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RESUMO

Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de otimizar as condigdes de extracéo de polifendis
do bagaco de umbu-caja (Spondias bahiensis) por meio da extracdo assistida por ultrassom,
determinacdo do perfil de fendlicos e as propriedades antioxidantes do extrato obtido antes e
apos digestdo simulada in vitro. Como também, avaliar o efeito da incorporagdo desse extrato
na estabilidade oxidativa das almoéndegas caprinas pré-cozidas durante 10 dias de
armazenamento refrigerado, verificando-se o teor dos produtos da oxidacdo apds digestdo
simulada. Um delineamento composto central rotacional (DCCR) foi utilizado para determinar
as condicBes Gtimas para a extracdo hidroetandlica dos compostos fendlicos do bagaco de
umbu-cajé, considerando a concentracdo de etanol, o tempo de sonicacdo e a relacdo
substrato:solvente. Dentre 0s 17 ensaios, aquele que apresentou 0s maiores niveis de compostos
fendlicos totais e atividade antioxidante frente ao radical DPPH foi submetido a analise do perfil
de fendlicos, atividade antioxidante frente ao radical ABTS, poder de redugéo do ferro (FRAP),
atividade quelante do ion ferroso e determinacdo da bioacessibilidade no extrato, além de
avaliado quanto sua capacidade antioxidante in vitro. O extrato fendlico otimizado (20 min de
sonicacao, razdo bagaco:solvente de 1:36,8 e 55% de etanol) foi aplicado em alméndega caprina
em duas concentragdes, sendo EX2 a alméndega com extrato natural adicionado de volume
equivalente a 0,5 g de sélidos totais do extrato/kg de produto e EX4 a alméndega com extrato
natural adicionado de volume equivalente a 1,0 g sélidos totais do extrato/kg de produto. Dois
tratamentos referéncia foram elaborados: controle (almdndega sem adicdo de antioxidante); e
BHT (almondega adicionada de 0,2 g de butilhidroxitololueno (BHT)/kg do produto). Os
efeitos da concentracdo do extrato de umbu-caja e tempo de armazenamento sob refrigeracéo
(10 dias) na estabilidade oxidativa das alméndegas caprinas foram avaliados considerando 0s
parametros de umidade, pH, cor instrumental, indice de perdxido, TBARS, compostos
carbonilicos. A fracdo intestinal das alméndegas foi avaliada quanto ao teor de fendlicos,
DPPH, ABTS, malonaldeidos e carbonilicos totais. O extrato apresentou 839,65 mg EAG de
fendlicos totais e a atividade antioxidante medida pelos ensaios DPPH, ABTS e FRAP foi de
1938,0 mM Eq.T.100g* ms, 2681,1 mM Eq.T.100g* ms e 571,3 mM TE.100g' ms,
respectivamente. O perfil de fendlicos do extrato otimizado revelou predominancia de acido
galico e quercetina. A maioria dos fendlicos identificados demonstrou alta bioacessibilidade,
resultando em uma atividade antioxidante significativa na fracdo intestinal. A aplicacdo do
extrato do bagaco de umbu-caja em diferentes concentragcdes apresentou efeito positivo no
retardo da oxidacao lipidica até o dia 10 e da oxidacao proteica até o dia 5. Porém, as diferentes
concentragdes do extrato ndo foram capazes de inibir mudancas alteragGes de cor. Os compostos
fendlicos apresentaram alta capacidade antioxidante in vitro, comprovado pelo ensaio de DPPH
e ABTS e boa bioacessibilidade dos fendlicos. Também apresentou baixo contetdo dos
compostos malonaldeido e carbonilicos na fracdo intestinal. Portanto, o extrato apresenta
desempenho similar ao antioxidante sintético empregado, podendo substituir parcial ou
totalmente o conservante sintético.

Palavras-chave: Frutas tropicais. Semiarido. Antioxidante natural. Produtos carneos.



ABSTRACT

This study was carried out with the objective of optimizing the conditions for extracting
polyphenols from umbu-caja (Spondias bahiensis) bagasse by ultrasound assisted extraction,
determining the phenolic profile and the antioxidant properties of the extract obtained before
and after simulated in vitro digestion. Also, to evaluate the effect of incorporating this extract
on the oxidative stability of pre-cooked goat meatballs during 10 days of refrigerated storage,
checking the content of oxidation products after simulated digestion. A central composite
rotational design (CCRD) was used to determine the optimum conditions for the hydroethanolic
extraction of phenolic compounds from umbu-caja bagasse, considering ethanol concentration,
sonication time and substrate:solvent ratio. Of the 17 tests, the one with the highest levels of
total phenolic compounds and antioxidant activity against the DPPH radical was subjected to
analysis of the phenolic profile, antioxidant activity against the ABTS radical, iron reducing
power, ferrous ion chelating activity and determination of bioaccessibility in the extract, as well
as being assessed for its antioxidant capacity in vitro. The optimized phenolic extract (20 min
of sonication, bagasse:solvent ratio of 1:36.8 and 55% ethanol) was applied to goat meatballs
in two concentrations, EX2 being the meatball with natural extract added in a volume equivalent
to 0.5 g of total extract solids/kg of product and EX4 being the meatball with natural extract
added in a volume equivalent to 1.0 g of total extract solids/kg of product. Two reference
treatments were prepared: control (meatball with no antioxidant added); and BHT (meatball
with 0.2 g of butylated hydroxytoluene (BHT)/kg of product). The effects of the concentration
of umbu-caja extract and storage time under refrigeration (10 days) on the oxidative stability of
goat meatballs were evaluated considering the parameters of moisture, pH, instrumental color,
peroxide index, TBARS, carbonyl compounds. The intestinal fraction of the meatballs was
evaluated for its phenolic, DPPH, ABTS, malonaldehyde and total carbonyl content. The extract
showed 839.65 mg EAG of total phenolics and the antioxidant activity measured by the DPPH,
ABTS and FRAP assays was 1938.0 mM Eq.T.1%%9 dw, 2681.1 mM Eq.T.1%%9! dw and 571.3
mM TE.1%91 dw, respectively. The phenolic profile of the optimized extract revealed a
predominance of gallic acid and quercetin. The majority of the phenolics identified showed
high bioaccessibility, resulting in significant antioxidant activity in the intestinal fraction. The
application of umbu-caja bagasse extract in different concentrations had a positive effect on
delaying lipid oxidation until day 10 and protein oxidation until day 5. However, the different
concentrations of the extract were unable to inhibit color changes. The phenolic compounds
showed high antioxidant capacity in vitro, as proven by the DPPH and ABTS assays, and good
bioaccessibility of the phenolics. It also showed a low content of malonaldehyde and carbonyl
compounds in the intestinal fraction. Therefore, the extract has a similar performance to the
synthetic antioxidant used, and can partially or totally replace the synthetic preservative.

Keywords: Tropical fruits. Semi-arid region. Natural antioxidant. Meat products.
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1 INTRODUCAO

O umbu-cajé (Spondias bahiensis) é uma fruta tropical brasileira com sabor que varia
do &cido ao adocicado. Predominantemente encontrada no nordeste do Brasil, especialmente na
regido da Caatinga e em climas semiéridos. Essa fruta, anteriormente considerada um hibrido
espontaneo entre o umbu (Spondias tuberosa) e o caja (Spondias mombin L.), recentemente foi
classificada como uma nova espécie nativa (ARAUJO et al., 2018; SILVA et al., 2015).

A exploracdo do umbu-cajd é baseada no extrativismo por pequenos e médios
produtores rurais, contribuindo para o agronegdécio regional. Além de ser consumida in natura,
a fruta possibilita o processamento e fabricacdo de novos produtos com potencial para
comercializacdo em escala industrial, o que pode resultar no aumento da demanda nacional e
internacional (LIMA et al., 2002; MACEDO et al., 2023; MOREIRA et al., 2012).

As frutas do género Spondias, como a seriguela (S. purpurea), o umbu (S. tuberosa), o
caja (S. mombin) e o umbu-caja (S. bahiensis), tém despertado interesse em pesquisas devido
as suas notaveis propriedades antioxidantes, tanto in vitro quanto in vivo. Estudos
demonstraram que essas frutas possuem teores significativos de compostos bioativos, anti-
inflamatdrios e antimicrobianos, principalmente de polifendis (AHMED et al., 2022; DIAS et
al., 2019; DUTRA et al., 2017).

Os polifendis sdo substancias capazes de neutralizar radicais livres, prevenir reacdes
oxidativas, inibir reagdes em cadeia, combater estresse oxidativo induzido e infec¢des, além de
auxiliar na conservacdo de enzimas, no desenvolvimento de sabores e na preservacdo da
integridade da membrana celular. Por esses motivos, os polifendis tém sido utilizados como
conservantes alimentares (DZAH et al., 2020; SANTANA NETO et al., 2021).

Dentre as técnicas de extracdo de polifendis a partir de frutas, a extracdo assistida por
ultrassom tem sido a técnica mais promissora dentre as demais ja consolidadas. As ondas
ultrassonicas facilitam a liberacdo e extracdo dos polifendis da matéria organica por um curto
periodo de tempo, a baixas temperaturas e utilizando menores propor¢des de solventes
organicos, como o0 etanol. Nessas condicdes, esta metodologia verde minimiza possiveis
degradacGes de polifendis do extrato, aliado ainda a uma boa taxa de extracdo e
reprodutibilidade do processo (SHARAYEI et al., 2019; ALIREZALU et al., 2020).

A aplicacdo de extratos naturais em produtos alimenticios também esta associado a
busca por uma alimentagdo mais saudavel, por proporcionar uma agéo bioativa e tecnologica
ao longo do armazenamento do produto. O extrato adicionado além de oferecer ao consumidor

compostos bioativos que tém efeitos positivos a salde, ainda, auxilia no retardo das reacdes de
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oxidacgéo, prolongando a validade do produto final. Portanto, a aplicacdo desses extratos de
polifendis na fabricacdo de produtos carneos, como alternativa aos conservantes alimentares
sintéticos torna-se viavel, podendo retardar a oxidacdo lipidica e proteica durante o
armazenamento, dependendo da dose utilizada (ESTEVEZ, 2021).

A crescente inovacgdo tecnoldgica e a ampla demanda global por produtos a base de
carne caprina exigem uma abordagem diferenciada quanto sua estabilidade oxidativa.
Caracterizada por um alto teor de acidos graxos poli-insaturados, baixo teor de gordura e
colesterol, além de ser rico em proteinas e aminoacidos essenciais, a carne caprina €
particularmente suscetivel a oxidacdo. Devido a baixa estabilidade dos &cidos graxos poli-
insaturados a oxidacdo, como também pode ser agravado pelo uso de gorduras adicionais e
varias etapas de processamento (JIA; DI; SHI, 2023).

No entanto, ainda ha poucos estudos que exploram o aproveitamento dos residuos das
frutas do género Spondias, especialmente do umbu-caja, em relacdo a sua capacidade
antioxidante, a determinacdo das melhores condicdes de extracdo de polifendis e a aplicacdo
desses extratos no processamento de produtos carneos pré-cozidos refrigerados como
antioxidantes naturais potenciais. Portanto, é necessario aprofundar a compreensao do impacto
desses extratos na estabilidade oxidativa e dos produtos carneos de facil preparo.

Com base no exposto, objetivou-se otimizar as condicOes de extracdo de polifendis do
bagaco de umbu-cajad (Spondias bahiensis) por meio da extracdo assistida por ultrassom
utilizando um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), determinar o perfil de
fenolicos e as propriedades antioxidantes do extrato obtido nas melhores condicdes antes e apds
digestdo simulada in vitro e avaliar o efeito da incorporagdo desse extrato nos parametros de
qualidade e estabilidade oxidativa das alméndegas caprinas pré-cozidas durante o
armazenamento refrigerado, bem como sua influéncia nos niveis de marcadores de oxidagédo

lipidica e proteica, conforme avaliacdo por digestdo simulada in vitro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 UMBU-CAJA

A busca por uma alimentacdo mais saudavel impulsionou o comércio internacional de
frutas tropicais, oriundas principalmente do Brasil, da America central e latina, de &reas
asiaticas e africanas. Por suas caracteristicas geograficas e climaticas favoraveis, o Brasil € um
dos principais produtores mundiais de frutas tropicais, e no bioma Caatinga, possui uma imensa
biodiversidade de frutas exéticas (CADIZ-GURREA et al., 2020).

Dentre as espécies do género Spondias, destacam-se no Brasil: caja (S. mombin var.
globosa); caja-mirim (S. mombin var. mombin); siriguela (S. purpurea); cajarana (S. testudinis);
caja-manga (Spondias dulcis L. syn. Spondias cytherea Sonn.); e de forma endémica: caja
redondo (S. macrocarpa); umbu (S. tuberosa); cajazinho (S. venulosa). Além destas, o fruto
hibrido entre 0 umbu e a siriguela é denominado umbuguela e o umbu-caja passou a ser
considerado como espécie (BATISTA et al., 2015).

O umbu-caja é oriundo de uma planta arborea frutifera, nativa do semiarido nordestino.
Os estudos iniciais deste fruto consideravam seu surgimento a partir do cruzamento hibrido
natural entre 0 umbu (Spondias tuberosa) e o caja (Spondias mombin L.). Porém, o umbu-caja
passou a ser classificado como uma nova espécie nativa brasileira (Spondias bahiensis). Desta
forma, os estudos voltados para este fruto poderdo apresentar duas nomenclaturas na literatura:
Spondias sp. e Spondias bahiensis (SILVA et al., 2015; ARAUJO et al., 2018).

A umbu-cajazeira possui baixo porte, em média 4 a 8 metros de altura, com um dossel
de 6 a 12 metros de diametro, em formato globular e achatado. Apresenta caracteristicas de
planta xeréfila, bastante adaptavel ao Nordeste brasileiro, onde predomina a vegetacdo da
Caatinga e clima semiarido. Também pode ocorrer na Mata Atlantica, muitas vezes a partir de
propagacao espontanea (SANTOS et al., 2010; ARAUJO et al., 2018).

A sua propagacao pode ocorrer por via sexuada, a partir do plantio das sementes ou por
via vegetativa, através de estaquia, de enxertia e de cultura do tecido. Sendo a forma de plantio
mais indicada, o uso de mudas enxertadas, por apresentarem mais resisténcia a seca, a solos
pesados ou umidos e proporcionar uma producdo mais precoce da fruta (FONSECA, 2010).
Sua producdo é sazonal e ocorre nos periodos mais chuvosos, variando com o local e sua
respectiva distribui¢do de chuvas (BATISTA et al., 2015).

Os frutos séo drupas que variam do formato arredondado, piriforme e ovalado, com
coloragdo que alterna do amarelo ao verde-amarelado, alcangando a coloracdo amarelo-

alaranjado quando maduro e apresenta casca fina e lisa. Seu endocarpo é fibroso, denso, branco
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e enrugado, localizado na parte central do fruto, podendo conter ou ndo uma semente (SILVA
et al., 2015). Possui elevado contetdo de suco, aroma agradavel e sabor agridoce, além de
apresentar rendimento médio de 55 a 65 % em polpa. O que propicia a fabricacdo de polpa
congelada, sucos, néctares, doces, compotas e sorvetes (LIMA et al., 2002).

A crescente atencdo ao umbu-cajé na area de alimentos, impulsionou os estudos sobre
seus parametros fisico-quimicos (Tabela 1), perfil de compostos fendlicos (Tabela 2) e
capacidade antioxidante. Como também, na sua aplicacdo na fabricacdo de novos produtos
alimenticios, como polpa fermentada (MACEDO et al., 2023), cerveja artesanal adicionada de
umbu-cajad (VALENTIM; FONSECA,; SILVA, 2021), geleia de umbu-caja (VIANA et al.,
2015) e a utilizacdo da farinha da casca do umbu-caja como alternativa de antioxidante natural
em fishburguer de tilapia (SILVA et al., 2014).

Tabela 1. Caracteristicas do umbu-cajé frente a literatura.

PARAMETROS ISANTOS MOREIRA ZSILVA 2SOUSA 2SOUSA
FISICO-QUIMICOS etal., 2010 etal., 2012 etal., 2015 etal., 2016 etal., 2019
pH 2,40 2,77 1,85 1,50

aw 0,96 0,99
Acucares redutores (%) 4,12 7,84 6,95 2,46
Sélidos soltveis (°Brix) 10,00 9,05 8,50
Amido (%) 0,56 0,17

Pectina (%) 0,37

Fenolicos totais (mg EAG 149,07

100g%)

Flavonoides (mg 100gt) 1,95 27,76 4,03 2,27
Carotenoides (mg 100g2) 0,76

Antocianinas (mg 100g™?) 0,28
Acido ascorbico (mg 100g™) 6,1 15,83

Fruta integral, 2Polpa da fruta

Tabela 2. Perfil de compostos fendlicos do umbu-caja frente a literatura.

COMPOSTOS FENOLICOS DUTRA et al., 2017
Acido protocatecuico 308,12
Acido p-hidroxibenzoico 206,21
Acido p-cumérico 69,93
Acido salicilico 139,39
Acido sinapico 111,61
Acido siringico 43,10
Acido galico 6,23
Rutina 134,60
Miricetina 93,16
Quercetina 82,39
Catequina 48,68

Legenda: Valores expressos em mg 100 g=' matéria seca para fenélicos livres na fruta umbu-caja.
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2.2 APROVEITAMENTO DE RESIDUOS DE FRUTAS

A alta demanda por frutas tropicais in natura e de produtos alimenticios a base destas
frutas, acaba proporcionando uma maior geracdo de residuos ou subprodutos de frutas, que
incluem principalmente sementes, cascas e folhas. O descarte indevido destes residuos além de
poder gerar danos ambientais, pode acarretar no desperdicio de fontes importantes de
compostos bioativos, com comprovadas atividades promotoras de satide (CADIZ-GURREA et
al., 2020; EGUES et al., 2021).

Ha indicios que os residuos gerados pela industria podem variar de 20 a 60% do fruto
in natura. Além disso, estudos tém demonstrado que as maiores propor¢des de nutrientes e
compostos bioativos sdo encontradas nas cascas e nas sementes dos frutos, em comparacao a
polpa, podendo ser extraidos e utilizados como aditivos alimentares (GUALBERTO et al.,
2021; KUMAR; SRIVASTAV; SHARANAGAT, 2021).

