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RESUMO

Na regido amazonica a saracura-mird (SAR) é conhecida na medicina popular e muito
utilizada para curar e impedir recaidas de malaria, aléem de apresentar outros usos, como
fortificante, estimulante e depurativo. As indicagbes de uso podem estar associadas a um
efeito indireto, que pode ser relacionado ao alto teor de saponinas (efeito adaptdgeno) e a
presenca de triterpenos (acdo imunoestimulante). A proposta de desenvolvimento de uma
bebida com propriedades adaptdgenas para atletas a partir de SAR visa reforcar a resisténcia
ndo especifica, melhorando o desempenho atraves do aumento da capacidade de adaptacdo ao
estresse oxidativo causado por exercicio fisico intenso na rotina de treinamentos e de
competicdes. O objetivo geral do trabalho foi desenvolver, caracterizar e avaliar
sensorialmente uma bebida para atletas a base de SAR na forma de po reconstituivel. As
cascas de SAR foram caracterizadas granulometricamente como pé moderadamente grosso,
cujas particulas observadas em microscopio digital e eletrdnico de varredura (MEV)
apresentaram diferentes tamanhos e formas. A composicdo demonstrou baixa contribuicdo
nutricional de carboidratos, lipideos, proteinas (IAL, 2005; AOAC, 1995) e minerais
(Espectrofotometria de Absorcdo e Fluorescéncia de raio-X) em relacdo a dose diéria de
consumo de SAR. As cascas secas apresentaram baixa umidade e contaminantes
microbioldgicos dentro dos limites de legislagdes pertinentes. Os extratos aquosos SART
(extracdo laboratorial) e SARFlora (extracdo em escala piloto) foram secos por spray-dryer. A
solubilidade de SARFlora foi alta (14,19%), apesar da baixa molhabilidade. As particulas de
SART apresentaram-se amorficas, e as de SARFlora apresentaram tendéncia a formato
esférico por MEV. SART e SARFlora apresentam perfis semelhantes quanto a distribuigdo de
tamanho (técnica do espalhamento dinamico de luz), sendo unimodal. Quanto a composicao,
considerando-se a legislacdo pertinente e o consumo diario profilatico de SAR para malaria, a
adicdo de SARFlora a produto alimenticio ndo interferiria na composic¢do nutricional. Por
determinacdo gravimétrica, foram encontrados 32,14% de saponinas em SARFlora (g/100g de
extrato). A quantidade de compostos fenolicos encontrados em SARFlora (0,224 mg/lmg) €
similar & de bebidas obtidas a partir de plantas. Os resultados dos contaminantes
microbiologicos ficaram dentro dos limites estabelecidos por legislagdes. O perfil
cromatografico dos extratos foi semelhante e positivo para saponinas. Resultados de CLAE-
DAD-ELSD confirmaram a presenca de acido betulinico em SARFlora, e andlise dos
espectros de massa [M-H] sugerem que os compostos pertencem a classe das saponinas

triterpénicas com perfil complexo do tipo damaranica, com pesos moleculares de m/z 800-



1000. O calculo de dose diaria de consumo foi realizado a partir da estimativa de consumo de
extrato de SAR pelo método tradicional (9mg/kg corpéreo). A solubilidade de SARFlora
variou pouco mediante a alteracdo de pH. Testes de avaliacdo sensorial definiram o sabor
tangerina para a formulacdo da bebida. Atraves de planejamento experimental obtiveram-se
respostas de aceitacdo sensorial, que originaram resultados otimizados de concentragdes de
SAR e acucar, os quais foram usados para se definirem as propor¢6es na formulacdo final.
Além desses componentes, a formulacdo final também incluiu polpa de tangerina e acido
citrico. A porcao de formulacéo final (para preparo de 300mL) fornece 6% VD de calorias e
11%VD de carboidratos (dieta de 2000Kcal). Para a obtencgéo de efeitos adaptogenos se faz
necessario o consumo de 3 a 4 copos/dia de formulacdo final. Os resultados obtidos na
avaliacdo sensorial por publico alvo (atletas) sugerem que a formulacdo desenvolvida pode ter
boa aceitacdo e intencdo de compra positiva, sendo possivel posterior inser¢cdo de um produto

inovador no mercado.

Palavras-chave: saracura-mird, adaptdgeno, atletas, desempenho fisico, estresse oxidativo,

saponinas, acido betulinico.



ABSTRACT

Development of a beverage for athletes with potential adaptogen effect produced from a
plant specie — Saracura-mira, Ampelozizyphus amazonicus Ducke and sensory

evaluation.

In Amazon region, saracura-mira (SAR) is known in popular medicine and it is very used
against maralia’s relapse and others functions such as restorative, stimulant and depurative.
The indications can be associated to an indirect effect, and maybe be related to the high
percentage of saponins (adaptogen effect) and the presence of triterpenes (immunostimulant
activity). The proposed development of a beverage with adaptogenic properties for athletes
made from SAR aims to strengthen the non specific resistance improving performance by
increasing the ability to adapt to oxidative stress caused by routine intense exercise trainings
and competitions. The study’s overall goal is develop, characterize and sensorial evaluate a
beverage for athletes made with SAR in reconstituted powder form. SAR’s barks were
characterized granulometrically as a moderately coarse powder, presenting particles with
different sizes and shapes observed in a scanning electron microscopy (SEM). The
composition showed low nutritional contribution of carbohydrates, lipids, proteins (IAL,
2005, AOAC, 1995) and minerals (absorption spectrometry and X-ray fluorescence) in
comparison with the daily dose of intake SAR. The dried barks showed low humidity and
microbiological contaminants within the limits of legislation. The aqueous extracts SART
(laboratorial extraction) and SARFlora (pilot scale extraction) were dried by spray-dryer. The
solubility of SARFlora was high (14.19%), despite the low wettability. ~SART particles
presented amorphous and SARFlora particles presented spherical shape tendency by SEM.
SART and SARFlora present similar profiles in size distribution (dynamic light scattering
technique) being unimodal. The composition, considering the legislation and the daily
consumption of SAR prophylaxis of malaria, SARFlora can be added to any food products
that would not interfere in the nutritional composition. By gravimetric determination, it was
found 32.14% of saponins SARFlora (g/100g extract). The amount of phenolic compounds
existing in SARFlora (0.224 mg/1mg) is similar to that of beverages obtained from plants.
The results of microbiological contaminants were within the limits established by law. The
chromatographic profile of the extracts was similar and positive for saponins. The results of
HPLC-DAD-ELSD confirmed the presence of betulinic acid in SARFlora. Analysis of the
mass spectra [M-H] implied that the compounds belong to the class of triterpenoidal



