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RESUMO

Bebidas isotonicas sdo suplementos destinados a hidratacao e reposicao de eletrolitos. Por
serem produtos associados ao esporte e uma vida saudavel, a adicdo de ingredientes
naturais em suas formulagdes pode despertar maior interesse pelos consumidores em
relacdo as bebidas comerciais, que sdo muitas vezes produzidas com sabor e aroma
artificial. O soro de Ricota é fonte de minerais e lactose e tem baixo valor calérico, o que
0 torna uma matéria-prima promissora para elaboracgéo isotdnicos. A adicdo de polpas de
frutas nestas bebidas pode contribuir para agregagdo de valor nutricional, compostos
bioativos benéficos a saude, além de melhorar caracteristicas sensoriais. O maracuja
‘BRS Sertdo Forte’ é rico em minerais e compostos antioxidantes, podendo ajudar na
reposicdo de eletrolitos e contribuir para o equilibrio redox do organismo. Assim, este
estudo objetivou desenvolver uma bebida isotOnica a base de soro de Ricota e polpa de
maracuja cv. BRS Sertdo Forte. Inicialmente, realizou-se um mapeamento de patentes no
qual foi identificado que ainda ha um baixo percentual de inovacao relacionada ao uso de
soro de leite na elaboracao desse tipo de bebida. A composicao fisico-quimica, compostos
bioativos e o potencial antioxidante das polpas de maracuja em diferentes estadios de
maturacdo foram avaliadas, a fim de definir a melhor condicdo para elaboracdo do
isotonico. Independente do grau de maturacao, os frutos sdo excelentes fontes de K, Ca e
Na, e compostos bioativos como &acido ascorbico, isoquercetina e rutina, 0os quais
contribuem para sua alta atividade antioxidante. Comparando-se as polpas maduras de
maracujd comas polpas com maturacdo intermediaria, as primeiras exibiram maior
contetido de K (413,34 mg 100g?), contetido semelhante de Na (16,39 - 16,70 mg 100g"
1y, maior razdo solidos soltveis / acidez titulavel (3,21), maior teor de acido ascorbico
(17,67 mg 100g ) e de compostos fendlicos como rutina (7,46 ug g1), acido galico (6,07
ug g1) e acido p-cumarico (3,55 pg g1, e por isso foram escolhidas para elaboracéo das
bebidas. Trés formulacdes foram elaboradas: 11 — 50% de soro de Ricota, 5% de polpa de
maracuja e 3% de sacarose; 12 — 50% de soro, 8,5% de polpa e 3% de sacarose; 13 — 30%
de soro, 12% de polpa e 5% de sacarose. 13 apresentou maior conteldo de acido ascérbico
(3,03 mg 100gY) e atividade antioxidante (74,98 a 150,49 pMol TEAC 100 mL™), obteve
maior aceitacdo no teste de consumidor e manteve sua estabilidade fisico-quimica e
seguranca microbioldgica durante armazenamento a 7 °C por 56 dias. Os principais
compostos fendlicos quantificados nas bebidas foram (-)-galato de epicatequina (3,57 a
6,13 mg L), (-)-galato de epigalocatequina (2,46 a 3,17 mg L), e cis-resveratrol (1,43
a 2,33 mg L1). 11 e 13 exibiram alta bioacessibilidade dos minerais K, Na e Mg (37% a
70%) em comparacdo com 12 (31 a 40%). Ademais, as bebidas apresentaram boa
aceitacdo sensorial, sdo boas fontes de compostos bioativos e minerais bioacessiveis e
constituem alternativas inovadoras para 0 mercado de suplementos para atletas.

Palavras-chave: Passiflora cincinnata. Soro de leite. Suplemento hidroeletrolitico.



ABSTRACT

Isotonic beverages are supplements intended for hydration and electrolyte replacement.
As products commonly associated with sports and healthy living, the addition of natural
ingredients in their formulations can arouse greater interest among consumers than
commercial beverages, which are often produced with artificial flavor and aroma. Ricotta
whey is a source of minerals and lactose and has low caloric value, which makes it a
promising raw material for the production of isotonic beverages. The addition of fruit
pulp to these drinks can contribute to the addition of nutritional value, bioactive
compounds beneficial to health, and improve sensory characteristics. The passion fruit
'BRS Sertéo Forte' is a variety of passion fruit native to the Caatinga, rich in minerals and
antioxidant compounds, which can help replace electrolytes and contribute to the redox
balance of the body. Thus, this study aimed to develop an isotonic beverage based on
Ricotta whey and passion fruit pulp cv. BRS Sertdo Forte. Initially, a mapping of patents
was performed in which it was identified that there is still a low percentage of innovation
related to the use of whey in the preparation of this type of drink. The physical-chemical
composition, bioactive compounds, and antioxidant potential of passion fruit pulp at
different stages of maturity were evaluated to define the best condition for the elaboration
of the isotonic beverage. Regardless of the degree of ripeness, the fruits are excellent
sources of K, Ca, and Na, and bioactive compounds such as ascorbic acid, isoquercetin
and rutin, which contribute to their high antioxidant activity. Mature passion fruit pulps,
compared to intermediate stage pulps, exhibited higher K content (413.34 mg 100 g%),
similar Na content (16.39 and 16.70 mg 100 g1), higher soluble solids / titratable acidity
ratio (3, 21), higher ascorbic acid content (17.67 mg 100 g ) and phenolic compounds
such as rutin (7.46 ug g1), gallic acid (6.07 pg g*) and p-coumaric acid (3.55 pg g), and
were therefore chosen for beverage preparation. Three formulations were prepared: 11 -
50% Ricotta whey, 5% passion fruit pulp and 3% sucrose; 12 - 50% whey, 8.5% pulp and
3% sucrose; 13 - 30% whey, 12% pulp and 5% sucrose. I3 presented higher ascorbic acid
content (3.03 mg 100 g!) and antioxidant activity (74.98 to 150.49 pMol TEAC 100 mL"
1y, obtained greater acceptance in the consumer test and maintained its physicochemical
stability and microbiological safety during storage at 7 °C for 56 days. The main phenolic
compounds quantified in the beverages were (-)-epicatechin gallate (3.57 to 6.13 mg L
1, (-)-epigallocatechin gallate (2.46 to 3.17 mg L), and cis-resveratrol (1.43 to 2.33 mg
L1). 11 and I3 exhibited high bioaccessibility of minerals K, Na, and Mg (37% to 70%)
compared to 12 (31 to 40%). Furthermore, the beverages presented good sensory
acceptance, are good sources of bioactive compounds and bioaccessible minerals, and
constitute innovative alternatives for the market of supplements for athletes.

Keywords: Passiflora cincinnata. Whey. Hydroelectrolytic supplement.
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1 INTRODUCAO

A nutricdo e o bem-estar da salide sdo areas de interesse crescente nos mercados
globais de novos desenvolvimentos de bebidas, inclusive daquelas direcionadas ao
publico de esportistas, que sdo formuladas para atender necessidades especificas como
hidratacdo e aumento de energia (RAIZEL et al., 2019). Os isotdnicos fazem parte desse
grupo de bebidas e séo suplementos formulados com a finalidade de repor rapidamente
os fluidos corporais e eletrolitos perdidos por atletas e outros individuos expostos a
atividades fisicas intensas (MARAPANA, CHANDRASEKARA e APONSO, 2017).

O desenvolvimento de novas formulacGes de isotdnicos pode contribuir com o
avanco no setor de bebidas esportivas, favorecendo seu consumo e comercializacao.
Além disso, esses produtos podem ser obtidos a partir do processamento de subprodutos
como o soro de leite gerado na fabricacdo da Ricota, que apesar do alto valor nutritivo
ainda apresenta poucas alternativas de uso no setor alimenticio.

Grandes volumes do soro de Ricota sdo obtidos mundialmente, j& que o
rendimento da Ricota € geralmente muito baixo, resultando em até 97% de soro. Esse
subproduto ainda é considerado um residuo poluente devido a sua alta carga organica, e
sua eliminacdo gera um custo adicional para industria leiteira, que necessita de
alternativas para seu melhor aproveitamento (PIRES et al., 2021). A utilizagdo do soro de
Ricota na elaboragéo de bebida isotonica foi reportada em estudo anterior (Valadao et al.,
2016), entretanto, a adicdo de polpas de frutas ndo foi evidenciada. Por serem produtos
associados ao esporte e a uma vida saudavel, a incorporacdo de polpas de frutas como
flavorizantes naturais as bebidas isotbnicas é uma alternativa mais atrativa para o
consumidor, visto que contribui para agregar valor nutricional, compostos bioativos
benéficos a salde, além de melhorar suas caracteristicas sensoriais (TOMCZYK,
ZAGULA e DZUGAN, 2020).

O maracuja cv. BRS Sertdo Forte é uma versdo melhorada geneticamente do
maracuja nativo da Caatinga. Essa nova variedade apresenta maior produtividade e
tamanho e pode ampliar sua aceitacdo comercial na medida em que forem apresentadas
novas perspectivas de exploracdo. O fruto apresenta sabor exético e agradavel, além de
ser fonte de minerais e compostos antioxidantes (SANTOS et al., 2021; SILVA et al.,
2020), os quais podem ajudar na reidratacdo do atleta e contribuir para evitar o dano
muscular e oxidativo que a atividade fisica pode gerar (ALI et al., 2021).
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Neste sentido, o presente estudo buscou demonstrar o potencial tecnoldgico e
nutricional do aproveitamento de um subproduto com baixo valor calérico e alto contetudo
de minerais na producdo de um suplemento isotdnico. Além disso, buscou agregar ao
produto formulado os beneficios nutricionais de uma fruta nativa da regido Nordeste, de
cultivo resistente ao ataque de pragas, o que dispensa o uso de agrotdxicos, possibilitando

0 interesse industrial.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma formulagdo de bebida isotonica a partir do aproveitamento do
soro de Ricota e adi¢do de maracuja-da-Caatinga (Passiflora cincinnata Mast. cv. BRS

Sertdo Forte) como flavorizante.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Investigar o potencial de inovacéo do desenvolvimento da bebida isotonica a base
de soro de Ricota e maracuja cv. BRS Sertdo Forte.

v" Determinar a composicao fisico-quimica, perfil de minerais, compostos bioativos
e atividade antioxidante da polpa de maracuja ‘BRS Sertdo Forte’ em diferentes estadios
de maturagédo adequados ao consumo.

v Obter formulacGes de bebidas isotdnicas adequadas as exigéncias legais
brasileiras relacionadas aos suplementos para praticantes de atividade fisica.

v' Caracterizar as bebidas desenvolvidas quanto a composicdo fisico-quimica,
compostos bioativos e atividade antioxidante in vitro.

v" Investigar o conteldo de minerais e sua bioacessibilidade nas bebidas istonicas.

v Determinar a aceitacdo sensorial das bebidas desenvolvidas por consumidores
habituais de isotonicos.

v" Verificar a estabilidade fisico-quimica e seguranca microbiol6gica da formulacéo

de isotdnico com melhor aceitacdo nos testes sensoriais, durante o armazenamento.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 REPOSITORES HIDROELETROLITICOS

A busca por saude e melhor qualidade de vida tem provocado mudangas
importantes no estilo de vida das pessoas, que passaram a se exercitar mais ao longo do
tempo. Diante disso, um numero cada vez maior de atletas e praticantes de atividades
fisicas tem sido observado, o que reflete no aumento da demanda por produtos que
atendam necessidades especificas como o aumento de energia, rdpida hidratacdo e
reposicdo de sais (MALABARBA, 2017; RAIZEL, et al., 2019).

A prética de atividades fisicas leva a aceleracdo do metabolismo, fazendo com
que os estoques de liquidos e substratos do corpo (por exemplo, glicogénio muscular /
hepéatico) sejam progressivamente reduzidos durante o exercicio prolongado, com
aumento da producdo de calor e consequente dissipacdo do mesmo pelo suor, resultando
na perda de agua e eletrélitos (THOMAS, ERDMAN e BURKE, 2016). Quando estas
perdas ndo sdo compensadas 0 organismo pode sofrer desidratacdo, aumentando os riscos
de exaustdo e choque térmico, complicac@es na funcéo renal e cAimbras musculares, além
de afetar o desempenho do exercicio fisico. Os individuos sdo encorajados a consumir
bebidas isotdnicas para restaurar rapidamente as perdas, dada a sua capacidade de
fornecer liquido e nutrientes em concentracfes balanceadas, que podem atenuar ou
prevenir muitos desses distarbios, ajudando a manter a homeostase fisioldgica
(MCCARTNEY, DESBROW e IRWIN, 2018)

As bebidas isotbnicas correspondem a uma categoria especifica da industria de
bebidas, destinadas a reposicao de fluidos e eletrolitos que sdo perdidos pela transpiracdo
durante o exercicio e ao fornecimento de carboidratos para repor 0s estoques de
glicogénio, sustentando assim a capacidade de desempenho (RAIZEL et al., 2019). Estes
repositores hidroeletroliticos, sdo assim intitulados devido a equivaléncia entre sua
pressdo osmotica e as condi¢Bes de pressdo osmatica sanguinea, 0 que possibilita uma
rapida acdo de reposicdo de sais e liquidos e consequente aumento da velocidade de
absorcéo de nutrientes (COLAKOGLU et al., 2016).

Segundo dados da Associacdo Brasileira das Industrias de Refrigerantes e de
Bebidas ndo Alcodlicas (ABIR, 2021), o volume de produgdo de isotbnicos no Brasil
atingiu 121.616 L em 2019, um aumento de 14,5% em relagdo ao ano anterior. Entretanto,
0 consumo per capita deste tipo de bebida ndo apresentou grandes alteracdes, variando
entre 0,48 e 0,58 L/habitante/ano, entre os anos de 2015 e 2019. Neste sentido, o
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desenvolvimento de formulacGes inovadoras de bebidas isotdnicas, com componentes
naturais e novos sabores, pode contribuir com 0 avango no setor de suplementos para
esportistas, aumentando o consumo e comercializacdo destes produtos.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, as
bebidas isotdnicas fazem parte da categoria de suplementos hidroeletroliticos para atletas
e sdo produtos destinados a auxiliar a hidratacdo (BRASIL, 2010).

A Instrucdo Normativa mais recente sobre estes produtos, IN n° 28 de julho de
2018 (BRASIL, 2018.a), estabelece que a alegacdo de isotonico € restrita aos suplementos
alimentares que apresentem as seguintes caracteristicas de composicao:

“a) apresentem osmolalidade entre 270 e 330 mOsml/kg de agua;
b) fornecam carboidratos como principal fonte de energia;
c) contenham no minimo 80 kcal/L e no maximo 350 kcal/L;
d) contenham no minimo 75% da energia derivada de carboidratos metabolizaveis;
e) contenham no minimo 20 mmol/L (460 mg/L) e méaximo 50 mmol/L (1150 mg/L)
de sodio (na forma de Na*).”

Geralmente, os isotdnicos apresentam concentracdes de eletrolitos semelhantes
ao plasma sanguineo humano (285 a 295 mOsm/L) e possuem baixas quantidades de
carboidratos se comparados com outras bebidas como sucos e refrigerantes, evitando a
sobrecarga do aparelho digestivo.