Os compostos bioativos, como polifendis, carotendides, flavonoides e antocianinas,
fazem parte do metabolismo secundario vegetal e sdo capazes de neutralizar os radicais livres
e prevenir reacOes oxidativas. Inibindo o inicio e/ou propagacédo das reacoes de cadeia, estresse
oxidativo induzido, infeccbes e auxiliar na conservacdo de fracbes de enzimas,
desenvolvimento de compostos de sabor e preservacdo da integridade da membrana celular
(DZAH et al., 2020; SANTANA NETO et al., 2021).

A extragdo de polifendis tem sido estudada em diferentes subprodutos de frutas
tropicais, como os residuos de acerola (REZENDE; NOGUEIRA; NARAIN, 2017), residuos
de goiaba (GUALBERTO et al., 2021), casca de romd (SHARAYEI et al., 2019), casca de
tangerina (ANTICONA et al., 2021), bagaco de uva (ROMANINI et al., 2021), bagaco de maca
(EGUES et al., 2021), residuos do umbu (DIAS et al., 2019), cascas de seriguela (SILVA
JUNIOR et al., 2021), cascas de caja-manga (SILVA et al., 2018) e residuos de caja
(SANTANA NETO et al., 2022).

Como resultado, os estudos tém explorado a capacidade antioxidante dos extratos de
polifendis a base de frutas em comparagdo aos conservantes sintéticos comumente utilizados
pela indUstria. Ao utilizar esses extratos naturais na formulagdo de produtos alimenticios, ndo
apenas se obtém beneficios antioxidantes, mas também se adicionam propriedades
antimicrobianas, anti-inflamatorias e nutricionais ao produto final (AHMED et al., 2022; DIAS
etal., 2019).

A substituicéo total ou parcial dos conservantes sintéticos pelos extratos naturais ndo sé
representa uma abordagem ecologicamente sustentavel, mas também assegura a qualidade e

seguranca alimentar. No entanto, é importante ressaltar que cada alimento requer um estudo de
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caso especifico para determinar a eficicia e a eficiéncia desses extratos naturais como
substitutos dos conservantes sintéticos (ESTEVEZ, 2021).

2.3 METODOS DE EXTRAGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

A extracdo de polifendis é baseada no rompimento das paredes celulares dos residuos
vegetais, que permite extrair metabolitos vegetais soluveis desejados de um material vegetal
insolGvel, em que parte destes metabdlitos estdo unidos quimicamente a outros componentes
da matriz vegetal. Neste processo, havera o colapso da bolha produzida por cavitacdo, de forma
a diminuir a densidade das particulas e melhorar a transferéncia de massa da célula para o
solvente resultando na liberacdo dos compostos esperados (REZENDE; NOGUEIRA;
NARAIN, 2017; ALIREZALU et al., 2020).

Existem varios métodos de extracdo disponiveis, mas a escolha criteriosa do método a
ser utilizado deve-se considerar o vegetal a ser analisado, 0 numero de extracdes, tempo de
extracdo, temperatura, tipo de solvente, razdo sélido-solvente, tamanho de particula e quais
compostos desejam-se extrair. E entdo verificar se o rendimento da extragdo e seu custo de
producdo tém viabilidade de execucdo e potencial aplicabilidade, visando também a
minimizag&o de possiveis impactos ambientais (ZIVKOVIC et al., 2018).

Os solventes utilizados na extracdo de compostos fendlicos para fins alimenticios,
devem garantir a auséncia de compostos tdxicos. Por isso, 0 uso de tecnologias emergentes e
solventes verdes tem se popularizado, em especial, solu¢bes de éagua e etanol tem
desempenhado melhor extracdo das por¢des hidrofilicas e lipofilicas do material vegetal. O uso
do etanol ndo promove toxicidade residual ao alimento, além de ser obtido por fontes
renovaveis, ao contrario do uso da acetona, metanol, cloroformio (ABBAS et al., 2021;
KUMAR; SRIVASTAV; SHARANAGAT, 2021).

Tecnologias emergentes passaram a ser empregadas para otimizacdo do processo,
promovendo menor uso de solventes e energia, menor degradacdo ao extrato e ao ambiente.
Além de um menor tempo de extracdo, baixas temperaturas, maior concentracdo de fenolicos,
melhor retorno econdmico, maior rendimento e reproducéo do processo de extracdo. Como a
extracao assistida por ultrassom, por campo elétrico pulsado, por fluido supercritico, por micro-
ondas e pelo uso de enzimas (SHARAYEI et al., 2019; ALIREZALU et al., 2020).

A tecnologia de extragdo assistida por ultrassom libera os compostos fendlicos da matriz
vegetal através do mecanismo de cavitacdo ultrassonica. As ondas sonoras numa frequéncia

ideal para vegetais (20 a 100 kHz), provocam a ruptura do tecido vegetal, levando a
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solubilizacdo destes fendlicos no solvente. Desta forma, uma menor razdo substrato/ solvente
implica numa melhor acéo ultrassonica imposta a matriz do subproduto e consequentemente,
um melhor rendimento final do extrato fendlico (KUMAR; SRIVASTAV; SHARANAGAT,
2021; YUSOFF et al., 2022).

A extragdo assistida por ultrassom tem sido citada como o método com maior custo
beneficio dentre os demais métodos difundidos, com melhor taxa de extracdo entre os residuos
vegetais, menor tempo de extracdo e consequentemente, menos energia empregada, técnica
econdmica e de facil execucdo, além de ndo requerer instrumentos caros. O fato de ndo utilizar
altas temperaturas, altas frequéncias e grande quantidade de solventes organicos, num largo
espectro de tempo, proporciona condigdes que favorecam a preservacdo destes compostos
fenolicos (WEN et al., 2018; ALIREZALU et al., 2020).

2.4 APLICACAO DE EXTRATOS VEGETAIS EM PRODUTOS CARNEOS

Produtos em que carnes sdo ultraprocessadas e submetidas a varios procedimentos
consecutivos, como pre-cozimento, armazenamento a frio e reaguecimento, promove um
ambiente pré-oxidativo intenso, expondo as proteinas e lipidios a uma série de danos oxidativos
(ESTEVEZ, 2021). Para evitar estes danos, antioxidantes sintéticos sdo amplamente
empregados pela industria de carnes, como por exemplo, o PG (propilgalato), TBHQ (Tert-
butilhidroquinona), BHA (butil-hidroxianisol) e BHT (butil-hidroxitolueno) (ALIREZALU et
al., 2020).

Em alternativas aos conservantes sintéticos, compostos fitoquimicos em subprodutos
vegetais tem sido propostos para uso em produtos carneos, pois sdo capazes de promover acdo
antioxidante e antimicrobiana (BELLUCCI et al., 2022). Porém, é imprescindivel identificar a
combinacdo do derivado carneo alvo com a fonte vegetal apropriada de compostos bioativos,
de forma a ndo interferir nas caracteristicas sensoriais do produto, assim como nas condicdes
de processamento. Ainda, deve ser analisada a necessidade de associar ou ndo, o uso de
conservante sintético com o conservante natural (ESTEVEZ, 2021).

Estudos recentes tém demonstrado que a aplicacdo de extratos naturais antioxidantes
em produtos carneos € capaz de prolongar sua vida de prateleira e retardar as reacGes de
oxidacdo lipidica e proteica, como também de apresentar desempenho semelhante frente aos
antioxidantes sintéticos. Como o uso de extrato em pd de semente de uva em nuggets de frango
(CAGDAS; KUMCUOGLU, 2015); extrato de casca de toranja em almodndega caprina
(NISHAD et al., 2018); extrato do bagaco do caja em hambdrgueres de frango (SANTANA
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NETO et al., 2021); extrato em p6 de amora negra em hamburguer bovino (TURAN; SIMSEK,
2021); extrato em pé de agai em hamburgueres suinos (BELLUCCI et al., 2022); dentre outros.

As carnes e seus derivados tendem a ser bastante pereciveis pelo seu alto teor de
umidade e atividade de dgua, pH pouco &acido e seu alto contetdo lipidico e proteico. Ao mesmo
tempo em que estes atributos o tornam um alimento sensorialmente aceitavel, pode torna-lo
mais susceptivel a deterioragdo, sendo necessario um controle efetivo destes pard@metros durante
sua vida de prateleira, independentemente do método de processamento, armazenamento e
embalagem aplicado (KILINCCEKER; YILMAZ, 2019).

Além do controle dos padr@es de identidade e qualidade de produtos carneos, devem-se
considerar outros parametros de deterioracdo, principalmente alteragdes decorrentes de reagdes
de oxidacdo. A oxidacdo lipidica em masculos inicia-se nas fracdes de fosfolipidios como um
mecanismo de cadeia autocatalitica de radical livre, de forma que os pré-oxidantes interagem
com os acidos graxos insaturados, resultando na geragdo de radicais livres e propagacdo da
cadeia oxidativa (CAMPO et al., 2006).

Maiores teores de acidos graxos poliinsaturados tornam a carne mais susceptivel a
oxidacdo devido a presenca de ligacdes duplas, assim como acidos graxos insaturados de cadeia
longa, que resulta na geragdo de inUmeros produtos de degradagdo, como aldeidos, cetonas,
alcoois, hidrocarbonetos alifaticos, acidos e ésteres, responsaveis pelo desenvolvimento de
sabores desagradaveis na carne (MANCINELLI et al., 2021). Ao final, os produtos da oxidacao
de é&cidos graxos promovem a deterioracdo na forma de descoloracdo da carne,
desenvolvimento de sabor estranho, formacgédo de compostos toxicos, vida Util pobre, nutrientes
e perdas por gotejamento (FALOWO; FAYEMI; MUCHENJE, 2014).

A oxidacdo lipidica também pode ser desencadeada quando a carne e/ou produtos
carneos sdo submetidos a altas temperaturas em um maior espectro de tempo. Com isso, seu
teor de &gua é reduzido e consequentemente, seus nutrientes ficam mais concentrados, o que
acarreta na degradacao de substratos e acidos graxos insaturados. Durante 0 armazenamento
refrigerado, a carne cozida tende a diminuir gradualmente o teor lipidico, indicando uma estreita
relacdo entre a oxidacg&o lipidica e o periodo de refrigeragdo (SAMPAIO, 2012).

Na reacdo de oxidacdo proteica, a modificagdo quimica das proteinas é iniciada por
estresse oxidativo oriundo de especies reativas de oxigénio e modificacdes de aminoacidos de
cadeia lateral, resultando na formacdo de compostos de carbonila, degradacéo de triptofano,
histidina, metionina e cisteina, perda de grupos sulfidrila e formac&o de reticulacéo, capazes de

alterar os parametros de qualidade da carne, como a reducédo do valor nutricional resultante da
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degradacdo de aminoécidos, diminuicdo da digestibilidade, afetando suas propriedades de
gelificacdo, cor e textura dos produtos carneos (FERREIRA et al., 2018).

A intensidade da oxidacdo depende principalmente da composi¢do do produto carneo,
do tipo de tratamento empregado no processamento, presenca de interferentes exdgenos, como
polifendlicos, presencga de ferro heme, Oz e H202. O processo oxidativo torna-se irreversivel
quando alcanca a etapa de carbonilacdo, que pode ser decorrente da oxidacdo direta de residuos
de aminodcidos, reacdo de glicacdo por meio da reacdo de Maillard na presenca de agucares,
ligacdo covalente de grupos carbonila ndo proteicos, como produtos secundarios da oxidagédo
lipidica, principalmente (NAWAZ et al., 2022).

2.5 BIOACESSIBILIDADE DE COMPOSTOS FENOLICOS

Ao ingerir um alimento com ampla variedade de nutrientes e compostos bioativos, ndo
significa necessariamente ao quanto eles serdo absorvidos e metabolizados pelo organismo.
Alguns conceitos béasicos sdo utilizados para esclarecer melhor este processo, como a
bioacessibilidade: que trata-se da proporcdo do nutriente consumido que é liberado da matriz
alimentar durante a digestdo e esta disponivel para absorcdo pelo tecido epitelial no trato
gastrointestinal; a biodisponibilidade: refere-se a propor¢cdo de um componente alimentar
especifico que se torna disponivel apds o consumo para ser usado em funcgdes bioldgicas; e a
bioatividade, que é quando o componente alimentar sofre absorcdo e assimilacdo pelo tecido-
alvo, provocando a resposta fisiologica apropriada (AMAGLOH et al., 2023).

A partir de um consenso internacional, Mulet-Cabero et al. (2020) propuseram um
modelo padronizado de digestdo in vitro simulada por serem menos caros, menos trabalhosos,
ndo possuirem restricdes éticas, de facil reprodutibilidade, condi¢bes controladas e féacil
amostragem, tornando-se modelos muito adequados para estudos mecanicistas e construcéo de
hipdteses, utilizados para estudar o comportamento gastrointestinal de alimentos. Atualmente
bastante empregados para avaliar a bioacessibilidade de compostos fenoélicos.

O modelo de digestdo in vitro é baseado na etapa oral a partir da ingestéo, gastrica e
intestinal, o qual processos quimicos e enzimaticos auxiliam na liberacdo dos compostos
fendlicos das matrizes quimicas dos alimentos. As fases gastrica e intestinal sdo areas
particularmente importantes na liberacdo, metabolismo e absor¢do de compostos fendlicos,
devido a extensa degradacdo e alteracfes do pH da matriz alimentar (NIGNPENSE et al., 2022).

A bioacessibilidade dos compostos fenolicos pode ser influenciada por sua interacao

com carboidratos, proteinas, gorduras e fibras na matriz alimentar de duas maneiras. As
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ligagBes formadas podem proteger os compostos fendlicos da oxidacdo durante a digestdo, ou
os complexos proteina-fenol podem diminuir a bioacessibilidade dos fendlicos devido a
inativacdo de enzimas ou precipitacdo de proteinas (MIHAYLOVA et al., 2021).

Enquanto a biodisponibilidade do nutriente é determinada por varios fatores, incluindo
a forma fisico-quimica do nutriente especifico e a dose ingerida, a estrutura e o tipo da matriz
alimentar e a interagdo com outros componentes do alimento, intensificadores ou inibidores da
absorcéo, métodos de armazenamento e processamento do alimento. Apesar do mecanismo de
absorcéo dos compostos fendlicos ainda ser pouco definida, a maior parte destes sao hidrofilicos

e podem ter mais facil absorcdo, comparado com outros compostos (AMAGLOH et al., 2023).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A pesquisa foi realizada em duas etapas distintas (Figura 1). Na primeira fase, foi
realizada a otimizagdo das condi¢Bes de extracdo assistida por ultrassom de polifendis do
residuo de umbu-caja considerando um planejamento fatorial 2x3 (Tabela 3) utilizando
delineamento composto central rotacional (DCCR) com configuracdo estrela. O extrato do
bagaco de umbu-caja que apresentou 0s maiores niveis de compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante frente ao radical DPPH foi submetido a analise do perfil de fendlicos,
atividade antioxidante frente ao radical ABTS, poder de reducdo do ferro (FRAP), atividade
guelante do ion ferroso e avaliacao da bioacessibilidade no extrato. Além destas, apos exposicdo
em condig¢Oes gastrointestinais simuladas, o extrato foi avaliado quanto a sua capacidade
antioxidante in vitro.

Na segunda etapa, realizou-se a aplicacdo de diferentes concentracdes do extrato
otimizado na formulacdo de alméndegas caprinas pré-cozidas como possivel conservante
natural em substituicdo ao conservante sintético BHT. As amostras foram caracterizadas e
avaliadas quanto a evolucdo da oxidagdo lipidica e proteica ao longo de 10 dias de
armazenamento refrigerado (4°C) em intervalos de 5 dias. Além disso, as almdndegas também
foram submetidas a digestdo simulada in vitro no tempo 01, a fim de caracterizar a
bioacessibilidade de compostos fendlicos no produto, assim como os niveis dos produtos da

oxidacgéo na fase intestinal.

Figura 1. Delineamento experimental da pesquisa

ETAPA 1 - OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO
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ETAPA 2 - APLICACAO DOS EXTRATOS NA ALMONDEGA CAPRINA
Carne de bode (65%), agua (18%). toucinho (10%), amido (5%) e sal (2%) — Pré-cozimento 200°C/5min
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3.2 REAGENTES QUIMICOS

Reagentes: Alcool etilico, Folin Ciocalteu, carbonato de sodio, &cido galico, &cido
cloridrico, carbonato de célcio, acetona, DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), Trolox (6-Hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico), alcool metandlico, ABTS (2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina)-6-acido sulfénico), persulfato de potassio, acetato de sddio trihidratado,
acido acético, TPTZ (2, 4, 6-tripyridyl-s- triazine), FeCI3, EDTA, FeCly, ferrozina, tetraciclina,
BHT (butilhidroxitololueno), hidroxido de sodio, &cido perclorico, TBA (&cido tiobarbitarico),
TEP (1.1.3.3-tetraetoxipropano), cloroférmio, tiocianato de aménio, NaCl, fosfato de sodio,
TCA (&cido tricloroacético), DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina), acetato de etila, cloridrato de
guanidina, pepsina; pancreatina e sais biliares, (+)-catequina, acido 3,4-diidroxibenzoico, acido
vanilico e acido fumarico; acidos gélico, transcindmico e siringico; &cidos ferulico, cafeico,

clorogénico e p-cumarico; quercetina, rutina, &cido elagico e D-vanilina.

3.3 OBTENCAO DO BAGACO DE UMBU-CAJA E PREPARO DA AMOSTRA

Os residuos oriundos do despolpamento do umbu-caja (cascas, sementes e polpa
residual) foram coletados na industria de polpa de frutas Polpa de Fruta Doce Jardim, Areia,
Paraiba. A coleta foi realizada em triplicata, e o material foi transportado em caixa isotérmica
sob refrigeracdo para o Laboratério de Cromatografia e Espectrometria do Programa de Pds-
Graduacdo em Tecnologia Agroalimentar do Centro de Ciéncias Humanas Sociais e Agrarias
(CCHSA), Universidade Federal da Paraiba. Os residuos foram submetidos a secagem a 55° C
durante 48 horas (CRIZEL et al., 2015) e em seguida, moidos em moinho de facas tipo Willey
SL-31 (SOLAB, Piracicaba - SP), sendo posteriormente peneirados (10 mesh) e armazenados
sob congelamento a -20° C até a obtenc¢do dos extratos (Figura 2).

