ciocalteu e
cloreto férrico foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).
Sulfato de ferro (1) foi adquirido da Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha). Todos os
solventes foram grau CLAE e foram adquiridos da Tedia (Fairfield, OH, EUA). Agua
grau CLAE (sistema Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, EUA) foi utilizada em todos os
experimentos. Os padrdes comerciais de antocianinas e ndo antocianinas foram
adquiridos, respectivamente, da Indofine Chemical Co. (Hillsborough, NJ, EUA) e
Sigma-Aldrich Chemical Co. Filtro de seringa de PTFE hidrofilo (13 mm x 0,45 um) foi
adquirido da Analitica (Sao Paulo, SP, Brasil).

2.2. Enzimas

Foram utilizados dois extratos enzimaticos provenientes de empresas que
- . . . ® ®
comercializam enzimas para aplicagédo em alimentos, sendo eles: Panzyn ~ e Celumax ,

doadas pela Prozyn (Sao Paulo, Brasil). Também foi utilizado um extrato bruto, obtido
a partir da fermentacdo em estado solido da semente do cacau utilizado na fabricacao de
chocolate, proveniente da fabrica CEPLAC, localizada ao sul da Bahia, e que foi doado
pelo Laboratorio de Biotecnologia Microbiana (LaBiM, Instituto de Quimica/UFRJ).

® ® .. S (ot o
A Panzyn e Celumax — possuem atividade enzimatica amilolitica e celulolitica,

respectivamente, e o laboratorio afirma que o fermentado de cacau possui atividade
xilanolitica. Porém, um extrato enzimatico pode possuir mais de uma atividade
enzimatica. Portanto, foi necessario avaliar as atividades enzimaticas (amilolitica,
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celulolitica e xilanolitica) em todos os preparados utilizados (descrita no item 2.3.) para
avaliar a verdadeira acdo dos mesmos sob as amostras de pées estudadas.

2.2.1. Extracéo

Os extratos enzimaticos comerciais ja chegaram preparados, ndo necessitando de
extracdo para a sua analise. Estes extratos vieram secos apos liofilizacdo na forma de p6
solida.

O fermentado de cacau obtido através do processamento das sementes do fruto
do cacau para fabricacdo de chocolate (proveniente da fabrica CEPLAC, sul da Bahia)
foi utilizado como fonte de xilanase. A extracdo foi realizada sob um farelo de cacau
escuro, Umido, sélido e previamente fermentado utilizado anteriormente para a producéo
do chocolate. Sobre este foi adicionada agua destilada, na proporcdo 5 mL/g, sob
agitacao rotatdrio a 35 °C e 200 rpm por 20 minutos. Em seguida, o farelo de cacau foi
prensado manualmente, resultando no extrato enzimatico bruto e liquido. Uma aliquota
(1 mL) desse extrato foi centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos. A atividade enzimatica

foi medida utilizando este sobrenadante.

2.3 Atividades enzimaticas

As trés analises de atividade enzimatica (amilolitica, celulolitica e xilanolitica)
foram relizadas nos trés extratos enzimaticos.

A atividade da xinalase produzida através do fermentado do cacau, foi adaptada
de um protocolo do LaBiM onde, xilanase foi quantificada a partir da concentragédo de
acucar redutor no meio, uma vez que a enzima catalisa a conversao de xilana em xilose.
Para isto, utilizou-se uma solucdo de xilana Birchwood (Sigma-Aldrich, EUA) em
tampao universal (BRITTON & ROBINSON, 1931) (pH=5) 1% (p/v) como substrato.
A reacdo se deu entre 10 pL de extrato enzimético e 90 L da solucdo de xilana durante
5 minutos a 40°C. Os acucares redutores produzidos pela reacdo foram medidos pelo
método do DNS, sendo a absorbancia medida a 540 nm. A atividade de xilanase foi
determinada de acordo com MILLER (1959) e a curva padrao foi construida a partir de
uma solucéo de xilose 1 g/L, utilizando diferentes diluicdes (MILLER, 1959).

A atividade enzimatica amilolitica foi determinada pelo método sacarificante

que se baseia na producdo de agucares redutores (MILLER, 1959). A um tubo de ensaio
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de 25 mL com tampa, foram adicionados 200 pL de tampdo citrato-fosfato (50
mmol/mL; pH 6,8), 100 uL de amostra a ser testada ¢ 300 uL de solugdo de amido
(1%). A mistura foi incubada a 40 °C por 30 minutos e, posteriormente, 1,5 mL de
reagente &cido dinitrosalicilico, caracterizado por: 10 g/mL acido dinitrosalicilico
(DNS), 100 pL) de NaOH (2 mmol/mL -1), 300 g/mL de tartarato de soédio e potassio;
foi adicionado. A mistura foi fervida (105 °C) por 5 minutos em banho-maria e a
absorbancia determinada a 550 nm. A quantidade de agucares redutores formados foi
calculada de acordo com uma curva padrdo de glicose.

A atividade enzimatica celulolitica foi avaliada baseada no método de GHOSE
(1987). O experimento foi realizado em triplicata. Tubos de reacdo foram preparados
adicionando 1 mL de tampdo citrato, uma fita de papel de filtro Whatman n° 1, 1x6cm,
e 0,5 mL da amostra a ser testada. Em seguida, os tubos foram incubados em banho-
maria a 50 °C, por 60 minutos. Passado o tempo de reacdo, foi adicionado 3 mL do
reagente DNS. Todos os tubos foram fervidos (105 °C) por 5 minutos, resfriados em
agua gelada e adicionou-se 20 mL de &gua destilada. A leitura da absorbancia foi feita
em espectrofotdmetro a 540 nm. A atividade celulasica foi quantificada a partir de uma
curva padréo de glicose diluida juntamente ao tampdo citrato também diluido.

Os principais critérios de escolha de extrato enzimatico a se utilizar nos paes
foram: quais atividades enzimaéticas presentes no extrato, custo/doagdo, volume e
densidade pés coccdo, altura do produto e, liberacdo de compostos fenolicos da fracdo

insoltvel para a fragdo soluvel.

2.4. Elaboracéo dos paes

A farinha do subproduto de jabuticaba foi obtida conforme descrito no item
3.1.1 do Capitulo 1. O pdo integral controle (PI) foi preparado em triplicata de acordo
com CASTELO-BRANCO et al. (2016) com modificagdes, em uma maquina de péo
automatica em condicGes pré-estabelecidas pelo fabricante (Panificadora multi-painel,
Britania). Os ingredientes foram adicionados na seguinte ordem: 315 mL de &gua, 12 g
de acucar mascavo, 4,5 g de sal (NaCl), 22,5 mL de azeite extra virgem, 405 g de
farinha de trigo integral, 45 g de farelo de trigo e 4,5 g de fermento seco
(Saccharomyces cerevisiae). O pédo de jabuticaba controle (PJ) foi preparado seguindo
as etapas de preparacdo de PI, com substituicdo parcial da farinha de trigo por 10% da

farinha de jabuticaba. O p&o integral bioprocessado (PIB) foi preparado seguindo 0s
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passos de preparacdo de PI, com substituicdo de 85 mL da &gua pelo extrato fermentado
de cacau. Para o pdo de jabuticaba bioprocessado (PJB) a mesma alteracdo foi
empregada. Os pdes foram arrefecidos a temperatura ambiente, cortados em pequenas

. , . . ®
fatias, moidos em um moinho laboratorial (Al1l, IKA ™~ Werke, Staufen, Alemanha),
selados a vacuo e armazenados a -20 ° C até as analises. Previamente a analise, foi feita
uma pesagem de cada uma das triplcatas separadamente e estas foram analisadas

separadas. Todos os ingredientes necessarios para a fabricacdo dos pdes foram
adquiridos em mercados locais na cidade do Rio de Janeiro, Brasil.

2.5. Anélises fisico-quimicas

O valor de pH foi determinado nos quatro pées (PI, PJ, PIB, PJB) conforme
descrito no Manual de Métodos Fisico-Quimicos de Analise de Alimentos do Instituto
de Adolfo Lutz (2008).

As coordenadas colorimétricas foram mensuradas em equipamento Konica
Minolta CR-400 (Konica Minolta, Tokyo, Japdo) em todos os pées. O equipamento foi
calibrado com iluminante D65 (2° angulo observador) usando uma placa branca padrao.
Foram avaliados, através do CIELab, os pardmetros: L* (brilho ou luminosidade; 0 =
preto, 100 = branco), a* (-a*, verde; +a*, vermelho) e b* (-b*, azul; +b*, amarelo).