3.1.1 COMPONENTES DOS REPOSITORES HIDROELETROLITICOS
3.1.1.1 CARBOIDRATQOS

Os carboidratos sdo fontes de combustiveis para os musculos e o cérebro e
contribuem para a palatabilidade das bebidas esportivas. E conhecido que o consumo de
carboidratos pode trazer beneficios ao desempenho em uma série de eventos esportivos.
De acordo com a Academy of Nutrition and Dietetics, maior organizacdo mundial de
profissionais de alimentacdo e nutricdo, as bebidas esportivas idealmente devem conter
uma concentracdo de carboidratos entre 6% e 8% e um nivel isot6nico, permitindo um
esvaziamento gastrico mais rapido durante o exercicio (RAIZEL et al., 2019).

ConcentracGes maiores que 8% a 10% (peso/volume) de carboidratos podem
resultar em significante retardo do esvaziamento gastrico e ndo devem, desta forma, ser
adotadas em situacdes em que as perdas de suor e as consequentes necessidades de fluidos

estdo aumentadas. Por isso, refrigerantes e sucos de frutas que contém mais do que 100 g
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de carboidratos por litro (acima de 10%), assim como bebidas energéticas, nao devem ser
utilizados com este fim, pois reduzem a velocidade de reidratacdo do organismo
(BECKER et al., 2016).

A maioria das bebidas esportivas oferece uma mistura de fontes de carboidratos,
como sacarose, glicose, frutose e galactose. Em algumas bebidas também é adicionada a
maltodextrina, um polimero de glicose que € rapidamente digerido e se comporta de
forma idéntica a glicose sendo utilizada preferencialmente em exercicios (ROWLANDS
etal., 2015).

Alguns estudos sugerem que bebidas esportivas que oferecem uma mistura de
carboidratos em vez de uma Unica fonte, podem melhorar a absorgdo intestinal de
carboidratos, uma vez que diferentes agUcares sdo absorvidos por diferentes vias no trato
intestinal (OLIVEIRA e BURINI, 2014; RAIZEL et al., 2019). A ingestdo de multiplos
monossacarideos transportaveis (glicose + frutose) durante o exercicio prolongado
aumenta o esvaziamento gastrico, a absorcdo de fluido intestinal e a distribuicdo de
fluidos, porque glicose e frutose sdo absorvidas por diferentes transportadores. Além
disso, a ingestdo de solucdes contendo estes monossacarideos aumenta a oxidacao de
carboidratos exogenos e o desempenho de resisténcia, em relacdo as solucbes de
carboidratos simples (O'BRIEN et al., 2013).

3.1.1.2 ELETROLITOS

A reposicdo adequada de liquidos por bebidas esportivas também pode prevenir
e / ou tratar outras condigdes que afetam os atletas, como exaustdo pelo calor e céibras
musculares, melhorando o desempenho fisico (RAIZEL et al., 2019). A sudorese
excessiva resulta na perda de minerais, 0 que pode resultar em cdibras musculares
associadas ao exercicio e hiponatremia durante eventos de resisténcia de longa duracéo
no calor. Esses requisitos levaram ao desenvolvimento de diferentes produtos com uma
grande variedade de eletrélitos adicionados pela industria de alimentos, como sédio,
cloreto e potassio para repor as perdas pelo suor durante exercicios fisicos extenuantes
(THOMAS, ERDMAN e BURKE, 2016).
E importante considerar que cada pais tem seus regulamentos especificos em
relacdo a concentracdo de eletrolitos de bebidas esportivas isoténicas. No entanto, sdo

recomendadas em geral, solugdes isotbnicas a levemente hipotonicas em relacdo ao
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plasma, com osmolalidade entre 200 e 330 mOsm / Kg (MARAPANA,
CHANDRASEKARA e APONSO, 2017).

O sadio associado ao cloreto esta presente predominantemente nos liquidos
extracelulares e participam na manutencdo da pressdo osmética dos fluidos corporais. A
adicdo de sdédio a agua aumenta a absorcao de fluidos, o que ocorre em maior proporcado
na presenca de carboidratos. Essa adi¢cdo contribui para melhorar a retencdo de &gua,
transmissao nervosa e o equilibrio &cido-bésico do organismo, promovendo a captacao
intestinal de fluidos e melhorando a hidratacdo (KREIDER et al., 2010; THOMAS,
ERDMAN e BURKE, 2016).

Outro eletrolito de grande importancia € o potassio, o ion mais encontrado nos
fluidos intracelulares. Assim como o sddio, 0 potéssio esta largamente combinado ao
cloro e também contribui para a manutencéo da pressdo osmotica e balanco acido-basico,
além de auxiliar na contragdo muscular (CHATTERJEE e ABRAHAM, 2019).

Jé foi reportado que a ingestdo dietética de potassio proveniente de fontes vegetais
como frutas e hortalicas é desejavel para saude dssea, pois geralmente se encontra ligado
ao citrato, e por meio de sua acdo tamponante ajuda proteger os 0ssos da desmineralizacdo
induzida por acidos (KONG et al., 2017). Neste sentido, a incorporacdo de sucos de frutas
em bebidas para esportistas € relevante, sendo necessério, entretanto, considerar o efeito
dos mesmos sobre a osmolalidade da bebida.

Embora o sodio e o potéassio sejam os eletrolitos perdidos em grandes
quantidades no suor, a adicdo de magnésio e calcio em isotbnicos também é importante
para auxiliar nas contragdes musculares e garantir a funcdo muscular ideal (KREIDER et
al., 2010; RAIZEL et al., 2019).

3.1.1.3 OUTROS INGREDIENTES

De acordo com Raizel e colaboradores (2019), a geragdo mais recente e
promissora de bebidas esportivas inclui formulagcdes sem ingredientes artificiais, que
apresentam adocantes como estévia e xarope de agave organico como fonte de
carboidratos, sal marinho natural e outras componentes de origem animal ou vegetal
como fonte de eletrdlitos. Além disso, estes produtos podem ter outros ingredientes
adicionados, como vitaminas, aminoacidos e ervas. Vitaminas do complexo B, vitaminas
A, C e E, selénio e extrato de ch& verde sdo comuns em produtos esportivos (KREIDER
etal., 2010).
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Os estudos mais recentes tém buscado agregar componentes bioativos importantes
para a dieta do atleta, como 0s compostos antioxidantes, que contribuem para evitar o
estresse muscular e oxidativo gerado pelo aumento na produgdo de radicais livres no
organismo durante a pratica de exercicios fisicos extenuantes (SIMIONE et al., 2018; AL
et al., 2021). Diversos estudos mostram a incorporacao de diferentes frutas como fontes
de vitamina C e de compostos fendlicos em suplementos esportivos, como as cascas e
polpas de jabuticaba (FERREIRA et al. 2020; PORFIRIO et al., 2019) e suco de uva roxa
(TOSCANO et al., 2021).

3.1.2 ESTUDOS COM REPOSITORES HIDROELETROLITICOS

Numerosos estudos investigaram a capacidade de diferentes bebidas em
restaurar as perdas de fluidos em decorréncia de exercicios fisicos extenuantes.
Coletivamente, as evidéncias disponiveis sugerem que bebidas com perfis nutricionais
complexos, como é o caso das formulacfes a base de leite ou derivados lacteos, sdo
agentes de reidratacdo mais eficazes do que bebidas com perfis nutricionais mais simples,
como as bebidas eletroliticas tradicionais a base de carboidratos (BERRY, et al., 2020;
RUSSO et al., 2019; SEERY e JAKEMAN, 2016). Assim, 0 uso de soros lacteos como o
soro da fabricacdo da Ricota na elaboracéo de bebidas isotonicas pode representar uma
excelente alternativa para aproveitamento deste subproduto.

No mercado de isotdnicos, as marcas Gatorade® da Pepsico, Powerade® da
Coca-Cola e a Marathon® da Globalbev sdo as mais populares no mercado brasileiro.
Existe uma grande variedade de sabores disponibilizados para comercializagdo em
embalagens como latas, sachés (versdo po) e garrafas. A marca Gatorade®, por exemplo,
apresenta diversos sabores basicos como tangerina, laranja, limdo, maracuja, uva e
algumas combinagdes como morango e maracujd, frutas citricas, morango e kiwi. Dentre
seus langamentos mais recentes, a marca inclui formulagdes na versdo light e com
reduzido teor de agUcares e uma versdo organica, sem ingredientes artificiais (MUNDO
DAS MARCAS, 2020). Além desses sabores, a Gatorade® possui uma formulacdo de
isotdnico com maca silvestre, fruta muito comum na América do Norte, indicando que a
diversidade de sabores desse tipo de bebida tem ajudado a popularizar seu consumo em
varias partes do mundo.

A adicdo de polpa de frutas ou outras fontes vegetais pode melhorar o sabor,

aroma, cor e as propriedades funcionais destas bebidas, favorecendo sua aceitagéo
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sensorial e também comercial. Existem diversos estudos sobre a incorporacédo de produtos

naturais em bebidas esportivas isoténicas, conforme é apresentado no Quadro 1, que

destaca as principais pesquisas sobre o tema publicadas nos Gltimos 5 anos.

Quadro 1 - Publicaces sobre bebidas isotdnicas dos ultimos 5 anos

Assunto

Fonte

Isotdnicos produzidos com suco de lim&do e maqui, armazenadosa7°Cea 37 °
C durante 56 dias foram avaliados quanto a estabilidade das antocianinas,
capacidade antioxidante e qualidade microbiolégica frente aos tratamentos

térmicos.

Gironés-Vilaplana
etal., 2016

Isotbnicos a base de soro de Ricota com aroma de tangerina e corante amarelo
crepusculo foram desenvolvidos, submetidos a diferentes condi¢des de
pasteurizacéo e analisadas quanto as caracteristicas fisico-quimicas, esterilidade
comercial e prazo de validade.

Valaddo et al., 2016

Bebida isotdnica formulada a partir da 4gua de coco rei (Cocos nucifera
aurantiaca) e avaliacdo de sua estabilidade microbioldgica durante o
armazenamento em condigdes refrigeradas.

Marapana,
Chandrasekara e
Aponso, 2017

Nanoemulsdes de 6leo de buriti foram produzidas, avaliadas e incorporadas em
uma bebida isotbnica, como alternativa para substitui¢do de corantes artificiais.

Bovi, Petrus e
Pinho, 2017

Isotdnico produzido com capim-liméo, adicionado de extratos de hortelad e
pseudocaule de banana e incorporacdo de xarope de palma como adogante. A
estabilidade microbiolégica das bebidas foi monitorada durante o
armazenamento em refrigeracdo e em temperatura ambiente.

Swarnalakshmi et
al., 2019

Desenvolvimento de bebidas isoténicas com atributos funcionais, sem adi¢do de
corantes e aromas sintéticos, a base de extratos hidroetandlicos concentrados de
casca e de polpa de Myrciaria jabuticaba.

Porfirio et al., 2019

Avaliacdo da estabilidade de um refrigerante isoténico de tangerina com adicao
de microcépsulas de norbixina como corante natural, durante o armazenamento.
A cinética de degradacdo das bebidas foi analisada quando expostas a luz e ao
calor.

Tupuna-Yerovi et
al., 2020

Desenvolvimento de corante natural a base de oleorresina de astaxantina e sua
aplicacdo em um isotdnico para simular a cor vermelho alaranjado. A
capacidade antioxidante e estabilidade do pigmento na bebida foi avaliada
durante 3 meses de armazenamento.

Mezquita et al.,
2020

Obtencdo de pos de mel enriquecidos com extratos vegetais de horteld, urtiga e
beterraba e sua incorporagdo em um concentrado seco de bebidas isoténicas
caseiras, preparadas com mel e outros componentes naturais, obtidas por spray
dryer.

Tomczyk, Zaguta e
Dzugan, 2020

Produc&o de isotonico a base de permeado de soro de leite, adicionado de
extrato fendlico da casca de jabuticaba e avaliacdo da eficacia de seu consumo
no controle dos marcadores de estresse oxidativo e dano muscular em jogadores

de futebol.

Ferreira et al., 2020
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Producdo e avaliagdo das propriedades fisico-quimicas e sensoriais de
diferentes formulacdes de bebida isotdnica a base de permeado de soro de leite | Becker et al., 2021
com sabor de liméo.

Elaboracéo, caracterizacdo e estabilidade de cor de isot6nico com permeado da
ultrafiltracdo de soro de leite, adicionado de corante natural de pequi
encapsulado. As caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas, aceitacdo
sensorial e estabilidade foram avaliadas, durante o armazenamento sob auséncia
e presencga de luz, a4 ° C e 25 ° C, durante 60 dias.

Ferreira et al., 2021

Como visto, 0 uso de fontes vegetais em estudos com bebidas isotbnicas é
marcante na literatura, evidenciando o potencial bioativo, as propriedades nutricionais e
estabilidade frente aos tratamentos térmicos aplicados nessas bebidas.

Os estudos mais recentes sobre a utilizacdo de soros lacteos na producdo de
isotonicos, propdem a utilizacdo de um permeado de soro de leite na formulagéo da bebida
repositora (BECKER et al. 2021; FERREIRA et al., 2020; FERREIRA, et al. 2021;). A
utilizacdo do soro oriundo do queijo Ricota na obtencdo de isotdnico foi proposta por
Valadédo et al. (2016), conforme Quadro 1. No entanto, sdo escassos os estudos que
envolvem a incorporacao de outros ingredientes naturais em isotdnicos a base de soro de

Ricota, como os sucos de frutas, potencializando seu sabor e valor nutricional.

3.2 SORO DE RICOTA

O soro de queijo Ricota, conhecido também como scotta, corresponde a porcao
liquida remanescente ap6s a fabricacdo da Ricota. A Ricota é um produto lacteo fresco
italiano, obtido pela coagulacdo das proteinas do soro de leite pela acdo combinada de
alta temperatura e acidez. A principal matéria-prima para fabricacdo da Ricota sdo os
soros doces, provenientes da coagulacdo enzimatica de leite de diferentes origens (vaca,
ovelha, bufala e cabra) para a producdo de queijo (MONTI et al., 2018; ROCHA-
MENDONZA et al., 2020).

Apesar de ser um produto com alto valor nutricional e comercial, a Ricota gera
esse “segundo” soro durante sua fabricagdo (scotta), o qual ainda é bastante poluente,
com valores de demanda quimica de oxigénio (DQO) de 50 a 70 ¢g/L e demanda
bioquimica de oxigénio (DBO) de 30 a 60 g/ L devido a alta concentracéo de lactose (40
a50g/L) (CARVALHO et al., 2013; ZOTTA et al., 2020). Isso significa que o0 soro
gerado na producdo de Ricota pode representar um risco para 0 meio ambiente,
prejudicando a sobrevivéncia de espécies aquaticas, caso seja descartado sem nenhum

tratamento.
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Atualmente, o tratamento do segundo soro de queijo € considerado mais
essencial do que o do soro de queijo resultante de um primeiro processamento, pois este
ultimo é muitas vezes destinado para producdo de Ricota e queijo Cottage,
principalmente. Em geral, o soro resultante da producéo da Ricota é parcialmente usado
na alimentacdo de suinos ou bovinos, enquanto a maior parte ndo é aproveitada pelas
indUstrias de laticinios (ZOTTA et al., 2020). O descarte deste soro, portanto, continua
sendo um problema significativo para a industria de laticinios, uma vez que o tratamento
de efluentes gera custos adicionais e pode se tornar muito caro, especialmente para
pequenas fabricas de queijo (PIRES et al., 2021).