.:v:‘ A6 e 2 ]
e el K -

v | = -
Coleta do bagago de TrAnShOTe Secagem Moagem / Armazenamento
umbu-caja P (55 °C/48h) Peneiragem (-20 °C) !

Fonte: Autoria propria.
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3.4 EXTRAQAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

Os extratos foram obtidos atraves da mistura de quantidades de residuo vegetal e etanol
(relacéo solido-liquido e concentracdo do etanol) definidas pelo planejamento fatorial (Tabela
3) em tubos de falcon, seguidos de homogeneizacdo em ultra turrax (IKA, T-25, Alemanha) a
3500 rpm por 1 minuto (Figura 3). Na sequéncia, os tubos foram imersos em banho ultrassonico
(SCHUSTER, L220, Santa Maria - RS) utilizando poténcia de 170 W e frequéncia de 35 kHz
durante o tempo determinado pelo planejamento (Tabela 3). Logo, o sobrenadante de cada tubo
foi filtrado em papel filtro qualitativo (80 g.m™).

Apenas para o extrato otimizado a ser utilizado na elaboragdo das alméndegas, o etanol
presente no extrato foi removido em evaporador rotativo (SOLAB, SL126, Séo Paulo - SP),
evitando-se a ebulicdo do extrato (600 mbar a 50 °C). O volume final do extrato foi reconstituido
para o volume inicial com agua destilada, e foram armazenados em recipientes &mbares a -80

°C até a realizacdo das analises.

Figura 3. Esquema ilustrativo da extracdo do extrato do bagaco de umbu-caja.

"
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Adicdo da solucdo de Extragdo assistida por
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Fonte: Autoria propria.
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3.5 DESENHO EXPERIMENTAL

A otimizacdo das condicGes de extracdo assistida por ultrassom de polifendis do residuo
de umbu-caja foi estudada, tendo como fonte de variagdo do processo o tempo (Xi),
concentragdo do solvente (Xz), e a relacdo soluto-solvente (Xs), utilizando a metodologia de
superficie de resposta (DCCR). O planejamento experimental utilizado foi o fatorial 23, com
seis pontos axiais, e trés repeticbes no ponto central, totalizando um total de 17 experimentos,
sendo avaliado usando o software Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, EUA). As variaveis

independentes da matriz experimental do processo de otimizacdo estdo dispostas na Tabela 3.

Tabela 3. Niveis de varidveis independentes em planejamento experimental para analise de

superficie de resposta

Variaveis independentes

Niveis Tempo de Concentracéo de Relacéo soluto-

codificados sonicagdo (min.) etanol (%) solvente (g/mL)
X1 Xo X3

-o* 3.2 21.4 1:3.2

-1 10 35 1:10

0 20 55 1:20

1 30 75 1:30

+o* 36.8 88.6 1:36.8

*a=1,68

A influéncia das trés varidveis independentes (X1, X2, X3) foi avaliada analisando o
conteido de compostos fendlicos e atividade antioxidante frente ao radical DPPH'. Os dados
experimentais obtidos para as 17 execugOes experimentais foram ajustados ao seguinte modelo

polinomial de segunda ordem (Equagéo 1):

Y = o+ Z BiX; + Z BuX? + Z BijXiX; + & (Eq.1)

Onde Y = variavel resposta, fo = constante, i = coeficiente linear dos efeitos, Bii =
coeficiente quadratico dos efeitos, Bij = coeficiente da interacdo entre os efeitos, Xie Xj = aos
niveis codificados das variaveis independentes (X1, X2 e X3).

Para a determinacdo das condi¢des 6timas do processo de extra¢do as varidveis respostas

foram avaliadas quanto a sua funcdo desejabilidade. Para validacdo da condicdo 6tima, foi



25

realiza uma nova extracdo, e o mesmo foi caracterizado, e submetido as analises
complementares de atividade antioxidante frente ao radical ABTS, poder de reducédo do ferro
(FRAP), atividade quelante do ion ferroso (AQIF), perfil de fendlicos e na determinacdo da
bioacessibilidade de compostos fendlicos no extrato do bagaco de umbu-caja ap6s exposicao

em condigOes gastrointestinais simuladas.

3.6 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS
O método utilizado para caracterizacdo dos compostos fendlicos totais seguiu o
protocolo descrito por Waterhouse (2002) com modificagdes.

Tabela 4. Volume de aliquotas utilizadas na analise de compostos fenolicos totais.
ALIQUOTA UTILIZADA

Amostra Fracdo intestinal
Extrato otimizado 50 pL 100 pL
Almodndega 30 pL 100 pL

Foi adicionado 150 pL de Folin Ciocalteau (2 M), submetidos a agitacao e repouso por
5 minutos protegidos de luz. Em seguida, foi adicionado 350 pL de carbonato de sodio 20% e
a mistura foi submetida a agitacdo e incubados em banho-maria a 40 °C por 30 minutos,
seguidos de leitura em espectrofotobmetro UV-VIS a 765 nm (UV-VIS 5100, Labnova, Santo
André, Brasil), contra um branco contendo todos os reagentes menos a amostra. Os resultados
foram calculados com o auxilio de uma curva padréo de acido gélico (2,5; 7,5; 12,5; 17,5; 22,5
e 27,5 pug) e os resultados expressos em mg EAG (Equivalente de Acido Galico)/100 g de

residuo seco para a otimizagao e no extrato otimizado, em pg EAG/mL.

3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.7.1 Capacidade de Sequestrar o Radical DPPH (2,2-difenil-2-picrilhidrazil)
Para o ensaio de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi utilizado uma adaptacdo do

protocolo de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995).

Tabela 5. Volume de aliquotas utilizadas na analise de DPPH.
ALIQUOTA UTILIZADA

Amostra Fracdo intestinal
Extrato otimizado 50 pL *2,7 UL
Almoéndega 30 pL *2,7 UL

*Equivalente de volume de amostra presente na diluicdo utilizada.
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Foi adicionado 3,4 mL do radical DPPH (solucdo de DPPH 60 uM em alcool
metandlico) as amostras, com posterior agitacdo e reservado em local escuro por 30 min para
reacdo. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro UV-VIS a 515 nm (UV-VIS 5100,
Labnova, Santo Andre, Brasil), contra um branco de alcool metandlico. Uma curva padrao de
trolox (0,0; 3,0; 5,0; 10,0; 20,0 e 30,0 uM) foi utilizada para calcular a capacidade antioxidante
e os resultados foram expressos em mM de Equivalente Trolox.100 g* do residuo seco na

otimizacdo, enquanto no extrato otimizado e nas fracdes intestinais, em uM EQ trolox/mL.

3.7.2 Capacidade de sequestrar o radical ABTS (2,2’-azino-bis-(3- etilbenzotiazolina)-6-
acido sulfénico)

O ensaio de ABTS (2,2’-azino-bis-(3- etilbenzotiazolina)-6-acido sulfénico) foi
realizado a partir da adaptacdo de Rufino et al. (2007). Foi-se necessario a preparacdo prévia
de uma solucéo estoque aquosa de ABTS a 7 mM, uma solucdo aquosa de persulfato de potassio
a 140 mM e uma terceira solucdo, a qual se trata da juncdo de 5 mL da solucéo estoque ABTS
com 88 uL da solugdo de persulfato de potéssio. Esta ultima, foi armazenada em ambiente
escuro e temperatura ambiente, respeitando o intervalo de 12 a 16 horas antes da sua aplicacédo
na analise. Em seguida, foi utilizado 1 mL desta soluco diluindo-se em 70 mL de &lcool etilico
e verificado se o radical ABTS" obedecia ao intervalo de absorbancia de 0,700 a 0,800 no

comprimento de onda de 734 nm, para entdo utilizar no ensaio experimental.

Tabela 6. Volume de aliquotas utilizadas na analise de ABTS.
ALIQUOTA UTILIZADA

Amostra Fracdo intestinal
Extrato otimizado *17 uL *2,7 UL
Almoéndega 30 pL *2,7 uL

*Equivalente de volume de amostra presente na diluicdo utilizada.

Foi adicionado as amostras 3 mL do radical ABTS, homogeneizado, e reservado em
local escuro por 6 min para reagdo. A leitura em espectrofotdmetro UV-VIS (UV-VIS 5100,
Labnova, Santo André, Brasil) foi realizada a 734 nm, contra um branco de alcool etilico,
utilizando uma curva padrdo de trolox (0,0; 0,25; 0,5; 1,0; 1,25; 1,5 e 2,0 uM) para calcular a
capacidade de eliminacao de radicais livres. Os resultados foram expressos em pM EQ

trolox/mL de extrato.
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3.7.3 Poder antioxidante redutor férrico (FRAP)

O poder antioxidante redutor férrico (FRAP) foi realizado a partir da adaptagdo de
Benzie e Strain (1996). O reagente FRAP foi preparado a partir da mistura de tampéo acetato
300 mM com pH 3,6 (acetato de sddio trihidratado, &cido acético e agua ultrapura) e uma
solugéo de TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) 10 mM em HCI 40 mM e 20 mM de FeCI3. O
reagente foi preparado na razéo de a 10:1:1 (v:v:v), respectivamente e utilizado no mesmo dia,
conforme método. Foi utilizado 50 puL do extrato adicionado de 3300 uL de solugdo FRAP,
homogeneizacao e leitura imediata em espectrofotdometro UV-VIS a 593 nm. Em seguida, as
amostras foram reservadas em local escuro por 30 min para reagdo e lidas imediatamente apos
este tempo. Utilizou-se as leituras no tempo 0 e 30 de reagdo das amostras, considerando a curva
padrdo de trolox (3,0; 9,0; 15,0; 21,0 e 27,0 uM) e os resultados foram expressos em uM EQ

trolox/mL de extrato.

3.7.4 Atividade quelante do ion ferroso (AQIF)

A atividade quelante do ion ferroso (AQIF) foi desenvolvida a partir da adaptacdo do
método de Stookey (1970), considerando que todas as solucdes sejam preparadas com agua
ultrapura e que as vidrarias ndo possuam residuos do ion ferro. Foi utilizada a diluigdo de 800
uL da amostra em 420 pL de etanol, adigdo de 75 pL de FeCl. 2 mM e posterior leitura em
espectrofotbmetro UV-VIS em 562nm. Apds, adicdo de 150 pL de ferrozina 5 mM, agitacéo,
repouso em local escuro por 10 min e a realizacdo de uma nova leitura. Para o controle positivo
foi utilizado o mesmo procedimento, substituindo apenas o volume da amostra por EDTA 50

UM. Os resultados foram expressos por porcentagem de atividade quelante do ion ferroso.

3.8 APLICACAO DOS EXTRATOS NA FORMULACAO DE ALMONDEGA CAPRINA

As almbndegas foram elaboradas utilizando carne de paleta caprina, obtida de caprinos
machos da raca Boer, com idade ao abate de aproximadamente 6 meses. As paletas foram
desossadas manualmente e armazenadas em embalagens plasticas sob congelamento a -20 °C
até a fabricacéo.

Para o processamento, foi utilizada uma formulacéo base constituida por carne de paleta
(65%), agua gelada (18%), toucinho (10%), amido de milho (5%) e NaCl (2%), considerando
0s quatro tratamentos desenvolvidos: controle (alméndega sem adicdo de antioxidante); EX2
(almdndega com extrato natural adicionado de volume equivalente a 0,5 g de sdlidos totais do

extrato/kg de produto); EX4 (almbndega com extrato natural adicionado de volume equivalente
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a 1,0 g sélidos totais do extrato/kg de produto) e BHT (alméndega adicionada de 0,2 g de
butilhidroxitololueno (BHT)/kg do produto), conforme apresentado na Tabela 7.

Tabela 7. Formulagdes das almondegas caprinas por batelada.

. TRATAMENTOS
MATERIA-PRIMA CON EX2 EX4 BHT
Carne de paleta caprina 65% 65% 65% 65%
Agua gelada 18% 11% 4,0% 18%
Toucinho 10% 10% 10% 10%
Amido de milho 5,0% 5,0% 5,0% 5,0%
NaCl 2,0% 2,0% 2,0% 2,0%
Extrato de residuo de umbu-caja - 7,0% 14% -

BHT - - - 0,02%

CON: almdndega sem adigdo de antioxidante; EX2: almbndega com extrato natural adicionado de volume
equivalente a 0,5 g de sélidos totais do extrato/kg de produto; EX4: alméndega com extrato natural adicionado de
volume equivalente a 1,0 g solidos totais do extrato/kg de produto; BHT: alméndega adicionada de 0,2 g de

BHT/kg do produto; BHT: conservante sintético butilhidroxitololueno.

Para obtencdo da massa carnea, a moagem da carne caprina e do toucinho foi realizada
(Moedor Bermar® BM 147 boca 22) utilizando disco de 8 mm, sendo posteriormente
homogeneizadas com sal (NaCl), agua gelada e por ultimo, o amido de milho. Os produtos que
requeriam a adicdo do extrato do bagaco de umbu-caja, estes foram adicionados substituindo-
se parte do volume de agua da formulacéo total, enquanto ao tratamento que foi empregado o
BHT em po, este foi misturado junto com o amido de milho.

Na sequéncia, a massa carnea foi pesada em pequenas fracfes de 20 g e moldadas
manualmente em formato arredondado. As almdndegas foram submetidas a pré-cozimento em
fritadeira elétrica tipo Air Fryer (Mondial® - New Pratic AF-31, China), com 1500 W, a 200
°C por 5 min, e temperatura interna das alméndegas foi controlada com um auxilio de um
termometro digital tipo espeto (Clink, modelo Tp 101, China), e ao final, foram embaladas em
recipiente de acrilico.

Um total de 400 alIméndegas com aproximadamente 20 g foram elaboradas, sendo 100
unidades experimentais por tratamento, as quais foram produzidas em duas bateladas,
totalizando quatro repeticGes por tratamento. As amostras foram armazenadas sob refrigeracdo
(4 °C) e auséncia de luz em incubadora BOD durante o periodo de 10 dias, sendo coletadas a

cada 5 dias para as analises laboratoriais.



29

Figura 4. Fluxograma de processamento das alméndegas caprinas.
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Fonte: Autoria propria.

3.9 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DAS ALMONDEGAS CAPRINAS

3.9.1 Anélise de umidade e pH

As analises de umidade foram realizadas segundo métodos oficiais da Association of
Official Analytical Chemists (AOAC, 2016), no Laboratério de Fisico-quimica de Alimentos
da UFPB/CCHSA. A umidade foi determinada por secagem em estufa a 105°C e calculada pelo
método gravimétrico.

O pH das alméndegas foi determinado em pHmetro com eletrodo de vidro (PHS — 3E,
lonlab, Araucéria— PR, Brasil) ap6s calibracdo com solu¢des tampao de pH 4,0 e 7,0, inserindo-
se 0 eletrodo diretamente em uma solucéo contendo 5 g de alméndega dissolvido em 50 mL de
agua destilada (AOAC, 2016).

3.9.2 Cor instrumental

A mensuracéo da cor objetiva das almdndegas caprinas foi realizada a partir da medicéo
da luminosidade (L*), intensidade da cor vermelha (+a*), amarela (+b*), croma (C*) e angulo
de tonalidade (h*), com auxilio de um colorimetro digital (Konica Minolta Sensing, modelo
Color Reader CR-10, Osaka, Japdo), sob o sistema CIELAB. A diferenca colorimétrica total
(AE) entre as amostras foi calculada utilizando-se a equagdo AE = [(AL*)2 + (Aa*)2 + (Ab*)2]
1/2.
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3.10 MODELO DE DIGESTAO IN VITRO SIMULADA

O procedimento de digestdo in vitro foi realizado no Laboratério de Processos
Microbianos em Alimentos da UFPB/CT de acordo com métodos padronizados
internacionalmente descritos por Mulet-Cabero et al. (2020), simulando as trés fases da
digestdo: oral, gastrica e duodenal; com seus respectivos fluidos: simulador do fluido salivar
(SSF); simulador do fluido géstrico (SFG), pepsina; simulador do fluido intestinal (SFI),
pancreatina e sais biliares. O experimento foi executado com o extrato do bagaco de umbu-caja
apos evaporacao rotativa do etanol e reconstituicdo em agua e para as almondegas caprinas pré-
cozidas dos tratamentos EX2, EX4 e BHT no tempo 01.

Para dar inicio a fase oral, foram pesadas 5 gramas de cada uma das amostras, a qual
apenas as alméndegas requereram simulacdo do processo de mastigacdo por meio de cortes
com facas e uso de bastdo de vidro, tornando o bolo pastoso e simples de deglutir. Foram
adicionadas a cada amostra: 3,5 mL do simulador do fluido salivar (SSF), 25 uL CaCl2 0,3 M
e 975 puL agua destilada, ndo sendo necessario a utilizagdo da amilase salivar devido sua
composicdo. Logo apds, as amostras foram incubadas em Incubadora Shaker com agitador
orbital e temperatura controlada a 37 °C / 90 rpm por 2 minutos.

Em seguida, foi adicionado ao bolo alimentar, 8 mL do simulador do fluido gastrico
(SFG). Ao chegar no estbmago, o bolo alimentar deve alcangar o pH em torno de 2,9 a 3,1, para
que assim as enzimas gastricas possam ser ativadas. Desta forma, foi aferido o pH em pHmetro
com eletrodo de vidro em cada repeticdo e consequentemente acidificado com alguns
microlitros de HCI 6N até atingir o pH 3,0. Apos este ajuste, foi adicionado 5 pL CaCl20,3 M,
1,6 mL de solucgdo de pepsina suina 2000 U / mL (0,82 g de pepsina + 8,2 mL de agua destilada)
e 925 uL agua destilada. Posteriormente, as amostras foram incubadas em Incubadora Shaker
com agitador orbital e temperatura controlada a 37 °C / 90 rpm por 2 horas.