O volume e a densidade dos pdes foram determinados de acordo com
metodologia descrita pela American Association of Cereal Chemistry (AACC, 2001).

O rendimento foi determinado segundo a seguinte equacgao:

Rendimento (%) = peso final do p&o / peso inicial massa crua X 100
2.6. Avaliacdo da capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante foi avaliada, em triplicata, baseada nos métodos
espectrofotométricos FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity) e Folin-Ciocalteau. Para realizacdo dos ensaios, as
amostras foram extraidas da mesma forma que as amostras extraidas e analisadas em
CLAE.
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2.6.1 Ferric Reduction Antioxidant Power (FRAP)

Este ensaio foi realizado de acordo com metodologia adaptada de BENZIE &
STRAIN (1996). As solucdes estoque de tampéo de acetato de sédio 300 mM (pH 3,6),
TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) 10mM e cloreto de ferro 20 mM foram utilizadas para
o0 preparo do reagente de FRAP, nas propor¢6es de 10:1:1, respectivamente. O reagente
de FRAP foi mantido & temperatura de 37 °C até o momento de sua utilizagdo. Foram
pipetados 20uL das diferentes concentragfes do padrdo e dos extratos a 180 pL da
solucdo de FRAP em uma placa de 96 pocos. A placa foi mantida a 37 °C por 6 minutos
em ambiente escuro e, apos esse periodo a leitura foi realizada espectrofotémetro de
microplacas (Biochrom Anthos Zenyth 200st microplate reader) a 593 nm. Os

2 :
resultados foram expressos em pmol Fe' /100 g de farinha, em base seca. Cada extrato

foi analisado em duplicata.

2.6.2. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC)

O ensaio de TEAC foi realizado de acordo com a metodologia adaptada de RE et
al. (1999). O preparo da solucdo estoque do radical 2,2’-Azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) de diamonio (ABTS) foi realizada pela reacdo entre
persulfato de potéssio (K2S208) e ABTS por 12 a 16 h antes do uso. A solugéo estoque
do radical ABTS foi diluida (1:50) de forma que a leitura da absorbancia da solucdo, a
720 nm, fosse de 0,70£0,02. Dez microlitros do extrato foram pipetados em placa de 96
pocos e adicionados 190 pL da solu¢do diluida do radical ABTS. A leitura da
absorbancia foi realizada a 720 nm em espectrofotdbmetro de microplacas (Biochrom
Anthos zenyth 200st microplate reader) e subtraida da absorbancia do branco. A
quantificacdo foi realizada utilizando-se uma curva padrdo de Trolox. Os resultados
foram expressos em mmol de equivalentes de Trolox/100 g de farinha, em base seca.

Cada extrato foi analisado em duplicata.
2.6.3. Folin-Ciocalteu

O ensaio de Folin-Ciocalteu foi realizado conforme descrito por SINGLETON
et al. (1999). Duzentos microlitros do extrato foram misturados com 1400 pL de dgua

Milli-Q, 100 puL de reagente Folin-Ciocalteu e 300 pL de solugao de carbonato de sodio
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(Na2C0s) 20%. Apo6s a homogeneizacdo, a mistura foi mantida a 40 °C por 30 minutos.
A absorbancia da solucdo foi medida a 765 nm, usando o espectrofotdmetro de
microplacas (Biochrom Anthos Zenyth 200st microplate reader) e a quantificacdo foi
realizada pela curva padrdo de acido galico, sendo os resultados expressos em mg de
equivalentes de &cido galico/ 100 g de farinha, em base seca (bs). Cada extrato foi

analisado em duplicata.

2.7. Compostos fenolicos solaveis e insolaveis por CLAE-DAD

2.7.1. Extracéo

A extracdo de compostos fendlicos sollveis e insollveis nos pées integral e de
jabuticaba, controle e bioprocessados foi realizada em duplicata, conforme descrito por
CASTELO-BRANCO et al. (2016), com adaptacOes. Para compostos fenolicos soluveis,
extraiu-se 2 g de cada amostra durante 5 min com 10 mL de solucédo etanol:agua:HCI
(80:19:1, v/viv) e centrifugou-se (2500 x g, 5 min, 10 °C, Sorvall ST 16R, Thermo
ScientificTM, Osterode, Alemanha). O sobrenadante foi recolhido e o residuo foi
novamente extraido. Os sobrenadantes foram combinados, o solvente foi evaporado em
rotaevaporador (IKA RV 10 D control auto, Campinas, SP, Brasil), o residuo seco foi
reconstituido em 10 mL de agua e armazenado a -20 °C até a analise.

Para andlise de compostos fendlicos insollveis, o residuo obtido apds a etapa
anterior foi submetido as hidrdlises alcalina e acida, como se segue. Para hidrélise
alcalina, o residuo foi incubado durante 16 h, no escuro, com 12 mL de agua e 5 mL de
NaOH (10 M) a temperatura ambiente com agitacdo orbital (Biomixer VDRL Kline
com temporizador TS 2000A). Posteriormente, o pH foi ajustado para 2,0 com HCI
concentrado e a mistura foi extraida com 10 mL de acetato de etila, centrifugada (2500
X g, 5 min, 10 °C) e, ap0s aspirar o sobrenadante, o residuo foi re-extraido duas vezes
com acetato de etila. Os sobrenadantes foram combinados, o solvente foi evaporado em
rotaevaporador, o residuo seco foi reconstituido em 10 mL de solugcdo metanol:agua
(80:20, v/v) e armazenado a -20 °C até o momento da analise.

Para a hidrodlise acida, o residuo da hidrolise alcalina foi incubado com 2,5 mL
de HC1 concentrado a 85 °C durante 30 min. Em seguida, o mesmo foi submetido a
extracdo com acetato de etila conforme descrito anteriormente para a etapa de hidrolise

alcalina.
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Os resultados obtidos a partir da analise dos extratos obtidos apos as hidrélises
alcalina e acida foram combinados para representar o teor de compostos fenolicos
insollveis. O teor total de compostos fenolicos é representado pela soma do teor de
compostos fenolicos soltveis e insolaveis.

Todos os extratos foram filtrados em filtros de membrana de éster de celulose de
0,45 um (Analitica, Brasil) antes da analise por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE).

Condicdes cromatogréficas

O sistema de cromatografia liquida (Shimadzu®, Japdo) incluiu bomba LC-
20AT, detector de arranjo de diodos modelo SDP-MD20A, auto injetor SIL-20AHT,
degaseficador DGU-20As gerenciado por um controlador CBM-20A, conectado
diretamente a um computador equipado com Software LabSolutions (Shimadzu
Corporation®, versao 5.82, 2015).

A separacdo cromatografica de compostos fenolicos ndo antocianinas foi
realizada utilizando uma coluna de fase reversa (C18, 5 pum, 250 mm x 4,6 mm,

® , . . ~ L L.
Phenomenex ). A fase movel consistiu em gradiente de solucdo de &cido férmico

aquoso 1% (eluente A) e acetonitrila (eluente B), com fluxo de 1,0 mL/min. Antes da
injecdo, a coluna foi equilibrada com 18% de eluente B. Ap0és a injegdo da amostra, essa
proporcao amentou para 20% de B em 1 min, 43% de B em 18 min e 85% de em 23
min, sendo mantida constante até 30 min. Entre as injecGes, intervalos de 10 min foram
utilizados para re-equilibrar a coluna com 18% do eluente B. Os compostos fendlicos
ndo antocianinas foram monitorados por detector DAD de 190 a 370 nm.

A separagdo cromatografica das antocianinas foi realizada usando uma coluna de
fase reversa (C18, 5 um, 150 mm x 4,6 mm, Phenomenex®). A fase mdvel consistiu em
um gradiente de solucao de acido formico aquoso 1% (eluente A) e acetonitrila (eluente
B), com fluxo de 1,0 mL/min. Apds a injecdo da amostra, essa propor¢cdo amentou para
20% de B em 1 min, 43% de B em 18 min e 85% de em 23 min, sendo mantida
constante até 30 minutos. Entre as injecGes, intervalos de 10 minutos foram utilizados
para re-equilibrar a coluna com 23% do eluente B. As antocianinas foram monitoradas
por detector DAD a 530 nm.