A Ricota é um produto tipico italiano, mas os queijos de soro sdo fabricados em
todo 0 mundo e, consequentemente, os obstaculos técnicos relacionados a recuperagao ou
descarte desse soro também sdo um problema global (CAROTA et al., 2017). Deste
modo, pesquisas direcionadas a cria¢do de alternativas economicamente viaveis para o
aproveitamento de soro de Ricota sdo necessarias, ja que o rendimento de producdo da
Ricota é geralmente muito baixo (40 a 50 g / L), resultando em pelo menos 94% de soro
(VALADAO et al., 2016).

Apesar do potencial poluidor, o soro de Ricota tem alto valor nutricional,
contendo componentes como lactose (3,5% a 4,5%), minerais (0,5% a 1%) e pequenas
quantidades de proteinas e peptideos (0,05% a 0,5%), em concentra¢cdes que podem variar
em funcdo do tipo de leite e condi¢cdes de processamento utilizadas (RIBEIRO et al.,
2017; MONTI et al., 2018; MENESES et al., 2020).

A composicdo fisico-quimica do soro de Ricota o torna uma matéria-prima
promissora para o desenvolvimento de novos produtos. Além disso, de acordo com
Trindade e colaboradores (2019) existe mercado para a utilizacdo desse subproduto no
Brasil, uma vez que 27% das 100 industrias de laticinios consultadas ainda ndo utilizam
0 soro na fabricacdo de outros produtos alimenticios, resultando em destinos menos
nobres (sistema de tratamento de efluentes ou ragdo animal). Assim, o aproveitamento do
soro de Ricota pode ser visto como uma solu¢éo viavel para diminuir o impacto ambiental
e reduzir os custos com o tratamento de efluentes nos laticinios.

Estudos direcionados ao aproveitamento de scotta no setor alimenticio
demonstram o seu potencial como substrato para o crescimento de Rhodotorula glutinis
destinado a producéo de carotenoides (RIBEIRO et al., 2017) e obtencéo de peptideos
potencialmente bioativos com atividade bioldgica, a partir de processos enzimaticos
(MONARI et al., 2019).
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Boumaiza e colaboradores (2018) abordaram novas estratégias para a producgéo
recombinante de proteinas doces por Lactococcus lactis cultivada em um meio de
crescimento contendo exclusivamente scotta (BOUMAIZA et al., 2018).

Meneses et al. (2020) avaliaram a viabilidade da aplicacdo de diferentes
proporcOes de scotta em sorvetes de chocolate e identificaram que o aumento na
proporcao de soro adicionado as formulagdes refletiu na reducéo do contetdo de proteinas
e de gordura dos sorvetes, resultando em produtos com menor valor calorico. Foi
constatado também que a alta acidez caracteristica do soro nao afetou negativamente as
amostras desenvolvidas, que apresentaram boa aceitacao sensorial.

Em estudo recente, o soro de Ricota suplementado com gelatina e coldgeno
hidrolisado foi utilizado como agente encapsulante das bactérias probidticas
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis, conferindo protecdo e mantendo a
viabilidade de ambos os microrganismos durante o armazenamento por 30 diasa 25 ° C
(RAMA et al., 2021).

Os estudos baseados na utilizacdo do soro de Ricota como matéria-prima para
obtencdo de produtos alimenticios propdem o seu aproveitamento principalmente na
fabricacdo de bebidas lacteas fermentadas devido ao conteddo de lactose no soro, 0 que
favorece o processo de fermentacdo lactea (SCHLABITZ et al., 2015;
MARAGKOUDAKIS et al., 2016; ZOTTA et al., 2020). Por outro lado, poucos estudos
ressaltaram a utilizacdo desse soro na producéo de bebidas direcionadas para individuos
praticantes de atividades fisicas como os isotonicos.

Evidéncias recentes sugerem que o consumo de bebidas contendo uma variedade
de nutrientes, como leite ou suplementos a base de laticinios, pode promover maior
retencdo de fluidos em comparacdo com a bebida eletrolitica tradicional a base de
carboidratos (BERRY, et al., 2020; RUSSO et al., 2019; SEERY e JAKEMAN, 2016).

Nesse sentido, algumas pesquisas relataram o uso de permeado de soro de leite
na formulacdo de bebidas esportivas. Becker e colaboradores (2021) reportaram as
propriedades fisico-quimicas e a boa aceitacao sensorial de bebidas isotdnicas formuladas
com permeado da nanofiltracdo de soro de leite oriundo da producédo de queijo Mugcarela
com sabor de liméo.

Ferreira et al. (2020) avaliaram em estudo piloto, os efeitos do consumo de uma
bebida hidroeletrolitica a base de permeado da ultrafiltracdo de soro de leite com extrato
fenolico de casca de jabuticaba no dano muscular e oxidativo em jogadores de futebol.

Foi reportado que a administracdo da bebida pode proteger as células dos danos causados
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pelo estresse oxidativo e impedir a ocorréncia de desidratacdo e distdrbios
hidroeletroliticos, se consumida em quantidades adequadas durante exercicios fisicos
intensos.

Abella et al. (2016) também reportaram a aplicacao de soro de leite da fabricacao
de queijo Mugarela apds sua fermentacdo com Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus
thermophilus, em uma bebida esportiva com aroma artificial de laranja e diferentes
concentracdes de estabilizantes. As bebidas apresentaram boa aceitagcdo sensorial em
relacdo a uma marca comercial conhecida, especialmente as formula¢cdes com maior
quantidade de estabilizante (> 0,125%), as quais exibiram caracteristicas de bebidas
hipertonicas. Entretanto, poucos estudos demonstram a aplicagdo do “segundo soro de
leite” oriundo da fabricacdo de queijos como a Ricota em suplementos hidroeletroliticos.

Ja foi demonstrado que os dois processos consecutivos de fabricacao de queijos,
dos quais se origina o soro de Ricota, afetam profundamente sua composi¢do. Embora
semelhante aos soros de leite oriundos do processamento de outros queijos,
principalmente pelo teor de lactose que representa a maior parte da matéria seca, 0 Soro
de Ricota consiste em um produto com menor teor de gordura e proteinas e maior teor de
sais e acidos organicos devido a adi¢cdo de acido e sal e as temperaturas em que é exposto
durante o processo de fabricagdo (MONTI et al., 2018; RAHO et al., 2020). Portanto, o
soro de Ricota é uma matéria-prima promissora para uso em formulacdes de bebidas
esportivas devido ao baixo valor calorico e a presenca de minerais que podem auxiliar na
reidratacdo apos a atividade fisica.

Até o presente momento, a utilizacéo de soro de Ricota na elaboracédo de bebidas
isotOnicas foi proposta apenas por Valadao et al. (2016). Neste estudo, as bebidas foram
produzidas com adicdo de aromas, corantes sintéticos, sacarose e sais e submetidas a
métodos de conservacao combinados (acidificacdo, pasteurizacao e envase asséptico), 0s
quais garantiram a estabilidade do produto formulado durante o periodo de 10 dias de
armazenamento a 25°C.

Neste contexto e considerando 0 aumento no numero de praticantes de atividades
fisicas nos ultimos anos (RAIZEL et al., 2019), a fabricacdo de novas formulacGes de
repositores a base de soro de Ricota com adigéo de frutas como flavorizantes naturais, a
fim de atender as necessidades desse publico especifico, pode ser vista como uma

alternativa promissora, economicamente viavel e a0 mesmo tempo sustentavel.
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3.3 MARACUJA (Passiflora spp.)

O género Passiflora L. (Passifloraceae) é composto por mais de 630 espécies,
sendo aproximadamente 150 originarias do Brasil, um dos principais centros de
diversidade genética (BERNACCI et al., 2015; PEREIRA et al., 2019). Muitas dessas
espécies sao economicamente importantes devido as suas propriedades ornamentais e
farmacoldgicas nas industrias de cosméticos e alimentos (CORREA et al., 2016).

Além das espécies mais conhecidas e comercializadas, como Passiflora edulis e
Passiflora alata, outras espécies como P. setacea, P. nitida, P. cincinnata e hibridos
interespecificos tem grande potencial de comercializacdo no Brasil e com 0s avangos das
acOes de pesquisa e desenvolvimento, novas cultivares tém sido desenvolvidas.

O maracuja possui uma produgdo em grande escala nas mais diversas regides do
Brasil, favorecendo o aumento do consumo por todos os brasileiros, seja in natura, ou na
forma processada, podendo ser utilizado tanto no comércio interno quanto para a
exportacdo (ROCHA et al., 2020).

O Brasil esta entre os principais produtores internacionais de maracuja, com
producdo de 593.429 ton registradas em 2019 e produtividade média de 14,3 ton/ha/ano
(IBGE, 2021). Passiflora edulis Sims (maracuja-azedo ou amarelo) € a espécie com maior
expressdo comercial no Brasil, sendo encontrada em mais de 90% dos pomares brasileiros
(FALEIRO et al., 2019), e no mercado internacional seus frutos sdo os mais utilizados no
processamento e consumo in natura (OCAMPO, ARIAS e URREA, 2016). Entretanto,
essa espécie tem se mostrado altamente suscetivel a varias doencas, incluindo bacteriose,
fusariose e infec¢Oes virais, que ameagam a produtividade das culturas (PEREIRA et al.,
2019).

Nesse sentido, varios estudos buscaram melhorar geneticamente esses frutos
através de hibridacbes (BERNARDES et al., 2020; FALEIRO et al., 2019; MIRANDA
et al. 2018). Esses esforcos envolveram o uso de espécies selvagens para gerar novas
cultivares que sdo geneticamente resistentes a varias doencas, o que pode influenciar a

produtividade e as caracteristicas de qualidade dos frutos (COELHO et al., 2016).

3.3.1 Passiflora cincinnata Mast

Passiflora cincinnata Mast. € uma espécie ndo comercial, de ocorréncia
espontanea no semiarido brasileiro, seus frutos sdo popularmente conhecidos como

maracuja-mochila, maracuja-do-mato, maracuja-cincinnata, maracuja-da-Caatinga,
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dentre outras denominagdes. E descrita como uma espécie nativa da Caatinga, liana glabra
ou levemente pilosa, de caule cilindrico, cujas flores sdo axilares, de coloracdo azul-
rosadas ou violeta e frutos globosos ou ovoides (SIEBRA et al., 2018).

Os frutos do maracujazeiro-do-mato podem ser consumidos in natura ou
utilizados como matéria-prima para sucos, doces, geleias, dentre outros. A
comercializacdo ainda é feita em pequena escala, geralmente em feiras livres, ocorrendo
em sua maior parte nos estados de Pernambuco e Bahia (ALMEIDA, 2018).

Nos ultimos anos, estudos com espécies silvestres de Passiflora apresentaram
resultados relevantes com a Passiflora cincinnata Mast. Encontrada principalmente na
regido Nordeste do Brasil, essa espécie tem sido empregada como fonte de genes em
programas de melhoramento por apresentar maior tolerancia ao estresse hidrico (NETO
et. al.,, 2017) e resisténcia a doencas (COELHO et al., 2016). Outros estudos tém
evidenciado sua a¢do anti-inflamatoéria (LAVOR et al. 2018), antibittica (SIEBRA et al.,
2018), anti-hipertensiva e propriedades sedativas (SOUZA et al., 2014).

A cultura do maracuja-da-Caatinga é resistente a longos periodos de estiagem,
ndo necessita da utilizacdo de agrotoxicos e demanda menos custos de producdo em
relacdo a cultura do maracuja amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa.). Em funcéo disso,
0 mercado paga precos bem acessiveis pelo maracuja-da-Caatinga, principalmente
quando se considera que ndo é preciso muito investimento para sua producio (ARAUJO
et al., 2016). O produtor tem facilidade para cultivar a planta, obtendo colheita ja no
primeiro ano apds o plantio e mais alguns anos com boa produtividade (ALMEIDA, 2018;
SANTOS, 2018), o que favorece o processamento e aplicacdo industrial de seus frutos.

Santos e colaboradores (2021) reportaram que os frutos de Passiflora cincinnata
Mast. possuem alto teor de minerais totais (0,81%) e vitamina C (176 mg / L), além de
exibirem maior conteddo de compostos fenolicos como isoquercetina (39,1 mg / L),
hesperidina (4,58 mg / L) e epigalocatequina galato (3,06 mg / L) em relagdo ao maracuja
amarelo (Passiflora edulis Sims), os quais contribuem com a atividade antioxidante
significativa destes frutos.

Considerando estas caracteristicas, a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria— Embrapa lancou em 2016, a primeira variedade do maracuja-da-Caatinga
disponivel para o cultivo comercial, denominada BRS Sertdo Forte (Figura 1). O fruto €
o resultado de mais de uma década de pesquisa realizada pela Embrapa Semiarido
(Petrolina-PE) em parceria com a Embrapa Cerrados (Planaltina-DF) e consiste em uma

versdo melhorada geneticamente, obtida a partir da selecdo de diversos acessos de
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maracujazeiros silvestres da espécie Passiflora cincinnata, coletados em diferentes areas
da Caatinga no Brasil (ARAUJO et al., 2016).

O maracujd ‘BRS Sertdo Forte’ apresenta maior rendimento de campo e
produtividade de polpa em comparacdo com suas plantas nativas e tem coloracao de casca
verde claro no estadio intermediario e amarelo claro quando maduros. O peso desses
frutos varia de 109 g a 212 g, com média equivalente ao peso do maracujé amarelo (166
g), o rendimento da polpa extraida manualmente com peneira fica em torno de 35% e
quando extraida em despolpador rotativo chega a 50%, ficando proximo ao rendimento
médio do maracuja amarelo (53%). A polpa apresenta cor amarela clara e o teor de solidos
soliveis pode variar de 8 a 13%, enquanto no maracuji amarelo pode chegar a 18%
(ARAUJO et al., 2016).

Fonte: Autoria propria.

Figura 1 - Maracuja-da-caatinga cv. BRS Sertdo Forte no estadio de maturacao
intermediario (A) e maduro (B).

Ja é conhecido que a parte comestivel dos frutos de Passiflora spp. contém
geralmente quantidades de nutrientes e fitoquimicos relevantes como acidos organicos,
acucares, polifendis e minerais (CORREA et al. 2016; GADIOLI et al., 2018). E de
acorodo com Teixeira e colaboradores (2019), a flora brasileira € muito rica em frutas da
espécie Passiflora, mas apenas uma fracdo desse potencial € conhecida e utilizada.
Embora os frutos da cultivar BRS Sertdo Forte sejam até entdo pouco explorados
comercialmente, eles apresentam potencial de aplicacdo na industria de alimentos por
exibirem um sabor exdtico agradavel e aroma diferenciado e intenso, aléem de sua
composic¢ao de minerais e compostos bioativos (D’ABADIA et al., 2019; SANTOS et al.,
2021).
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Portanto, o desenvolvimento de novos produtos utilizando o maracuja ‘BRS
Sertao Forte’ é essencial para promover sua valorizagdo comercial, gerando perspectivas
de agronegdcio para os pequenos produtores da regido nordeste. Ademais, os frutos da
nova cultivar representam uma alternativa para o mercado de frutas exoéticas destinadas
ao consumo in natura ou para 0 seu processamento em produtos como sucos, geleias,
polpas de frutas, ou até mesmo no mercado de suplementos para atletas, devido a
composicdo de minerais e compostos antioxidantes destes frutos, que podem ajudar na
reposicdo de eletrolitos e contribuir para evitar o dano muscular e oxidativo que o

exercicio fisico intenso pode gerar (ALl et al., 2021).