Apés esta etapa, foi adicionado ao quimo, 8,5 mL do simulador do fluido intestinal
(SFI). Ao alcangar a regido duodenal, o quimo deve atingir o pH em torno de 6,9 a 7,1, para
que assim as enzimas intestinais possam ser ativadas. Sendo assim, foi mensurado o pH do meio
e posteriormente, neutralizado com alguns microlitros de NaOH 1 N até atingir pH 7,0. Logo
depois, foi adicionado 2,5 mL de solugéo de sais biliares 10 mM (0,015 g de sais biliares + 15
mL de agua destilada), 40 uL CaCl2 0,3 M, 5 mL de solucdo de pancreatina 100 U/mL (2,56 g
de pancreatina + 25,6 mL de agua destilada) e 3,76 mL de &gua destilada. Logo, as amostras
foram incubadas em Incubadora Shaker com agitador orbital e temperatura controlada a 37 °C

/90 rpm por 2 horas.
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Ao final, foram coletadas o conteudo total de cada amostra, submetidas a centrifugacao
a 1073 G / 10 minutos a 4 °C e filtrado com papel filtro qualitativo, totalizando em média 35
mL da fracdo intestinal. A partir deste experimento, as fracdes intestinais referente ao extrato
de umbu-caja e alméndegas foram submetidas as analises de fendlicos totais, capacidade de
sequestrar o radical DPPH e capacidade de sequestrar o radical ABTS. Apenas as fracGes
referentes ao extrato foram submetidas a determinacdo do perfil de fendlicos e, somente as
fragdes intestinais das almondegas foram avaliadas também quanto aos teores das substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e compostos carbonilicos totais. Todos os resultados

obtidos foram comparados com os resultados das fragdes ndo digeridas.

3.11 DETERMINACAO DO PERFIL DE FENOLICOS

Para o preparo das amostras, foi utilizada a metodologia de Wu et al. (2008) com
modificacbes. Aproximadamente 10 mL do extrato de umbu-cajid obtido nas condicOes
otimizadas foi rota-evaporado (600 mbar/50 °C) para remocdo do etanol, sendo este volume
reconstituido com agua destilada. Nos extratos submetidos a digestdo in vitro, 10 mL da fracéo
intestinal foi homogeneizada com 10 mL de metanol 80% em vortex por 2 minutos.
Posteriormente, a mistura foi submetida a rota-evaporacdo (600 mbar/50 °C) até atingir um
volume de 10 mL.

Para as almdndegas, 1 g de cada tratamento foi adicionado de 10 mL de metanol 80%,
e a mistura foi homogeneizada utilizando a banho ultrassoénico (10 min) e vortex (2 min). Em
seguida, a mistura foi centrifugada a 3000 RPM por 10 minutos a 4 °C, com posterior
evaporacdo rotativa a uma pressdo de 600 mbar e 50 °C até atingir um volume proximo de 2
mL. A fracdo intestinal (10 mL) das almdndegas submetidas a digestdo in vitro foi
homogeneizada por 2 min em vortex com 10 mL de metanol 80%. Posteriormente, o metanol
foi rota-evaporado a uma pressdao de 600 mbar e 50 °C. Todos os homogenatos foram
liofilizados e reconstituidos em 2 mL de metanol 30%, seguido de filtracdo e acondicionamento
em vial opaco até 0 momento da analise.

A analise de compostos fenolicos foi realizada usando um sistema Sykam HPLC-DAD
(Sykam, Alemanha) com um sistema de bomba quaternaria S 1125, injetor de amostra S 5250,
detector UV/Vis S 3245 e um forno de coluna S 4120. A coluna era uma ReproSil 100 C18
(150 x 4,6 mm ID, tamanho de particula de 5 um; Dr. Maisch, Tuebingen, Alemanha), eluida a
0,8 mL.min-1 com solvente A (solugéo de acido fosférico 0,1 M com pH = 2,0) e solvente B

(metanol acidificado com &cido fosforico a 0,5%), de acordo com o seguinte programa: 5% de
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solvente B por 5 min, depois um gradiente linear de 5% a 23% B por 9 min, seguido de um
gradiente linear de 23% a 50% de B por 16 min e 80% de B por 10 min.

A temperatura do forno da coluna foi fixada em 35°C. Compostos fendlicos foram
detectados em 220 nm para (+)-catequina, acido 3,4-diidroxibenzoico, &cido vanilico e acido
fumarico; 280 nm para os acidos galico, transcindmico e siringico; 320 nm para os acidos
feralico, cafeico, clorogénico e p-cumaérico; 360 nm para quercetina, rutina, acido elagico e D-
vanilina. A coleta e o processamento dos dados foram realizados usando o software Clarity
Chromatography v8.2 (DataApex Ltd., Praga, Republica Tcheca).

Para avaliar a bioacessibilidade destes compostos fenolicos, foi considerada a equagédo
3 utilizada por Dantas et al. (2023):

Bioacessibilidade (%) = (teor da fragéo digerida / teor da fragcéo nédo digerida) x 100 (Eg. 3)

3.12 AVALIACAO DA ESTABILIDADE OXIDATIVA DAS ALMONDEGAS CAPRINAS

3.12.1 Determinacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

A determinacéo do valor de TBARS nas almdndegas elaboradas foi realizada através da
quantificacdo da concentragdo de malonaldeido (MDA), com o auxilio do método proposto por
Ganhdo, Morcuende e Estévez (2011). Estas substancias reativas foram extraidas das
almondegas e das fracbes intestinais (2,5 g) em condicdes &cidas a partir do uso de 7,5 mL de
acido perclérico 3,86% e 0,25 mL de BHT 4,2% (em alcool etilico) em tubos de falcon,
mantidos em gelo. As amostras foram homogeneizadas em ultra turrax a 3500 rpm / min para
potencializar esta extracdo e em seguida, filtradas em papel filtro qualitativo (80 g.m-2 ) e o
volume filtrado foi completado para 10 mL com agua destilada. Em seguida, foi empregado 2
mL do filtrado obtido e 2 mL de TBA em tubos de ensaio e levados para banho maria a 100 °C
por 30 min. Os tubos foram resfriados em temperatura ambiente e as amostras foram lidas em
espectrofotdbmetro UV-VIS a 532 nm. Uma curva padrdo de 1.1.3.3-tetraetoxipropano (TEP)
foi utilizada para determinar o teor de MDA das amostras, a qual o resultado foi expresso em

mg de MDA / kg de amostra.
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3.12.2 Determinacéo do indice de Perdxido

O indice de peroxido foi determinado de acordo com o0 método adaptado do IDF (1991),
Semb (2012) e Mehta, Darji, Aparnathi (2015). Inicialmente, a amostra (5 g) foi homogeneizada
em ultra turrax a 3500 rpm / 3 min em 40 mL de solucéo cloroférmio:metanol (2:1) e filtrada
em papel filtro qualitativo (80 g.m™). O extrato foi armazenado sob congelamento e protegido
da luz até o momento da analise. Em seguida, uma aliquota de 5 mL do extrato foi retirada e
submetida a secagem em estufa a 105 °C para medicéo do teor de gordura. Posteriormente, uma
aliquota de 2,5 mL do extrato lipidico foi homogeneizada com 2,5 mL da solucdo de
cloroférmio:metanol e 25 uL de tiocianato de amonio (30%) em vortex por 5 segundos. Logo
apos, adicionou-se 25 pL de cloreto ferroso (FeCl2.4H20 0,02M em HCI 3,7%) e a mistura foi
agitada em vortex por 5 segundos. O homogenato foi incubado por 5 minutos em ambiente
escuro e procedeu-se com a leitura da absorbancia a 500 nm contra um branco contendo todos

0s reagentes menos a amostra. Os resultados foram expressos em mmol de O2/ kg de amostra.

3.12.3 Determinacao dos compostos carbonilicos totais (DNPH)

A avaliacdo da oxidacao proteica nas almondegas foi realizada com base na metodologia
de Oliver et al. (1987), ap6s derivatizagcdo com 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH). Inicialmente,
as almdndegas e suas respectivas fragdes intestinais (1 g) foram homogeneizada em ultra turrax
a 3000 rpm / 30 seg em 10 mL de solucéo salina (NaCl 0,6 N e tampdo fosfato de sédio 20 mM
em pH 6,5), imersos em gelo. Em eppendorf distintos, foi utilizado 150 uL como aliquota, a
fim de quantificar o teor de carbonilicos e a concentracdo de proteinas. Para as duas situacdes,
foi empregado 1 mL de TCA 10% para promover a precipitacdo acida das proteinas, agitado
em vortex por alguns segundos e centrifugado a 10000 rpm / 10 min a 4 °C. Toda a fracdo
liquida foi dispensada, mantendo o precipitado integro.

Os tubos destinados para a quantificacdo de proteinas foram adicionados 1 mL de HCI
2N, enquanto para a quantificacdo de carbonilicos, foi adicionado de 1 mL de solu¢do HCI 2N
+ DNPH 0,2%. Logo apds, foram submetidas a agitacdo até desmonte das pastilhas, seguida de
descanso por 1 hora em temperatura ambiente. Novamente, as proteinas foram expostas a
precipitacdo com 1 mL de TCA 10% e centrifugadas a 10000 rpm por 10 min a 4 °C. As
amostras passaram ainda por trés lavagens com solucdo etanol/acetato de etila (1:1) seguidas
de centrifugagdes a 10000 rpm por 5 min, entre cada lavagem. Ao final, foram retiradas as
fracOes liquidas e evaporadas a por meio da aplicacdo de gas nitrogénio com pressao, garantido

a integridade das pastilhas.
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As proteinas precipitadas foram redissolvidas em 1,5 mL de tamp&o Na3PO4 20 mM,
pH 6,5, adicionado de cloridrato de guanidina 6 M. A concentracdo de proteinas das amostras
foi calculada a partir da leitura das absorbancias a 280 nm com utilizando uma curva padréo de
albumina. A guantidade de compostos carbonilicos foi expressa em nanomoles de carbonilicos
por mg de proteina, usando um coeficiente de extingdo molar de hidrazonas (21,0 nM-1 cm-1)

com leituras da absorbancia a 370 nm.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados do planejamento fatorial para otimizacéo do extrato do residuo de umbu-
caja foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e foram geradas superficies de resposta
a partir dos coeficientes de regressao, utilizando o software Statistica, versdo 7.0 (STATSOFT,
2204). Os efeitos das varidveis independentes foram ranqueados e a funcéo desejabilidade foi
utilizado para determinar a melhor condicéo para a obtencdo do extrato de residuo de umbu-
caja com maior potencial antioxidante. A validacdo do modelo matematico gerado foi feita a
partir da repeticdo do experimento nas condi¢des 6timas indicadas pela funcdo desejabilidade
e os resultados obtidos foram submetidos a um teste-t para comparagdo com os valores preditos,
considerando-se uma significancia de 95%. Os resultados das andlises feitas nas alméndegas
foram avaliados também pela ANOVA e o teste de Tukey foi utilizado para avaliar a diferenca
entre as médias dos tratamentos. As relacbes entre os parametros estudados foram avaliadas por

analise de componentes principais.
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4 RESULTADOS

Em atendimento as normas estabelecidas pelo Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos da UFPB (Norma Complementar n° 03/2011), os resultados obtidos

nos experimentos foram apresentados na forma de artigo.

ARTIGO I - A aplicacdo de extrato de polifendis do bagago de umbu-cajé (Spondias bahiensis)
tem efeito na estabilidade da oxidacéo lipidica e proteica em almbndegas caprinas pré-cozidas

antes e apo6s digestdo in vitro simulada



41

A APLICACAO DE EXTRATO DE POLIFENOIS DO BAGACO DE UMBU-CAJA
(SPONDIAS BAHIENSIS) TEM EFEITO NA ESTABILIDADE DA OXIDACAO
LIPIDICA E PROTEICA EM ALMONDEGAS CAPRINAS PRE-COZIDAS ANTES E
APOS DIGESTAO IN VITRO SIMULADA

Resumo: Este estudo teve como objetivo indicar as melhores condigfes de extracdo de
polifendis do bagago de umbu-caja utilizando a extracdo assistida por ultrassom, avaliar o perfil
fenolico e as propriedades antioxidantes do extrato antes e ap0s a digestdo simulada in vitro,
bem como testar sua incorporagdo em almoéndegas caprinas para avaliar sua estabilidade
oxidativa durante 10 dias de armazenamento refrigerado, verificando-se o teor dos produtos da
oxidacdo apos digestdo simulada. Um delineamento composto central rotacional foi utilizado
para determinar a concentracao ideal de etanol, tempo de sonicacéo e relacdo bagaco-solvente.
A resposta as variaveis abrangeram os compostos fenélicos totais, a capacidade antioxidante do
extrato, o perfil de fendlicos e sua bioacessibilidade. O extrato fenolico otimizado foi aplicado
em almdndegas em duas concentragdes EX2 (7,0 g/ 100 g) e EX4 (13,7 g / 100 g), enquanto
foram elaborados dois tratamentos referéncias: controle (sem antioxidante) e BHT (0,02 g/ 100
g de butilhidroxitololueno). Os efeitos da concentracdo do extrato de umbu-caja e tempo de
armazenamento sob refrigeracdo na estabilidade oxidativa das almondegas caprinas foram
avaliados considerando os parametros de umidade, pH, cor instrumental, indice de perdxido,
TBARS, compostos carbonilicos, assim como a digestdo in vitro simulada das alméndegas. As
condicdes ideais de extracdo foram identificadas como 55% de etanol, 20 min de sonicacdo e
1:36,8 relacdo bagaco-solvente (m:v). Os resultados mostraram que o0 extrato apresentou alta
atividade antioxidante e alta bioacessibilidade de catequina (1243,75 %), galato de epicatequina
(918,75 %), procianidinas B2 (915,38 %), acido galico (319,76 %) e procianidinas B1 (136,36
%). A adicdo do extrato do bagaco de umbu-caja em diferentes concentracdes teve um efeito
positivo na desaceleracdo da oxidacdo lipidica até o dia 10 e da oxidacdo proteica até o 5° dia
de armazenamento. No entanto, ndo apresentou resultado positivo para inibi¢cdo da mudanca de
cor. As almbdndegas apresentaram baixo teor de compostos oxidativos e alta capacidade
antioxidante na fracdo intestinal. Portanto, o extrato apresenta desempenho similar ao
antioxidante sintético empregado, podendo substituir parcial ou totalmente o conservante

sintético.

Palavras-chave: Spondias bahiensis, compostos fenodlicos, antioxidante, carne caprina,

oxidacéo, digestdo gastrointestinal in vitro, bioacessibilidade.
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1. INTRODUCAO

O umbu-cajé (Spondias bahiensis) é uma fruta palatavel originéria do Brasil, com sabor
doce e acido. Encontrada principalmente no Nordeste do Brasil, no bioma Caatinga e em regides
semiaridas, o cultivo do umbu-caja depende do extrativismo, conduzido por pequenos e médios
produtores rurais. 1sso demonstra um potencial significativo tanto para seu consumo in natura
quanto para a transformacdo de produtos a base da fruta em propor¢Ges nacionais e
internacionais (LIMA et al., 2002; MACEDO et al., 2023; MOREIRA et al., 2012).

As frutas do género Spondias tem atraido atencdo de pesquisadores devido as suas
pronunciadas propriedades antioxidantes in vitro e in vivo, em grande parte atribuidas ao seu
contetdo de polifendis (AHMED et al., 2022; DIAS et al., 2019; DUTRA et al., 2017). Além
disso, considerando que as cascas e as sementes das frutas contém maiores proporcdes de
nutrientes e compostos bioativos, o bagaco do umbu-caja tem potencial para extracdo de
polifendis, frequentemente utilizados como conservantes alimentares (ACOSTA-ESTRADA et
al., 2014; GUALBERTO et al., 2021).

Dentre as técnicas de extracdo de polifendis em residuos de frutas disponiveis no
mercado, a extracdo assistida por ultrassom apresenta os resultados satisfatérios e baixo custo
de producéo, além de ser uma metodologia verde. As ondas ultrassonicas facilitam a liberacéo
e extracdo dos polifendis da matéria organica por um curto periodo de tempo, a baixas
temperaturas e utilizando menores proporgdes de solventes organicos, como o etanol
(SHARAYEI et al., 2019; ALIREZALU et al., 2020).

A aplicacdo desses extratos de polifendis na fabricacdo de produtos carneos, como
alternativa aos conservantes alimentares sintéticos torna-se viavel, podendo retardar a oxidagéo
lipidica e proteica durante o armazenamento, dependendo da dose utilizada. O extrato
adicionado além de oferecer ao consumidor compostos bioativos que tém efeitos positivos a
salde, ainda, auxilia no retardo das reacdes de oxidacdo, prolongando a validade do produto
final (MANESSIS et al., 2020; ESTEVEZ, 2021).

No caso de produtos a base de carne caprina, considerada saudavel pelo seu baixo teor
de gorduras e alto teor de proteinas, estas apresentam alto teor de acidos graxos poli-insaturados
que a torna mais susceptivel a oxidacdo (JIA; DI; SHI, 2023). Além disso, suas condi¢fes de
processamento, tais como moagem, adicao de sal, exposicao ao oxigénio, calor, longos periodos
de armazenamento, podem intensificar reacdes oxidativas, tanto lipidicas quanto proteicas,
levando o produto a rdpida deterioracdo, o que reforca a necessidade da adicdo de conservantes
antioxidantes (SANTANA NETO et al., 2021; MOSTAFA; AZAB, 2022).
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Porém, ainda hd uma escassez de estudos que utilizam a extracdo assistida por ultrassom
para recuperar os fendlicos do bagaco de umbu-caja, com delineamento das condi¢bes étimas
para a extracdo de polifendis, avaliacdo do perfil fendlico e das propriedades antioxidantes, bem
como da bioacessibilidade dos compostos fenolicos do extrato do residuo de umbu-caja apos
exposicdo a um sistema gastrointestinal em condigdes simuladas. E ainda, a aplicacdo desses
extratos no processamento de produtos carneos pré-cozidos refrigerados como antioxidantes
naturais potenciais.