dammarane saponins in the range of m/z 800 -1000. The daily consumption was calculated
from the estimated consumption extract SAR by the traditional method (9mg/Kg body). By
changing the pH, the solubility of SARFlora scarcely varied. Sensory evaluation tests
indicated tangerine flavor to the drink formulation. By means of experimental planning,
optimized SAR and sugar concentrations as well as acceptability were obtained. These results
were used to define the ratios in the final formulation. Besides these components, the final
formulation also includes mandarin pulp and citric acid. A portion of the final formulation
(for preparing 300mL) provides 6% DV of calories and 11% DV of carbohydrates (2,000
Kcal in a diet). To obtain the adaptogen effect, it is necessary the consumption 3 or 4 cups/day
of the final formulation. The results of sensory evaluation by athletes suggest that the
proposed formulation might have good acceptance and positive purchase intent. Then, there is

a potential for subsequent introduction of an innovative product in the market.

Keywords: saracura-mira, adaptogen, athletes, physical performance, oxidative stress,

saponins, betulinic acid.
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1 INTRODUCAO

1.1 Ampelozizyphus amazonicus Ducke

A espécie vegetal Saracura-mird (SAR), Ampelozizyphus amazonicus pertence a
familia Rhamnaceae. Familia cosmopolita com cerca de 58 géneros e 900 espécies, dos quais
cerca de 28 géneros e 170 espécies ocorrem na regido neotropical (LIMA, 2006).

Conhecida na regido amazbnica como Saracura-mird (SAR), Ampelozizyphus
amazonicus é uma espécie que possui distribuicdo endémica na América do Sul sendo
encontrada ao longo do territério da Amazonia brasileira, venezuelana, colombiana e peruana,
estendendo-se até o Equador (LIMA, 2006) (Figura 1).
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Figura 1: Distribuicdo endémica de SAR na América do Sul ao longo do territério da Amazénia brasileira,
venezuelana, colombiana e peruana, estendendo-se até o Equador - Limite da bacia amazénica.
Adaptado de: RIBEIRO NETO, 2006.



No Brasil, a SAR é encontrada nos estados do Amazonas, Para e Roraima, em

florestas de terra firme (LIMA, 2006), preferencialmente em locais com muita umidade, como

nas proximidades de igarapés e cachoeiras (Figuras 2 e 3).

Figura 2: Local onde a SAR é facilmente encontrada. Ilha dos macacos no Rio Erepecuru.

Fonte: acervo pessoal.

A SAR apresenta liana robusta com caule cilindrico. Floresce de outubro a dezembro e
frutifica de novembro a fevereiro (LIMA, 2006). As inflorescéncias podem ser observadas na
Figura 4.

A Figura 5 mostra exsicatas de Ampelozizyphus amazonicus Ducke. Detalhes de partes

de SAR como habito, flor e pétala sdo apresentados na Figura 6.



Figura 3: SAR encontrada em area préxima ao rio Erepecuru/Pard, em terra firme - Caminho dos Porcos.

Fonte: acervo pessoal.



Figura 4: Detalhe das inflorescéncias da SAR.

Fonte: Tropicos.org.
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Figura 5: Exsicatas de Ampelozizyphus amazonicus, onde: (a) exsicata depositada no New York Botanical

Garden, (b) exsicata depositada no Neotropical Herbarium Specimens.
Fontes: a. The New York Botanic Garden; b. Botanical Collections Database.



Figura 6: SAR, onde: a. habito, b. flor inteira, c.flor em corte ongitudinal, d. pétala, e-g. estame.

Fonte: LIMA, 2006.



1.2 Composigédo quimica da SAR

Estudos acerca da composic¢ao quimica da SAR sdo escassos.

A SAR apresenta elevada quantidade de saponinas, sendo encontrados 48,4% de
saponinas em um extrato aquoso de raiz de SAR por CLAE (SILVA et al., 2009) e alto teor
de saponinas em extrato aquoso de cascas de SAR por indice de espuma (OLIVEIRA et al.,
2011).

As saponinas, principal classe de substancias ativas da SAR, possuem propriedade
surfactante (redutora de tensao superficial da 4gua) e acdo detergente e emulsificante (SPARG
et al., 2004).

Algumas saponinas da SAR foram isoladas de cascas de suas raizes da planta como: 3-
O-[B-D-glicopiranosil(1—2)a-L-arabinopiranosil]-20-O-a-L-ramnopiranosil-jujubogenina
(BRANDAO, 1992) e ampelozigenina-150-0-acetil-3-O-o-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-
glicopiranosideo (BRANDAO, 1993) (Figura 7).

OH

HO

Figura 7: Saponinas isoladas das raizes de SAR.
Fonte: BRANDAO, 1992; BRANDAO 1993.



Outras substancias também foram encontradas em SAR como 0s triterpenos: &cido
melaléucico, acido 3p,27a-diidroxilup-20(29)-en-28B-0dico, acido betulinico, betulina e lupeol
(BRANDAO, 1993) e os fitoesterdides (ROSAS et al., 2007).