4 MATERIAIS E METODOS
4.1 LOCAL DE EXECUCAO E DELINEAMENTO DO ESTUDO

31

A pesquisa foi conduzida nos laboratérios de Processamento de Alimentos, de

Analises Fisico-quimicas e de Microbiologia do Centro de

Tecnologia e

Desenvolvimento Regional — CTDR / UFPB, bem como nos laboratorios de Fisiologia

Vegetal, Fisiologia Pds-colheita, Processamento de Frutas e de Cromatografia da

Embrapa Semiarido.

As etapas de desenvolvimento do projeto incluiram as atividades que sao

descritas resumidamente na Figura 2.

Obtengdo e caracterizagdo da polpa de
maracuja nos estadios
intermedidrio e maduro \l’

Processamento do Queijo Minas Frescal
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Perfil de Acucares
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Capacidade Antioxidante

J, i SORO DE RICOTA ;

Escolha do grau de maturacao \l’ \\

do fruto para utilizacdo nas Telermeme Tamiitas
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Composicao Fisico-quimica
¢ Perfil de Minerais
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_— Producdo do Isoténico
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Capacidade Antioxidante

Analise de Minerais Estudo da estabilidade durante o
Bioacessibilidade de Minerais armazenamento a 7 + 2°C / 56 dias

Figura 2 — Delineamento do Estudo
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4.2 OBTENCAO DA POLPA DE MARACUJA-DA-CAATINGA

A polpa de maracuja-da-Caatinga foi obtida a partir de frutos da variedade
melhorada geneticamente, a cv. BRS Sertdo Forte, disponibilizada pela Embrapa
Semiéarido. O acesso ao patriménio genético relativo a utilizacdo destes frutos no presente
estudo foi previamente cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) conforme cadastro n°
A241C51.

Foram utilizados frutos em dois estadios de maturacdo para obtencdo da polpa:
1) estadio intermediario — obtido imediatamente apds a colheita, no ponto de maturidade
fisiologica, correspondendo a frutos com cor de casca 100 % verde e apresentando
deformacéo reversivel quando pressionados manualmente; 2) estddio maduro — obtido
apos conclusdo do amadurecimento (conclusao da fase climatérica), correspondendo a
frutos com casca 100% amarela e apresentando deformacdo irreversivel ao
pressionamento manual.

Os frutos foram recebidos no laboratério de Processamento de Frutas da
Embrapa Semiarido e submetidos ao processo de lavagem em agua corrente. Em seguida,
os frutos com maturacdo intermediaria foram despolpados em despolpador rotativa
(Macanuda® DMJI-05, SC, BRASIL) e suas polpas congeladas a -18 + 2 °C. Metade
destes frutos foram mantidos intactos sob temperatura ambiente de laboratério (x 25 °C),
até alcancarem o estadio maduro, quando os procedimentos de despolpa e congelamento
foram concluidos. As polpas de cada estagio de maturacdo foram armazenadas
separadamente em caixas térmicas e transportadas para o laboratorio de Analises Fisico-
quimicas do CTDR, onde foram analisadas.

A avaliacdo dos frutos em diferentes estadios de maturacdo foi realizada com a
finalidade de investigar qual o melhor grau de maturacdo para a formulacéo da bebida,
uma vez que pode haver variagfes quanto ao potencial antioxidante e ao sabor final da
bebida em funcdo do estadio de maturidade das polpas.

4.3 OBTENCAO DO SORO DE RICOTA

O soro de Ricota foi obtido a partir do processamento da Ricota, a qual foi
produzida com o soro resultante da fabricacdo do queijo minas frescal. Leite bovino
integral pasteurizado (Betania®, Fortaleza, CE) foi utilizado na producéo dos queijos.



33

Queijo minas frescal foi produzido em laboratorio segundo os procedimentos
descritos por Dantas et al. (2016). Para isso, cloreto de calcio (0,4 mL L%, Rica Nata,
MG, Brasil) e coagulante (0,8 mL L, HA-LA®, CHR Hansen) foram adicionados ao
leite pasteurizado e mantidos em repouso por 35 min. a 37 = 2 ° C para coagulacdo. Em
seguida, o soro foi retirado e reservado para o experimento. Esse processamento inicial
foi necessario para garantir a obtencdo de soro de leite com composic¢do padronizada
durante o experimento de producéo da Ricota.

O processamento da Ricota seguiu os procedimentos descritos por Valadao
(2016). Inicialmente, a acidez do soro de queijo minas frescal foi corrigida para 11 ° D
com bicarbonato de sodio (Kitano, Sdo Bernardo do Campo — SP), para evitar a
desnaturacdo das proteinas, antes da adicdo do &cido latico. Em seguida, foram realizadas
as seguintes etapas: aquecimento lento do soro de leite a 85 ° C; adicdo de solucédo de
acido latico 85% v / v (1,5 mL L-1, Ricanata, MG, Brasil); aquecimento a 90 ° C;
resfriamento a 30 ° C e repouso para separa¢do das proteinas do soro de leite (Ricota).

O soro de Ricota resultante foi submetido a esterilizagdo por autoclave com
vapor fluente a 100 °C por 15 min. Em seguida todo o lote de soro foi armazenado em
freezer horizontal a -18 + 2 °C, na auséncia de luz, a fim de preservar sua qualidade

durante o periodo dos experimentos.

4.4 COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DAS MATERIAS-PRIMAS
4.4.1 ANALISES REALIZADAS NO SORO DE RICOTA

Potencial Hidrogeniénico: Determinado por leitura direta em um medidor de pH
digital (MPA-210 Tecnopon, SP, Brasil);

— Acidez Titulavel: Analisada pelo método titulométrico n® 920.124, utilizando solucéo
de hidréxido de sddio 0,1N (AOAC, 2016);

— Solidos Soluveis: Analisados em um refratdmetro digital (DR 500 Nova Instrumentos,

SP, Brasil) e expressos em °Brix;

— Atividade de agua: Determinada a 25 °C em medidor de atividade de 4gua (AqualLab
Dew Point 4TEV, Washington, USA);

— Proteina: Analisada a partir da quantificacdo de nitrogénio por meio da digestdo da
amostra, segundo o metodo de Micro-Kjedahl, multiplicando-se a porcentagem de
nitrogénio obtida pelo fator 6,38% (AOAC, 2016);
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— Glicidios Redutores em Lactose: Analisados por titulometria (Fehling), segundo
método do Ministério de Agricultura (BRASIL, 2006).

— Lipideos: Determinados por meio de extracdo a frio, com cloroférmio, metanol e

agua, segundo metodologia de Bligh e Dyer (1959).

— Extrato Seco Total: Determinado por meio da secagem das amostras a 105 °C até peso
constante (AOAC, 2016);

— Minerais: Analisados a partir da digetdo das amostras com solucdo nitrico-perclérica
(5:1, v/ v) e repouso por 4 horas, seguindo 0 método descrito por Tedesco et al. (1995).
A leitura dos extratos foi realizada em fotdmetro de emissdo de chamas (Micronal
B462) para determinagdo de Na e K, e em espectrometro de absor¢do atGmica
(PerkinElmer PinAAcle 900H) para determinacdo de Ca, Mg, Cu, Fe, Zn e Mn,

utilizando os respectivos padrdes analiticos para construgédo das curvas de calibragéo.

— Osmolalidade: Analisada por leitura direta em osmémetro de pressdo de vapor
(Wescor Inc, Vapro® 5600)

— Cor: Determinada por meio dos sistemas CIELab e CIELCh em colorimetro digital
modelo CR-400 (Konica Minolta, Japdo), sendo observadas as coordenadas:
luminosidade (L*), vermelho / verde (a*), amarelo / azul (b*) e parametros

psicofisicos, Chroma (C*) e o angulo de matiz (h°).

— Capacidade Antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada por trés métodos in vitro a seguir
descritos. Em todos os ensaios as leituras espectrofotométricas foram obtidas em leitor
de placas FLUOstar Omega (BMG LABTECH, Ortenberg, Germany), o padréo de Trolox
foi usado para construcéo da curva padrdo, as amostras foram centrifugadas e utilizados
0s sobrenadantes e os resultados foram expressos em uM de Trolox por 100g de polpa.

A capacidade dos antioxidantes em desativar radicais DPPH das amostras foi
determinada segundo metodologia de Brad-Williams et al. (1995), com modifica¢des
baseadas em Rufino et al. (2009). Foi preparada uma solu¢cdo metanolica de DPPH (80
uM). Posteriormente, aliquotas de 20 pL das amostras foram misturadas com 180 ulL da
solucdo de DPPH em uma microplaca de 96 pocos, e apds 30 min, a absorvancia foi
medida a 544 nm.

A capacidade de reducdo do ferro foi determinada pelo método FRAP (ferric

reducing antioxidant power), segundo o protocolo de Rufino et al. (2006). Foram
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misturados na placa uma aliquota de 20 uL da amostra com 180 uL de solucdo de FRAP
[tampéo acetato 0,3 mol L (pH 3,6), solugdo de TPTZ 10 mmol L™ em HCI 40 mmol L°
! e FeCI3 20 mM] e a absorbancia foi medida a 620 nm.

A Capacidade de Absorcao do Radical Oxigénio (ORAC) foi medida de acordo
com Zulueta et al. (2009). Aliquotas de 20 uL das amostras foram misturadas com 20 uL
de fluoresceina e 60 pL de Solugdo de AAPH [2,20’-azobis-(2-metilpropanoamidina)] na
microplaca. A microplaca foi lida a 765 nm e a fluorescéncia registrada durante 100 min.

4.4.2 ANALISES REALIZADAS NA POLPA

As polpas de maracuja foram analisadas quanto aos mesmos pardmetros
descritos para as amostras de soro (item 4.4.1), incluindo as analises descritas a seguir:

— AcUcares

Os agUcares redutores e ndo redutores foram determinados pelo método de Lane
Eynon (LANE E EYNON, 1934) e o teor de glicose e frutose do maracuja foram
analisados individualmente por HPLC (Waters 2695 Aliance, Milford, MA), acoplado a
um detector de indice de refracdo (HPLC-RI). As amostras foram diluidas em &agua
ultrapura 1:10 (v / v), filtradas em membrana de 0,45 pum e injetadas no HPLC (10pL).
Para a separacdo dos analitos, foi empregada uma coluna Rezex RHM-monosaccharide
H* (300 x 7,8 mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA) e uma pré-coluna Carbo H (4,0 x
3,0 mm, Phenomenex). Como fase movel, foi utilizada &gua ultrapuracom fluxo
isocratico de 0,5 mL.min e temperatura do forno de 40°C (CORREA et al. 2013). O

sistema usado para aquisicdo dos dados foi o software Empower 2.

— Acido Ascorbico

O teor de &cido ascorbico foi determinado pelo método titulométrico de Tillmans
n°® 967.21, que se baseia na reducdo do corante 2,6-diclorofenol indofenol por uma
solucgéo de &cido ascorbico (AOAC, 2016).

— Carotenoides

Os carotenoides foram extraidos e quantificados de acordo com Nagata e
Yamashita (1992). Os extratos de amostra foram preparados na auséncia de luz, com 2 g
de polpa e 20 mL da solugéo de extracdo (acetona: hexano, 2:3 v / v), homogeneizados e
centrifugados a 8000 rpm por 1 min. As leituras espectrofotométricas do sobrenadante
foram obtidas em 453, 505, 645 e 663 nm. A concentracdo de carotendides foi calculada
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a partir da equacdo: [B-caroteno = (0,216anse63 — 1,22abss45 — 0,304apss05 + 0,452aps453) X
1000], em que abs corresponde as absorbancias das leituras em cada comprimento de
onda e os resultados foram expressos como pg de 3-caroteno / 100 g de polpa.

— Flavonoides Totais

O conteudo de flavonoides totais foi determinado de acordo com o método de
Lees e Francis (1972). Os extratos foram preparados com 2 ml da bebida e 25 ml de
solvente etanol: HCI 1,5 N (85:15 v / v), deixados em maceragdo na auséncia de luz por
16 horas e depois filtrados com papel de filtro qualitativo (0,16 mm). A absorbancia dos
extratos foi medida a 374 nm e os flavonoides totais quantificados pela seguinte equacéo:
[Absorbancia 374 nm (100 x volume do extrato (mL) / amostra (g) / 76,6]. Os resultados

foram expressos como mg equivalente de quercetina (QE) por 100g de polpa.

— Polifendis Totais

Os compostos fenolicos totais foram analisados pelo método colorimétrico com o
reagente Folin-Ciocalteau, de acordo com Singleton e Rossi (1965). As amostras foram
misturadas com o reagente de Folin-Ciocalteau e adicionadas de carbonato de sédio a
20%. Posteriormente, a absorbancia da solucdo foi medida a 765 nm em
espectrofotometro Cary 60 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). O padrdo de
acido galico foi usado para construcéo da curva padrdo e os resultados foram expressos

em mg equivalente de acido galico (GAE) / 100 g de polpa.

— Fendlicos Individuais

O perfil de fendlicos foi determinado por HPLC (Waters 2695 Aliance, Milford,
MA) utilizando o detector de arranjo de diodos (HPLC - DAD), segundo o método
descrito por Natividade et al. (2013). Aliquotas de 10 uL de amostras foram injetadas em
um sistema com pré-coluna Gemini-NX C18 (4,0 mm X 3,0 mm, Phenomenex, Torrance,
CA, USA) e coluna Gemini-NX C18 (150 mm X 4,60 mm X 3 um, Phenomenex) para
separacao dos compostos. A fase movel utilizada foi constituida de uma solucéo a 0,85%
de &cido orto-fosforico (fase A) e acetonitrila grau HPLC (fase B), totalizando 60 minutos
de corrida. A temperatura do forno foi mantida a 40°C e o fluxo a 0,5 mL min . Para
identificacdo e quantificagdo dos compostos, foram empregados os comprimentos de
onda 280, 320 e 360 nm no DAD e comparados com as curvas de calibragdo dos padroes
de kaempferol, isoquercetina, isorhamnetina, miricetina e rutina (Sigma-Aldrich MO,

USA), (-)-galato de epicatequina, (-)-galato de epigalocatequina, piceatanol, cis-
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resveratrol (Extrasynthese Geney, France) e os acidos cafeico, caftarico, clorogénico, p-
cumarico, ferrulico e gélico (Chem Service, West Chester, USA).

A aquisicéo e processamento de dados foram realizados usando o software Waters
Empower™ 2 (Aliance, Milford, EUA).

4.5 DESENVOLVIMENTO DAS FORMULACOES DE ISOTONICO

Diferentes proporcdes de soro de Ricota, polpa de maracuja e sacarose (Unido®,
SP, Brasil) foram utilizadas na elaboracédo do isoténico. Alguns testes preliminares foram
realizados para verificar a osmolalidade, teor de sddio e acgUcares totais das formulaces.
A osmolalidade deveria estar entre 270 e 330 mOsm / L; sddio entre 460 mg / L e 1150
mg / L; e carboidratos entre 6 e 8%, conforme recomendacdes legais brasileiras para este
tipo de produto (BRASIL, 2018.a). Com base nesses resultados e considerando a
aceitacdo sensorial previamente verificada, trés formulacdes de bebidas isotdnicas foram

escolhidas para conduzir o estudo, conforme mostrado na Tabela 3

Tabela 1 — Formulagdes de Bebida Isotonica

Formulacgdes

F1 F2 F3

Soro de ricota (%) 50 50 30
Agua deionizada (%) 42 38,5 53
Polpa de maracuja (%) 5 8,5 12
Sacarose (%) 3 3 5

As bebidas foram formuladas em ambiente estéril em capela de fluxo laminar e,
em seguida, filtradas em peneira de nailon para leite (P-32, Etiel, RS, Brasil),
pasteurizadas a 85 ° C / 30s e embalados em garrafas de polietileno tereftalato (PET)
previamente higienizadas. Todas as formulacdes desenvolvidas foram armazenadas em

temperatura de refrigeracdo (7 £ 2 ° C).