Diante disso, este estudo visa otimizar as condi¢Ges de extracao de polifendis assistida
por ultrassom a partir do bagaco de umbu-cajd (Spondias bahiensis) e avaliar a
bioacessibilidade de compostos fendlicos apds exposicdo apods digestdo simulada in vitro.
Como também, avaliar o efeito da insercdo de diferentes niveis de extrato do umbu-caja
(Spondias bahiensis) nas caracteristicas de qualidade, estabilidade oxidativa de almdndegas
caprinas pré-cozidas durante o armazenamento refrigerado, verificando-se a bioacessibilidade

dos produtos da oxidagdo ap6s digestdo simulada in vitro.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes: etanol, Folin Ciocalteau, carbonato de sédio,
acido gélico, acido cloridrico, carbonato de célcio, acetona, DPPH (2,2-difenil-1 picrilhidrazil),
Trolox (6-Acido hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico acido), metanol, ABTS (2,2
azino-bis-(3-etilbenzotiazolina )-6-acido sulfénico), persulfato de potassio, acetato de sodio tri-
hidratado, acido acético, TPTZ (2,4,6-tripiridil-s triazina), FeCl;, EDTA, FeCl,, ferrozina,
tetraciclina, BHT (butil-hidroxitolueno), hidroxido de sodio, acido perclérico, TBA (acido
tiobarbitarico), TEP (1.1.3.3-tetraetoxipropano), cloroférmio, tiocianato de aménio, NaCl,
fosfato de sdédio, TCA (&cido tricloroacético), DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina), acetato de
etila, cloridrato de guanidina, pepsina, pancreatina, sais biliares, ( +)-catequina, 3 ,4-
dihidroxibenzéico, vanilico, fumarico, galico, transcinamico, siringico, feralico, cafeico,

elagico, Acidos 74-clorogénico e p-cumarico, quercetina, rutina e D-vanilina.

2.2. Projeto experimental

A otimizacdo das condic¢des de extracdo assistida por ultrassom dos polifendis do umbu-
caja foi realizada empregando um Delineamento Composto Central (CCD) para trés variaveis
independentes: tempo de sonicagdo (X1), concentracdo de etanol (X2) e relacdo bagaco-

solvente (X3). O desenho experimental incluiu 17 ensaios, dos quais oito fatoriais (combinagdes
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de variaveis a -1 ¢ +1), seis axiais (uma variavel atribuida +o enquanto as outras foram fixadas
em zero) e trés repeticbes num ponto central (todas as trés varidveis fixadas em zero). Os
calculos foram efetuados com Statistica v7.0 (StatSoft, Tulsa, EUA) e os resultados foram
analisados pelo método de superficie de resposta (MSR). Os niveis codificados das variaveis e

0s seus valores reais correspondentes sdo documentados na tabela 1.

Tabela 1. Niveis de varidveis independentes em planejamento experimental para anélise de
superficie de resposta
Variaveis independentes

Niveis Tempo de Concentracao de Relacdo soluto-
codificados sonicacao (min.) etanol (%) solvente (g/mL)
X1 Xo X3
-o* 3.2 21.4 1:3.2
-1 10 35 1:10
0 20 55 1:20
1 30 75 1:30
+o* 36.8 88.6 1:36.8
*a=1,68

As variaveis dependentes (respostas) foram os compostos fendlicos totais e a capacidade
antioxidante, avaliada pela atividade de eliminacédo do radical livre DPPH. Os dados obtidos a
partir dos 17 ensaios experimentais foram ajustados ao modelo polinomial de segunda ordem
subsequente (Eqg. 1):

Y=B0+Y BiXi+Y BiiX2i+ Y BijXiXj + ¢ 0 (Eq. 1)

Em que Y representa a variavel de resposta, B0 € a constante, Bi € o coeficiente de efeitos
de linearidade , Pii € o coeficiente de efeitos quadraticos e Bij € o coeficiente de interagdo entre
efeitos. Xi e Xj representam valores reais das variaveis independentes (X1, X2, e X3).

As condigdes Otimas para o processo de extracdo foram identificadas através da
utilizacdo do método de funcdo da desejabilidade para as variaveis de resposta (compostos
fenolicos totais e capacidade antioxidante frente ao DPPH-). Para validar estas condicdes
Otimas, o procedimento de extracdo foi repetido em pardmetros otimizados, e o extrato foi
novamente caracterizado. Além disso, 0 extrato obtido nestas condi¢des foi submetido a
analises de perfil fendlico, a sua capacidade antioxidante foi avaliada utilizando os métodos
FRAP, ABTS-+ e atividade quelante do ion ferroso (AQIF). Alem destas, ap0s exposicdo em
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condigdes gastrointestinais simuladas, o extrato foi avaliado quanto a sua capacidade
antioxidante in vitro.

O efeito da concentracdo do extrato de umbu-caja e tempo de armazenamento sob
refrigeracdo na estabilidade oxidativa das almdndegas caprinas pré-cozidas foram avaliados
através de um delineamento inteiramente casualizado (DIC) sob um fatorial 4x3. Foram
elaboradas 100 unidades experimentais por tratamento em cada tempo de armazenamento, as
quais foram analisadas no dia seguinte ao processamento e aos 5 e 10 dias de armazenamento
refrigerado (4°C). Além disso, as almdndegas também foram submetidas a digestdo simulada
in vitro no tempo 01, a fim de avaliar a influéncia dos extratos nos niveis de marcadores de

oxidacdo lipidica e proteica, conforme avaliacéo por digestdo simulada in vitro.

2.3 Coleta e preparo do residuo de umbu-caja

O residuo de umbu-caja, composto por cascas, sementes e polpa residual, foi obtido de
uma industria de polpa de frutas da cidade de Areia, Paraiba, Brasil (6°57°48’S e 35°44°54°"W)
apos a etapa de despolpamento das frutas. Apos coletado, o residuo foi submetido a secagem
de acordo com metodologia proposta por Crizel et al. (2015). Em seguida, o residuo foi triturado
em moinho de facas tipo Willey SL-31 (SOLAB, Piracicaba - SP), peneirado (10 mesh) e
armazenado sob congelamento a - 20° C até a obtengdo dos extratos.

2.4 Obtencao do extrato do residuo de umbu-caja

A obtencdo do extrato, o bagaco de umbu-caja (1 g) foi homogeneizado ultra turrax
(IKA, T-25, Alemanha) a 3500 rpm por 1 minuto em solucdo de etanol 55% (36,8 mL). Na
sequéncia, a mistura foi submetida a banho ultrassonico (SCHSTER, L220, Santa Maria, Rio
Grande do Sul) utilizando 170 W e 35 kHz durante 20 minutos. Ap6s o banho, a mistura foi
filtrada e submetida a evaporacdo (SOLAB, SL126, Sdo Paulo, Sdo Paulo) a 600 mbar e 50 °C.

O volume final do extrato foi reconstituido para o volume inicial com agua destilada.

2.5 Quantificacao dos compostos fendlicos totais (FT)
Os compostos fendlicos totais foram quantificados de acordo com o método descrito
por Waterhouse (2002). Os resultados foram apresentados em termos de mg EAG.100 g-1 de

peso seco, com calculos utilizando uma curva padréao de acido galico.
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2.6 Avaliacdo da capacidade antioxidante in vitro
2.6.1 Ensaio DPPH
A atividade de eliminacdo do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) foi
mensurada de acordo com o procedimento estipulado por Brand-Williams et al. (1995).
Absorvancia as medigGes foram efetuadas num espetrofotdmetro a 515 nm. Os resultados foram
registados em Mmol TE .100 g-1 de peso seco, utilizando uma curva padréo de Trolox (0,0 -
30,0 uM).

2.6.2 Ensaio ABTS-+
A atividade de eliminacdo do radical ABTS-+ (&cido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) foi avaliada de acordo com o método estabelecido por Rufino
et al. (2007). A absorvancia foi medida a 734 nm, utilizando um espetrofotdmetro, e 0s
resultados foram articulados em mmol TE.100 ¢-1 com base numa curva padrao de Trolox (0,0
- 2,0 uM).

2.6.3 Poder antioxidante do redutor férrico (FRAP)
O ensaio FRAP foi efetuado de acordo com o procedimento introduzido por Benzie e
Strain (1996). As medicdes da absorvancia foram efetuadas a 593 nm. Uma curva padrdo de
Trolox (3,0 - 27,0 uM ) foi utilizada para o célculo, e os resultados foram expressos em mmol

TE.100 g-1 de peso seco.

2.6.4 Atividade quelante do ion ferroso
A atividade quelante de ions ferrosos foi medida de acordo com Stookey (1970). Os

resultados foram os seguintes expressa em percentagem.

2.7 Elaboracéo das almdndegas caprinas

As almbndegas foram elaboradas utilizando carne de paleta caprina, obtida de caprinos
machos da raca Boer, com idade ao abate de aproximadamente 6 meses. As paletas foram
desossadas manualmente e armazenadas em embalagens plasticas sob congelamento a -20 °C
ate utilizacéo.

As almondegas caprinas foram elaboradas utilizando uma formulagéo base constituida
por carne de paleta (65%), agua gelada (18%), toucinho (10%), amido de milho (5%) e NaCl
(2%). Foram elaborados quatro tratamentos: CON (almbndega controle, sem adigdo de

antioxidante); EX2 (alméndega com extrato natural adicionado de volume equivalente a 0,5 g
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de sélidos totais do extrato/kg de produto); EX4 (alméndega com extrato natural adicionado de
volume equivalente a 1,0 g sélidos totais do extrato/kg de produto) e BHT (almdndega
adicionada de 0,2 g de butilhidroxitololueno (BHT)/kg do produto). O extrato do bagaco de
umbu-cajé foi adicionado na etapa de mistura da massa carnea, substituindo-se parte do volume
de agua.

Para o preparo das almondegas, inicialmente, foi realizada a moagem da carne e do
toucinho (Moedor Bermar® BM 147 boca 22) utilizando disco de 8 mm, sendo posteriormente
homogeneizadas com sal (NaCl), agua gelada e por Gltimo o amido de milho. Na sequéncia, a
massa carnea foi pesada em pequenas fragfes de 20 g e moldadas manualmente em formato
arredondado. As alméndegas foram submetidas a pré-cozimento em fritadeira elétrica tipo Air
Fryer (Mondial® - New Pratic AF-31, China), com 1500 W, a 200 °C por 5 min, sendo
embaladas em recipiente de acrilico. A temperatura interna das alméndegas foi controlada com
um auxilio de um termémetro digital tipo espeto (Clink, modelo Tp 101, China). As amostras

foram armazenadas sob refrigeracéo (4 °C) e auséncia de luz durante o periodo de 10 dias.

2.8 Avaliacdo do pH e teor de umidade almdndegas caprinas

O pH das almondegas e o teor de umidade seguiram as metodologias descritas em
AOAC (2016). O pH das almbdndegas foi determinado em pHmetro ap6s calibracdo com
solugdes tampdo de pH 4,0 e 7,0, inserindo-se o eletrodo diretamente em uma solugcéo contendo
5 g de almbndega dissolvido em 50 mL de 4gua destilada. Enquanto a umidade foi determinada

por secagem em estufa a 105°C e calculada pelo método gravimétrico.

2.9 Cor instrumental
A mensuracdo da cor objetiva das almdndegas caprinas foi realizada a partir da medicédo
da luminosidade (L*), intensidade da cor vermelha (a*) e amarela (b*), com auxilio de um
colorimetro digital (Konica Minolta Sensing, modelo Color Reader CR-10, Osaka, Japdo) sob
o sistema CIELAB. Os parametros C* e o angulo Hue foram calculados considerando as
equacOes 1 e 2, respectivamente.
C* =[a2 +b?] %2 (Eq. 1)
angulo Hue =tan -1 (b*/a*) (Eq. 2)
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2.10 Digestéo in vitro simulada

O experimento foi realizado com o extrato do bagaco de umbu-caja apds evaporacao
rotativa do etanol e reconstituicdo em agua e para as alméndegas caprinas pré-cozidas dos
tratamentos EX2, EX4 e BHT no tempo 01.

Os ensaios de digestdo in vitro simulada foram executados de acordo com os padrdes
internacionais descritos por Mulet-Cabero et al. (2020). A simulagéo abrangeu as trés fases da
digestdo: oral, gastrica e duodenal, utilizando o simulador de fluido salivar (SFS), fluido
gastrico (SFG), pepsina, simulador de fluido intestinal (SFI), pancreatina e sais biliares. A
fracdo intestinal do extrato foi analisada quanto ao perfil de compostos fendlicos e a capacidade
antioxidante via os métodos DPPH e ABTS. A bioacessibilidade do perfil de fendlicos foi
calculada com base na concentragdo do composto na fase intestinal em relacdo a concentracao
inicial no extrato ndo digerido.

Amostras das almondegas e de suas respectivas fragdes intestinais foram submetidas as
analises de fendlicos totais, capacidade de sequestrar o radical DPPH e capacidade de sequestrar
o radical ABTS, além das substancias reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARs) e compostos
carbonilicos totais. Para o preparo das amostras, foi utilizado um modelo adaptado a
metodologia de Wu et al. (2008), de forma que todas as amostras apresentassem peso em torno
a 1 g e adicionado de 10 mL de metanol 80%.

2.11 Perfil dos compostos fendlicos

O perfil dos compostos fendlicos foi analisado segundo o método de Padilha et al.
(2017), com modificacdes incorporadas de Dutra et al. (2018), empregando um Agilent 1260
Infinity LC System sistema de cromatografia liquida (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA)
ligados a um detetor de diodos (DAD) (modelo G1315D). Os dados foram processados
utilizando o OpenLAB CDS ChemStation Edition (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA).
Para a separagdo dos fendlicos, foi utilizado um Coluna Zorbax Eclipse Plus RP-C18 (100 x
4,6 mm, 3,5 um) e uma coluna de guarda Zorbax C18 (12,6 x 4,6 mm, 5 um) (Zorbax, EUA).
A temperatura do forno foi regulada para 35 °C, a injecdo volume foi de 20 pL, e o extrato foi
passado através de um filtro de seringa com um tamanho de poro de 0,45-um (Millex Millipore,
Barueri, Brasil). A fase movel foi eluida a 0,8 mL.min-1. O gradiente utilizado foi: 0 a 5 min: 5%
B; 5-14 min: 23% B; 14-30 min: 50% B; 30-33 min 80% B. O solvente A era uma solucéo
aquosa de acido fosférico a 0,52% (pH = 2,0), e o solvente B era metanol acidificado com
0,52% H3 PO4 . Foram utilizados padrdes externos (ESTD) para identificacdo e quantificagéo.

Todos os fenolicos quantificados apresentaram curvas de calibragdo com R2 > 0,998. A
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deteccdo dos compostos foi realizados em comprimentos de onda especificos para uma gama
de substancias (PADILHA et al., 2017). A pureza espectral dos picos foi avaliada pelo teste do
limiar (fator de pureza > 950) para garantir que ndo ha coeluicdo nos compostos mais

quantificados.

2.12 Estabilidade oxidativa das almdndegas caprinas
2.12.1 indice de peroxido

O indice de perdxido foi determinado de acordo com o método adaptado do IDF (1991),
Semb (2012) e Mehta, Darji, Aparnathi (2015). A amostra foi homogeneizada em solugédo
cloroférmio:metanol (2:1) e protegida da luz sob congelamento. Uma aliquota do extrato foi
submetida a secagem em estufa a 105 °C para medicao do teor de gordura. Em seguida, uma
aliquota de 2,5 mL do extrato lipidico foi homogeneizada com 2,5 mL da solucdo de
cloroférmio:metanol e 25 uL de tiocianato de amonio (30%) em vortex por 5 segundos. Logo
apos, adicionou-se 25 pL de cloreto ferroso (FeCl2.4H20 0,02M em HCI 3,7%) e a mistura foi
agitada em vortex por 5 segundos. O homogenato foi incubado por 5 minutos em ambiente
escuro e procedeu-se com a leitura da absorbancia a 500 nm contra um branco contendo todos

0s reagentes menos a amostra. Os resultados foram expressos em mmol de O2/ kg de amostra.

2.12.2 Determinacdo das substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico

(TBARS)

A determinacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARs) das
almdndegas elaboradas foi realizada a partir da quantificacdo da concentracdo de malonaldeido
(MDA), com o auxilio do método proposto por Ganhdo, Morcuende e Estévez (2011). Uma
curva padrdo de tetraetoxipropano (TEP) foi utilizada para determinar o teor de MDA das

amostras. O resultado foi expresso em mg de MDA / kg de amostra.

2.12.3 Quantificacdo dos compostos carbonilicos
A determinacdo dos compostos carbonilicos seguiu a metodologia descrita por Oliver
et al. (1987). As amostras (1g) foram derivatizadas com solugédo de DNPH (0,2% DNPH em 2
N HCI) e a leitura foi realizada a 370 nm e expressa em nmol de carbonila por mg de proteina.
O teor de proteina foi calculado a partir da leitura da absorbancia em 280 nm usando uma curva

padréo de albumina.
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2.13 Analise estatistica

Todas as experiéncias foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos
em media + desvio-padrdo. Os dados experimentais foram ajustados ao modelo proposto.
Diagrama de Pareto, método de superficies de resposta e parametros de desejabilidade foram
gerados. Apos a analise da superficie de resposta e da representacéo grafica da desejabilidade
das variaveis de resposta, 0 modelo proposto foi validado realizando novos ensaios de extracao
em condicBes Otimas. Os resultados obtidos foram comparados com as respostas estimadas
utilizando o teste t de Student (p<0,05). Todas as analises estatisticas do modelo foi efetuada
utilizando o Software Statistica 7.0.