A identificacdo dos compostos foi realizada por comparacdo com o tempo de
retencdo e o espectro de absorcdo do padrédo respectivo e a quantificacdo foi realizada

por calibracdo externa. Os dados foram adquiridos pelo Software LabSolutions
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. . ® ~
(Shimadzu Corporation , versdo 5.82, 2015).
Para a confirmacdo dos compostos obtidos nos cromatogramas, as amostras

foram analisadas por espectrometria de massa (CLAE-DAD-EM, Shimadzu®). Para tal,
foi realizada extracdo de fase solida, onde cartuchos SPE comerciais C18 (Strata-X)
foram utilizados para receber as amostras que ja tinham passado pela extracdo descrita
anteriormente. A coluna foi condicionada com 3 mL de metanol, seguida de 3mL de
agua milli-Q utilizando-se um vacuum manifold de 12 posi¢bes da marca
Phenomenex®, a vazdo foi controlada utilizando-se bomba a vacuo (Quimis®,
Diadema, S&o Paulo). Ap6s a etapa de condicionamento em cada um dos cartuchos foi
feita a aplicacdo de 0,5 mL da amostra. Apos a aplicagdo das amostras foi feita a eluigdo
dos compostos de interesse utilizando-se 3 mL de uma mistura constituida por metanol
e agua milli-Q (5:95, v:v) sob vacuo, apds a amostra ja ter sido filtrada. Ao final, a
amostra foi coletada em tubos de ensaio e o solvente evaporado em fluxo de nitrogénio.
Antes das analises por CLAE-DAD-EM o residuo seco foi reconstituido com 1 mL da
fase movel B.

2.8. Analise sensorial

Todos os pédes foram analisados para pesquisa de coliformes a 45 °C,
Staphylococcus coagulase positiva, Bacillus cereus e Salmonella sp (APHA, 2001), de
acordo com os padrdes da RDC n® 12 (ANVISA). As analises foram realizadas por uma
empresa terceirizada em no maximo 24h ap6s o preparo das mesmas.

Os quatro pédes foram avaliados por 100 consumidores ndo treinados no dia
seguinte ao preparo dos mesmos. Incialmente os participantes responderam a um
questionario para caracterizacdo do perfil dos provadores (Anexo 1).

A aceitacdo do produto foi avaliada por intermédio de uma escala hedonica de
nove pontos, tendo como pontos de ancora superior e inferior as expressdes “gostei
extremamente” e “desgostei extremamente”, respectivamente, e como ponto central
“nado gostei nem desgostei”. Os parametros testados foram aspecto global, cor da casca,
cor do miolo, textura, sabor, sabor residual e aroma.

A intencdo de consumo foi mensurada por meio de uma escala hedodnica de 7
pontos, tendo como ponto de ancora superior e inferior as expressdes “comeria sempre”

e “nunca comeria”, respectivamente, € como ponto central “comeria ocasionalmente”.
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A intencdo de compra foi avaliada com o emprego de escala heddnica de cinco
pontos, tendo como pontos de ancora superior e inferior as expressdes “certamente
compraria” e “certamente nao compraria”, respectivamente, e como ponto central
“talvez compraria, talvez ndo compraria” (MEILGAARD et al., 2007). Todos os
questionarios encontram-se detalhados nos Anexos 2 e 3.

As andlises foram realizadas em laboratorio livre de outros odores e cores fortes.
As amostras foram preparadas em recipientes idénticos, codificadas com numeros
aleatorios de trés digitos e cada amostra recebeu um nimero diferente. As amostras (pdo
integral e pao de jabuticaba) foram oferecidas ao mesmo tempo, juntamente a um copo
de agua. As porc¢des foram oferecidas com casca e miolo e seu tamanho foi retangular
com 2 cm de largura e 3 cm de comprimento.

Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo 4). O projeto obteve aprovagio pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho/UFRJ (parecer n° 1.067.045).

2.9. Analises Estatisticas

Os resultados da analise sensorial dos paes e as analises para os testes das
enzimas (densidade, volume e compostos fendlicos por CLAE) foram avaliados por
meio de analise de variancia (ANOVA-one way), seguida de pos-teste de Tukey ou
seguido de pos teste de Dunnet’s.

O efeito da substituicdo parcial da farinha de trigo integral pela farinha de
jabuticaba nos pédes em relacdo a capacidade antioxidante e teores de compostos
fenolicos e o efeito do bioprocessamento foram avaliados por meio de analise de
variancia (ANOVA-two way), seguida de pos-teste de Bonferroni.

Todas as analises estatisticas foram realizadas com auxilio do Software Graph
PadPrism. Foram considerados significativos valores de p < 0,05.

3. Resultados e discussao

3.1. Caracterizagéo das enzimas

Inicialmente, para a escolha da enzima a ser utilizada no bioprocessamento foi
realizada pesquisa bibliografica (DINELLI et al., 2009; VERMA et al., 2009; WANG et
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al., 2013) e consulta as empresas que comercializam enzimas para aplicacdo em
. . .. ® ® x
alimentos. Duas enzimas comerciais: Panzyn e Celumax doadas pela Prozyn (Sao

Paulo, Brasil) e um extrato bruto, obtido a partir da fermentacdo em estado solido do
residuo do cacau, doado pelo Laboratério de Biotecnologia Microbiana (LaBiM,
Instituto de Quimica/UFRJ) foram utilizadas.

As atividades celulolitica, amilolitica e xilanolitica foram avaliadas em todos os

preparados enzimaticos (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade celulolitica, amilolitica e xilanolitica dos preparados enzimaticos.

e Atividade Atividade Atividade
Preparado enzimatico i o ) -
celulolitica amilolitica xilanolitica
Panzyn ) 0,0 U/g 9124,8 Ulg 17,2 Ulg
Celumax 872,6 Ulg 0,0 U/g 182,3 U/g
Preparado enzimatico de cacau 2,87 U/mL 0,0 U/mL 11,8 U/mL

Tabela 2. Concentragdes e atividades das enzimas empregadas para elaboracdo do péo
integral bioprocessado.

Enzima ConcenFragzi\o Atividade enzimatica
da enzima
Celulolitica Amilolitica Xilanolitica
(Ulg) (Ulg) (U/mL)
® 0,003% 13,1 ND* 2,7
Celumax 0,02% 65,5 ND* 13,7
0,0013% ND* 54,8 0,1
® 0,0026% ND* 109,5 0,2
Panzin 0,0375% ND* 419,7 0,8
0,1% ND* 4206,5 7.9
® ® 0,02% e
Celumax e Panzin 0,0026% 65,5 109,5 13,9
0,0425% 1,0 0 4,0
Preparado enzimatico 0,53% 12,1 0 50,0
de cacau 2,1% 48,5 0 200,0

, . 10,6% 2424 0 _1000,0
“Celumax : valores expressos em g/100 g do peso da massa crua; Panzin : valores
expressos em g/100 g de farinha de trigo; Preparado enzimatico de cacau: valores

expressos em mL/100 g do peso da massa. ND: Né&o detectado.

Os preparados enziméticos foram entdo testados na formulacao de pao integral
visando avaliar o efeito sobre o volume e a densidade. As concentragdes utilizadas de

. N ®
cada enzima foram baseadas nas sugestdes da empresa, sendo para a Panzyn ~ (0,65 g a

1,3 g/100 g de farinha) e para a Celumax® (0,1% a 0,5% em relacéo ao peso da massa
crua). Para o preparado enzimatico de cacau fez-se uma busca bibliogréfica e foram
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encontrados valores de utilizacdo de 5 U/mL a 5000 U/mL em relacdo a concentracao
de xilanase em produtos de panificacdo (patente n°® PI0801816-2 A2). As combinacdes

utilizadas estdo apresentadas na Tabela 2.

2500~
20007 b b . . b
1500-
1000+

500

0-4 - P P — i B e R

Controle 0,003% 0,02% 0,0013% 0,0026%  0,0375% 0,1% 0,0026% cacau 4U 50U 200U 1000U

Panzin de decacau cacau cacau
Celumax Panzin ~ Panzin  Panzin Panzin de de
Celumax 0,02%e Fermentado
Fermentado
Fermentado
Fermentado
Celumax
B
0.5~
a a a a
a a
0.4 b ] b a_ a
— N
0.3-
0.2-
0.1-
0.0 - b o A= e -t e

Controle 0,003% 0,02% 0,0013% 0,0026%  0,0375%  0,1% 0,0026% cacau 4U 50U 200U 1000U

Panzin de decacau cacau  cacau
Celumax Panzin ~ Panzin Panzin Panzin de de

Celumax 0,02% e Fermentado
Fementao

::::::::::

Fermentado
Celumax

Figura 1. Volume (A) e densidade (B) dos pdes bioprocessados com diferentes
concentracfes dos preparados enzimaticos. Resultados expressos como média =DP de
triplicatas. Letras diferentes indicam diferencga significativa em relagdo ao controle
(One-Way ANOVA seguido de pés-teste de Dunnet’s, p<0,05).
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O efeito do bioprocessamento sobre o volume e a densidade dos pdes esta
apresentado na Figura 1.