Estudo recente realizado pelo nosso grupo mostrou, através de analises por LC-ESI-
MS/MS, que o extrato de SAR objeto do presente estudo apresenta um perfil quimico
complexo de saponinas (em torno de 10-12) cuja faixa de peso molecular varia de m/z 800—
1000 (PECANHA et al., 2013).

Um estudo em extrato aquoso das raizes de SAR demonstrou a presenca de doze (12)
minerais: zinco, cobre, ferro, manganés, sodio, potassio, magnésio, calcio, cromo, niquel,
cobalto e fosforo. O estudo destaca abundéncia dos elementos K, Mg e Ca, assim como na
maioria das plantas e uma elevada quantidade de Fe, maior do que qualquer outra espécie ateé
0 momento avaliada (SILVA et al., 2009).

1.3 Uso tradicional e atividades biologicas da SAR

Em toda a regido da Amazbnia a SAR é considerada uma espécie de extrema
importancia na prevencdo e na cura da malaria (RODRIGUES, 1989; VIEIRA, 1992;
DUCKE & MARTINEZ, 1994; KRETTLI et al.,, 2001; SANTOS & MUAZE, 2002;
KRETTLI & ANDRADE-NETO, 2004; OLIVEIRA, 2004; SANTOS et al., 2005;
RODRIGUES, 2006; SILVA et al., 2009; OLIVEIRA et al. 2011).

A atividade profilatica da SAR foi demonstrada in vivo e in vitro contra a forma
esporozoita de contagio da malaria (ANDRADE-NETO et al., 2008) e apesar de resultados
negativos para a atividade contra formas sanguineas do plasmédio Plasmodium falciparum
(BRANDAO, 1985; ANDRADE-NETO et al., 2008; OLIVEIRA, 2009), alguns estudos
apontam para uma atividade profilatica da planta contra a malaria (KRETTLI et al., 2001;
ANDRADE-NETO et al., 2008).

Além das indicacdes de uso contra malaria, a SAR € usada para desordens hepaticas,
intoxicacgdes, gastrite, dores nas juntas, dores renais, como depurativo, purgativo, diurético,
revitalizador, como tdnico para nervos, para “inflamagdes de mulher”, anemia e diabetes
(OLIVEIRA, 2004; OLIVEIRA et al., 2011). Outras indicacdes podem ser mencionadas
como para memoria, falta de apetite, prisdo de ventre, inflamacéo de prostata, e tratamento de
intoxicacdo (OLIVEIRA, 2009).



A planta demonstrou atividade contra a forma tripomastigota do Trypanosoma cruzi
(ROSAS et al., 2007); é utilizada em casos de mordidas de cobras (BRANDAO et al., 1992);
é considerada hepatoprotetora em quadros de lesdo induzida no figado (SPARG et al., 2004);
e foi demonstrado em estudos in vivo um efeito antidiurético de uma fracdo de SAR contendo
saponinas e um efeito diurético de uma fragdo de SAR sem saponinas (DINIZ et al., 2009;
DINIZ et al., 2012).

As raizes da SAR sdo indicadas na medicina popular para a cura de resfriado e malaria
(LIMA, 2006); sdao usadas como depurativas (RODRIGUES, 1989; VIEIRA, 1992,
ALMEIDA, 1993; OLIVEIRA et al., 2011); empregadas no tratamento de disturbios
gastrintestinais, inflamagdes em geral, reumatismo e outros tipos de dor e quadros de febre
(SANTOS, 2005; RODRIGUES, 2006; RODRIGUES et al., 2010). J& o p6 das folhas de
SAR ¢ indicado como cicatrizante (ALMEIDA, 1993; BERG, 1993).

A SAR ¢é considerada uma planta estimulante e energética (SANTOS et al., 2005;
OLIVEIRA et al., 2012) obtendo-se a partir das cascas um tonico fortificante e afrodisiaco
(BERG, 1993; MEB, 1993; SANTOS et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2011).

O uso tradicional da SAR envolve o consumo de uma bebida aquosa preparada a partir
de suas raizes e cascas. A bebida apresenta espuma abundante e sabor amargo semelhante a
cerveja, o que lhe confere os nomes populares de “cervejinha”, “cerveja-do-mato”, “cerveja-
de-indio”, “cerveja-de-indio”, “cervejeira” e “cerveja-de-preto” (RODRIGUES, 1989;
VIEIRA, 1992; DUCKE e MARTINEZ, 1994; REVILLA, 2002; KRETTLI & ANDRADE-
NETO, 2004; SANTOS et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2011).

A bebida preparada com a SAR pelo método tradicional utilizado nas comunidades
quilombolas do municipio de Oriximina (Paréd/Brasil) consiste em limpar o cipd e raspar a
casca, coloca-la em um recipiente com agua e agitar vigorosamente com uma colher até
formar uma espuma abundante e persistente. Essa espuma formada é entdo retirada e
descartada, repetindo esse procedimento por mais seis (6) vezes (OLIVEIRA et al., 2011)
(Figura 8).

Uma possibilidade da SAR combater a malaria tanto no processo de cura como
impedindo recaidas seria através de um efeito indireto, conforme usos relatados pelos
quilombolas relacionados ao combate e prevencdo de doengas, a dor e inflamacéo, usos como
fortificante, estimulante e depurativa e a descricdo de um efeito anabdlico pelos individuos
que consomem a bebida (OLIVEIRA et al., 2011). A utilizacdo da SAR pelos doentes com
malaria objetivaria ndo a cura especificamente, mas o restabelecimento da energia (SANTOS

et al., 2005). As evidéncias apontam fortemente para propriedades adaptégenas da SAR



podendo esse efeito estar relacionado ao alto teor de saponinas, classe que possui comprovado
efeito adaptogeno em literatura, associado a efeito imunoestimulante de triterpenos presentes
como o 4cido betulinico (OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012).

(e)
Figura 8: Procedimento realizado para obtencdo da bebida preparada com a SAR pelo método tradicional
quilombola: (a) cipo ja& limpo, (b) raspando a casca do cip6, (c) casca do cipd, (d) agitando vigorosamente com

formacéao de espuma abundante, (e) bebida tradicional pronta ap6s descarte de espuma formada por sete vezes.