4.6 ANALISES FISICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS

As formulacbes de bebida isotdnica foram analisadas quanto aos mesmos
parametros fisico-quimicos descritos para o soro de Ricota e maracuja (item 4.4).
A estabilidade microbiolégica foi avaliada a partir das contagens de

microrganismos mesofilos aerobios totais, nUmero mais provavel de coliformes a 35°C e
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a 45°C e contagens de bolores e leveduras, antes da avaliacdo sensorial e durante o
armazenamento das bebidas, de acordo com os protocolos da APHA para exame
microbioldgico de alimentos (2015). Deste modo, a populacdo de mesofilos foi
determinada pela técnica pour-plate usando Agar para contagem padrdo em placas (PCA
- Plate Count Agar) e as amostras foram incubadas a 36 ° C (+ 1 ° C) por 48 h. Coliformes
totais (coliformes a 35 ° C) e coliformes termotolerantes (coliformes a 45 ° C) foram
enumerados por inoculagdo em caldo Lauril Sulfato Triptose — LST para o teste
presuntivo, seguido de testes confirmativos em caldo Verde Brilhante — VB e caldo
Escherichia coli, respectivamente. As contagens de leveduras e bolores foram realizadas
pela técnica de semeadura em placa usando o meio de cultura Agar Batata Dextrose
acidificado, incubado a 25 ° C (£ 1 ° C) por 5 dias.

Os resultados foram analisados com base nas exigéncias da Instru¢cdo Normativa
n° 16 de 2005 que estipula um limite maximo de 10° UFC / mL de bactérias mesofilas
aerobias para bebida lactea esterilizada (BRASIL, 2005) e da Instrugdo Normativa n° 49
de 2018 para sucos e polpa de fruta destinados ao consumo humano, que estabelece o
limite de 1 NMP / mL de coliformes e 5 x 102 UFC / mL de bolores e leveduras (BRASIL,

2018b), em virtude de ndo haver legislacdo especifica.

4.7 DIGESTAO GASTROINTESTINAL IN VITRO DE MINERAIS

A bioacessibilidade foi avaliada pelo método de solubilidade, aplicado ao teor
de minerais das fracGes obtidas apds a digestdo gastrointestinal simulada. Inicialmente,
foi determinada a quantidade total dos minerais K, Na, Ca e Mg das bebidas, de acordo
com o método descrito por Tedesco et al. (1995).

O sistema de digestdo gastrointestinal foi realizado de acordo com Silva, et al.
(2017). Para o ensaio de digestdo in vitro, 1 mL da bebida isotonica foi homogeneizado
em 96 mL de 4gua ultrapura e o pH ajustado para 2,0 com HCI 6 M. Na etapa de digestao
gastrica, 3 mL da solucdo de pepsina (1,6 g em 10 mL de HCI 0,1 M) foram adicionados
as amostras e entdo incubados por 2 h a 37 ° C em um agitador orbital. Esta digestdo foi
interrompida em banho de gelo por 10 min.

A simulacéo da digestao entérica procedeu com o ajuste do pH das amostras para
5, utilizando NaHCOs 1,0 M. Em seguida, uma solugéo contendo sal biliar e pancreatina
foram adicionadas e a mistura foi incubada a 37 ° C por 2 h. A digestéo foi interrompida

com banho de gelo e, em seguida, o pH das amostras foi corrigido para 7,2. As amostras
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digeridas foram centrifugadas a 3500g a 4 ° C por 30 min. A fracdo soltvel (bioacessivel)
foi analisada para determinagédo dos minerais.

Os resultados foram expressos como porcentagem como segue Equacdo 1:
[Bioacessibilidade (%) = (quantidade de mineral apos digestdo / quantidade de mineral

antes da digestdo) x 100].

4.8 ANALISE SENSORIAL

Inicialmente o projeto foi submetido e aprovado em 2018 pelo Comité de Etica
em Pesquisa - Centro de Ciéncias Médicas (CAAE n ° 89482218.0.0000.518, n° do
parecer de aprovacdo: 2.843.518) e somente apds a confirmagdo da qualidade
microbioldgica das formulagGes prontas, os testes sensoriais foram realizados.

Os testes sensoriais foram realizados no espaco de atletismo da Universidade
Federal da Paraiba, com 50 voluntarios selecionados, por se tratar de um grupo especifico
de consumidores. Os participantes tinham entre 18 e 47 anos de idade, 68% do sexo
masculino e 32% feminino e foram pré-recrutados entre atletas de diferentes modalidades
esportivas que praticavam atividades fisicas varias vezes por semana e se autodeclararam
consumidores de bebidas isotonicas. O teste afetivo de aceitacdo com uma escala
hedbnica de nove pontos, variando de "9-gostei extremamente” a "1-ndo gostei
extremamente”, foi usado para avaliar os atributos de aparéncia, aroma, sabor e
aceitabilidade geral. Na mesma sessdo, o teste de intencdo de compra foi aplicado usando
uma escala categorica de cinco pontos, variando entre “5 = certamente compraria” e “1 =
certamente ndo compraria”, conforme proposto por Meilgaard et al. (2006). Para cada
participante, 50 mL das bebidas a 7 + 2 ° C foram servidos separadamente em copos
plasticos transparentes, codificados com trés digitos aleatorios e em ordem balanceada de
apresentacdo, conforme sugerido por Macfie et al. (1989). Agua & temperatura ambiente
foi servida entre as amostras para evitar a interferéncia do sabor residual.

Os provadores foram orientados quanto ao preenchimento da ficha de avaliacao
sensorial (APENDICE 1) e assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido,

autorizando a sua participacio no teste e divulgacio dos resultados (APENDICE 2).

4.9 ESTABILIDADE DAS BEBIDAS DURANTE O ARMAZENAMENTO

O estudo da estabilidade microbioldgica e fisico-quimica das bebidas isotonicas

foi realizado com a formulagdo que apresentou maior aceitacdo sensorial. Um novo lote
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desta amostra foi produzido e mantido refrigerado a 7 = 2 ° C por 56 dias. As amostras
foram coletadas a cada 14 dias e monitoradas por contagem de microrganismos aerobios
mesdfilos, coliformes totais e termotolerantes, bolores e leveduras e pelas anélises de

osmolalidade, acidez e pH, seguindo as metodologias descritas no item 4.4.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos no teste de aceitacdo sensorial, analises fisico-quimicas e
microbiolodgicas, assim como os resultados obtidos durante o estudo da estabilidade
microbioldgica e fisico-quimica das bebidas foram submetidos a Analise de Variancia
(ANOVA), a fim de verificar se houve diferenca significativa entre as amostras, com
aplicacdo do teste T de Student e teste de Tukey a 5% de significancia, empregando o

software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, 13.0).
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RESULTADOS
Os resultados desta tese estdo distribuidos na forma de 3 artigos, que séo
apresentados nos topicos seguintes.

Artigo 1 - Estudo Prospectivo sobre Bebidas Isotonicas: Publicado em Cadernos de
Prospecgdo em 2019 (DOI: 10.9771/cp.v12i4.28656).

Artigo 2 - Physico-chemical quality, bioactive compounds and in vitro antioxidant
activity of a new variety of passion fruit cv. BRS Sertao Forte (Passiflora cincinnata
Mast.) from Brazilian Semiarid: Publicado em Scientia Horticulturae em 2020 (DOI:
10.1016/j.scienta.2020.109595).

Artigo 3 - Mineral bioaccessibility, phenolic compounds and antioxidant activity of
new sports drinks with Ricotta cheese whey and passion fruit cv. BRS Sertéo Forte:
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ARTIGO 1 - Estudo Prospectivo sobre Bebidas Isotonicas

Estudo Prospectivo sobre Bebidas Isotonicas
Prospective Study on the Production of Isotonic Beverages

Graciete de Souza Silva®
Haissa Roberta Cardarelli*

Universidade Federal da Paraiba, Cidade Universitaria, PB, Brasil

Resumo

As bebidas isotdnicas sdo suplementos formulados com a finalidade de repor as perdas
hidricas e eletroliticas de atletas em decorréncia de treinamento ou competicdo. O
desenvolvimento de novas formulacdes desse tipo de bebida pode contribuir com o
avanco do setor de bebidas esportistas, aumentando o seu consumo e comercializacao.
Nesse sentido, varios estudos recentes tém revelado a viabilidade da incorporacdo de
produtos naturais em isotonicos e diversas patentes sobre esse tema tém sido registradas
em nivel mundial. Este trabalho teve por objetivo fazer um mapeamento de bebidas
isotOnicas desenvolvidas e patenteadas.

Palavras-chave: Hidratagdo. Inovagdo. Suplemento.

Abstract

Isotonic drinks are supplements formulated for the purpose of replenishing the water and
electrolyte losses of athletes as a result of training or competition. The development of
new formulations of this type of drink can contribute to the advancement of the sports
drinks sector, increasing its consumption and commercialization. In this sense, several
recent studies have revealed the viability of the incorporation of natural products into
isotonic drinks and several patents on this subject have been registered world-wide. This
work aimed to make a mapping of developed and patented isotonic drinks.

Keywords: Hydration. Innovation. Supplement.
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Abstract

Passiflora cincinnata Mast cv. BRS Sertdo Forte is a cultivar resultant from the genetic
improvement of the species Passiflora cincinnata, popularly known as maracuja-da-
Caatinga, which presents higher field yield and pulp productivity compared to the native
plant and may represent an alternative to the exotic fruit market, intended for in natura
consumption or industrialization. Thus, this study aimed to characterize the
physicochemical composition, determine the profile of phenolic compounds and the
antioxidant potential of these fruits in different ripening stages suitable for consumption.
The mature pulps had a higher content of ascorbic acid (17.67 mg 100 g?), sugars
(3.16%), B-carotene (16.62 ug 100 g) and total flavonoids (155.62 mg 100 g!). Stand
out the content of minerals such as K (413.34 mg 100 g*) in mature pulps and Ca (40.59
mg 100 gY) in pulps with intermediate maturation. The major phenolics in the pulps are
isoquercetin (32.25 pg gt) and caftaric acid (7.5 pg g?) with higher content in
intermediate maturing pulps, and rutin (7.46 pg g*) with higher content in the mature
pulps. These bioactive compounds contribute to the antioxidant activity presented in the
ORAC, DPPH and FRAP assays. It is concluded that the passion fruit 'BRS Sertdo Forte'
is a fruit with different mineral content such as K and Ca and bioactive compounds in
relation to other Passiflora species, having promising potential to exploitation for
cultivation in semiarid regions.

Keywords: Phytochemicals. Maracuja-da-Caatinga. Passiflora cincinnata.
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ABSTRACT

New sports drinks with Ricotta cheese whey (RCW) and passion fruit ‘BRS Sertao Forte’
were developed. Three formulations were developed: 11 with 50% RCW and 5% passion
fruit pulp, 12 with 50% RCW and 8.5% pulp, and 13 with 30% RCW and 12% pulp. I3
showed higher ascorbic acid content and antioxidant activity, exhibited the highest scores
in the consumer test, and maintained its physicochemical stability and microbiological
safety during the storage at 7 °C for 56 days. (-)-Epicatechin gallate, (-)-epigallocatechin
gallate, and cis-resveratrol were the main phenolic compounds quantified in the isotonic
beverages. 11 and 13 exhibited high bioaccessibility of the minerals K, Na, and Mg (37%
to 70%) compared to 12, which showed bioaccessibility between 31% and 40%. All the
formulations presented good sensory acceptance by consumers of isotonic beverages and
are good sources of bioactive compounds. The beverages developed are innovative
alternatives for the market of supplements for athletes, combining the use of a dairy

industry by-product and a new variety of passion fruit.

Keywords: In vitro digestion. Isotonic beverage. Maracuja-da-Caatinga. Passiflora

cincinnata. Whey.
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1. Introduction

The demand for health and better life quality has caused important changes in
people’s lifestyles, who began to exercise more over time. Given this fact, an increasing
number of athletes have been observed, which reflects the increased demand for products
that meet specific needs such as hydration and electrolyte replenishment (Raizel,
Coqueiro, Bonvini, & Tirapegui, 2019).

Isotonic beverages, also referred to as sports drinks, are intended to quickly
replenish body fluids and electrolytes lost by athletes and other individuals exposed to
intense physical activities. For better absorption, these supplements should have between
200 and 330 mOsm Kg-1 of osmolality, and 6 to 8% of carbohydrates (Marapana,
Chandrasekara, & Aponso, 2017). As products commonly associated with sports and
healthy living, the use of natural ingredients in the formulations of those beverages tends
to increase consumer interest when compared to other commercially available sports
drinks, which are often produced with artificial flavor and aroma (Tomczyk, Zaguta, &
Dzugan, 2020).

Recent evidence suggests that beverages containing nutrients such as milk or
dairy-based supplements can promote better retention of body fluids and reduced
cumulative urine production, with a higher hydration index than a traditional sports drink
(Berry, Wolf, Murray, & Kenney, 2020; Russo et al., 2019).

In this sense, previous research reported the use of whey permeate from the
production of mozzarella cheese (Becker et al., 2021; Abella et al., 2016, Ferreira et al.,
2020) in the formulation of sports drinks. However, few studies reported the application
of second cheese whey, such as Ricotta cheese whey (RCW), in this type of product.

The Ricotta cheese whey (RCW) is obtained in large quantities during the
production of Ricotta (up to 97% yield) and still has few alternative uses in the food
industry. Although similar to other cheese whey, RCW consist of a product with lower
amounts of fat and protein and higher content of minerals and organic acids due to added
acid and salt and the temperatures it is exposed during the production process (Monti et
al., 2018; Raho et al., 2020). Therefore, RCW is a promising raw material for use in
isotonic beverages due to its low caloric value and the presence of minerals such as Na,
K, Ca, and Mg (Valad&o et. al 2016), which can help to rehydrate after physical activity.

Despite the importance of minerals in athletes’ diets, they are not always

bioaccessible to the human organism. Bioaccessibility of minerals corresponds to the
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fraction of a given mineral that is released from food in the intestinal tract during digestion
and which may become available for absorption (Santos, Saraiva, Vicente, & Moldao,
2019), and its study can help to understand the influence of the various ingredients in the
absorption of the nutrients in sports drinks.

Recent studies have added to sports drinks other important components for the
athletes’ diet, such as antioxidant compounds, which contribute to avoiding muscular and
oxidative stress that intense physical exercise can generate (Ali etal., 2021). Some studies
evidenced the use of different fruits as sources of vitamin C and other bioactive
compounds, such as jabuticaba peels and pulps (Ferreira et al. 2020; Porfirio et al., 2019)
and purple grape juice (Toscano et al., 2021). Thus, the development of RCW-based
isotonic beverages added with fruits can contribute to improving their functional
properties.