. ® . - . .
A enzima Panzyn ndo foi utilizada nos proximos experimentos, visto que

mesmo aumentando quase 30 vezes sua concentracdo, ndo foram observadas diferencas
significativas no volume e na densidade dos paes em relagcdo ao pao controle (Figura

1). A combinagéo Panzyn® e Celumax® ndo foi continuada nos testes seguintes visto
que a Celumax® por si so obtinha 0 mesmo efeito do que a combinagdo como um todo,
podendo-se, mais uma vez, descartar a utilizacao da Panzin®

O volume e a densidade dos pées bioprocessados com a Celumax® (0,02%) e
com o fermentado de cacau (1000 U/mL) foram comparados entre si (Figura 2), visto
que se caracterizaram o0s Unicos que obtiveram diferenca significativa em relacdo ao pao
controle quando avaliados sob o ponto de vista do volume e da densidade (Figura 1).
Porém, na Figura 2, ao comparar estas amostras entre si e 0 controle, pode-se observar
que nédo houve diferenga significativa.

A fim de avaliar o efeito do bioprocessamento sobre o teor de compostos
fenolicos, especificamente o acido ferulico, por ser o principal composto fendlico da
farinha de trigo (ANSON et al., 2009; HEMERY et al., 2010; NORDLOUND et al.,
2013), as amostras foram analisadas por CLAE (Tabela 3). Observou-se que o péo
elaborado com o preparado enzimatico de cacau apresentou maior teor de acido feralico

na forma sollvel, sendo este, respectivamente, 57% e 39% quando comparado ao péo
~ ®
controle e com péao elaborado com a Celumax (Tabela 3). Quando um composto

fenolico se encontra na sua forma sollvel ele também estd mais biodisponivel no
organismo, o que € desejavel. Portanto, o preparado enzimético de cacau a 1000 U/mL
foi escolhido para ser utilizado. Também pode-se observar que o0 a quantidade total de
acido ferulico se reduziu no pao escolhido. Isso pode ter ocorrido como consequéncia
da agdo do extrato enzimatico sob a estrutura do acido feralico, que pode té-lo clivado
em derivados de cadeia menor, como o acido p-cumarico.
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2500+ 0.57

2000 a 04]

1500 0.3
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1000 0.2

500 0.1

Controle Celumax de cacau

Fermentado Controle Celumax de cacau

Fermentado

Figura 2. Volume (A) e densidade (B) dos pées adicionados de diferentes enzimas em
comparacdo ao pdo controle (sem adicdo de enzima) expressos em cmid e g/cm?,
respectivamente. Resultados expressos como médiatdesvio padrdo de triplicata. Letras
minusculas diferentes indicam diferenga significativa. (One-way Anova, seguido de
pos-teste de Tukey, p<0,05).

Tabela 3. Teor de acido fertlico (mg/100g, bs) nos pées integrais controle e adicionados
de enzimas".

Composto Extrato P&o integral Pao igytegral Pao integral fermentado
controle celumax ~ (0,02%0) de cacau (1.000 U)

Acido ferdlico  fracdo soldvel 1,9+0,1% 2,70,0° 4,40,0°

Acido fertlico  fraco &cida 6,3+0,2° 7,810,3b 6,1+0,2°

Acido fertlico  frag&o alcalina 115,35,4° 114,6+1,6 2 97,04_r1,7b

Total 123,645,6° 125,1+2,3% 107,5+1,6"

“Resultados expressos em base seca como médiatdesvio padrdo de triplicata. Letras
minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as médias
(One-way Anova, seguido de pds-teste de Tukey, p<0,05).

3.2. Parametros fisico-quimicos

O volume e a densidade das quatro amostras (PI, PJ, PIB e PJB) foram avaliados
(Figura 3). Os pées elaborados com a adigéo de farinha de jabuticaba apresentaram
menor volume e maior densidade, o que ndo € adequado do ponto de vista tecnolégico.
Para os pées integrais sem a farinha de jabuticaba, o bioprocessamento aumentou o
volume e reduziu a densidade, pardmetros que tendem a melhorar os aspectos sensoriais
do produto. Ressalta-se que esse efeito ja foi previamente relatado na literatura por
outros autores (CODA et al., 2015; KATINA et al., 2012; NORDLUND et al., 2013).
No entanto, para o pdo de jabuticaba, o bioprocessamento ndo demonstrou melhora
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significativa nos aspectos de volume e de densidade (Figura 3). O teste realizado para
se escolher o melhor extrato enzimatico a ser utilizado no presente trabalho foi realizado
apenas com no pédo integral. Portanto, talvez seja necessario adicionar maiores
quantidades de enzima para obter o mesmo efeito no pédo adicionado de farinha de
jabuticaba, visto que, provavelmente, a jabuticaba inibe o efeito da xilanase. As endo-
xilanases bacterianas apresentam pesos moleculares na faixa de 15 kDa a 85 kDa,
geralmente sdao mais ativas em meios levemente alcalinos ou neutros (pH 5,0 a 8,0) e
em temperaturas mais elevadas (50 °C a 90 °C) (ZHENG, 2000). Sabe-se que a farinha
de jabuticaba é predominante &cida, apresentando pH por volta de pH 4. Logo, isso

pode ter influenciado na atividade da xilanase.

(A) (B)

2500- bA 05, aB
aA — 28
20004 0.4 aA
aB aB i
1500+ « 0.3
: |
L
1000+ o (.24 ‘
500 0.1 ‘
0 ™ T 0.0 r ’
Pé&o integral P&o jabuticaba P&o integral Pé&o de jabuticaba
— Controle = Bioprocessado = Controle =) Bioprocessado

Figura 3. Volume (A) e densidade (B) dos paes elaborados. Resultados expressos como
médiatdesvio padrdo de triplicata. Letras minudsculas diferentes indicam diferenca
significativa do bioprocessamento para um mesmo tipo de pdo. Letras maiudsculas
diferentes indicam diferenca significativa da adi¢do da farinha de jabuticaba dentro do
mesmo processamento (Two-way Anova, seguido de pos-teste de Bonferroni, p<0,05).

Alguns trabalhos apontam alternativas para melhorar a qualidade tecnolégica de
pées elaborados com ingredientes que ndo contém gliten. Entre as estratégias utilizadas
destaca-se, 0 uso de aditivos e de agentes de texturizacdo (hidrocoloGides e
emulsificantes), uso de bactérias acido-laticas, processamento por alta pressao da massa,
pré-gelatinizacdo do amido e uso de enzimas, como transglutaminase, glicose oxidase e
protease (DELCOUR et al., 2012; ROSA-SIBAKOV et al., 2016).

Os arabiloxilanos (AX) sdo fibras dietéticas presentes na farinha de trigo,
normalmente na forma insolGvel, porém nas formas sollveis, influenciam a qualidade
da panificacdo, por alterar parametros como volume, textura e densidade. A utilizacdo

de enzimas, como a xilanase, com o objetivo de hidrolisar os AX insoltveis presentes
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nos produtos de panificacdo, cliva as paredes das células do gréo, permitindo que mais
agua seja absorvida pela estrutura da matriz do produto na hora da coc¢do (CODA et al.,
2015; COURTIN & DELCOUR, 2002; MIHHALEVSKI et al., 2012).

O pdo adicionado de farinha de subproduto de jabuticaba possui menor
quantidade de glaten, devido a diminuicdo do percentual de farinha de trigo em sua
formulacdo e, como consequéncia, ha uma formacdo modificada da rede de gluten
durante a coccdo, podendo gerar ligacdes covalentes entre glutenina e gliadina com os
AX, dificultando dessa forma a acdo da xilanase. Sabe-se que o gliten também é
responsavel pela qualidade sensorial dos produtos ap6s a coc¢do. Logo, quanto menor a
quantidade deste nos produtos de panificacdo, maiores serdo as alteragbes nos atributos
de textura, a maciez e o sabor (AUTIO, 2006). Adicionalmente, a quantidade de AX
reduzida é capaz de alterar a viscosidade na massa que seria benéfica ao retardar a
retrogradacdo do amido e a perda de 4gua precoce (COURTIN & DELCOUR, 2002).