Fonte: acervo pessoal.
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1.4 Efeito adaptogeno e Estresse

O consumo de alimentos ou formulacBes especificas para a recuperacdo de atletas
antes, durante ou ap0s eventos extenuantes pode ser fundamental na promocdo do
desempenho.

Nesse contexto de melhora de desempenho de atletas, diversos produtos tanto
fitoterapicos quanto suplementos alimentares exploram a linha de ac¢do de adaptdgenos, e tém
sido usados pelas suas propriedades de melhorar o desempenho fisico em atletas e por
aumentar a capacidade mental em voluntérios sadios (LUPADIN et al., 1999b; PANOSSIAN
et al., 1999a).

O termo adaptogeno foi criado em 1947 pelo cientista russo Lazarev para descrever as
propriedades da droga dibazol (2-benzil-benzimidazol), um dilatador arterial desenvolvido na
Franca. O dibazol foi capaz de estimular em humanos a resisténcia ndo-especifica ao estresse
em estudos experimentais. O termo adaptégeno define um grupo de substancias
farmacologicamente ativas, capazes de induzir no organismo um estado de resisténcia nao-
especifica aumentada, tornando-o capaz de responder melhor ao estresse e adaptar-se ao
agente agressor (WAGNER et al., 1994; PANOSSIAN et al., 1999a).

Nesse sentido, os adaptdgenos constituem uma nova classe de reguladores metabolicos
de origem natural que sdo capazes de reforcar a resisténcia ndao especifica contra agentes
estressores e melhorar a capacidade do organismo para se adaptar aos fatores ambientais de
estresse. O conceito de adaptdgeno tem sido aceito como categoria terapéutica, e 0 termo
funcional foi reconhecido pela Food and Drug Administration (FDA) em 1998 (PANOSSIAN
et al., 1999a).

O estresse pode ser definido como um estado alterado da homeostase, que é
desencadeado por varios estimulos de natureza fisica, quimica (radiacdes) e bioldgica
(infeccBes) onde o organismo ndo estd suficientemente preparado para enfrentar o agente
estressor e se desestabiliza. A homeostase € um equilibrio dindmico complexo que
constantemente é afetado por fatores intrinsecos e extrinsecos de estresse (PANOSSIAN et
al., 1999a).

Hans Seyle estudou em 1936 e 1937 as consequéncias do estresse no organismo
humano e definiu a Sindrome de Adaptacdo Geral. A sindrome se manifesta independente do
agente agressor e o modelo de estresse foi dividido em trés fases: fase de alarme, de
resisténcia e fase de exaustdo (WAGNER et al., 1994).
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A fase de alarme é um periodo catabdlico em que ha a resposta imediata do organismo
ao estresse estimulando o sistema nervoso simpético e o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal, o
que resulta no aumento dos niveis de catecolaminas, neuropeptideos, adenosina trifosfato
(ATP), oxido nitrico e eicosandides (WAGNER et al., 1994; PANOSSIAN & WAGNER,
2005).

Se a exposicao ao estresse for continua, inicia-se a segunda fase da sindrome, a fase de
resisténcia. Nessa fase o organismo desenvolve uma adaptagdo e gradualmente normaliza o
distirbio causado pelo agente estressor. O estagio catabdlico vai sendo substituido por
fungdes anabdlicas no organismo. Se houver continuacdo do fator estressante o organismo
chega a seu limite de forca e de resisténcia e entra na fase de exaustdo (WAGNER et al.,
1994).

No cotexto das fases do estresse, os adaptogenos melhoram a capacidade de resposta
do organismo ao agente estressor devido a um aumento do nivel basal de mediadores
envolvidos na resposta ao estresse, reduzindo a reatividade dos sistemas de defesa atravées do
equilibrio dos mediadores de resposta ao estresse de “ativar” (catecolaminas, por exemplo) e
“desativar” (exemplo: corticoides) (PANOSSIAN et al., 1999a). Assim o adaptdgeno faz com
que o organismo reaja melhor durante estresse continuo, ndo chegando ao seu limite de forca
e de resisténcia ao estressor nem ao maximo de exaustao.

As trés fases do estresse segundo modelo de Seyle e a acdo do adaptogeno frente ao

estresse continuo podem ser observadas na Figura 9.

adaptogeno
» Estresse continuo >
Fase de Alarme Fase de Resisténcia Fase de Exaustao
' Resisténcia
/ \ Maxima
Resisténcia
< ® Adaptacdo Normal
% & ;
s %
) Q¢ %,
£

Resisténcia

\ Minima

Figura 9: As trés fases do estresse segundo Seyle (1936) e efeito adaptogeno.
Adaptado de: PANOSSIAN et al., 1999a; KHANUM et al, 2005; STEINBERG et al., 2008.
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E interessante destacar que os efeitos estimulantes do adaptgeno diferem de
estimulantes do sistema nervoso que também aumentam a atividade do sistema simpaético,
aumentando o estado de alerta, a capacidade de trabalho e a concentragcdo em tarefas mentais.
Esses estimulantes, apds o aumento inicial de desempenho, h4 um periodo de diminuicao
acentuada e seu uso continuo pode causar dependéncia e tolerancia diminuindo reflexos
condicionados, devido parcialmente a exaustdo de catecolaminas cerebrais (PANOSSIAN et
al., 1999a; PANOSSIAN & WAGNER, 2005).

O efeito de adaptégenos aumentando o desempenho fisico esta bem descrito em estudo
duplo-cego, controlado por placebo, onde se avaliou os efeitos de exercicio fisico intenso em
atletas aos quais foram administrados extratos de duas plantas (PANOSSIAN et al., 1999b).