'BRS Sertéo Forte' passion fruit is a new cultivar of wild passion fruit, native from
the Brazilian Caatinga region, obtained by genetic improvement of Passiflora cincinnata
Mast. Popularly known as maracuja-da-Caatinga, this species has a pleasant exotic flavor,
differentiated and intense aroma, and high antioxidant capacity due to its high content of
vitamin C and phenolic compounds such as isoquercetin and rutin. Moreover, the 'BRS
Sertdo Forte' passion fruit presents higher content of K, Na, Ca, and Mg compared to
other species of passion fruit (Silva et al., 2020), which demonstrates its promising
potential for exploitation in the market of supplements for athletes.

The present study aimed to develop new isotonic beverage formulations based on
RCW and passion fruit cv. BRS Sertdo Forte flavor, and investigate the content of
minerals and their bioaccessibility, phenolic compounds, in vitro antioxidant activity, and

Sensory acceptance.

2. Materials e Methods
2.1 Production of Ricotta cheese whey

Minas Frescal cheese was produced according to Dantas et al., (2016). The whey
obtained was reserved for the experiment. The Ricotta was produced following the steps
of slow heating of the whey to 85 °C, adding of 85% v/v lactic acid solution (1.5 mL L?,
Ricanata, MG, Brazil), heating to 90 °C, cooling to 30 °C, and letting it rest to separate
the whey proteins (Ricotta), according to Valadao et al. (2016).



S7

The resulting Ricotta cheese whey (RCW) was subjected to sterilization process
by autoclaving with fluent steam at 100 °C for 15 min and then stored in a horizontal
freezer at -18 £ 2 °C in absence of light, in order to preserve its quality during the period
of the experiment. The physical and chemical characteristics and antioxidant activity of
the RCW were assessed according to the methods described below (2.4, 2.6, 2.8), and the
results are presented in a supplementary material (Table S1).

2.2 Obtaining passion fruit pulps

The passion fruit (P. cincinnata Mast. cv. BRS Sertdo Forte) pulp was obtained
from ripe fruit produced at Embrapa Semidarido, Petrolina, PE, Brazil (09°09’ S and 40°22’
W). The fruits were harvested and submitted to the washing process under running water,
and then immersed in a sodium hypochlorite solution (200 mg L™ 1) for 15 min. The pulp
and seeds were then removed, and the fruits were pulped in an electric pulping machine
(DMJI-05, Macanuda, Brazil). The extracted pulp was characterized for chemical
parameters, mineral profile, bioactive compounds, and antioxidant capacity as previously
described by Silva et al. (2020).

2.3 Isotonic beverages design

Different proportions of RCW, passion fruit pulp, and sucrose (Unido®, SP,
Brazil) were used in the preparation of isotonic beverage formulations. Some preliminary
tests were performed to verify the osmolality, sodium content, and total sugars.
Osmolality should be between 270 and 330 mOsm L, sodium between 460 mg L™ and
1150 mg L?, and carbohydrates between 6 and 8%, according to Brazilian legal
recommendations for this type of product (Brazil 2018a) and other international studies
(Schleh & Dumke, 2018). Based on these tests and preliminary sensory analysis, three

isotonic beverage formulations were chosen to conduct the study, as shown in Table 1.

Table 1 - Isotonic beverages formulations

Formulation
11 (%) 12 (%) 13 (%)
Ricotta cheese whey (v v1) 50 50 30
Deionized water (v v') 42 38,5 53
Passion fruit pulp (v v?) 5 8,5 12

Sucrose (m v?) 3 3 5
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The drinks were formulated in a sterile environment using a laminar flow cabinet,
then were filtered in a nylon mesh milk strainer (P-32, Etiel, RS, Brazil), pasteurized at
85 °C for 30 s, and packaged in previously sanitized polyethylene terephthalate (PET)

bottles. All formulations developed were stored at cold temperature (7 £ 2 °C).

2.4 Physicochemical characterization

The beverages were subjected to analyzes of total acidity determined by the
titration method. The proteins were determined by the micro-Kjeldahl method, and total
sugars were analyzed by the Lane Eynon method, following the AOAC procedures
(2016). Lipids were analyzed according to the Bligh and Dyer method (1959), and lactose
was determined as described by Adolfo Lutz Institute (IAL, 2008). Total soluble solids
were measured with a digital refractometer (DR 500 Nova Instrumentos, SP, Brazil), and
pH was determined with a potentiometer (MPA-210 Tecnopon, SP, Brazil). Osmolality
was assessed by direct reading in vapor pressure osmometer (Vapro® 5600 Wescor Inc.,
France). The caloric value was calculated using the Atwater conversion values from the
sum of the corresponding calories for proteins, lipids, and carbohydrates (Watt and
Merrill, 1963).

The ascorbic acid concentration was analyzed by the Tillmans method (AOAC,
2016), which is based on the reduction of DCFI (2,6 dichlorophenolindophenol, Sigma-
Aldrich, SP, Brazil) by ascorbic acid, and expressed as mg of ascorbic acid/100 mL.

Color analysis was assessed in a digital colorimeter (Delta Vista 450G, Delta
Color, RS, Brazil) observing the coordinates: luminosity (L *), red/green (a *),
yellow/blue (b *), chromaticity (C), and hue angle (h °).

2.5 Phenolic compounds

Individual phenolic compounds were analyzed by high-performance liquid
chromatography (Waters 2695 Alliance, Milford, MA) using the diode array detector
(HPLC - DAD) following the method described by Natividade et al. (2013) and Costa et
al. (2020). Data acquisition and processing were performed using Waters Empower ™ 2
software (Alliance, Milford, USA). The beverages were filtered through a 0.45 um nylon
membrane (Analitica, SP, Brazil), and a volume of 50 puL was injected into a Gemini-NX
C18 (4.0 mm x 3.0 mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA) pre-column, and a Gemini-

NX C18 (150 mm x 4.60 mm x 3 um, Phenomenex) column. Using gradient elution, the
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mobile phase consisted of a 0.85% solution of ortho-phosphoric acid (Fluka, Switzerland
- phase A) in ultra-pure water (Purelab Option Q Elga System, USA) and HPLC grade
acetonitrile (J. T. Baker, USA - phase B). The oven temperature was maintained at 40 °C,
and the flow at 0.5 mL min™. For the identification and quantification of the compounds,
the DAD 280, 320, and 360 nm wavelengths were used and compared to the standard
calibration curves.

The ferulic acid standard was acquired from Chem Service (West Chester, USA).
Gallic, caffeic, trans-caftaric, chlorogenic and p-coumaric acids, and piceatannol were
acquired from Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, USA). Kaempferol-3-O-glucoside,
isorhamnetin-3-O-glucoside, quercetin-3-B-D-glucoside, rutin, (-)-epicatechin gallate,
and (-)-epigallocatechin gallate standards were acquired from Extrasynthese (Geney,
France), and the cis-resveratrol was acquired from Cayman Chemical (Michigan, USA).

2.6 Antioxidant activity

The DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical capture assay was carried out
using the method described by Rufino et al. (2009). A 180 uL aliquot of an 80 uM DPPH
(Sigma-Aldrich, HAM, Germany) solution was added to 20 uL of the sample, and the
absorbance was read at 515 nm after 30 min using a microplate reader.

The FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) assay was performed according
to Rufino et al. (2006). A 20 pL aliquot of the sample was added to the flask followed by
180 pL of the FRAP solution [0.3 mol L* acetate buffer at pH 3.6, 10 mmol L* TPTZ
solution in 40 mmol L HCI, and 20 mM FeCls (Sigma-Aldrich, Brazil)]. After 30 min
of reaction, the absorbance was measured at 620 nm.

The antioxidant ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) assay was
measured according to Zulueta, Esteve, and Frigola (2009). An aliquot of 20 uL of the
samples was mixed with 20 uL of fluorescein and 60 puL of AAPH [2,20'-azobis(2-
methylpropionamidine)] (Sigma-Aldrich, Brazil) solution in the microplate. The
microplate was read at 765 nm and the fluorescence was recorded for 100 min.

In all assays of the antioxidant activity, the spectrophotometric readings were
obtained on a Fluostar Omega plate reader (BMG LABTECH, Ortenberg, Germany). The
Trolox standard (Sigma-Aldrich, MO, USA) was used to construct the analytical curve

and the results were expressed in uM of Trolox per 100 mL of beverage.
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2.7 In vitro mineral gastrointestinal digestion

The simulated gastrointestinal digestion system was performed according to Silva,
Rebellato, Greiner, & Pallone (2017). Approximately 1 mL of beverage was weighed and
homogenized in 96 mL of ultrapure water and the pH was adjusted to 2.0 with 6 M HCI.
In the gastric digestion step, 3 ml of the pepsin solution (1.6 g in 10 ml of 0.1 M HCI)
were added to the samples and then incubated for 2 h at 37 °C in an orbital shaker. This
digestion was stopped using an ice bath for 10 min. The intestinal digestion simulation
proceeded with pH adjustment of the samples to 5 using NaHCO3 1.0 M. Then, a solution
containing pancreatin and bile salts was added, and the mixture was incubated at 37 °C
for 2 h. Digestion was stopped with an ice bath and then the pH of the samples was
corrected to 7.2. The digested samples were centrifuged at 35009 at 4 °C for 30 min, and
the soluble fractions (bioaccessible) were separated. The quantification of total minerals
and bioaccessible concentrations was performed according to the method described below
(2.8). The percentage of bioaccessibility was calculated using the equation as follows:
Bioaccessibility (%) = [(content of mineral after digestion / content of mineral before
digestion) x 100].

2.8 Minerals

The mineral profile was determined according to Tedesco, Gianello, Bissani, Bohnen,
and Volkweiss (1995). Approximately 1 g of beverage was weighed and homogenized in 6
mL of nitric-perchloric solution (3: 1, v/v, Sigma-Aldrich, Brazil) to obtain the extracts,
which was allowed to stand for 4 h before being subject to organic digestion. Then, the
volumes of the extracts were adjusted to 50 mL with Milli-Q® water for minerals analysis.
Sodium (Na) and potassium (K) were analyzed from the direct reading of the extracts in
a flame emission photometer (Micronal, B462, SP, Brazil) using a standard solution of
Na and K (Analyser®, SP, Brazil) to construct the analytical curve. Calcium (Ca) and
magnesium (Mg) analyzes were performed by diluting the extracts with lanthanum
solution (0.1%, m/v, Sigma-Aldrich, Brazil) and the measurements were accomplished
with an atomic absorption spectrometer (PerkinElmer®, PinAAcle 900H, SP, Brazil)
using standard Ca and Mg solution (PerkinElmer®, Shelton, CT, USA) for the standard

curve.
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2.9 Microbiological analysis

Total aerobic mesophilic microorganisms, the most probable number of coliforms,
and mold and yeast counts were assessed to quantify the microbial population before the
sensory evaluation and during the storage, according to the APHA protocols for the

microbiological examination of foods (APHA, 2015).

2.10 Sensory analysis

The research proposal was approved by the Brazilian Research Ethics Committee
(approval number: 2.843.518). The consumer test was performed in the athletics space of
the Federal University of Paraiba, with 50 volunteers selected (age 18-47 years, 68%
male, 32% female), which was a specific group of potential consumers. The participants
were pre-recruited among athletes of different sports who practiced physical activities
several times a week and declared themselves consumers of isotonic beverages. The
affective test of acceptance with a nine-point Hedonic Scale, ranging from "9-like
extremely"” to "1-dislike extremely" was used to evaluate the attributes of appearance,
aroma, flavor, and overall acceptability. In the same session, the Purchase Intention test
was applied using a categorical five-point scale (1 = certainly would not buy, 2 = possibly
would not buy, 3 = might or might not buy, 4 = possibly would buy, and 5 = certainly
would buy), as proposed by Meilgaard et al. (2006). For each participant, 50 mL of the
drinks at 7 = 2 °C were served in the monadic presentation order using transparent plastic
cups encoded with three random digits. The samples were served to the participants in
balanced order of presentation following the complete balanced block design suggested
by Macfie et al. (1989) to three products. Water at room temperature was served between

the samples to avoid interference of residual taste.

2.11 Stability of the isotonic beverage during storage

Formulation I3, which obtained the highest scores in sensory tests, was evaluated
regarding microbiological and physicochemical stability during storage. A new batch of
beverages was produced and kept refrigerated at 7 + 2 °C for 56 days. Beverage samples
were collected every 14 days and monitored by osmolality, acidity and pH analyzes and

by counting aerobic mesophilic microorganisms, coliforms at 35 °C, molds, and yeasts.
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2.12 Statistical analysis

Three batches of each treatment were produced, and all the analyses were
performed in triplicate. The data were subjected to the analysis of variance (ANOVA),
followed by the Tukey's test (p-value < 0.05). A linear Pearson’s correlation also was
used to quantify the strength of the relationship between the variables using the software
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, 13.0).

3. Results and Discussion
3.1 Physicochemical characterization of isotonic beverages

All the formulations developed present low pH and are considered acidic
beverages (pH <4.0), according to Table 2. High acidity is a common characteristic in
isotonic beverages (Mettler & Weibel, 2018). The isotonic drink of the Gatorade® brand

with passion fruit flavor, for example, has a pH of 3.15 and acidity of 0.32% in citric acid.

Table 2 - Physicochemical characterization of isotonic beverages

Isotonic beverages!

Parameters
11 12 13

pH 3.93+0.00° 3.76+0.02° 343+0.02°¢

Acidity (% lactic acid) 0.38+0.01°¢ 0.53+0.01° 0.75+0.022

Ascorbic acid (mg 100mL?) 1.36+0.12° 1.67 £0.39° 3.03+0.38°2

Total soluble solids (° Brix) 7.14+0.05°¢ 7.44+0.05° 8.68 +0.06 °
Moisture (%) 92.11+0.31% 91.58+0.43¢% 90.70 £ 0.56 °
Osmolality (mOsm Kg*) 271.33+287° 303.00 +£2.16 ° 329.33+£1.25%

Fat (%) 0.03+0.012 0.04 +0.002 0.04+0.012

Protein (%) 0.34+0.02¢ 0.37+0.01° 0.20+0.03°

Total sugars (%) 6.78+£0.13°¢ 7.28£0.23° 7.98 +£0.202
Caloric value (Kcal L?) 288.00+2.61° 309.44 +6.78" 330.75+4.052
L* 41.81+0.29° 39.72+0.10° 39.23+0.35°

a -0.78+0.10° -1.16 £0.032 -0.08+0.14°¢

b 12.92+0.23° 12.42 +0.15° 1449 +0.43¢%

C 12.95+0.22" 12.46 £0.13° 14.49 +0.432

h° 93.46 +0.47° 95.37+0.15% 90.31 £0.55°¢

Values are expressed as mean (n = 9) + SD. The values of the same line following different letters showed
significant differences (p < 0.05) by Tukey's test. ! Isotonic beverages - 11: 50% RCW, 5% passion fruit
pulp, 3% sucrose; 12: 50% RCW, 8,5% passion fruit pulp, 3% sucrose; 13: 30% RCW, 12% passion fruit
pulp, 5% sucrose.

I3 had the highest acidity and the lowest pH value, which is possibly associated

with the higher amount of pulp added in this formulation compared to the others. The
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passion fruit added to the beverages has a high content of ascorbic acid, the main organic
acid of the fruit, reaching 17 mg 100mL? in ripe pulp (Silva et al., 2020). Similarly, the
ascorbic acid content of the beverages is higher in 13 (3.03 mg 100mL?), which contains
12% pulp (Table 2).