Os pées adicionados de farinha do subproduto de jabuticaba (controle e
bioprocessado) apresentaram os menores valores de pH (Tabela 4), o que pode ser
explicado pelo baixo pH da farinha de jabuticaba, conforme demonstrado no capitulo 1
do presente trabalho. O menor pH dos pées de jabuticaba é favoravel, pois favorece a
estabilidade das antocianinas, além de inibir a proliferacdo de microrganismos. O
bioprocessamento de ambos os pées, 0 100% integral e o com a farinha do subproduto
da jabuticaba, nao influenciou no pH (Tabela 4). Dados sobre o efeito do
bioprocessamento sobre o pH dos pées ainda sdo contraditorios na literatura. ARTE et
al., (2015) relataram que o bioprocessamento promove a reducdo do pH em pé&o no qual
se utilizou farelo de trigo, enquanto NORDLOUND et al., (2013) relataram que nao
houve modificacdo de pH no péo de centeio bioprocessado.

Os paées adicionados de farinha de jabuticaba apresentaram menor luminosidade
(L*), o que ¢é atribuido ao fato da farinha de jabuticaba possuir coloracdo arroxeada e,
portanto, escurece o produto (Tabela 4). O bioprocessamento gerou pées mais escuros
(menor L*), o que pode estar associado ao fato de ter sido utilizado um extrato
enzimatico de coloracdo amarron escura. Em relagdo as outras coordenadas
colorimétricas, os pdes de jabuticaba apresentaram-se avermelhados, quando analisado
a*, e menos amarelado, quando analisado b*, em comparacdo aos pdaes integrais
(Tabela 4). No pédo de jabuticaba o bioprocessamento promovei uma reducdo das
coordenadas a*e b*, diferentemente do que ocorreu ao se adicionar enzimas no pao

integral, onde as coordenadas se mantiveram constantes (Tabela 4).
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Tabela 4. pH e coordenadas colorimétricas dos paes integrais e de jabuticaba controles

e bioprocessados

P&o integral P&o integral P&o de jabuticaba Pa&o de jabuticaba
Controle Bioprocessado Controle Bioprocessado
pH 6,0£0,0" 5,9+0,0" 4,7¢0,0° 4,9+0,0™
Coordenadas colorimétricas
L* 48,4+0,4 " 45,5+1,9 “" 38,6+1,9 °° 33,240,8 "
a* 8,8+0,7 " 8,7405 " 9,0¢0,1 *" 7,3+0,1 "
b* 21,5+0,4 " 21,102 " 11,0+0,4 “° 9,205 "

1 7 4. . ~ . .

Resultados expressos em base seca como médiatdesvio padrdo de triplicata. Letras
mindsculas diferentes indicam diferenca significativa do bioprocessamento para um
mesmo tipo de pdo. Letras maiusculas diferentes indicam diferenga significativa da
adicdo da farinha de jabuticaba dentro do mesmo processamento (One-way Anova,
seguido de pos-teste de tukey, p<0,05).

3.3. Perfil de compostos fendlicos

Nos pées foram identificados seis compostos fenolicos ndo antocianinas (acidos
ferulico, 3,4-dihidroxibenzdico, galico, elagico, cafeico e p-cumarico) e dois compostos
fenolicos da classe das antocianinas (delfinidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-
glicosideo) (Tabela 5). Dentre estes, apenas trés compostos fendlicos (&cidos ferulico,
cafeico e p-cumarico) foram encontrados no Pl e no PIB.

O teor total de compostos fendlicos no PI (154 mg/100 g) e no PIB (153 mg/100
g) ndo demonstraram diferenca significativa entre si. Da mesma forma, o teor de
compostos fendlicos do PJ (264 mg/100 g) foi similar ao do PJB (282 mg/100 g)
(Tabela 5). Portanto, observa-se que o bioprocessamento ndo influenciou no teor total
de compostos fenolicos dos pées elaborados. No entanto, a adicdo da farinha de
jabuticaba gerou um aumento no teor destes compostos tanto nos pées controle quanto
nos pées bioprocessados de aproximadamente 71%.

O composto majoritario encontrado nos pées integrais foi o acido ferulico na sua
forma insolavel (149,3 mg/100 g para Pl e 141,3 mg/100 g para PIB). Outros trabalhos
descreveram a presenca predominante do acido fertlico na fracdo insoltvel de produtos
de panificacdo (ANSON et al., 2009; HEMERY et al., 2010; NORDLOUND et al.,
2013). Apo6s o bioprocessamento ocorreu um aumento de 52% nos teores do acido
feralico na fracdo solivel do péo integral, algo que também j& foi descrito na literatura
(ANSON et al., 2010; KTENIOUDAKI et al., 2015; NORDLOUND et al., 2013). Esse

72



aumento ocorreu, provavelmente, devido a acdo da xilanase sobre os AX. Sabe-se que
na estrutura dos AX existem moléculas de acido ferulico acopladas e com a acéo de
enzimas, como a Xxilanase, € possivel converté-los a forma solivel (COURTIN &
DELACOUR, 2002; MIHHALEVSKI et al., 2012).

Em relacdo as fragdes insollveis dos pdes integrais, o conteudo de acido ferulico
ndo obteve diferenca significativa apds o bioprocessamento entre Pl e PIB. Porém, para
0s outros compostos, como o &cido cafeico e p-cumarico, houve uma reducédo de seus
teores apos a adicdo da xilanase em 24% e 32%, respectivamente. Sabe-se que 0 &cido
fertlico e o cafeico sdo derivados do p-cumarico, que também pode ser chamado de
acido hidroxicindmico (MAZZONE et al., 2016). Porém, ndo foi encontrado nenhum
desses compostos ou seus derivados na fracdo sollivel apds o bioprocessamento. 1sso
pode ter ocorrido devido ao valor total da reducdo ocorrida pode néo ter sido relevante
do ponto de vista préatico, visto que os teores encontrados destes compostos foram muito
baixos.

Para o PJ e o PJB, na fracdo sollvel, o composto com o teor mais elevado é a
cianidina-3-O-glicosideo (17,9 mg/100 g e 14,7 mg/100 g, respectivamente), o que ja
era esperado, visto que esse composto é o principal na farinha de jabuticaba (dados
apresentados no capitulo 1). Em seguida se encontra a definidina-3-O-glicosideo (3,7
mg/100 g). Ambas as antocianinas sofreram uma reducdo de 18% e 12%,
respectivamente, ap0s o bioprocessamento. Tal fato provavelmente pode ser associado a
acdo da xilanase, que é uma enzima que é capaz de romper ligacGes glicosidicas
(CODA et al., 2015). Juntamente a isso, pode-se compreender de onde veio parte do
acido galico formado ap6s o bioprocessamento do PJ em PJB, visto que a cianidina-3-
O-glicosideo, quando deglicosilada, gera acido galico (SINELA et al., 2017). Porém, a
quantidade formada deste composto no PJB se mostra muito superior (25,8 mg/100 g)
ao teor da antocianina que sofreu degradacéo (3,8 mg/100 g). A procedéncia do restante
do &cido gaélico formado no PJB pode ter sido, supostamente, dos AX, assim como
ocorreu nos paes integrais. Ainda na fragdo sollvel, os teores dos &cidos elégico e 3,4-

dihidroxibenzédico ndo apresentaram diferenca significativa apds o bioprocessamento.
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Tabela 5. Teor de compostos fendlicos (ma/100g, bs) nos paes integral e adicionado da farinha de jabuticaba controle e bioprocessadosl.

Comnosto Extrato P&o integral P&o de jabuticaba
P Controle Bioprocessado Controle Bioprocessado
Acido fertlico 2 440 2" 50407 1,340,0°" 52412
Acido galico ND* ND* ND* 25,8+6,2
Acido elagico ND* ND* 1,80,3° 2,240,3"
Acido 3,4-dihidroxibenzéico Fracao soluvel ND” ND* 3,4J_r0,1Gl 4,54_r1,301
Delfinidina-3-O-glicosideo ND* ND* 3,70,1° 3,3+0,2"
Cianidina-3-O-glicosideo ND* ND* 17,9+1,3% 14,7+0,2°
Subtotal 25+0,1%" 50407 24,8+2,9%° 32,7435°"
Acido fertlico 149,0210,5% 139,241,2 134,9+0,6 146,9+1.8 "
Acido galico ND” ND* 61,522,5° 73,628,8°
Acido elagico ND* ND* 26,021,3% 24,620,6°
Acido cafeico 6,2+0,4" 47+02°% 6,3+0,3"" 6,4+0,5°"
, Fracao insoluvel
Acido p-cumérico i 3,1£0,6 2,101 2,540,2" 3,2¢0,1%°
Acido 3,4-dihidroxibenzoico ND® ND* 6,4+0,2° 13,141,2°
Subtotal 151,8+10,8 145,7+11 " 239.2+1,9 °° 149,0+8.0%°
Total 154,3+10,8 “" 1504439 " 264.0+1,1°° 281,7+45°°

T 1 - ~ Y . . . »
Resultados expressos em base seca como médiatdesvio padrdo de triplicata. Letras minusculas diferentes indicam diferenca

significativa entre os processamentos (controle e bioprocessado), para um mesmo tipo de pdo. Letras maiusculas diferentes indicam
diferenca significativa entre os diferentes tipos de pdo dentro do mesmo processamento (Two-Way Anova seguido de pés-teste de

Bonferroni, p<0,05). "N&o detectado.