1.5 Plantas adaptogenas

Uma planta adaptogena bastante estudada é o Ginseng (Panax ginseng) cuja atividade
tonica foi descrita na mais antiga Farmacopeia Chinesa. A atividade adaptdgena do ginseng
aumentando a resisténcia foi demonstrada em experimentos com animais envolvendo
diferentes agentes estressores (WAGNER et al., 1994). O ginseng exerce efeito anabdlico em
animais, estimulando a producdo proteica, levando a melhora no desempenho fisico e na
capacidade de aprendizado. Estudos mostram que 0s ginsenosideos (saponinas triterpénicas)
sdo 0s componentes bioativos responsaveis pelo efeito adaptégeno do ginseng (WAGNER et
al., 1994; PANOSSIAN et al., 1999a).

Outra planta adaptogena conhecida como ginseng siberiano, da mesma familia do
ginseng (Araliaceae), é Eleuthecoccus senticosus. Ensaios com humanos sadios demonstraram
reducdo do estresse sem apresentar efeitos adversos, sendo que um estudo duplo-cego
mostrou aumento no aprendizado e na memdria. O extrato também apresenta atividade
anabolica e aumento de rendimento fisico assim como outros adaptégenos. Além disso, ha
evidéncias de que estimula o sistema nervoso central ( WAGNER et al., 1994).

Na medicina tradicional indiana é comum a utilizacdo de folhas de Withania
somnifera, conhecida como ginseng indiano, familia Solanaceae, para tratamento de tumor de
pele, assim como a utilizacdo de suas raizes como tonico e para manutencdo de equilibrio da
salde. A atividade imunoestimulante, o aumento da resisténcia fisica e o efeito anabélico ja
foram demonstrados, além do efeito protetor contra estresse induzido por Ulcera gastrica
(WAGNER et al., 1994).
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A planta adaptdgena Rhodiola rosea, familia Crassulaceae, € conhecida na medicina
popular da RUssia, Escandinavia e outros paises da Asia como estimulante do sistema
nervoso, sendo utilizada para aumento do desempenho no trabalho, dores, inflamacdes e
infeccgdes (KHANUM et al., 2005). Estudos clinicos mostram prevencdo de fadiga, melhora
de desempenho mental principalmente em relacdo a memoéria de longo prazo, efeitos
estimulantes do sistema nervoso central, além de regular distarbios do sono e de altitude
(WAGNER et al., 1994; HA et al., 2002; KHANUM et al., 2005).

Vérias outras plantas tem descricdo em literatura como apresentando efeitos
adaptogenos como Schizandra chinensis que mostrou melhora de desempenho de atletas;
Bryonia alba com resultados em atletas saudaveis aumentando resisténcia e desempenho além
de melhor restauracdo da frequéncia cardiaca apds treinamento fisico; entre diversas outras
(WAGNER et al., 1994; PANOSSIAN et al., 1997; PANOSSIAN & WAGNER, 2005).

E interessante citar que as plantas adaptogenas R.. rosea, S. chinensis e E. senticosus
demonstraram efeito estimulante melhorando o desempenho mental e fisico, apresentando
eficacia apOs a administracdo de dose unica com efeitos estimulantes aparentes 30 minutos
apos a administracdo e mantidos pelo menos de 4 a 6 horas. Esse mecanismo de resposta a
dose Unica de adaptdgeno ao estresse pode estar associado a reacdo aguda e rapida
desencadeada pelo eixo simpato-adreno-medular. A resposta a dose Unica de um adaptdgeno
pode ser benéefica em situagcdes que exigem uma resposta rapida a uma situacao de estresse.
Normalmente, o efeito benéfico de adaptogenos é associado a administracdo de doses
multiplas correlacionando principalmente ao eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal por ser
fundamental nas reacGes do corpo ao estresse e adaptacdo (PANOSSIAN & WAGNER,
2005).

O efeito imunomodulador e imunoestimulante de plantas medicinais também é bem
descrito na literatura e, em especial, para plantas ricas em saponinas, como Ginseng, Alcacuz,
Cimicifuga, Astragalo e outras (PATWARDHAN et al., 2005). Plantas ricas em triterpenos
utilizadas na medicina popular contra doencas em que o sistema imunolédgico esta debilitado
também apresentam esses efeitos, sendo demonstradas atividades anti-inflamatoria, antiviral,
antimicrobiana e antitumoral, bem como efeito imunomodulador (RIOS, 2010; PANOSSIAN
etal., 1997).

Nesse contexto de planta com propriedades adaptégenas, resultados do nosso grupo
indicam que a espécie vegetal SAR, Ampelozizyphus amazonicus Ducke, encontrada na regiao
amazobnica, possui propriedades imunomoduladoras, induzindo uma modificacdo in vivo da

resposta de linfocitos B, assim como propriedades anti-inflamatérias, em parte devido a uma
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reducdo na migracao de células e, muito provavelmente devido a uma inibicdo da producéao de
mediador inflamat6rio (PECANHA et al., 2013).

1.6 Estresse oxidativo e atletas

A intensa e exaustiva atividade muscular promovida por atletas durante suas rotinas de
treinamentos e competigdes pode promover desequilibrios fisioldgicos diversos resultando em
alteracOes na resposta imune, aumentando o risco de infecgdes, instalando quadro de estresse
oxidativo, com consequente reducdo de desempenho (NIEMAN, 2000a; NIEMAN, 2000b;
LOPES et al., 2005; FINAUD & FILAIRE, 2006; BURINI et al., 2010). O treinamento
intenso € acompanhado por fadiga e reducdo de desempenho havendo necessidade de
periodos apropriados de recuperacdo para intensificacdo de treino evitando o estresse
(BURINI et al., 2010). O exercicio fisico exaustivo exerce influéncia aguda e crbnica no
sistema imunologico do atleta aumentando riscos de infecgdes clinicas e subclinicas durante o
periodo de baixa imunidade (NIEMAN, 2000), podendo ser destacada a ocorréncia aumentada
de inflamacdes e infec¢bes do trato respiratdrio superior em atletas sendo constantemente
monitoradas pelos treinadores e pesquisadores (GLEESON, 2000; CONRAD et al., 2007;
MOREIRA et al., 2009; TSAI et al., 2009; LUNA JR, 2011; FREITAS et al., 2013).