Total sugars were higher in formulations with more pulp and sucrose, which
reflected in an equivalent increase of soluble solids. All formulations contained between
6 and 8% total sugars, which is in accordance with the recommended limits for better
absorption of carbohydrates by isotonic beverages (Raizel et al., 2019). In addition, the
carbohydrate content is one of the main factors to define the osmolality of the product;
therefore, it is important to adjust the initial amount to obtain an isotonic with adequate
osmolality (Mettler & Weibel (2018).

The caloric value differed significantly among the isotonic beverages. 11
formulation obtained the lowest energy value compared to 12 and I3, due to its lower
carbohydrate content that is represented by total sugars (6.78%). In addition, the low lipid
content of the formulations also contributed to a lower caloric value of the isotonic drinks.
Although it is a rich source of energy, lipids are not indicated to be consumed during
physical activity because they delay gastric emptying, compared to water (Marins, 2011).

As shown in Table 2, the isotonic acquired a color that varies between yellow and
green, with hue angle between 90.31 ° and 95.37 °, due to both whey and passion fruit
pulp, which have a greenish-yellow color. Higher yellow intensity is observed in I3 (b =
14.49) and higher lightness in 11 (L* = 41.81). The color of the beverages observed in
this study was possibly influenced by proteins and riboflavins commonly present in whey
(Milovanovic et al., 2020) and by the carotenoids present in passion fruit pulp (Silva et
al., 2020).

3.2 Phenolic compounds

Fourteen phenolic compounds were identified and quantified in the isotonic
beverages, belonging to four main groups: phenolic acids, flavonols, flavanols, and
stilbenes. Ferulic acid was the majority phenolic acid found, and it varied between 1.35
to 1.79 mg L. Quercetin-3-B-D-glucoside was the majority compound among the
flavonols analyzed, ranging between 0.90 to 1.13 mg L. (-)-Epicatechin gallate was the
predominant compound of the flavanols class, with 3.57 to 6.13 mg L™, while cis-
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resveratrol exhibited the highest concentrations of the stilbenes class and varied between

1.431t02.33mg L.

Table 3 - HPLC-DAD phenolic compounds of isotonic beverages

Isotonic beverages *

Compounds (mg L) ? RT 2 A3
(min) — (nm) 11 12 13
Phenolic Acids
Caffeic acid 26.58+0.02 320 087+0.10° 1.03+001% 0970012
Trans-Caftaric acid 21.50+0.03 320 1.18+0.10° 161+020% 1.68+0.102
Chlorogenic acid 25.72+002 320 068+0.10° 084+034% 0.86+0.012
p-Coumaric acid 36.63+0.04 320 0.75+0.10° 0.83+0.102 0.80+0.10%
Ferulic acid 40.86+0.06 320 1.35+0.01° 173+007% 1.79+0.12%
Gallic acid 10.69+0.02 280 0.74+0.03% 0.78+0.13% 0.58+0.01°
Flavonols
Kaempferol-3-O-glucoside ~ 46.29+0.02 360 0.47+0.01° 047+0.01°> 0.49+0.10°
Quercetin-3-B-D-glucoside ~ 44.00£0.02 360 0.90+0.01® 1.13+0.10% 1.09+0.10°
Isohamnetin-3-O-glucoside  46.75+0.01 360 = 0.48+0.01® 0.49+0012 0.49+0.10°?
Rutin 43.19+0.01 360 ~ 0.65+0.10¢ 0.81+001° 0.85+0.20%
Flavanols
(—)-Epicatechin gallate 42.20+0.01 280 3.57+0.30° 555+0.322% 6.13+0.50%
(-)-Epigallocatechin gallate  32.93+0.03 280 2.46+0.30° 3.15+0.05% 3.17+0.40°
Stilbenes
Piceatannol 4456 +0.02 320 052+0.01% 052+0.01% 052+001°2
Cis-resveratrol 50.44 £0.01 280 143+0.10¢ 2.10+0.20® 233+0.102

1 Values are expressed as mean (n = 3) + SD. The values of the same line following different letters showed
significant differences (p < 0.05) by Tukey's test. 2 RT = retention time. A = wavelength. # Isotonic
beverages - 11: 50% RCW, 5% passion fruit pulp, 3% sucrose; 12: 50% RCW, 8,5% passion fruit pulp, 3%
sucrose; 13: 30% RCW, 12% passion fruit pulp, 5% sucrose.

Previous studies have reported that fruits of the species Passiflora cincinnata
Mast. exhibit high content of phenolic acids such as p-coumaric, trans-caftaric, and
ferulic acid (Silva et al., 2020), Chlorogenic acid, quercetin-3-B-D-glucoside, and cis-
resveratrol (Santos et al., 2021).

In general, the formulations containing 8.5% and 12% passion fruit pulp presented
higher concentrations of phenolic compounds than those with 5% pulp. Except for gallic
acid, all phenolic acids, as well as quercetin-3-3-D-glucoside, (-)-epicatechin gallate, and
(-)-epigallocatechin gallate presented similar concentrations in 12 and 13. In contrast, the
content of cis-resveratrol, rutin, and kaempferol differed statistically among the
formulations, presenting higher amounts in 13 (Table 3).

Despite this, all formulations show high phenolic content compared to

commercially available isotonic beverages, which are generally produced with artificial
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flavors and aromas, and are not sources of bioactive compounds (Hong, Mansour,
Klarich, Copp, & Bloem 2016).

(-)-Epicatechin gallate and (-)-epigallocatechin gallate, the main phenolic
compounds quantified in isotonic beverages, are potent natural antioxidants that
contribute to beneficial therapeutic effects such as anti-inflammatory, antimicrobial, and
cardioprotective activities (Prakash, Basavaraj, & Murthy, 2019), assist in body fat
reduction, prevention and treatment of obesity and associated diseases (Cremonini et al.,
2020), and may prevent cancer (Aggarwal et al., 2020).

The addition of passion fruit 'BRS Sertdo Forte' to the developed beverages
contributed to increasing antioxidant activity in vitro, due to their higher composition of

phenolic compounds and ascorbic acid.

3.3 Antioxidant capacity

Fig. 1 shows the results obtained for antioxidant capacity as verified using the
different tests (ORAC, FRAP, and DPPH).
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Fig. 1 - Antioxidant capacity by ORAC, FRAP and DPPH methods of isotonic beverage.
Isotonic beverages - 11: 50% RCW, 5% passion fruit pulp, 3% sucrose; 12: 50% RCW,
8,5% passion fruit pulp, 3% sucrose; 13: 30% RCW, 12% passion fruit pulp, 5% sucrose.
Grouped columns followed by the different letters showed significant differences (p <
0.05) by Tukey's test

In all assays, the antioxidant capacity was significantly higher in 13 than in 11 and
12, which may be related to the amount of pulp added to the formulations. It has already

been demonstrated that passion fruit ‘BRS Sertdo Forte’ has a high content of ascorbic
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acid, carotenoids, and phenolic compounds, which contributes strongly to its antioxidant
activity of 609.08 uM Trolox 100 g of ripe pulp (Silva et al., 2020). Conversely, the
beverages with a higher proportion of RCW showed lower antioxidant activity, as occurs
in both 11 and 12 formulations that contain 50% RCW.

The results obtained in this study demonstrate that there are strong to very strong
and positive correlations (rs > 0.70) between antioxidant activity by ORAC and DPPH,
with ascorbic acid and with the compounds ferulic acid, chlorogenic acid, caftaric acid,
kaempferol, rutin, (-)-epicatechin gallate, and cis-resveratrol (Table S2).

In recent years, whey has received considerable attention due to its antioxidant
bioactivity, which is related to its proteins (Zhao & Ashaolu, 2020). However, some
studies reported that phenolic compounds may interact with proteins, forming soluble or
insoluble complexes, which can affect the antioxidant capacity, either by increasing or
decreasing this property (He, Yuan, Zeng, Tao, & Chen, 2015; Lamothe, Azimy, Bazinet,
Couillard, & Britten, 2014). Therefore, it is possible to consider that the antioxidant
capacity of 11 and 12 were affected by the proportion of RCW used, which resulted in a
higher concentration of proteins as shown in Table 2 (0.34% and 0.37%, respectively),
and its consequent interaction with phenolic compounds present in beverages.

Nevertheless, all developed formulations show higher antioxidant activity than
commercially available isotonic beverages. According to Hong et al., (2016), sports
drinks of different commercial brands such as Gatorade® and Powerade® present low
antioxidant activity, with an average content of 0.05 pmol TEAC 100 ml, which is likely
due to the absence of vitamin C and phenolic compounds in these beverages. Therefore,

the beverages produced in this study provide important components for athletes' diets.

3.4 Mineral bioaccessibility and simulated digestive fractions

The total mineral content of the beverages, in descending order, is represented by
the elements K, Na, Ca, and Mg, as shown in Table 4. These minerals form the electrolyte
pool that strongly influence osmolality, which is the most important component of
isotonic beverages.

Beverages formulated with 50% RCW exhibited higher total mineral content. 11
presented higher concentrations of K and Na, while 11 and 12 showed similar results for

Ca and Mg, with higher concentrations than those found in 13 (Table 4). These results are
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associated with the mineral composition of RCW, which exhibits high content of these
elements (Table S1).

Table 4 - Mineral content and in vitro bioaccessibility of isotonic beverage

Element Isotonic Concentration (mg L) 2 Bioaccessibility
beverages * Total Bioaccessible fraction (%)
11 1482.80+1.82 434.63 + 6.53 B 36.58
K 12 1357.63+ 446  424.08 + 17.89 ' 31.24
13 1138.30 + 10.05 A 781.38 + 13.43 %8 68.64
11 675.42 + 22,553 475.42 + 21.77 %8 70.39
Na 12 470.69 + 23.329A 204.78 + 13.78 b8 43.31
13 478.23 £ 21.04 A 207.51 + 15.11 %8 43.39
11 97.65+2.02¢ n.d. -
Ca 12 88.21+1.33¢ n.d. -
13 4747 +0.01° n.d. -
11 32.69+1.26% 13.39 + 0.39 % 40.96
Mg 12 33.82+0.10 12.18+0.21 %8 36.01
13 30.56 + 0.24 bA 12.77 £ 0.25 % 41.79

1 Isotonic beverages - 11: 50% RCW, 5% passion fruit pulp, 3% sucrose; 12: 50% RCW, 8,5% passion fruit
pulp, 3% sucrose; 13: 30% RCW, 12% passion fruit pulp, 5% sucrose. 2 Values are expressed as mean (n =
3) £ SD. The values of each mineral followed by different lowercase letters in the same column and different
uppercase letters in the same line showed significant differences (p < 0.05) by Tukey's test. n.d = Not
detected.

Ferreira et al., (2020) found lower concentrations of K compared to 11 and 12, with
1219 mg Lt and higher values of Na compared to 12 and 13, with 608.4 mg L in an
isotonic beverage made with whey permeate and jabuticaba peel. Becker et al. (2021) also
reported lower concentrations of K (623.44 mg L) and Na (663.38 mg L), and higher
concentrations of Ca (341 mg L) and Mg (62 mg L) in an isotonic beverage made with
whey permeate and lemon flavor. However, these studies did not report the bioavailability
of the minerals present in these beverages. Bioaccessibility analysis can help to
understand the influence of the ingredients that make up sports drinks on the absorption
of their nutrients.

In the present study, it was observed through in vitro tests that only a part of the
mineral content of the formulated isotonic beverages is bioaccessible, with values
between 31.24% and 70.39% of bioaccessibility (Table 4).

The bioaccessibility of K was higher in 13 (68.64%), while Na showed higher
bioaccessibility in 11 (70.39%), and values above 43% in the other formulations.

Concerning the Mg, a similar percentage of bioaccessibility was obtained among the
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formulations, reaching values above 36%, and Ca was not detected in the bioaccessible
fractions.

Na in sports drinks stimulates the thirst mechanism, which makes athletes increase
the fluid intake enhancing hydration and physical performance, as well as contributing to
maintaining the osmotic pressure of body fluids. Its content should be between 460 mg
L-1 and 1150 mg L-1 (Schleh & Dumke, 2018; Brazil, 2018a). Although all isotonic
formulations showed adequate Na total concentrations, only 11 obtained adequate Na
content in its bioaccessible fraction.

On the other hand, K assists in muscle contraction, in addition to maintaining
electrolyte balance and regulating blood pressure. Its combination with Na in sports
drinks may prevent muscle cramps, a crucial aspect to improve performance (Kreider
et al., 2010). Recommendations on the content of K in sports drinks are controversial in
the literature and the current Brazilian legislation does not stipulate an adequate limit
(Brasil, 2018a).

Although Na and K are the electrolytes lost in large amounts in sweat, the presence
of Mg and Ca in sports drinks is also important to assist in muscle contractions, ensuring
optimal muscle performance (Kreider et al., 2010).

Regarding Ca, the solubility of a particular form of this element depends mainly
on the environmental pH, often reaching maximum solubility in acidic conditions.
Molecular interactions between Ca and other compounds such as phosphates and
carbonates, often used in in vitro digestion protocols, may occur during the intestinal
digestion step, where the pH is nearly neutral (Minekus et al., 2014; Lorieau et al. 2018).
Thus, the addition of carbonate in the form of NaHCO3 during the digestion process may
have affected the analysis of this element. Moreover, Lorieau et al. (2018) reported that
during in vitro digestion calcium has a better bioaccessibility in a water medium than in
dairy matrices, which indicates the need for supplementation if these conditions are

maintained in the human digestive tract.

3.5 Sensory analysis

The consumer acceptability of the isotonic beverages showed average scores
above 6 (liked moderately) in overall acceptability, which indicates a good sensory
acceptance for all the formulations. The highest scores were observed in 13, reaching 7.8
(Fig. 2. A).
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The amount of sucrose (5%) and passion fruit pulp (12%) added to 13 may have
contributed to its greater sensory acceptance, compared to the other formulations.
Although the ideal concentrations of sugars in isotonic drinks are lower than in other
beverages such as juices, nectars, and soft drinks (Meyer, Timmons, Wilk, & Leites,
2019), Brazilian consumers generally prefer drinks with higher sweetness (Lima et al.,
2021).
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Fig. 2 - Results of the consumer test: (A) Consumer acceptability of the appearance,
aroma, flavor and overall acceptability of the isotonic beverages, using the nine-point
hedonic scale (1 = disliked extremely; 5 = neither like nor disliked; 9 = liked extremely).
(B) Purchase intention of the isotonic beverages: 1 = certainly would not buy, 2 = possibly
would not buy, 3 = have doubts if | would buy, 4 = possibly would buy and 5 = certainly
would buy”. Values are expressed as mean (n = 50) £ SD. Grouped columns followed by
the different letters showed significant differences (p < 0.05) by the Tukey means test.
Isotonic beverages: 11 = 50% RCW, 5% passion fruit pulp, 3% sucrose; 12 = 50% RCW,
8.5% passion fruit pulp, 3% sucrose; 13 = 30% RCW, 12% passion fruit pulp, 5% sucrose.

The amount of pulp added to I3 intensified the aroma of the beverage, and the
amount of RCW also provided the greater intensity of the yellow color (Table 2), which
certainly contributed to its better sensory acceptance. For many food product categories,
color contributes to a product's purchase decision because it conveys information to
consumers about its sensory properties (Milovanoivic et al., 2020).