Na fracdo insolavel dos PJ e PJB, o composto que foi detectado em maior teor
foi o acido ferdlico (133,0 mg/100 g e 147,9 mg/100 g, respectivamente) e néo
obtiveram diferenca significativa entre si (Tabela 5). J& em relacdo aos teores de &cido
elagico, ndo houve diferenca significativa do mesmo ap6s o bioproessamento do PJ. Por
Gltimo, ainda na fracdo insoltvel, ainda houve aumento significativo dos teores dos
acidos 3,4-dihidroxibenzoico e p-cumarico. HOLTEKJZLEN et al. (2008) também
observaram aumento de compostos fendlicos insoluveis pées adicionados de farinha de
cevada apds a coccdo. Ja foi relatado na literatura que os teores de alguns compostos
fendlicos sob a forma agliconas aumentaram ap0s a bioprocessamento enzimatico
(KOISTINEN et al., 2016). E provavel entdo que o aumento dos teores compostos
insollveis (acidos 3,4-dihidroxibenzoéico e p-cumarico) seja proveniente dos acidos
ferulicos acoplados aos AX que sofreram clivagem por acao da coccao e da xilanase.

Além dos compostos citados na Tabela 5, também foram quantificadas duas
metilxantinas, sendo elas cafeina e teobromina, provenientes do fermentado de cacau de
onde foi extraida a xilanase. O teor de teobromina no PIB e no PJB foi,
respectivamente, 9,6 mg/100 g e 11,2 mg/100g, sem diferenca significativa entre os dois
pdes. A cafeina s6 foi identificada no PIB (1,5 mg/100 g). Esse padrdo, onde as
concentracOes de teobromina se encontram superiores do que as de cafeina sdo inerentes
do cacau e dependem do grau de fermentacdo (TODOROVIC et al., 2015). As
metilxantinas encontradas no cacau, ao serem consumidas por individuos saudaveis
podem levar a mudancas de humor e comportamento, tornando-0s mais enérgicos,
motivados para o trabalho e aumentar o estado de alerta (SMIT et al., 2004). Além
desses efeitos, ja foi observado um papel na reducédo da glicemia (SARRIA et al., 2014).

3.4. Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante (CA) dos pées elaborados foi analisada a partir dos
mesmos extratos utilizados para a caracterizacdo do perfil de compostos fendlicos por
CLAE. Logo, a CA foi determinada tanto para a fracdo sollvel, quanto para as fracdes
insollveis das amostras de paes estudadas.

A CA avaliada pelos métodos FRAP e Folin-Ciocalteu foi maior para o Pl
(631,5 mmol Fe2+/100 ge 730,4 g EAG/100 g, respectivamente) em relacdo a PJ (512,2

mmol Fe2+/100 g e 485,0 g EAG/100 g, respectivamente). O contrario ocorreu para o
método TEAC, onde o Pl apresentou maior CA (20,2 mmol ET/100 g) em comparacgao

75



ao PJ (12,5 mmol ET/100 g). Porém, se observarmos apenas a fracdo sollvel destes
pées, nota-se que o pdo adicionado de farinha de subproduto de jabuticaba possui CA
superior nesta fracdo em relacdo ao pdo integral controle quando avaliado pelos trés
métodos, 0 que € interessante, uma vez que esta fracdo apresenta 0S compostos
antioxidantes mais bioacessiveis ao organismo humano. Adicionalmente, ao se
bioprocessar o0 PJ, a capacidade antioxidante aumentou 45%, 37% e 29% para FRAP,
TEAC e Folin-Ciocalteu, respectivamente (Tabela 6).

Em relagdo ao total, a fragdo sollvel apresentou a menor CA quando avaliada
pelos trés métodos (Tabela 6), resultado semelhante aos descritos nos trabalhos de
CASTELO-BRANCO et al., (2016) e KTENIOUDAKI et al., (2015). Observou-se que
a adicdo da farinha de jabuticaba aumentou a CA nos pées, devido, principalmente, a
presenca das antocianinas (INADA et al., 2015).

Ja foi descrito na literatura que o bioprocessamento enzimatico é capaz de
aumentar a CA na fracdo soluvel dos cereais (KATINA et al., 2007b; KTENIOUDAKI
et al., 2015). Portanto, sugere-se que os compostos fendlicos insollveis presentes no
PJB sofreram clivagem em algumas de suas ligacdes beta-glicosidicas devido a acdo do
extrato enzimatico de cacau adicionado. Logo, as enzimas podem ter agido, tanto nas
estruturas das paredes celulares dos cereais, quanto nas moléculas das antocianinas
presentes em suas fragfes sollveis (e que ndo estdo presentes no pdo integral). PLAZA
et al. (2014) observaram que formas agliconas possuem capacidade antioxidante
superiore as formas glicosiladas, e as antocianinas presentes no PJB podem ter se
convertido na forma aglicona com a ac¢ao da xilanase.

Especula-se que, em relacdo ao pdo de jabuticaba, seja interessante utilizar o
extrato enzimatico proveniente do cacau (acdo predominante é a xilanase) juntamente
com a Celumax (acdo predominante é a celulase), pois os tipos de compostos fendlicos
encontrados na farinha de trigo integral séo diferentes dos enconotrados na jabuticaba
de jabuticaba. Os compostos fenolicos da jabuticaba apresentam mais ligacOes
glicosidicas, e a Celumax € um complexo enzimatico que, teoricamente, teria mais
efeito mais sob esse tipo de ligacdo. Ja a farinha de trigo integral é rica em &cido
feralico e outros &cidos fendlicos hidroxicindmicos, que possuem, predominantemente,
ligacOes éster. Sabe-se que uma das principais acfes da xilanase é a feruloil esterase.
Portanto, a utilizacdo das duas enzimas juntas no pao de jabuticaba poderia ser benéfica.
Na literatura, a acdo das xilanases, bem como outras enzimas acessorias, ja foi utilizada

para melhorar a conversao de celulose, removendo a hemicelulose e aumentando a
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acessibilidade do substrato as celulases. A aplicacdo de xilanases e enzimas acessorias
em conjunto com enzimas celuloliticas foi previamente considerada para a bioconversao
de materiais lignoceluldsicos (BRAGA et al., 2014).

Em relacdo as fracOes insoluveis, o bioprocessamento enzimatico gerou efeito
nos paes e causou diferenca significativa nos dados dos 3 métodos analisados, tanto no
pdo integral quanto no pdo de farinha do subproduto da jabuticaba. O efeito do
bioprocessamento no pdo integral foi negativo, visto que a CA reduziu. Segundo
YADAV et al. (2013), a diminuicdo da capacidade antioxidante pode ocorrer como
resultado da liberag&o inicial de mondémeros de fendlicos livres, seguidos pela liberacao
de polimeros fendlicos. J& para o pdo adicionado de farinha do subproduto da
jabuticaba, o efeito foi inverso e houve um aumento da CA nas duas fracGes e nos trés
métodos, algo que ja foi reportado anteriormente na literatura (CODA et al., 2014;
KATINA et al., 2007a; KTENIOUDAKI et al., 2015).
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Tabela 6. Capacidade antioxidante dos pées integrais e de jabuticaba controle e bioprocessados determinada pelos métodos de Folin-

Ciocalteu, FRAP e TEAC".