A melhora do desempenho de atletas tem grande relagdo com a diminuicdo dos
desequilibrios provocados pelo estresse oxidativo em decorréncia da pratica esportiva intensa,
seja durante rotina de treinamentos ou de competicdes.

O estresse oxidativo € instalado quando ha desequilibrio entre o sistema pro e
antioxidante onde a producdo de espécies reativas (de oxigénio, nitrogénio e outras) €
excessiva em determinadas condicGes fisioldgicas e o sistema antioxidante ndo consegue ser
eficiente em restabelecer o equilibrio necessario (VASCONCELOS et al., 2007). Assim,
quando as defesas antioxidantes forem reduzidas, como no caso de processos inflamatérios,
disfuncdes bioldgicas ou alimentacdo inadequada, ou quando a producao de radicais livres for
excessiva, como durante exercicios extenuantes, o equilibrio é desfeito e instala-se o estresse
oxidativo (LIU et al., 1999; VISIOLI, 2000; URSO & CLARHSON, 2003).

Os radicais livres sdo, normalmente, neutralizados por um sistema de defesa
antioxidante que consiste em enzimatico e ndo enzimatico. O sistema enzimatico inclui
principalmente as enzimas antioxidantes catalase (decompde peroxido de oxigénio em
oxigénio e agua), superdxido dismutase (catalisa a dismutacdo do anion superéxido a

peréxido de oxigénio e oxigénio) e glutationa peroxidase (atua em peréxidos em geral).
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O sistema ndo enzimatico inclui numerosos antioxidantes como as vitaminas A, E e C (nas
formas betacaroteno, ascorbato e tocoferol respectivamente), glutadiona (cofator da enzima
glutadiona peroxidase), &cido Urico (na forma de uratos) e proteinas de transporte de metais de
transicdo como transferrina e ceruloplasmina. Os antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos
representam inclusive bons biomarcadores para estresse oxidativo e lesdes celulares (URSO
& CLARKSON, 2003; SCHNEIDER & de OLIVEIRA, 2004; FINAUD & FILAIRE, 2006;
MARGONIS et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2007).

A intensa atividade muscular, em funcdo do alto consumo de oxigénio, e 0 estresse
oxidativo gerado pelo aumento de espécies reativas de oxigénio promovem a reducdo da
capacidade antioxidante, podendo induzir a apoptose em células saudaveis, provocar
inflamacdes, alterar funcdes celulares, favorecer peroxidacgdo lipidica e danos celulares devido
a alta reatividade com proteinas de membranas e até com acido desoxirribonucleico (DNA)
celular (PRIOR & CAO, 1999; CAZZOLA et al., 2003; SCHNEIDER & de OLIVEIRA,
2004; FINAUD & FILAIRE, 2006; LAMPRECHT et al., 2007).

Todo esse quadro de estresse oxidativo acaba por tornar o atleta vulneravel a
alteracdes musculares diversas, podendo comprometer sua capacidade de exercitacdo, seu

rendimento e desempenho final.

1.7 Estratégias para minimizar estresse oxidativo em atletas

A rotina de treinamento fisico para atletas deve ser associada a um programa
nutricional adequado que envolve o balanceamento energético e de macro e micro nutrientes
de acordo com o atleta, programa fisico e a atividade desenvolvida (COYLE, 2000;
GLEESON & BISHOP, 2000; BLAMCHARD et al., 2001; VOLEK, 2004; LOPES et al.,
2005) visando melhor preparo do organismo do atleta e rapida recuperacdo organica entre
eventos competitivos e durante o treinamento.

As diferentes estratégias de intervencdo nutricional adotadas na rotina de treinamento
e competicOes de atletas visando melhora de desempenho objetivam o restabelecimento dos
niveis de energia corporal e a restauracdo de desgaste e danos celulares.

A aumentada necessidade organica em atletas por nutrientes especificos e uma
possivel deficiéncia nutricional pode requerer um aporte antioxidante maior seja através da
alimentacdo rica em antioxidantes ou através de suplementacdo visando a diminuicdo do
desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e antioxidantes endogenos e
exdgenos que induz o estresse oxidativo (MORILLAS-RUIZ et al., 2006; GOLDFARB et al.,
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2007; TEIXEIRA et al., 2008). Muitos estudos abordam a necessidade de suplementacdo em
atletas de substancias antioxidantes a fim de minimizar estresse oxidativo seja na forma de
intervencdo nutricional ou por suplementagdo (LEITE & SARNI, 2003; BONINA et al.,
2005; MORILLAS-RUIZ et al, 2006; ROUSSEAU et al., 2006; BARTOSZ, 2009).

Alguns autores destacam a importancia de componentes dietéticos como compostos
fendlicos, vitamina C, vitamina E, vitamina A e carotendides, na intercepcdo de radicais livres
que quando em desequilibrio podem induzir o estresse oxidativo. Varios compostos fenélicos
como flavondides e acidos fendlicos como &cido caféico, galico e o acido elagico entre outros
sdo amplamente estudados em relacdo a capacidade antioxidante (BIANCHI & ANTUNES,
1999; SOARES, 2002; DIMITRIOS, 2006; DE OLIVEIRA et al., 2009).

Plantas e ervas tem sido bastante estudadas por conta de propriedades antioxidantes
em funcdo de compostos bioativos. Alguns autores mostram alguns extratos de plantas
medicinais como fontes naturais de antioxidantes (SOUSA et al., 2007), assim como alguns
autores relatam essa propriedade no cha preto, cha verde e cha mate e a presenca de fenolicos
(FILIP et al., 2001; THIAGARAJAN et al., 2001; LUCZAJ & SKRZYDLEWSKA, 2005;
TURKMEN et al., 2006).