Os dados obtidos foram submetidos a teste de normalidade de Shapiro-Wilk e
homogeneidade de Levene. Uma ANOVA de uma via foi utilizada para avaliar o efeito da
incorporacdo dos diferentes niveis do extrato do bagaco de umbu-caja nos parametros de
umidade, pH e cor instrumental das alméndegas caprinas e quando foram observadas diferencas
(P<0,05), foi aplicado o teste de Tukey. Os efeitos do tratamento (Controle, EX2, EX4, BHT),
tempo de armazenamento (1, 5 e 10 dias) e da interacdo entre estes fatores foram analisados
através de ANOVA e o teste de Tukey foi utilizado para avaliar a diferenca entre as médias dos
tratamentos. Toda a analise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o software SPSS®,
versdo 25.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Otimizacéo da extracdo de fendlicos do bagaco de Spondias bahiensis

A andlise dos dados experimentais de compostos fendlicos totais (FT) e capacidade
antioxidante (radical DPPHe) dos extratos do bagaco de umbu-caja revelou que tanto a
concentracdo de etanol como a relacdo bagago-solvente (g/mL) tiveram um efeito significativo
(p<0,05) tanto na FT como na capacidade antioxidante (Figura 1).

Para o FT, a concentracéo de etanol, a relagdo bagaco-solvente e o tempo de sonicagao
demonstrou um efeito quadratico negativo, enquanto que a relagdo bagago-solvente mostrou
um efeito linear positivo. Assim, a medida que a concentragdo de etanol aumenta, a recuperacao
de fendlicos aumenta até atingir um ponto maximo, a partir do qual comeca a diminuir.
Consequentemente, a medida que a concentracdo do etanol aumenta, a recuperacao de fendlicos
aumenta até atingir um pico. Neste ponto, comeca o declinio. Em contrapartida, um aumento
da razdo bagaco-solvente tem um impacto negativo na recuperacéo eficiente dos fendlicos.

Em relacdo a capacidade antioxidante, a concentracdo de etanol demonstrou um efeito

negativo (linear e quadratico), enquanto a relacdo bagago-solvente apresentou um efeito linear
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positivo. Adicionalmente, a interacdo entre o tempo de sonicagédo e a concentragdo de etanol
revelou-se significativa (p<0,05) para capacidade antioxidante, indicando que o efeito do tempo
de sonicacdo na capacidade do extrato de eliminar radicais livres depende da concentracao de

etanol utilizada.

Figura 1. Diagrama de Pareto das variaveis de resposta: compostos fendlicos totais (A) e

atividade antioxidante (B).
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A extracdo de polifendis do bagaco de umbu-cajé assistida por ultrassom facilitou a
recuperacdo maxima de 878,82 mg EAG.100 g-1 de peso seco, utilizando 1 g de bagaco, 36,9
mL de etanol a 55% e uma duracéo da sonicacéo de 20 minutos. Estas condigdes correspondem
ao ensaio 14 (Tabela 2). A capacidade antioxidante também registou um pico nestas

circunstancias, atingindo 1963,02 mmol EqT .100 g-1.

Tabela 2. Niveis e resultados das variaveis do planejamento do DCCR para obtenc¢éo de extrato

do bagaco de Spondias bahiensis.

Variaveis independentes Variaveis
Ensaio

X1 Xo X3 Y1 Y2
1 10 (-1) 35(-1) 1:10 (-1) 383,39+1,69  565,19+2,47
2 10 (-1) 35 (-1) 1:30 (+1) 465,51+16,76  1449,32+18,33
3 10 (-1) 75 (+1) 1:10 (-1) 303,93+19,74  559,99+4,32
4 10 (-1) 75 (+1) 1:30 (+1) 353,38+10,96 1341+14,76
5 30 (+1) 35 (-1) 1:10 (-1) 488,21+14,10 561,28+2,47
6 30 (+1) 35 (-1) 1:30 (+1) 463,8746,70  1500,99+42,13
7 30 (+1) 75 (+1) 1:10 (-1) 442,83+056  560,12+2,46
8 30 (+1) 75 (+1) 1:30 (+1) 460,18+39,27 1199,91+14,63
9 3,2 (-0) 55 (0) 1:20 (0) 587,54+19,69 1069,99+13,54
10 36,8 (+a) 55 (0) 1:20 (0) 511,58+2,80  1069,37+23,31
11 20 (0) 21,4 (-a) 1:20 (0) 354,41+18,03  724,29+20,96
12 20 (0) 88,6 (+) 1:20 (0) 193,31+20,78  657,78+6,14
13 20 (0) 55 (0) 1:3,2 (o) 219,83+3,15  179,0740,39
14 20 (0) 55 (0) 1:36,8 (+0) 878,82+85,33  1963,02+32,31
15 20 (0) 55 (0) 1:20 (0) 631,64+92,94 1088,31+38,45
16 20 (0) 55 (0) 1:20 (0) 666,94+8,97  1071,74+11,05
17 20 (0) 55 (0) 1:20 (0) 672,568+24,54 1047,48+9,76

L . « « . . -1
X1 - tempo de sonicagdo (min); X2 - concentracéo de etanol (%); X3 — Relagdo substrato-solvente (g:mL); Y1 - Compostos fendlicos totais (NgGAE.100 g =~ MS); Y2 -
Atividade antioxidante frente ao radical DPPH (mM TE.100g = MS).

Foram construidos modelos quadraticos para prever o FT e a capacidade antioxidante.
A andlise de variancia (ANOVA) foi utilizada para validar estes modelos (Tabela 3). A partir
destes modelos de regressdo, foram geradas superficies de resposta. Os efeitos ndo
significativos foram excluidos dos modelos, de acordo com o diagrama de Pareto (Figura 1).
Os efeitos significativos foram incorporados nos modelos de previsao.

O teste ANOVA demonstrou um bom ajuste dos dados experimentais (Eg. 1) com um
valor estatisticamente valor de p significativo < 0,05 (Tabela 3). No entanto, foi observada uma

falta de ajuste significativa para a FT (p<0.05). Apesar desta falta de ajuste, pode afirmar-se
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que o modelo (Eg. 5) tem uma elevada reprodutibilidade preciséo, devido ao baixo valor do
erro puro. Como tal, a falta de ajustamento pode ser considerada como um falso resultado
devido a uma elevada Fcal por um denominador muito baixo (SILVA JUNIOR et al., 2021).
Além disso, para a capacidade antioxidante, a falta de ajuste ndo foi significativa, o que indica
que o modelo (Eg. 6) precisamente alinhada com os dados reais (AHMED et al., 2022; SILVA
JUNIOR et al., 2021).

Tabela 3. Coeficientes de regressdo e ANOVA para 0 modelo quadratico de superficie de
resposta.

Coeficientes

Intercepto Linear Quadratico Interacao

Bo B1 B2 Bs Bu P22 Bas 1353 B1a Bas
CFT 658,685% 16,192 -37,461* 90,274* -43,626* -141,100* | -43,709* 17,815 -17,32 1,128
DPPH’ 1067,185*% | -6,901 -38,634% 457,270% | 7,0390 -126,833% | 7,52 -23,59 -10,705 -50,380*

ANOVA
CFT
FV GL SS MS Fealc Fiab p-valor R? Riagj
Regressio 5 354985,95 70997,19 5,76 3,20 0,0075 0,7410 0,4080
Residuos 11 135597,07 12327,01
Falta de ajuste 9 134612,40 14956,93 30,38 19,38 0,0323
Erro Puro 2 984,66 492,33
Total 16 490583,01
DPPH’

FV GL SS MS Fealc Fub p-valor R? Rl
Regressio 4 3116990,47 779247,62 131,43 3,26 0,0000 0,9799 0,9540
Residuos 12 71146,82 5928.,90
Falta de ajuste 10 70303,42 7030,34 16,67 19,40 0,0579
Erro Puro 2 843,40 421,70
Total 16 3188137,29

Significancia estatistica (valor-p) relatada *para p < 0,05.

Os modelos de regressao para o FT e o DPPH- deram valores de R2de 0,7410 e 0,9799,
e R?ajustado (R2adj ) de 0,4080 e 0,9540, respetivamente. O teste F sugeriu que os valores de
F (Fcal) para o FT e o DPPH- foram de 5,76 e 131,43, respetivamente, excedendo os valores
de F- (Ftab = 3,20 para o FT e Ftab = 3,26 para 0 DPPH-) nas condicdes experimentais atuais.
Esta constatacdo implica que os modelos para estas variaveis de resposta sdo significativos (p
< 0,05) e possuem validade preditiva. Para obter o modelo de segunda ordem, os efeitos lineares
e quadraticos significativos foram contemplados, e os modelos de regressao foram utilizados

para gerar superficies de resposta para cada variavel dependente, de acordo com as Equagdes

(5) e (6).

FT =658.685 - 37.461 X2 + 90,274X3 - 43.626X21 - 141.100X22 - 43.709X23 (Eq. 5)
DPPHe+ = 1067.185 - 38.634X2 + 457.270X3 - 126.833X22 - 50.380X2X3 (Eq. 6)
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Figura 2. Superficies de resposta geradas para as varidveis resposta: Compostos Fendlicos
totais (2 A-C) e Atividade Antioxidante (2 D-E).
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As superficies de resposta produzidas estdo representadas na Figura 2. A analise dos
dados revelou que o FT foi significativamente influenciado pelas variaveis independentes sob
investigacdo, conforme corroborado pelo diagrama de Pareto e pela analise de variancia
(ANOVA). A concentracdo de etanol, a relacdo bagaco-solvente e o tempo de sonicacéo
demonstraram impacto quadratico negativo no FT dos extratos (Figura 2A-C).

Ao examinar as trés superficies de resposta, as regides onde a recuperacéo de compostos
fenolicos foi maxima foram discerniveis. Isto foi de aproximadamente 750 mg EAG.100 g-1
peso seco quando os valores de X1 e X2 estavam na regido do ponto central (20 minutos de
sonicacao e etanol 55%) e X3 estava proximo do ponto axial +a (bagago -proporcao de solvente
de 1:36,8). Os valores de FT obtidos na maioria dos testes superaram os relatados por Gualberto
et al. (2021), que observaram FT variando entre 326.14 e 404.36 mg EAG.100 g-1 peso seco
em extratos de bagaco de umbu por extracdo assistida por ultrassom. Por outro lado, Omena et
al. (2012) relataram maiores teores de compostos fendlicos ao avaliar extratos de umbu (2,022
mg EAG.100 g-1 peso seco).

Em relacdo a capacidade antioxidante, as superficies de resposta (Figura 2 D-F)
implicam que as regibes que apresentam maior eliminacdo de radicais DPPH
(aproximadamente 1800 mmol Eq.T 100 g-1 peso seco) coincidem com aquelas observadas
para FT. Esses achados estdo alinhados com os documentados por Gualberto et al. (2021), que
observaram alta capacidade antioxidante no extrato de bagaco de umbu, obtido por extracao
assistida por ultrassom com etanol 80%. Desfechos semelhantes foram relatados por Ribeiro et
al. (2022) e Ahmed et al. (2022), destacando melhor capacidade antioxidante em extratos de
casca de umbu com 37% de etanol e extratos de Spondias pinnata (L. f.) Kurz com concentragédo
de 60% de etanol.

O estudo constatou que as variaveis independentes influenciaram significativamente
tanto a quantidade de FT como a capacidade antioxidante dos extratos. O tempo de sonicagédo
é um fator influente durante a extracdo, uma vez que ajuda reducdo do consumo de eletricidade
(SILVA JUNIOR et al., 2021). Apesar do potencial para uma extracio mais abrangente com
exposicao prolongada da matriz, o tempo de sonicacdo impactou minimamente as variaveis de
resultado estudadas. A medida que o tempo de sonicagdo aumenta, n4o se verificam alteracdes
substanciais no teor de FT e os valores da capacidade antioxidante, potencialmente devido a
rapida saturacdo da solucdo de extracdo (SANTANA NETO et al., 2022) e a influéncia das
ondas ultrassdnicas que promovem a cavitagdo, potenciando eficiéncia de extracdo (AHMED
etal., 2022; SILVA JUNIOR et al., 2021).
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Além disso, a extracdo de compostos bioativos do bagaco de umbu-caja por meio de
ultrassom foi influenciada pela concentragdo de etanol. E plausivel que os compostos fen6licos
do bagaco de umbu-caja tenham maior afinidade por solventes de polaridade intermediéria,
sugerindo que concentracdes de etanol entre 40% e 60% podem proporcionar uma extracao
eficiente desses compostos. De Santana Neto et al. (2022) relataram comportamento
semelhante, alcancando extracao eficiente de compostos polifendlicos em residuos de Spondias
mombin L. com concentracdes de etanol entre 40% e 70%. Da mesma forma, Ahmed et al.
(2022) obtiveram maiores valores de capacidade antioxidante utilizando faixa de concentracéo
de etanol de 40% a 60%.

A escolha e a natureza do solvente sdo fundamentais no processo de extracédo, pois o
solvente deve possuir alta afinidade e excelente capacidade de solvatacdo (AHMED et al.,
2022). Neste estudo, 0 uso de etanol 55% melhorou a taxa de extra¢do de compostos fenolicos
do extrato, atribuivel ao equilibrio entre &gua e etanol na solugdo extratora, que favorece a
dissolucéo e recuperacdo de polifendis (SANTANA NETO et al., 2022; SILVA JUNIOR et al.,
2021).

A eficiéncia de extracdo dos compostos antioxidantes também foi influenciada pela
proporcdo de solvente bagago, conforme mostrado na Tabela 2 e Figura 2. A medida que o
volume de solvente aumentou, resultando em uma proporcéo bagago-solvente de 1:36,8 (g/mL),
um maior recuperacdo de fendlicos foi alcancada. Ribeiro et al. (2022) observaram
comportamento semelhante, adquirindo extratos de casca de umbu enriquecidos em compostos
bioativos utilizando uma relacéo residuo-solvente de 1:38 (g/mL).

De acordo com Jovanovi¢ et al. (2017), a extragdo aprimorada pode ser atribuida a alta
solubilidade dos polifendis em solugdes hidroalcodlicas, especialmente na forma glicosidica, o
que facilita uma maior taxa de difusdo com uma maior proporcéo soluto-solvente. Além disso,
a extracdo melhorada poderia estar ligada ao excesso de compostos bioativos na matriz, que
intensificam a viscosidade e impedem a difusdo de polifendis, uma restricdo primaria da
transferéncia de massa dentro da matriz sélida durante o processo de extracio (JOVANOVIC
etal., 2017; MOHAMMADPOUR et al., 2019).

3.2. Desejabilidade e validagcdo do modelo matematico
A funcdo desejabilidade (Figura 3) foi empregada para determinar as condi¢fes 6timas

para a recuperacdo de compostos fendlicos nos extratos. Os modelos de superficie de resposta,
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incorporados a funcdo desejabilidade, permitiram identificar o ponto de maxima eficiéncia do

processo, considerando as variaveis de resposta (FT e capacidade antioxidante).

Figura 3. Perfil dos valores preditos e desejabilidade para o teor de compostos fendlicos totais
e atividade antioxidante do radical DPPH" do extrato do bagaco do bagaco de Spondias
bahiensis.

Profiles for Predicted Values and Desirability

Time (min.) Ethanol concentration (%0) Solid:liquid ratio Desirability

1100.0

Harse
TIT AL feeeeeeeins :E:Z::=,-(-:::::§.............. 75 ........................... % éﬂ
-’ ; T 1 o=
% % 3 % > | 53606 £ &
. - =
% % ¢ 119331
0.0000 . . .
2500.0 -
Hiemo  ~
15823 f———g—em——rerrs ., — S == e = i =
= N | = .
z 4l I s Jlomio & o
m, o et
1 b 1 =
o] s g
T g It 17007 E
-500.0 . :
TTSA8 frommmmmmeeme gy L it I ELELELEERELEL LDy L B R 1 f---- L SRARRECELELEEEE q
8 a. [=SaEERN . -
o - ! 0 =
B 7
o a
o
g-----g-- b
3.2 20 36.8 21.4 55 88.6 1:36,8 1:32

De acordo com a andlise de desejabilidade, os parametros ideais para extracdo de
compostos fendlicos do bagaco de umbu-caja utilizando extragdo assistida por ultrassom sdo 0s
seguintes: tempo de sonicagdo (X1) = 20 minutos; concentracédo de etanol (X2) = 55%; e relagéo
bagaco:solvente (X3) = 1:36,8 (g/mL). Nestas condicdes, os valores projetados para FT e
capacidade antioxidante frente ao DPPHe foram 686,98 mg EAG.100 g-1 de peso seco e
1835,40 mmol Eqg.T 100 g-1 peso seco, respectivamente (Tabela 4). A desejabilidade global
alcancada foi de 0,77548.

Para validar as condicfes 6timas, foi obtido um extrato em triplicata de acordo com as
condigdes de desejabilidade. Os resultados experimentais de FT e capacidade antioxidante
foram justapostos aos valores previstos. O extrato derivado em condigdes otimizadas rendeu
valores de 839,65 mg EAG.100 g-1 peso seco (PS) para FT e 1.938,00 mmol Eqg.T 100 g-1 PS

para capacidade antioxidante. Embora os resultados estejam de acordo com as previsdes do
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modelo, foi observada uma diferencga significativa entre os dados experimentais e previstos do
FT (p <0,05).

Com base nos desvios relativos (%RD) obtidos para cada variavel resposta, pode-se
concluir que a metodologia de otimizacéo do processo foi satisfatoria, uma vez que as respostas
experimentais superaram os valores previstos para as condi¢fes 6timas de tempo de sonicacdo,
concentracéo de etanol e relacdo bagaco solvente. Tais condi¢Ges permitiram maior eficiéncia
de recuperacdo dos polifendis do bagaco de umbu-caja, obtendo um extrato com alto poder

antioxidante.

Tabela 4. Resultado da quantificacdo do teor de compostos fenolicos totais e atividade
antioxidante do radical DPPH" do extrato otimizado do bagago de Spondias bahiensis.

Parametro Valor predito Valor experimental *Desvio relativo (%)
FT (mg EAG.100g* ms) 686,98° 839,65°+24,48 18,18
DPPH’ (mM Eq.T.100g ms) 1835,40? 1938,00%+39,42 5,29

*Desvio relativo = |(Valor experimental - Valor predito)/Valor experimental| x 100. Diferentes letras minGsculas na mesma linha indicam

diferenca significativa entre as amostras (p < 0,05).