Método

P&o integral

Pao de jabuticaba

Bioprocessado

Controle Bioprocessado

Folin-Ciocalteu (g EAG“/100 0)

74,0+2.47°
546,6+10,6
621,5+120,6" "

50,6+1,0%"
570,8+1.2
730,4+164.4°°

Fracéo soluvel
Fracdo insolavel

129 9+5,2%° 182.3+10.8""
355,145 2 ° 890,1+4,3 °°
485,0+32,7%°  1072,4+151,8"°

FRAP (mmol Fe“ /100 g)

31,2406
537,24¢35 "
568,4+137,3"

31,0402
600,5+2.7
631541555

Fracao soluvel
Fracdo insolavel

112,8+4.6°" 2039+8,1 "
399,4+6,6 °° 969,454 °°
512.24511°%°  1173.3+166,6 -

TEAC (mmol ET®/100 g)

Fracéo soluvel

: , aA
Fracéo insoluvel 12,2+0,1

125+ 4,0 %

37400 " 50+03°°
16,5+0,6 °° 282+03 "
20.2+2.8 A 341455 °°

Resultados expressos em base seca como médiatdesvio padrdo de triplicata. Letras minasculas diferentes indicam diferenca significativa
do bioprocessamento para um mesmo tipo de pédo. Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa da adicdo da farinha de

jabuticaba dentro do mesmo processamento (Two-way Anova, seguido de pos-teste de Bonferroni, p<0,05). Equivalentes de acido

e 3 .
galico. "Equivalentes de Trolox
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3.4. Qualidade microbioldgica e analise sensorial

Ambos os pées apresentaram qualidade microbioldgica dentro do preconizado
pela RDC n® 12 (ANVISA), demonstrando auséncia de coliformes a 45 °C e salmonela.

Os 100 provadores degustaram os quatro pées ofertados (PI, PJ, PIB e PJB) e
analisaram as amostras segundo os sete atributos e a intencdo de consumo e de compra
(Tabela 7). Pode-se observar que todos os aspectos avaliados possuem 0 mesmo
padrédo, onde a adicdo da farinha de jabuticaba exerceu alteracdo negativa na aceitacao
pelos provadores. Ja o bioprocessamento ndo gerou diferenca sensorial significativa nas
notas dadas aos atributos analisados, com exce¢do do aroma e da cor da casca, assim
como os resultados analisados por KTENIOUDAKI et al. (2015). Entretanto, mesmo
obtendo notas inferiores quando comparado aos pdes integrais, todos os atributos
avaliados do pdo de jabuticaba se mantiveram acima da média minima de aceitacédo

(maior ou igual a 5).

Tabela 7. Perfil senforial dos pdes de jabuticaba e integral controles e
bioprocessados (n=100) .

Pao integral P&o integral jagsgig:ba jaES’?ig;ba
Aspectos Controle  Bioprocessado Controle Bioprocessado
AtributosZ
Impressdo global  7,1¢1,7" 72:16" 5823 58217
Aroma 70615 73017 6618 67217
Cor da casca 73:1,6 M 75213% 6622 6422
Cor do miolo 74416 74215 66423% 64:21
Sabor 71216 70517 53427%° 56424
Textura 72417 71016 60021 61423%
Gosto residual 70619 71017 514028% 56426
Intencdo de consumo® 4,716 " 46:15  35:19%°  36:19%

Intenco de compra. ~ 3,6+1,1%"  35+10%  27414%  20415%

"Resultados expressos como médiatdesvio padrdo. Letras minusculas diferentes
indicam diferenca significativa entre os processamentos (controle e bioprocessado),
para um mesmo tipo de pdo. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca
significativa entre os diferentes tipos de pdo dentro do Jnesmo processamento (One-
way anova, seguido de pos-teste de Tukey, p<0,05). "Escala de nove pontos (1 =
esgostei extremamente; 5 = ndo gostei, nem desgostei; 9 = gostei extremamente).

Escala de sete pontos (1 = nunca comeria; 4 = comeria ocasionalmente; 7 = comeria
sempre). Escala de cinco pontos (1 = certamente ndo compraria; 2 = provavelmente

ndo compraria;3 = talvez compraria, talvez ndo compraria; 5 = certamente
compraria).
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4. Conclusdo

Dentre as opcOes de enzimas estudadas, a adi¢cdo do fermentado de cacau, fonte
de xilanase demonstrou melhores resultados na farinha integral, sendo escolhida para
ser adicionada nos paes do presente estudo.

Para os pdes integrais, o bioprocessamento aumentou o volume e reduziu a
densidade dos pées. Porém, o contrario foi visto para o pdo de jabuticaba. Além disso, a
adicdo da xilanase ndo alterou o pH em nenhuma das duas amostras (integral e de
jabuticaba), porém escureceu ambas o que pode ser visto pela reducdo dos valores do
pardmetro L*, visto que é uma enzima extraida de um fermentado de cacau
amarronzado.

Em relacdo a capacidade antioxidante, os trés métodos (FRAP, TEAC e Folin-
Ciocalteu) apresentaram um comportamento comum, cuja atividade antioxidante na
fracdo sollvel se manteve constante no pao integral e aumentou no pdo de jabuticaba,
ap6s o bioprocessamento. J& nas fragdes insollveis, a adicdo de enzimas gerou a
reducdo da capacidade antioxidante dos paes integrais e 0 aumento dessa atividade nos
pées de jabuticaba.

O principal composto encontrado nos paes integral e de jabuticaba, tanto
controle quanto bioprocessado, foi o &cido ferulico, na fracdo insollvel. Porém, depois
do bioprocessamento, o percentual deste &cido na fracdo solivel aumentou
significativamente em ambos os pdes. No PJB, o aumento do teor de compostos
fendlicos da fracdo solivel foi maior do que do PIB, principalmente devido ao
aparecimento do &cido galico. Ressaltando que, nos Pl e PIB, esta fracdo se resume
apenas ao acido ferdlico. Nos PJ e PJB ainda foram identificadas duas antocianinas
(delfinidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-glicosideo), provenientes da adi¢do da
farinha do subproduto da jabuticaba, que sofreram deglicosilagio com o
bioprocessamento.

Com isso, conclui-se que, apesar do bioprocessamento ndo ter alterado
significativamente volume e densidade dos pées de farinha do subproduto da jabuticaba,
este melhorou seus perfis de compostos fendlicos e capacidade antioxidante, além de ter
obtido notas acima da média na andlise sensorial pelos provadores. Portanto, acredita-se

ser um potencial produto a se comercializar, com possiveis beneficios a saude.
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Considerac0es finais

No decorrer dessa dissertagdo foram desenvolvidos dois capitulos com objetivos
distintos. Durante o desenvolvimento desses dois capitulos foi possivel observar que em
relagdo a farinha de jabuticaba é preciso desenvolver outra maneira de armazené-la para
que esta se mantenha estavel por mais tempo de estocagem, a fim de preservar os
compostos fendlicos e as caracteristicas fisicas e sensoriais.

Outro fator que foi avaliado foi o efeito da coc¢do. Porém, em muitos momentos
foi dificil atribuir se as consequéncias identificadas no pao foram devido ao aumento da
temperatura ou a acdo do fermento utilizado. Em um préximo estudo, seria interessante
preparar uma outra amostra de um pdo sem fermento. Além disso, ndo foram
guantificadas melanoidinas, e sabe-se que sdo compostos importantes e influentes na
capacidade antioxidante do pdo coccionado.

Nos pées bioprocessados, observou-se que os pades com farinha de jabuticaba
ndo obtiveram tantos beneficios sensoriais quanto os pées integrais. Portanto, sentiu-se a
necessidade de, em trabalhos futuros, realizar testes com o pao adicionado da farinha de
jabuticaba e ndo apenas no péo integral, visto que o pao enriquecido do fruto pode
necessitar de quantidades superiores da xilanase ou até de enzimas complementares em

sua composicdo para obter o mesmo efeito que o pao integral.
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Anexo 1

ANALISE SENSORIAL DE PAES INTEGRAIS ELABORADOS COM
FARINHA DE JABUTICABA

1. ldentificacdo:

Julgador n°: Grupo n°: Sexo:
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Nome:

Idade (anos): Escolaridade: Apresenta

alguma doenca atualmente? () sim () ndo

Qual ou quais?

Apresenta o estado de salde alterado por gripe, virose ou alergia nesse momento?
()sim () néo

E fumante? () sim () ndo Se sim, quantos cigarros por dia?

Usa algum medicamento atualmente: () sim () ndo

Qual ou quais?

2. Pesquisa de alergias e intolerancias:

Dentre 0s itens abaixo, assinale aquele(s) cujo consumo j& provocou reacao alérgica
(vermelhidao, coceira, falta de ar, inchaco) ou intolerancia (mal estar, diarreia, vomito,

dor abdominal)?

() Aclcar mascavo () Farinha de jabuticaba
() Farinha de trigo integral () Azeite

() Fermento bioldgico seco () Sal

() Farelo de trigo

3. Frequéncia de consumo de pdo de forma integral:

( ) Mais de 3 vezes/dia () 2 a3vezes/dia () 1 vez/dia
( ) 5 a6 vezes/semana () 2 a4 vezes/semana () 1 vez/semana
() 1a3vezes/més () Nunca ou quase nunca

Quando consome, quantas fatias consome por vez?