Com intuito de melhora de desempenho de atletas, hd o desenvolvimento de diversos
produtos com formulacdes especificas para intervencdo nutricional associando nutrientes e
substancias bioativas que podem suprir as necessidades do organismo durante rotina de
exercicios intensos assim como minimizar os danos metabdlicos causados pelo desequilibrio
do estresse.

Algumas substancias bioativas presentes em alimentos e formulacbes especificas
podem modular a resposta metabolica ao estresse oxidativo imposto por atividades fisicas
extenuantes e por doencas apresentando a reducao de biomarcadores de estresse oxidativo e
danos celulares associados ao exercicio (BLOOMER, 2005; ERBA et al., 2005; BLOOMER
et al., 2006; DUTHIE et al., 2006; MORILLAS-RUIZ et al., 2006; ZOPPI et al., 2006;
GOLDFARSB et al., 2007; PANZA et al., 2008).

A fim de exercer resposta metabdlica ou fisioldgica especifica na promocao e melhora
da salde e dos desempenhos fisico e mental, os alimentos que contenham substancias
biologicamente ativas, alimentos funcionais, devem fazer parte da intervencdo nutricional e
serem seguros para 0 consumo humano sem supervisdao médica (BRASIL, 1999; KWAK &
JUKES, 2001; ROBERFROID, 2002).
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A regulamentacdo de alimentos no Brasil € realizada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e algumas resolucdes podem ser destacadas no contexto do
presente trabalho.

Produtos com formulagbes especificas para atletas como o0s suplementos
hidroeletroliticos e os energéticos sao regulados pela RDC n°. 18 de 27 de abril de 2010 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2010) que dispde sobre alimentos para
atletas e “se aplica aos alimentos especialmente formulados para auxiliar os atletas a atender
suas necessidades nutricionais especificas e auxiliar no desempenho do exercicio”.

J& a regulamentacdo de alimentos funcionais inclui algumas resolucdes que definem
condi¢des relativas ao registro, a avaliacdo de risco, a seguranca, analise e comprovacao das
propriedades funcionais e ou de satide alegadas na rotulagem destes alimentos. As “Diretrizes
bésicas para analise e comprovacdo de propriedades funcionais e ou de saude alegadas em
rotulagem de alimentos” é definida pela Resolugdo n° 18, de 30 de abril de 1999 (BRASIL,
1999).

1.8 Processo de secagem por atomizagao

A secagem por atomizacdo ou aspersdo € realizada pelo equipamento spray-dryer
sendo conveniente para secar solucdes, suspensdes e substancias pastosas, obtendo-se um
produto seco e pulverizado, podendo destacar a vantagem no processo de secagem de
produtos de origem organica por conta do baixo risco de degradacdo de substancias sensiveis
(LANGRISH & FLETCHER, 2001; LANNES & MEDEIROS, 2003).

Entre os diversos métodos de secagem, a atomizacdo € bastante utilizada pelas
industrias quimicas, farmacéuticas e de alimentos, sendo considerado um processo econdémico
e flexivel em comparacdo com a liofilizacdo, o uso do equipamento € considerado facil e as
particulas produzidas sdo de boa qualidade, geralmente sollveis em agua (REINECCIUS,
1988; DAIUTO & CEREDA, 2003). Outras vantagens podem ser mencionadas tais como:
facilidade de selecionar adequadamente o equipamento e as condi¢cdes de secagem; maior
controle da uniformidade e do tamanho das particulas do produto final através das variaveis
do processo; rapidez e rendimento ja que a evaporacdo do solvente ocorre em fragcdes de
segundos, em virtude da formacdo de goticulas aumentando area superficial; possibilidade de
utilizacdo para secagem de produtos termossensiveis devido ao curto tempo de contato com
calor e 0 nucleo ndo atingir altas temperaturas; e 0s custos do processo sdo baixos
(REINECCIUS, 1988; JACKSON & LEE, 1991; OLIVEIRA & PETROVICK, 2009).
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Nas industrias de alimentos esse método de secagem € utilizado para diversos produtos
como leite em po, achocolatados, sucos e extratos de frutas, ovos, cafe, cha, hidrolisados
proteicos, entre outros (REINECCIUS, 1988; DAIUTO & CEREDA, 2003; LANNES &
MEDEIRQS, 2003; CANO-CHAUCA et al., 2004). Muitos produtos da industria alimenticia
tém sido apresentados na forma de pd por se tratar de produto estavel, facilmente
reconstituido, de facil transporte e que pode ser incorporado em diversos produtos
alimenticios, apresentando maior seguranca em seu consumo e aumentando sua vida de
prateleira.

Na producéo de fitoterdpicos, onde a principal matéria-prima sdo os extratos secos de
plantas, dentre os procedimentos de secagem destaca-se a técnica por aspersdo ja que grande
parte desses produtos é apresentada na forma de p6 por apresentarem vantagens como maior
estabilidade fisico-quimica e microbiologica, além de facilitar padronizacdo e maior
concentracdo de compostos bioativos (OLIVEIRA & PETROVICK, 2009).

O processo de secagem por spray-dryer ocorre em trés fases e consiste na
transformacéo de uma substancia em estado fluido (solugéo, dispersdo ou pastoso) em uma
forma seca particulada, a partir da pulverizagdo em um meio de secagem pelo calor
(MASTERS, 1985).

Na primeira fase ha a preparacdo da dispersdo ou emulsdo para ser processada € 0
fluido é disperso como goticulas, produzindo uma grande area superficial. Na segunda fase ha
a dispersdo das goticulas havendo o contato dessas com uma corrente de ar aquecido
ocorrendo transferéncia de calor. Na terceira etapa acontece a evaporacdo do solvente e
durante a solidificacdo o material interno se mantém a uma temperatura inferior a 100°C,
diferentemente de outros processos que operam a altas temperaturas. O produto da secagem €
transportado por corrente de ar e coletado. As particulas solidificadas geralmente apresentam
0 mesmo tamanho e a forma da goticula que as originou (DZIEZAK, 1988; OLIVEIRA &
PETROVICK, 2009).