In the purchase intention test, a total of 42% and 60% of the participants
demonstrated that they would probably or certainly purchase 11 and 12 formulation,
respectively, while over 90% of the participants indicated that they would probably or

certainly purchase formulation 13 if these beverages were on sale (Fig. 2. B).
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It is important to consider that the consumer test was applied immediately after
the end of an athletes' training session, reproducing the real sensations of thirst and
physical exhaustion. This allowed a sensory evaluation of the beverages with greater
specificity, obtaining more realistic information about the acceptance of the beverages

after physical activity.

3.6 Stability of the isotonic beverage during storage

The isotonic beverage containing 30% RCW and 12% passion fruit pulp (13),
which was identified as the most accepted in the sensory acceptance test, was evaluated

regarding physicochemical and microbiological stability during storage.
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Fig. 3 - Physicochemical parameters of the isotonic beverage (13) stored at 7 + 2 ° C: (A)
Total acidity (% lactic acid); (B) pH; (C) Osmolality (mOsmo Kg™). Values are expressed
as mean (n = 9) + SD. The values in the same line followed by different letters showed
significant differences (p < 0.05) by Tukey's test.

Similar behavior was observed for pH and acidity of the beverage during 42 days
of storage (Fig. 3). The acidity increased in the first 14 days and then remained stable
until the end of the storage period. The pH was constant from 14 to 42 days and increased

again later during storage.
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As for the osmolality of the drinks, the results remained stable until 28 days of
storage, with values around 329 mOsm Kg™. After this time, the samples showed a
significant increase in osmotic concentration, reaching 330.56 mOsm Kg* in the last
evaluated time (Fig. 3). Despite the increase, the monitored samples remained with
osmolality similar to the limit established for this type of product, which is 330 mOsm
Kg? (Brazil, 2018a).

According to Mettler & Weibel (2018) osmolality, pH and titratable acidity are
just some of the selected aspects of sports drinks among many others. Although gastric
emptying and fluid absorption can be influenced by the osmolality of the beverage after
consumption, other factors may be even more significant, such as the carbohydrate
content in the beverage.

The microbiological quality control of the drinks during storage showed
satisfactory results in the aerobic mesophilic microorganisms counts (10' CFU mL™);
coliforms at 35 °C (3.0 MPN mL™?), and molds and yeasts counts (10> CFU mL™),
according to maximum established limits by the Brazilian Normative Instructions n°.
16/2005 for sterilized milk drink (Brazil, 2005) and n°. 49/2018 for fruit juices and pulps
(Brazil, 2018b), as there is no specific legislation regarding the microbiological
characteristics of isotonic drinks in the country.

The microbiological stability observed in the samples may be related to the low
pH values obtained during the evaluation period (3.48 - 3.60). High-acid foods inhibit the
proliferation of spoilage and pathogenic bacteria (Preetha & Narayanan, 2020). Molds,
yeasts, lactic, and acetic acid bacteria may grow in the product. Nevertheless, these groups
are usually destroyed by heat treatment (Valaddo, Shimoda, Jory, Fratassi, & Petrus,
2019). In this way, the combination of the high acidity and pasteurization favored the
preservation of the final product during the evaluated period.

Gironés-Vilaplana et al., (2016) evaluated the effect of the heat treatment on the
quality of an isotonic drink with lemon juice and maqui berry, added with chemical
preservatives, and observed that the mild treatment applied to the drink (80 °C), followed
by refrigeration at 7 °C were ideal to prevent microbial growth by maintaining the quality
and bioactivity of the product during 56 days of storage. In the same way, Fontes, Alves,
& Minim (2015) also evaluated the stability of isotonic beverages produced with
permeate from ultrafiltration of milk and addition of chemical preservatives, subjected to
slow pasteurization (65 °C 30 min™) and stored at 7 °C and 25 °C for 30 days with the
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physicochemical and microbiological characteristics of the drinks preserved throughout
the storage period and at both temperatures.

Therefore, it is important to highlight that the drink developed in this study
presented adequate physicochemical characteristics and microbiological safety during 56
days of storage at 7 °C, even without the addition of chemical preservatives in the

formulation.

4. Conclusions

The isotonic beverages developed are innovative alternatives for the market of
supplements for athletes, combining the use of a by-product generated in large quantities
in the dairy industries and a new variety of passion fruit from Caatinga biome hitherto
little explored economically.

All the formulations presented good sensory acceptance and are good sources of
phenolic compounds such as epicatechin gallate, epigallocatechin gallate, and cis-
resveratrol. 13 showed higher ascorbic acid content and antioxidant activity obtained the
best scores in the sensory tests and maintained its physicochemical stability and
microbiological safety during the storage period, even without the addition of chemical
preservatives. 11 and 13 presented high bioaccessibility of the minerals K, Na, and Mg
compared to 12.

The new passion fruit cultivar combined with RCW proved to be a promising
alternative to obtain isotonic beverages with high antioxidant activity, phenolic
compounds content, and bioaccessible minerals. Further studies are needed to verify in
vivo the influence of the consumption of these beverages on hydroelectrolytic

replenishment and sports performance.
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Table S1 - Physicochemical composition, mineral profile and antioxidant activity of

Ricotta cheese whey

Parameters Composition
Physicochemical parameters
Total soluble solids (°Brix) 6.93+0.12
pH 6.12+0.03
Acidity (%) * 0.17 £0.00
Protein (%) 0.65 £ 0.07
Lactose (%) 4.68 £ 0.03
Fat (%) 0.63+0.19
Total dry extract (%) 6.61 +0.09
Osmolality (mOsm Kg?) 344.67+1.70
Minerals
K (mg L%) 2274.15 + 30,04
Na (mg L?) 691.19 + 7,58
Ca(mg L™ 918.53 + 21,67
Mg (mg L?) 230.32 £10,70
Zn (mg LY 11.08 + 0,86
Fe (mg L?) 29.09 £ 5,34
Mn (mg L?) n.d.
Cu (mg L% n.d.
Antioxidant Activity
ORAC (umol TEAC 100 mL?) 71.81+£1.53
FRAP (umol TEAC 100 mL?) 45.02 £5.23
DPPH (umol TEAC 100 mL™) 10.32 +2.06

All results are expressed as mean (n = 3) + SD. * Total acidity expressed as lactic acid percentage.
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Table S2 - Spearman correlation between protein content, ascorbic acid and phenolic
compounds with in vitro antioxidant activity of the isotonic beverages measured by the
ORAC, FRAP and DPPH assays

ORAC FRAP DPPH
Spearman rs" va?l;es Spearman rs va?u-es Spearman rs vaﬁ)l;es
Protein -0.54 0.14 -0.77 0.02 -0.50 0.17
Ascorbic acid 0.91 0.00 0.43 0.25 0.86 0.00
Caffeic acid 0.49 0.19 -0.51 0.16 0.38 0.32
Caftaric acid 0.95 0.00 0.42 0.27 0.88 0.00
Chlorogenic acid 0.75 0.03 0.02 0.98 0.70 0.05
p-Coumaric acid 0.45 0.23 -0.34 0.36 0.54 0.14
Ferulic acid 0.97 0.00 0.47 0.20 0.89 0.00
Gallic acid -0.44 0.24 -0.97 0.00 -0.50 0.18
Kaempferol-3-O-glucoside 0.92 0.00 0.53 0.16 0.84 0.01
Quercetin-3-p-D-glucoside 0.45 0.22 -0.47 0.20 0.45 0.22
Isohamnetin-3-O-glucoside 0.41 0.31 -0.04 0.92 0.36 0.40
Rutin 0.92 0.00 0.45 0.23 0.92 0.00
(—)-Epicatechin gallate 0.88 0.00 0.49 0.19 0.96 0.00
(—)-Epigallocatechin gallate 0.62 0.08 0.14 0.73 0.84 0.01
Piceatannol 0.00 1.00 0.00 1.00 0.00 1.00
Cis-resveratrol 0.84 0.01 0.45 0.22 0.94 0.00

" Spearman correlation coefficient (rs): 0.00-0.10 = very weak; 0.10-0.39 = weak; 0.40-0.69 = moderate;
0.70-0.89 = strong; 0.90-1.0 = very strong (Schober, Boer & Schwarte, 2018). The very strong correlations
are presented in bold type.
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CONCLUSOES GERAIS

O mapeamento de patentes revelou que ainda had um baixo percentual de depésitos
de patentes associadas as bebidas isoténicas contendo preparacdes de soro de leite, e
adicionadas de produtos vegetais ou animais. Dessa forma, verificou-se o potencial de
inovacédo do desenvolvimento da bebida isotdnica com soro de Ricota adicionada de polpa
de maracuja-da-Caatinga (cv. BRS Sertdo Forte).

A caracterizacgdo dos frutos de maracuja nos dois estadios de maturacdo adequados
ao consumo (intermediario e maduro) revelou que essas polpas apresentam alta
capacidade antioxidante, alto teor de minerais, flavonoides e fendlicos totais em relagéo
a outras espécies de Passiflora. Podem ser consideradas excelentes fontes de K e outros
minerais como Ca, Mg e Na e compostos fenolicos como isoquercetina e rutina.

O estudo também demonstrou que as bebidas isoténicas elaboradas possuem
potencial bioativo, de acordo com a capacidade antioxidante e o teor total de compostos
fendlicos em sua composicdo. Todas as formulac6es desenvolvidas exibem concentracdes
osmoticas e teor de agUcares adequados, contém os principais eletrolitos perdidos durante
0 exercicio fisico e apresentam boa aceitacdo sensorial por consumidores regulares de
isotbnicos, com notas médias acima de 6 na aceitacdo global.

A formulagdo com 50% de soro de Ricota e 12% de polpa de maracuja (I13) obteve
0s melhores escores nos testes sensoriais e apresentou a maior atividade antioxidante em
relacdo as demais formulagcdes. Além disso, suas caracteristicas fisico-quimicas e
seguranca microbiolégica foram mantidas durante o periodo de 56 dias de
armazenamentoa 7 ° C.

Por outro lado, a digestdo gastrointestinal simulada dos minerais presentes nos
isotdnicos demonstrou que as bebidas com 50% RCW e 5% polpa (11) e bebidas com
30% RCW e 12% polpa (I3) exibiram alta bioacessibilidade de K, Na e Mg, comparada
a formulagdo com 50% RCW e 8,5% polpa (12).

Por fim, verificou-se que as bebidas produzidas neste estudo s@o alternativas
inovadoras para 0 mercado de suplementos para atletas e os resultados alcan¢ados
possibilitaram a realizacdo do depoésito de patente com as formulagBes propostas
(BR102020016248-9).
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Ficha de Anélise Sensorial

Nome: Idade: Género: Masc.() Fem.()
Outro()

Ja consumiu bebida isotonica? (tipo Gatorade®, Powerade®...) Sim[ ]; Nio[ ]
Pratica algum esporte ou atividade fisica? Sim[ ]; Néo[ ]
Se sim, quantas vezes por semana? 1a2[ ]; 3oumais[ ].

Observe cada uma das amostras e prove-as.

Indique o quanto vocé gostou ou desgostou, dando nota aos atributos sensoriais de
acordo com a escala abaixo.

9 - Gostei extremamente

8 - Gostei muito Atributos Ny Ar:fsuas o
7 - Gostei moderadamente Cor
6 - Gostei ligeiramente
R . Aroma
5 - Nem gostei/ Nem desgostei
Sabor

4 - Desgostei ligeiramente
3 - Desgostei moderadamente Aceitabilidade geral
2 - Desgostei muito

1 - Desgostei extremamente

Em relacdo a intencdo de compra, qual seria a sua atitude?

5 — Certamente Compraria

4 — Provavelmente Compraria
3 — N&o sei se compraria ou ndo X:
2 — Provavelmente ndo Compraria XX:
1 — Certamente ndo Compraria

Amostra: Nota

XXX:

Obrigada!
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APENDICE 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
As pesquisas envolvendo seres humanos sdo norteadas pela Resolugdo CNS n° 466/2012.

Prezado(a) Senhor(a),

O presente projeto trata-se de uma avaliagdo sensorial de formulagdes de bebida
isotdnica que seré desenvolvida por GRACIETE DE SOUZA SILVA, aluna do Programa
de Pos-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal da
Paraiba, sob a orientacdo da professora Dra. Haissa Roberta Cardarelli.

As bebidas isotbnicas sdo suplementos formulados com a finalidade de repor as
perdas de agua e de eletrélitos (minerais) de atletas ou praticantes de atividade fisica
intensa em decorréncia de treinamento ou competicoes.

O objetivo do estudo é desenvolver uma bebida isotnica a base de soro de ricota
com adi¢do de polpa de maracuja-da-caatinga. A finalidade deste trabalho é revelar o
potencial tecnolégico e nutricional do aproveitamento de um subproduto que pode ser
obtido facilmente nos laticinios, na producdo de um suplemento isotdnico. Além disso,
agregar ao produto formulado os beneficios nutricionais de uma fruta nativa da regido
Nordeste, com sabor novo e exotico, de cultivo resistente ao ataque de pragas, 0 que
dispensa o uso de agrotdxicos, possibilitando o interesse industrial.

As formulacdes de isotdnico desenvolvidas serdo devidamente avaliadas quanto a
qualidade microbioldgica e fisico-quimica seguindo as exigéncias da legislacéo brasileira
(IN n°16/2005, RDC n° 12/2001e RDC n°18/2010). Somente apds a constatacdo da
inocuidade das formulagdes é que serdo realizadas as analises sensoriais para verificar a
aceitacdo da bebida quanto aos atributos aroma, cor, sabor, aparéncia global e intencéo
de compra.

E oportuno destacar que no existem contra-indicacdes quanto ao uso de isotdnicos
por pessoas sadias e ativas. Pessoas portadoras de doencas e disfungdes organicas, como
hipertensdo e doencgas renais ou diabetes, devem consultar um médico antes de consumir
este tipo de bebida.

Solicitamos sua colaboracdo para a realizacdo das analises sensoriais e sua
autorizacdo para apresentar os resultados deste estudo em eventos da area de alimentos e
publicacdes em revistas cientificas. Por ocasido da publicacdo dos resultados, seu nome
serd mantido em sigilo.

Esclarecemos que sua participagdo no estudo € voluntaria e, portanto, o (a) senhor
(@) ndo é obrigado (a) a fornecer as informacdes e/ou colaborar com as atividades
solicitadas pesquisador(a). Caso decida ndo participar do estudo, ou resolver a qualquer
momento desistir do mesmo, ndo sofrerd nenhum dano. Os pesquisadores estardo a sua
disposicao para qualquer esclarecimento que considere necessario em qualquer etapa da
pesquisa.

Assinatura do(a) pesquisador(a) responsavel
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Considerando as informacdes apresentadas, declaro o meu consentimento em participar
da pesquisa, como também concordo que os dados obtidos na investigacdo sejam
utilizados para fins cientificos. Estou ciente que receberei uma via desse documento.

Jodo Pessoa, de de Impressao dactiloscopica

Assinatura do participante ou responsavel legal

Contato com o Pesquisador (a) Responsavel:

Caso necessite de maiores informagdes sobre o presente estudo, favor ligar para a
pesquisadora GRACIETE SILVA pelo tel.: (83)98875-1090 / e-mail:
graciete.ael@gmail.com ou para 0 Comité de Etica do Hospital Universitario Lauro
Wanderley - Endereco: Hospital Universitario Lauro Wanderley-HULW, 2° andar.
Cidade Universitaria. Castelo Branco, Jodo Pessoa PB. CEP: 58059-900. E-mail:
comitedeetica@hulw.ufpb.br Campus I. Fone: 83 32167964
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