4. Escala de apreciacdo para pdo de forma integral:

() Gosto muitissimo

() Gosto muito

() Gosto moderadamente
() Gosto ligeiramente

5. Treinamento em analise sensorial de alimentos:
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Vocé ja participou de algum treinamento em analise sensorial de alimentos antes?

() sim () néo

Agradecemos sua disponibilidade de contribuir para a producdo de
conhecimento!
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Anexo 2

Analise sensorial de paes elaborados de forma integral

LOCAL DO TESTE: Laboratorio da Nutricdo / UFRJ; sala E-17

DATA:

HORARIO:

Para avaliacdo sensorial dos pédes é necessario cumprir os seguintes itens no dia

combinado acima:

Nao utilizar aparelho dentario (removivel) durante os testes;

N&o consumir alimentos picantes;

N&o fazer uso de cosméticos e perfumes que apresentem odores fortes;
Se for fumante, ndo fumar 1 hora antes da analise sensorial;

Jejum de 1 (uma) a 2 (duas) horas.
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Ficha de Avaliacdo n® 1
Julgador n°: Grupo ne:

Vocé esté recebendo amostras codificadas. Por favor, avalie cada uma nos quesitos
relacionados abaixo:

1) Auvalie o aspecto global de cada uma utilizando a escala abaixo.

(19) gostei extremamente Amostra Nota
(8) gostei moderadamente

('7) gostei regularmente ( )
(6) gostei ligeiramente

(5) néo gostei, nem desgostei ( )

(4) desgostei ligeiramente
('3) desgostei regularmente
(2 ) desgostei moderadamente
(1) desgostei extremamente

2) Auvalie 0 aroma de cada uma utilizando a escala abaixo.

(9) gostei extremamente Amostra Nota
(8) gostei moderadamente

(7) gostei regularmente ( )
(6) gostei ligeiramente

(5) néo gostei, nem desgostei ( )

(4) desgostei ligeiramente
(3) desgostei regularmente
(2) desgostei moderadamente
(1) desgostei extremamente

3) Avalie a cor da casca de cada uma utilizando a escala abaixo.

(19) gostei extremamente Amostra Nota
(8) gostei moderadamente

(7)) gostei regularmente ( )
(6) gostei ligeiramente

(5) nédo gostei, nem desgostei ( )

(4) desgostei ligeiramente

( 3) desgostei regularmente
(2) desgostei moderadamente
(1) desgostei extremamente
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4) Avalie a cor do miolo de cada uma utilizando a escala abaixo.

(19) gostei extremamente Amostra Nota

( 8) gostei moderadamente

(7) gostei regularmente ( )
(6) gostei ligeiramente

(5) néo gostei, nem desgostei ( )

(4) desgostei ligeiramente
(3) desgostei regularmente
(2) desgostei moderadamente
(1) desgostei extremamente

5) Avalie o sabor de cada uma utilizando a escala abaixo.

(9) gostei extremamente Amostra Nota

(8) gostei moderadamente

(7) gostei regularmente ( )
(6) gostei ligeiramente

(5) néo gostei, nem desgostei ( )

(4) desgostei ligeiramente
(3) desgostei regularmente
(2) desgostei moderadamente
(1) desgostei extremamente

6) Avalie a textura de cada uma utilizando a escala abaixo.

(9) gostei extremamente Amostra Nota
(8) gostei moderadamente

(7) gostei regularmente ( )
(6) gostei ligeiramente

(5) nédo gostei, nem desgosteli ( )

(4) desgostei ligeiramente
(3) desgostei regularmente
(2) desgostei moderadamente
(1) desgostei extremamente

7) Avalie o sabor residual de cada uma utilizando a escala abaixo.

(19) gostei extremamente Amostra Nota

(8) gostei moderadamente

('7) gostei regularmente ( )
(6) gostei ligeiramente

(5) néo gostei, nem desgostei ( )

(4) desgostei ligeiramente
(3) desgostei regularmente
(2 ) desgostei moderadamente
(1) desgostei extremamente
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Anexo 3

Ficha de Avaliacdo n® 2

Julgador n°: Grupo n°:

1) Vocé esté recebendo duas amostras codificadas, avalie cada uma segundo a sua
intengdo de consumo, utilizando a escala abaixo.
Amostra  Nota

(7)Comeria sempre ()
(6) Comeria muito frequentemente
(5) Comeria frequentemente ()

(4) Comeria ocasionalmente
(3) Comeria raramente

(2) Comeria muito raramente
(1) Nunca comeria

2) Avalie cada uma segundo a sua intencéo de compra, utilizando a escala abaixo.

AmostraNota
(5) Certamente compraria ()
(4)Provavelmente compraria
(3) Talvez compraria, talvez ndo compraria ()

(2) Provavelmente ndo compraria
(1) Certamente ndo compraria
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Anexo 4

Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ
Centro de Ciéncias da Saude — CCS
Instituto de Nutrigéo Josué de Castro — INJC

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
Analise sensorial de pées integrais e elaborados com farinha de jabuticaba

Vocé estd sendo convidado (a) a participar voluntariamente de uma pesquisa cujo objetivo é
conhecer a opinido e avaliar se os consumidores gostam de pdes de forma adicionados de farinha de
jabuticaba. Este estudo é importante para incentivar o consumo de alimentos com grandes quantidades de
nutrientes que sdo considerados positivos para a sadde humana. Este estudo esta sendo realizado pela
aluna de Mestrado em Nutricdo Paula Andrés Duarte sob orientacdo da Prof® Dr? Mariana Costa
Monteiro.

As condi¢Bes de inclusdo nesse estudo foram criadas com o objetivo de proteger vocé de
eventuais riscos ou problemas. Voceé so serd incluido (a) no estudo se for consumidor (a) habitual de paes
(pelo menos 4 dias na semana) e apresentar idade entre 19 e 50 anos.

Vocé serd solicitado a provar os pées de forma e, em seguida, expressar sua opinido respondendo
a fichas de avaliagdo.

Esclarecemos que o procedimento ndo acarretard em desconfortos ou riscos ao participante, uma
vez que o mesmo serd excluido (a) ao ndo se encaixar no perfil do estudo. Caso o (a) participante
apresente qualquer tipo de problema ocasionado pelo estudo serdo disponibilizadas as devidas medidas
para minimizar ou solucionar o problema. Esclarecemos, ainda, que ndo ha beneficio direto para o (a)
participante, e que vocé ndo terd despesas, nem retorno financeiro. Garantimos que poderd ocorrer
compensacdo de despesas que possam existir em funcdo de sua participacdo no projeto. A recusa na
participaco da pesquisa ndo acarretard em nenhum prejuizo. Além disso, vocé poderd se retirar da
pesquisa a qualquer momento, sem constrangimentos, sem que isso lhe traga qualquer prejuizo ou
penalizagdo, sem necessidade de justificativa.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso & professora Mariana Costa Monteiro. A Prof
Mariana Monteiro, responsavel pela pesquisa, podera ser encontrada através dos telefones: (21) 99961-
5219 e (21) 3938-6449. Se vocé tiver alguma consideragdo ou ddvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Clementino Fraga
Filho/HUCFF/UFRJ — R. Prof. Rodolpho Paulo Rocco, n® 255 — Cidade Universitaria/llha do Fundédo —
Sala 01D-46/1° andar - pelo telefone 3938-2480, de segunda a sexta-feira, das 8 as 15 horas, ou através do
email: cep@.hucff.ufrj.br.

Todos os dados fornecidos séo considerados confidenciais, sendo totalmente garantidos o sigilo
das informacbes e a sua privacidade. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar a sua
identificacdo e os resultados obtidos neste trabalho serdo divulgados em revistas cientificas da area.

Acredito ter sido suficientemente informado () a respeito das informacdes sobre o0 estudo acima
citado que li ou que foram lidas para mim.

Eu conversei com a Prof* Mariana Monteiro sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais sdo os objetivos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento
hospitalar no Hospital Clementino Fraga Filho para eventuais tratamentos se necessario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento,
sem penalidades ou prejuizos e sem a perda de atendimento nesta Instituicdo ou de qualquer beneficio que
eu possa ter adquirido. Eu receberei uma copia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) e a outra ficara com o pesquisador responsavel por essa pesquisa. Além disso, estou ciente de que
eu e o pesquisador responsavel deveremos rubricar todas as folhas desse TCLE e assinar na tltima folha.

Data: / /

Nome do Sujeito da Pesquisa  Assinatura do Sujeito da Pesquisa

Data: / /

Nome do Pesquisador Assinatura do Pesquisador
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