3.3 Caracterizacao e Bioacessibilidade de Fendlicos do Extrato Otimizado

Os compostos fendlicos totais do extrato foram de 839,6 mg EAG.100 g PS. Este
resultado superou os valores encontrados por Moreira et al. (2012) em polpas de umbu-caja de
quatro gendtipos, assim como por Sousa et al. (2022) em seu extrato de bagaco de caja. Este
resultado também corrobora com os achados de Dias et al. (2019), que, ao submeter sementes
de umbu a extracdo assistida por ultrassom utilizando solugdo de etanol e &gua, obtiveram as
maiores concentraces de FT em comparacdo com os outros métodos e solventes utilizados.

O potencial antioxidante do umbu-caja estd diretamente atrelado ao seu alto teor de
compostos fenodlicos totais, o que fomenta a capacidade antioxidante do extrato em estudo
(OMENA et al., 2012). Os fend6licos agem como doadores de hidrogénio, que podem auxiliar
na absorcdo e neutralizacdo de radicais livres, e como agentes sequestrantes, diminuindo o
efeito pro-oxidativo do ferro ou cobre, dificultando a oxidacdo de lipoproteinas de baixa
densidade (PISOSCHI et al., 2021; AHMED et al., 2022).

O uso combinado de métodos para determinacdo da capacidade antioxidante in vitro
fornece um panorama mais confiavel da capacidade antioxidante total do extrato, como foi
utilizado DPPHe, ABTSe, FRAP ¢ atividade quelante de ions ferrosos (RUFINO et al., 2010).

O extrato otimizado apresentou valores médios de capacidade antioxidante de 1.938,0
mmol Eq.T 100 g-1 PS, 2.681,8 mmol Eq.T 100 g OS e 571,3 mmol Eq.T 100 g* PS para
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DPPHe, ABTSe + e métodos FRAP, respectivamente. Gualberto et al. (2021) obtiveram valores
semelhantes para ensaios DPPHe e ABTSe+ em extrato de bagago de umbu, enquanto o extrato
em estudo obteve valor de FRAP superior aos observados por Omena et al. (2012) em seus
extratos de umbu e por Santana Neto et al. (2022), em seu extrato de bagaco de caja. Estas
descobertas sugerem que o extrato tem alta capacidade de eliminar radicais livres e boa
capacidade redutora férrica.

A atividade quelante de ions ferrosos do extrato variou de 58,5 a 62,4%, com media de
60,45%. Este parametro esta correlacionado com a capacidade de sequestrar ions metalicos,
particularmente ions de ferro e cobre, que podem iniciar reacdes de oxidagdo. Os resultados
observados no estudo excederam aos relatados por Hazra et al. (2008) em extratos de Spondias
pinnata, indicando bom potencial para prevenir a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) através da quelacédo de ions metalicos.

O perfil fendlico do extrato e da fracdo intestinal da digestdo simulada in vitro do extrato
e a bioacessibilidade de cada fendlico identificado séo apresentados na Tabela 5. A Figura 4
mostra 0s cromatogramas representativos da analise do perfil fenolico. Foram identificados 11
compostos, sendo 8 flavonoides e 3 &cidos fendlicos. O extrato apresentou maiores
concentracdes de quercetina 3-glucosideo (6,34 mg/L) e &cido galico (2,71 mg/L). Enquanto a
fracdo intestinal apresentou maiores concentragdes de acido galico (5,34 mg/L), catequina (1,99
mg/L), epicatequina galato (1,47 mg/L) e procianidina B2 (1,19 mg/L), e menores
concentracdes dos demais compostos analisados.

Os fendlicos presentes no extrato ndo digerido foram degradados ou transformados em
novas substancias durante o processo simulado de digestéo gastrointestinal. Consequentemente,
é razoavel postular que as enzimas digestivas e os acidos do trato gastrointestinal podem ter
facilitado as transformacGes quimicas no extrato, levando a geracdo de outros compostos
fenolicos ou metabdlitos secundarios. Do mesmo modo que as etapas de digestdo podem ter
aumentado a extrabilidade da matriz, produzindo uma maior concentracdo de determinados
grupos fenolicos na fracdo intestinal do extrato (BOUAYED et al., 2011; ZHANG et al., 2020).

Com isso, foi possivel mensurar a bioacessibilidade de cada composto fendlico. A
bioacessibilidade denota a quantidade de um nutriente que é liberado de uma matriz alimentar
durante a digestéo e fica disponivel para absorcdo no trato gastrointestinal, j& que nem sempre
a quantidade total dos compostos ingeridos estdo disponiveis para serem absorvidos e
metabolizados pelo corpo humano (GUNATHILAKE; RANAWEERA; RUPASINGHE, 2018;
MCCLEMENTS; PENG, 2020).
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A bioacessibilidade da maioria dos fendlicos individuais no extrato foi alta (Tabela 5),
como catequina (1243,75 %), galato de epicatequina (918,75 %), procianidinas B2 (915,38 %),
acido galico (319,76 %) e procianidinas B1 (136,36 %). Estes flavondides tendem a resistir a
hidrolise acida e chegar intactos no intestino, o que reflete na alta bioacessibilidade destes
compostos (GUNATHILAKE; RANAWEERA; RUPASINGHE, 2018). Além disso, a
expressiva bioacessibilidade da catequina pode ser atribuida a despolimerizacéo parcial das
proantocianidinas, que sao compostos poliméricos e oligoméricos de catequina e epicatequina
e quando expostos ao ambiente intestinal sdo hidrolisados a fendlicos monoméricos (DUTRA
etal., 2017; DANTAS et al., 2023; SILVA et al., 2024).

A bioacessibilidade dos compostos observados em estudo apresentou valores superiores
aos encontrados por Dutra et al. (2017) ao determinar o perfil fenélico da fruta e polpa, tanto
do umbu-caja como da siriguela, e por Dantas et al. (2019) em polpa de caja. Indicando a
eficiéncia da extracdo assistida por ultrassom mesmo em uma matriz complexa e fibrosa como
0 bagaco de umbu-caja. Além disso, sugere-se que o extrato do bagaco de umbu-cajé pode ser
uma rica fonte de compostos fenolicos bioacessiveis, podendo ser utilizados como conservantes

alimentares alternativos aos sintéticos.

Tabela 5. Contetdo fendlico (mg/L) e bioacessibilidade (%) do extrato hidroetandlico do
bagaco de umbu-caja obtido nas condicdes otimizadas.

Extrato de Spondias bahiensis

Bioacessibilidade

Conteudo fendlico Extrato . Frag_ao (%)
intestinal
Acido galico 2.71+0.47 5.34+0.38 197.05
Acido siringico 0.22+0.08 0.08+0.02 36.36
Acido clorogénico 0.34+0.01 <LOD <LOD
Procianidina A2 0.13+0.01 0.10+0.02 76.92
Procianidina B1 0.11+0.01 0.15+0.03 136.36
Procianidina B2 0.13+0.02 1.19+0.34 915.38
Catequina 0.16+0.03 1.99+0.06 1243.75
Galato de epicatequina 0.16+0.01 1.47£0.00 918.75
Miricetina 0.44+0.08 <LOD <LOD
Quercetina 3-Glucosideo 6.34+0.35 0.03+£0.00 0.47
Kaempferol 3-glicosideo 0.16+0.04 0.01+0.00 6.25

LOD: limite de deteccéo.
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Figura 4. Cromatogramas representativos da analise do perfil de fendlicos do extrato do bagaco
-caja.

de umbu

DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off (MarcosLima\glULIANO 2022-09-08 12-45-39\006-0601.D)

0895e/ [ £ .  GB9GE="" £ oggse/ [ £ . - G89GE=""
L8268 8ezee—— | LECSE L 8eZee—=—— |
ez e ] LELFET 0zLvE| LELFE
VT A ,m \
| |
L gerze| | gelzel
| 1 ]
ig s 8 g
[04BIASIY-SID - GG 6 | payd [04RIASSH-SID - GG 6T | gaee|
mmmmmkm [ .&mm& [ mmmmmw .&mm&
0v8 LZ] L8 L org 22| LLgL
leezz] OvELE ] 1ee sz OvELE g
€29°92 <7, €269 = | £25°92 <7, £€2592 = |
" | L gl
gegee z19'52 Bkl z19'52
L 6L05z] % Lhe 6L0°G
505+ | PBY ¥ | S0G'¥Z | vBY ¥ |
el ot L ! AL
i PEEE| T PSR
| wa B wz
16272 162721
mmmmw. esg el mmmmw es8le |
ZiIE 88l 12z | ZLLZ 88l'1z|
%N.OL. o2 \4 o8 mmm.oL. G \4
1696} \« = segsl < | V5 1696} w N5 889'6) <.
SLO6L| r |Q eegebumyosieady - 18810 | SLO6L| - |Q eejeb uyosieoidy - 1/8'gL |
gozel| | |8 11 18 sozeL| | |8 1
2 2v uipueAoold - 989°4L 2 2 2v ulpitekoold - 989'4L
(NS g69L| |2 @ 81691
EEP9L 5 L2yl 5 €79k 5 L2yl
] 046Gl ™ ] 0/6'SL
| | I Lw®e | | r
53% |13 S99%L. [ T g Em.L |3 599'F1
o aord - g vkl (S ZL0'pl
ZEVEL] o uyosiealds - 6EFEL T a ZEVELL o uyasieolds - 6ETELT
£r9Zh o Z1 Py €492 a z1
1oe 2IBulIA roe &. m mmww_wr m 108 916uLIA g &. m MMNW_W
poe obufs -gechl | | m ae)eb uyosteconeiny eeL L | m PIoE oBUMAS - gRT N ¢ m ale e unoeieooefits g1 L
wmw@"r% e mwm%m e wmm@ﬁh SE mwm%w
A==l §ou - A==l 3 0L
. E  zguRiefoold - Jii E { E  zaupuefoold - oy
Mmm Lr 2 g c_u_xﬁm%%% - M [ 2 Mmm L 2 lg c_u_mﬁw%%%_ - Mn
Bl g vRERE . S LA YREBE
s68c “seee) | B B cons “seeo) | (5
poeoleS -9 2 | |B 3 poeoles -odba 2 | | T
F.Nm..ﬁy e 4 < _..Nm.ﬁv e <
eer— | |g S £EEY -, S
vE. a W pE) W
g5 3 i3
zz L g § < zz o
) a )
S 8 8
[T e e e SRR NNIN——— . R N NIEM—— .
o0 ©O ©O © © O 9o O =2 o O O ©C O o O D0 © © O O © © O =2 O o © 9O O O
0 O O O o O O < o o O o O O 0 O O O O © O < o o o o o O
£ ~ © O < M N £ © W T M N - IS N © W S M N - £ O W T O N -

min

25

20

15

-7

-caja

Figura 5. Capacidade antioxidante (%) do extrato hidroetandlico do bagaco de umbu
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AlteracGes na capacidade antioxidante das amostras foram verificadas apds a digestao
in vitro (Figura 5). O extrato apresentou diminuicdo do potencial inibitério do DPPHe. e
ABTSe+ na fracdo intestinal, de forma que a capacidade antioxidante do extrato (%) a partir do
DPPHe se apresentou aproximadamente cinco vezes maior que a do ABTSe+. Isto sugere a
predominancia de compostos fenolicos no extrato que podem doar elétrons para reduzir os
radicais DPPHe durante o processo de digestao simulado.

Em contraste, a capacidade antioxidante de 13,23% para ABTSe++ implica que menos
compostos fenolicos reagiram com o radical ABTSe+ durante o mesmo curso. As
transformacdes no extrato devido ao processo de digestdo simulado, conforme mencionado

anteriormente, podem explicar os resultados observados para a capacidade antioxidante.

3.4 Teor de umidade, pH e cor instrumental

A incorporagdo do extrato de umbu-caja ndo influenciou na umidade das alméndegas
qguando comparado aos demais tratamentos ao longo do armazenamento (Figura 6a). Observou-
se uma diminuicdo no teor de umidade das amostras EX4 no tempo 0 e 10 em relacdo aos
demais tratamentos. Possivelmente, as diferencas observadas no teor de umidade das
alméndegas EX4 estdo relacionadas ao maior conteudo de sélidos totais adicionados a
formulacdo por meio do extrato do residuo do umbu-caja. Comportamento similar foi
observado por Antonini et al. (2020) ao acrescentar sementes de chia na formulacdo de
hambdrguer bovino. A auséncia de mudangas significativas no teor de umidade das amostras
ao longo do armazenamento mostra a eficiéncia do processo de embalagem, evitando-se o
ressecamento do produto.

Em relagdo ao pH, os tratamentos apresentaram diferencas significativas (p<0,05)
apenas no tempo 10, sendo mais expressivo nos tratamentos EX2 e EX4 (Figura 6b). Podendo
indicar que a concentracdo de extrato adicionada as alméndegas caprinas contribuiram para o
maior declinio de pH. Comportamento semelhante foi observado por Turan ¢ Simsek (2021)
nas amostras de hambdrguer bovino adicionadas de extrato de amora preta. Manzoor, Ahmad
e Yousuf (2022) ao aplicar extrato de casca de manga em salsicha de frango e Rahman et al.
(2021) ao aplicar extrato de cominho preto em hamburguer bovino, também verificaram
reducdo do pH em todos os tratamentos ao longo do armazenamento, principalmente nos
tempos mais avangados. Este declinio pode refletir no retardo do crescimento microbiano sob

condigdes de pH baixo.
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Figura 6a. Teor de umidade de almdndegas ao longo do armazenamento.
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tratamentos em cada intervalo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 6b. pH de almAndegas ao longo do armazenamento.
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Médias seguidas por letras maiusculas distintas diferem entre si para cada tratamento ao longo
do tempo e médias seguidas por letras minasculas distintas diferem entre si para os diferentes
tratamentos em cada intervalo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A cor é um importante parametro de aceitacdo sensorial, sua alteracdo pode estar
relacionada ao desenvolvimento de processo oxidativo em produtos carneos. De acordo com 0s
parametros analisados, a incorporacdo do extrato de umbu-caja ndo foi capaz de inibir o
escurecimento das alméndegas caprinas até o final do armazenamento (Figura 7). Os valores
de a* diminuiram gradativamente conforme o tempo de armazenamento progrediu em todas as
amostras, mas a perda de vermelhiddo das amostras de controle ocorreu muito mais
rapidamente.

A descoloracdo de carnes vermelhas que ocorre durante o armazenamento refrigerado
geralmente esta associada ao acimulo de metamioglobina na superficie da carne, tornando mais
opaca a pigmentacdo (NISHAD et al., 2018; MANZOOR; AHMAD; YOUSUF, 2022). Esta
tendéncia é natural no processo de degradacdo da carne, dada a formacdo de pigmentos
originados da oxidacdo lipidica e proteica, assim como observado por Souza et al. (2022) ao
analisar o emprego do extrato de residuos do maracuja em hamburguer bovino e por Santana
Neto et al. (2021) em seu estudo ao aplicar extrato de residuos de caja em hamburguer de frango.

Figura 7a. Avaliacdo colorimétrica (L*) de almdndegas ao longo do armazenamento.
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Médias seguidas por letras maiusculas distintas diferem entre si para cada tratamento ao longo
do tempo e medias seguidas por letras mindsculas distintas diferem entre si para os diferentes
tratamentos em cada intervalo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 7b. Avaliacdo colorimétrica (C*) de alméndegas ao longo do armazenamento.
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Médias seguidas por letras maiusculas distintas diferem entre si para cada tratamento ao longo
do tempo e médias seguidas por letras minusculas distintas diferem entre si para os diferentes
tratamentos em cada intervalo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 7c. Avaliacdo colorimétrica (a*) de alméndegas ao longo do armazenamento.
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Médias seguidas por letras maiusculas distintas diferem entre si para cada tratamento ao longo
do tempo e medias seguidas por letras minasculas distintas diferem entre si para os diferentes
tratamentos em cada intervalo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 7d. Avaliacdo colorimétrica (b*) de almdéndegas ao longo do armazenamento.
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Meédias seguidas por letras mailsculas distintas diferem entre si para cada tratamento ao longo
do tempo e médias seguidas por letras mindsculas distintas diferem entre si para os diferentes
tratamentos em cada intervalo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 7e. Avaliacdo colorimétrica (&ngulo hue) de alm6ndegas ao longo do armazenamento.
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Médias seguidas por letras maiusculas distintas diferem entre si para cada tratamento ao longo
do tempo e médias seguidas por letras minasculas distintas diferem entre si para os diferentes
tratamentos em cada intervalo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3.5. Oxidacéo lipidica

O indice de peroxidos e TBARS sédo dois importantes indicadores de oxidacéo lipidica
em produtos carneos. Embora haja efeito positivo da diminuicdo da temperatura sob a
velocidade da reacéo, ainda ocorre deterioracdo do alimento resultante da oxidagdo mesmo em
condicdes de refrigeracdo (TURGUT; ISIKCI; SOYER, 2017). O efeito da concentracdo do
extrato do bagaco de umbu-caja e armazenamento refrigerado na evolugdo da oxidacéo lipidica
de almbndegas caprinas foi avaliada através da quantificacdo de compostos primarios (Figura
8) e secundarios (Figura 9).

Foi possivel observar que tanto o tempo de armazenamento quanto a adi¢do de extrato
nas alméndegas caprinas influenciaram significativamente (p<0,05) o indice de perdxidos
(Figura 3). Exceto para o tratamento controle, as almondegas apresentaram uma tendéncia de
aumento da quantidade de perdxidos no tempo 05 e um leve declinio ao final do
armazenamento, que pode ser atribuido a formacdo de produtos secundarios da oxidagdo
lipidica, como os malonaldeidos. Ainda foi possivel notar que o indice de perdxidos mais alto

foi encontrado no tratamento controle logo apds processamento com 0,27 mmolO2/kg.

Figura 8. Avaliacdo de peroxidos (mmol O,/Kg) de almdndegas ao longo do armazenamento.
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Médias seguidas por letras maiusculas distintas diferem entre si para cada tratamento ao longo

do tempo e médias seguidas por letras minasculas distintas diferem entre si para os diferentes

tratamentos em cada intervalo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Ja o menor valor também foi obtido logo ap6s o processamento para o tratamento BHT
(0,03 mmolO2/kg). Para as formulagdes com adi¢do do extrato do residuo de umbu-caja, o

comportamento entre elas foi semelhante, finalizando o armazenamento com valores de
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peroxidos estatisticamente iguais entre si (p>0,05). O aumento dos valores de IP com o
armazenamento pode ser indicio de processos oxidativos com formacao de aldeidos, cetonas,
acidos e hidrocarbonetos, sabor e odor de ranco indesejavel (BRUSTOLIN et al., 2021). De
acordo com Cagdas e Kumcuoglu (2015), o limite de IP aceitavel para consumo humano é de

10 meqO2/kg, valor ndo atingido em todos 0s tempos e tratamentos.

Figura 9. Avaliacdo de TBARs (mg MDA/kg amostra) de alméndegas ao longo do
armazenamento.
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Médias seguidas por letras maiusculas distintas diferem entre si para cada tratamento ao longo
do tempo e médias seguidas por letras minusculas distintas diferem entre si para os diferentes
tratamentos em cada intervalo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo a avaliacdo de TBARS, observou-se crescimento dos valores em todas as
amostras ao longo do tempo de armazenamento (Figura 9). No décimo dia de armazenamento,
o tratamento controle apresentou 0 maior acimulo de malonaldeido, enquanto o tratamento
EX4 apresentou menor acimulo no mesmo tempo, isto pode estar relacionado com a capacidade
em retardar as reagdes de oxidacgdo lipidica atribuidas ao acido galico e demais polifendis
presente no extrato (SOUSA et al., 2022).

Ghimire, Paudel e Poudel (2022) ao analisar o efeito de extrato de roma em carne moida
de buafalos durante o armazenamento e Rahman et al. (2021) ao analisar o efeito do cominho
preto no armazenamento refrigerado de hamburgueres bovinos, também apresentaram aumento
mais expressivo de malonaldeido em torno do quinto dia de armazenamento.

De acordo com Ozcan et al. (2018), produtos & base de carne com TBARS inferior a 1
mg MDAV/kg sdo considerados frescos em termos de rancidez lipidica, enquanto Esmaeili
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(2020) indica que niveis superiores a este valor geralmente resultam em odores desagradaveis
e sdo considerados como o inicio da sensibilidade organoléptica dos lipidios. Com excecéo do
tratamento controle, todas as amostras no quinto e décimo dia apresentam valores que podem
indicar o inicio do surgimento das alteracbes desagradaveis decorrentes da oxidacdo das
almondegas caprinas.

A legislagdo brasileira ndo estipula um limite maximo para a quantidade de
malonaldeido em produtos carneos. Entretanto, Zhang et al. (2019) consideram o limite
aceitavel para TBARS em produtos carneos é de 2,5 mg MDA/kg de amostra enquanto Campo
et al. (2006) estipulam valores limites de TBARS iguais a 2,0 mg MDA/kg de amostra.
Indicando que o extrato do residuo de umbu-caja é uma substancia com potencial antioxidante
tdo eficaz quanto o BHT, uma vez que os valores de TBARS foram maiores apenas para as

amostras controle ao final do armazenamento.

Figura 10. Avaliacdo de TBARs (mg MDA/kg amostra) de almdndegas integras (®) e fragdo
intestinal (A ) da digestdo in vitro simulada.
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Médias seguidas por letras maiusculas distintas diferem entre si para cada tratamento e médias
seguidas por letras minasculas distintas diferem entre si no processo de digestdo pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Também foi avaliada quanto dos produtos gerados a partir da oxidacdo lipidica
poderiam ser absorvidos por um possivel consumidor, caso ingerisse as almondegas do
tratamento EX2, EX4 e BHT no tempo 0, a partir da simulacdo de digestdo gastrointestinal in

vitro. Os valores de malonaldeidos presentes na fracdo intestinal dos trés tratamentos
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mostraram-se inferiores ao observado nas alméndegas, a qual o tratamento considerado com
maior quantidade de malonaldeidos foi EX2>BHT>EX4 (Figura 10). Aksoy, Arici e Yaman
(2022), também analisou esta tendéncia de declinio de malonaldeido na fracao intestinal em
produtos carneos tratados com amostras de hardaliye.

A baixa quantidade de malonaldeido presente na fragdo intestinal sugere uma possivel
diminuicdo desse composto ao longo do processo digestivo, resultando em uma quantidade
relativamente baixa disponivel para absorcdo ap6s a ingestdo. 1sso pode ser atribuido também
a eficacia dos agentes antioxidantes (como polifendis e BHT) em se liberar da matriz alimentar
durante a digest&o, o que contribui para reduzir a presenca desse composto no intestino.

Portanto, estes resultados indicam que as concentragOes adicionadas do extrato do
residuo de umbu-caja as almondegas, apesar de distintas, proporcionam protecao semelhante
frente as reacdes de oxidacdo lipidica, inclusive sdo tdo eficientes quanto o antioxidante
sintético BHT.

3.6. Oxidacao proteica

A oxidacdo de lipidios e proteinas estdo intimamente ligadas, embora alguns
indicadores nem sempre estejam bem correlacionados. Além disso, a oxidacdo na carne é
fortemente influenciada pela origem da carne, 0 musculo utilizado, o tratamento aplicado, 0s
ingredientes que compde o produto final e os antioxidantes intrinsecos que protegem a carne da
oxidacdo de lipidios e proteinas (GUYON; MEYNIER; LAMBALLERIE, 2016).

A oxidacdo de proteinas pode ser induzida pela presenca de compostos de oxidagédo de
lipidios quando os hidroperoxidos sdo decompostos para formar carbonilas e aldeidos. Além
disso, a oxidacdo de proteinas em produtos carneos depende da oxidacdo de cadeias laterais
presentes em aminoacidos. Desta forma, a formacéo de carbonilas torna-se um dos principais
indicadores estabilidade oxidativa proteica (NAWAZ et al., 2022; MANZOOR; AHMAD;
YOUSUF, 2022; SANTANA NETO et al., 2021). Para acompanhar a evolugdo da oxidagédo
proteica nas alméndegas caprinas ao longo do armazenamento foram quantificados 0s
compostos carbonilicos e os resultados estdo apresentados na Figura 10.

Observou-se que apenas o tratamento BHT ndo sofreu influéncia do tempo de
armazenamento das almoéndegas caprinas (p>0,05). No entanto, os tratamentos EX2 e EX4
foram afetados com a adicdo do extrato de umbu-caja (p<0,05). O alto teor de acido gélico e
catequina presente no extrato de umbu-caja pode ser atribuido ao potencial de inibicdo da
formacdo de compostos carbonilicos totais nas proteinas miofibrilares das alméndegas ao longo
do armazenamento (SOUSA et al., 2022).
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Apesar disso, as amostras controle iniciaram a oxidacdo proteica mais rapidamente,
enquanto as demais apresentaram um pico por volta do décimo dia de armazenamento,
comportamento também observado por Sousa et al. (2022). Este comportamento pode estar
associado ao efeito protetor dos polifendis presentes no extrato do bagaco do umbu-caja, bem
como do BHT.

Figura 11. Avaliacdo de compostos carbonilicos (nM carbonila/mg ptn) de almdndegas ao
longo do armazenamento.
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Médias seguidas por letras maidsculas distintas diferem entre si para cada tratamento ao longo
do tempo e médias seguidas por letras minusculas distintas diferem entre si para os diferentes
tratamentos em cada intervalo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Quando submetidas a digestdo simulada in vitro, as alméndegas do tratamento EX2,
EX4 e BHT no tempo 0, apresentaram uma reducdo importante do contetdo de carbonilicos na
fracdo intestinal (Figura 12). Embora o tratamento EX4 tenha demonstrado um efeito protetor
superior na alméndega integra, os valores expressos na fracdo intestinal nos trés tratamentos
ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa, o que sugere numa baixa
disponibilidade deste composto para absor¢do apds a ingestéo.

Deste modo, estes resultados indicam que independente das concentragdes adicionadas
do extrato do bagaco de umbu-caja as alméndegas, proporcionam protecdo semelhante frente
as reacOes de oxidacdo proteica, inclusive sdo tdo eficientes quanto o antioxidante sintético

BHT. Reforcando o potencial tecnoldgico do extrato como conservante alimentar e seu
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potencial bioativo na promogdo da salde, ao agir como antioxidante e minimizar os riscos de

acumulo de substancias potencialmente toxicas.

Figura 12. Compostos carbonilicos de almbndegas integras (®) e fragdo intestinal (A) da
digestdo in vitro simulada.

6,51

@ Almondega Aa
6,0 1 A Fragao intestinal
55+t E

ABa
50t
el e
Ba
40 ¢
35 ¢t E
30F
25 ¢t Ab
Ab Ab
20t E
S g
1,0

05+
0,0

Carbonilicos (OP (nM carbonila/mg ptn))

EX2 EX4 BHT

Meédias seguidas por letras maitsculas distintas diferem entre si para cada tratamento e médias
seguidas por letras mindsculas distintas diferem entre si no processo de digestdo pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

3.7. Analise de componentes principais

A anélise de componentes principais foi aplicada para avaliar o comportamento do
extrato do bagaco de umbu-caja em almdndegas caprinas pré-cozidas, em compara¢do ao uso
de antioxidante sintético (BHT) e um controle (sem antioxidante). Esta analise foi realizada
utilizando umidade, pH, cor instrumental, peroxidos, TBARS e carbonilicos como variaveis
(Figura 13).



Figura 13. Grafico de pontuacdo de Analise de Componentes Principais com base nos
parametros de estabilidade e qualidade das almdndegas caprinas.
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Tabela 6. Carga fatorial dos componentes principais

Carga fatorial
Variaveis CP1 CP2
Umidade -0,971 0,077
pH - 0,886 - 0,452
L* - 0,989 0,141
a* - 0,596 0,802
b* - 0,948 0,295
Cc* - 0,926 0,362
Hue 0,233 - 0,961
TBARS - 0,504 -0,848
Peroxido - 0,354 - 0,899
Carbonilicos 0,596 0,648

Tabela 7. Variabilidade dos componentes principais

Autovalores % variagao Autovalores % acumulado
acumulados
1 5,614 56,142 5,614 56,142
2 3,966 39,665 9,580 95,808
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3.8. Compostos fendlicos e atividade antioxidante

Ao determinar o teor de fenolicos totais nas alméndegas caprinas no seu estéagio inicial
e nas fracOes intestinais da digestdo simulada, houve uma reducdo significativa destes
compostos nesta ultima (Figura 14). A diminuicdo da bioacessibilidade € um aspecto comum
em alguns alimentos, especialmente aqueles com matrizes complexas, como as alméndegas,
constituidas de lipidios e proteinas, que sdo capazes de ligar-se aos fendlicos (DANTAS et al.,
2023).

Como também, pode estar relacionada com a degradacdo destes compostos durante a
acidificacdo gastrica e neutralizacdo intestinal, a qual a mudanca de pH € determinante na
estabilidade dos fendlicos, ou até mesmo por oxidacéo enzimatica, podendo ser parcialmente
ou completamente degradadas em moléculas menores ndo detectaveis (NIGNPENSE et al.,
2021; AKSOY; ARICI; YAMAN, 2022).

Figura 14. Compostos fendlicos de almdndegas antes (®) ¢ depois (A ) da digestao in vitro.
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Médias seguidas por letras maiusculas distintas diferem entre si para cada tratamento e médias
seguidas por letras minasculas distintas diferem entre si no processo de digestdo pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Entretanto, ao submeter a determinacéo do perfil fendlico das alméndegas antes e apds

a digestdo simulada in vitro, os resultados revelaram um mapa de calor (Figura 15),
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evidenciando a variacdo na detec¢do da quantidade de fendlicos na fragdo intestinal disponivel
para absorcao.

Figura 15. Mapa de calor do perfil de fendlicos das alméndegas antes e apds digestdo simulada

in vitro.
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Onde, AEN5 corresponde ao tratamento EX2 (alm6ndega com extrato natural adicionado de
volume equivalente a 0,5 g de solidos totais do extrato/kg de produto); AEN10 corresponde ao
tratamento EX4 (almdndega com extrato natural adicionado de volume equivalente a 1,0 g
solidos totais do extrato/kg de produto) e CONTROLE corresponde ao tratamento BHT
(alméndega adicionada de 0,2 g de butilhidroxitololueno (BHT)/kg do produto).

Quanto a atividade antioxidante, foi avaliada a partir dos ensaios de ABTS e DPPH
(Figura 16 e 17), devido as modifica¢Oes de pH alterarem a estrutura dos compostos fendlicos
que influenciam na determinacdo da atividade antioxidante e as condi¢Ges experimentais dos
métodos serem distintas (AKSOY; ARICI; YAMAN, 2022).

Quando submetidas a ambos 0s ensaios, todos 0s tratamentos demonstraram aumento
na capacidade antioxidante das fragdes intestinais em comparacao com o alimento integro. Este

comportamento tambem foi observado por estudos que analisaram a capacidade antioxidante
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in vitro em hamburguer bovino com adi¢do de chia e gojiberry (ANTONINI et al., 2020) e em
produtos carneos com adi¢do de hardaliye (AKSOY; ARICI; YAMAN, 2022).

A mudanca de pH do meio &cido para ligeiramente alcalino pode melhorar a capacidade
antioxidante da matriz alimentar, causando desprotonacdo das porcfes hidroxila nos anéis
aromaticos dos compostos fendlicos (BOUAYED et al., 2011). Além disso, as carnes contém
naturalmente antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos, que contribuem moderadamente para
promocdo de um ambiente antioxidante (ANTONINI et al., 2020).

Desta forma, a dose do extrato de umbu-caja utilizada foi capaz de promover uma acao
antioxidante ndo s na estabilidade oxidativa das alméndegas, mas também na diminuic&o dos
malonaldeidos e carbonilicos na fracéo intestinal simulada. Como também, capaz de manter o
equilibrio redox contra oxidantes prejudiciais, prevenindo doencas gastrointestinais ligadas a
geracdo de espécies reativas de oxigénio durante os processos de digestdo (BOUAYED et al.,
2011).

Figura 16. Atividade antioxidante (ABTS) de almondegas antes (®) e depois (A) da digestdo
in vitro.
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Médias seguidas por letras maiusculas distintas diferem entre si para cada tratamento e médias
seguidas por letras mindsculas distintas diferem entre si no processo de digestdo pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 17. Atividade antioxidante (DPPH) de almondegas antes (®) ¢ depois (A ) da digestao
in vitro.
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Médias seguidas por letras maiusculas distintas diferem entre si para cada tratamento e médias
seguidas por letras mindsculas distintas diferem entre si no processo de digestao pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

4. Concluséo

O método de extracdo assistida por ultrassom mostrou-se eficaz na extracdo de
polifendis do bagaco de umbu-caja. As condicGes de extracdo foram otimizadas com 20 minutos
de sonicagdo, concentracdo de etanol de 55% e relacdo bagaco/solvente de 1:36,8. Estes
parametros facilitaram a extracdo eficiente dos compostos fenolicos contidos no residuo de
umbu-caja, gerando um extrato rico em fendlicos bioacessiveis e com substancial capacidade
antioxidante. As descobertas sugerem que certos grupos de moléculas antioxidantes no extrato
sdo facilmente acessiveis ao metabolismo humano ap6s o consumo.

A aplicacdo do extrato de bagaco de umbu-caja em diferentes concentragdes em
almobndegas caprinas pré-cozidas sob armazenamento refrigerado apresenta efeito positivo no
retardo da oxidacdo lipidica, mostrando comportamento similar ao antioxidante sintético
utilizado. Os niveis de produtos da oxidacdo proteica das almondegas adicionadas do extrato
de umbu-caja apos digestdo simulada foram iguais a das amostras adicionadas do antioxidante
sintético. Portanto, o extrato de umbu-caja apresenta desempenho similar ao BHT, tendo
potencial para substituir parcialmente ou totalmente o conservante sintético a depender da dose

utilizada, configurando-se como uma alternativa sustentavel, natural e barata de conservagéo
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de produtos carneos, além de contribuir para a valorizacdo dos ecossistemas deprimidos
economicamente e atender a demanda por bioinsumos de origem natural.

Tais resultados sdo promissores para a identificacao de novas fontes de aditivos naturais
para aplicacdo nos setores alimenticio e farmacéutico. Pesquisas futuras deverdo investigar o
impacto da utilizacdo desses extratos como aditivos naturais em diversas matrizes alimentares,
assim como, avaliar o efeito da aplicacdo destes extratos frente as propriedades sensoriais e

microbiolodgicas de produtos carneos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que:

a) A recuperacdo de fenolicos do bagaco de umbu-caja utilizando 55% de etanol, 20
minutos de sonicagdo e uma relagdo substrato:solvente de 1:36,8 deu origem a um
extrato rico em compostos fenolicos e com elevada atividade antioxidante;

b) Os extratos apresentaram valores intermediarios de bioacessibilidade para alguns
compostos fenolicos, com destaque para o acido galico;

c) A aplicacdo do extrato de bagaco de umbu-caja em diferentes concentragdes em
almbndegas caprinas pré-cozidas sob armazenamento refrigerado apresenta efeito
positivo no retardo da oxidacdo lipidica, mostrando comportamento similar ao
antioxidante sintético utilizado

d) A incorporacdo dos diferentes niveis de extrato do bagaco do umbu-cajd manteve a
concentracdo de produtos da oxidacdo proteica das almdndegas caprinas nos mesmos
niveis das amostras adicionadas do antioxidante sintético

e) O extrato de umbu-caja apresenta potencial para uso como aditivo natural na inddstria
da carne, configurando-se como alternativa sustentivel, natural e barata para

conservacao dos derivados carneos

Faz-se necessario a realizacdo de estudos posteriores que abordem a aplicacdo destes
extratos frente as propriedades sensoriais tanto de alméndegas caprinas pré-cozidas sob

refrigeracdo, como também em produtos carneos em geral.