Existem no mercado diversos tipos de secadores por aspersdo, mas basicamente 0s
componentes presentes no spray-dryer incluem o distribuidor de alimentacdo, o aspersor ou
atomizador, um fornecedor de ar quente para entrada de ar, uma camara de secagem, um
separador sélido-gas (ciclone) e um sistema de recolhimento do produto ja seco (MASTERS,
1985; DE OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA & PETROVICK, 2009; PATEL et al., 2009).

A escolha do tipo de secador por aspersdo e das caracteristicas tecnolégicas adequadas
se faz necessaria para melhor adequacéo ao produto final desejado ja que a determinacdo dos

pardmetros de operacdo de secagem como temperatura de entrada e saida devem ser
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otimizados para cada formulac&o visto que interferem diretamente no pé atomizado, além das
caracteristicas como viscosidade e sélidos no produto a ser seco (TONON et al., 2008;
OLIVEIRA & PETROVICK, 2009).

A representacdo esquematica de mini spray-dryer de bancada e o fluxo de ar no
processo de secagem podem ser observados na Figura 10.
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Figura 10: Esquema do spray-dryer e do fluxo do ar de secagem (mini spray-dryer Blichi- 190).
Fonte: LANNES & MEDEIROS, 2003.

A alimentacdo do produto a ser seco e a introducdo do ar de secagem, nesse tipo de
secador mini spray-dryer, se processa no topo da camara de secagem. A secagem ocorre
quando o ar quente e o produto na forma de goticulas percorrem a caAmara de secagem sendo
que o produto que atinge as paredes da camara de secagem € recolhido no fundo da mesma.
No ciclone, o ar umido e produto ja seco sdo separados, sendo que o produto seco na forma de
p6 é coletado na base do ciclone (LANNES & MEDEIROS, 2003; OLIVEIRA &
PETROVICK, 2009; PATEL et al., 2009).

1.9 Anélise sensorial
Durante o processo de desenvolvimento e/ou melhoramento de produtos, a avaliacao

sensorial é de extrema importancia, permitindo a identificacdo de pequenas diferencas entre

produtos, quanto a definicdo de seus melhores atributos sensoriais.
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A melhor aceitacdo de um novo produto por um consumidor € crucial no processo de
desenvolvimento e de inovacdo além de ser importante como estratégia de marketing. O
produto pode ser excelente do ponto de vista de qualidade na industria, mas as caracteristicas
sensoriais devem atender as expectativas do consumidor (MININ, 2006).

As propriedades intrinsecas de um determinado produto podem ser interpretadas em
funcdo de respostas transmitidas por individuos as vérias sensacBes avaliadas durante
realizacdo de analise sensorial. Essas sensacdes podem ser avaliadas dimensionando a
intensidade, extensdo, duracdo, qualidade e o gosto ou desgosto em relacdo a determinado
produto avaliado através das impressGes percebidas pelos 6rgdos sensorios (visdo, olfato,
gosto, tato e audigéo) (1AL, 2005).

Através da analise sensorial de um produto, as caracteristicas ou propriedades de
interesse e a aceitagdo pelo consumidor podem ser identificadas e estudadas através de
metodologias sensoriais de coleta de dados e métodos estatisticos de avaliacdo e interpretacdo
de resultados (MININ, 2006).

Produtos langados no mercado estdo sujeitos a regulamento técnico de padrbes de
identidade e qualidade, sendo os critérios estabelecidos em legislacdes especificas do
Ministério da Agricultura e do Abastecimento que definem varios parametros incluindo
caracteristicas sensoriais.

A avaliacdo sensorial pode envolver diversos tipos e testes como os discriminativos,
descritivos ou afetivos. Os testes sensoriais discriminativos (ou de diferenca) sdo métodos
objetivos que avaliam atributos especificos por comparacédo a fim de verificar se existe ou nao
diferenca estatistica entre amostras. Alguns exemplos de testes discriminativos sdo o
triangular, duo-trio e ordenagdo. Os testes sensoriais descritivos envolvem a descricdo de
componentes ou parametros sensoriais como aparéncia, odor e aroma, textura oral e manual,
sensacOes tateis e superficiais, sabor e gosto, além de medir a intensidade em que sdo
percebidos através de uma escala. Alguns exemplos desses testes mais utilizados em
alimentos e bebidas sdo o do perfil de sabor, perfil de textura, a andlise descritiva quantitativa
e 0 de tempo intensidade. Ja os testes afetivos representam a escolha de um produto, sendo
uma forma usual de verificar a opinido de um grande nimero de consumidores em relacdo as
suas preferéncias e opinides. Sdo empregadas escalas de intensidade, a heddnica, do ideal e de
atitude ou de intencdo, podendo ser testes de preferéncia (escolha) e de aceitacdo (categoria)
(1AL, 2005).

Vaérios estudos envolvem andlise sensorial de alimentos e bebidas utilizando testes

discriminativos e afetivos com intuito de verificar efeitos nas caracteristicas sensoriais € na
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aceitagdo em diferentes tipos de processamentos, ingredientes utilizados, entres outros
(KONKEL et al., 2004; CALEGUER & BENASSI, 2007; DE OLIVEIRA et al., 2007
PELLEGRIN et al.,2012).

Esses testes envolvendo provadores que representem a populacdo de consumidores
atuais ou potenciais do produto podem ser interessantes do ponto de vista industrial uma vez
que se pode definir a provavel aceitacdo e intencdo de compra do alimento ou da bebida pelo
consumidor ainda nas fases iniciais de desenvolvimento de novo produto assim como quando

se promove alteracdo e/ou inclusdo de ingredientes e modificacdo de processo.
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2 JUSTIFICATIVA

Uma bebida com propriedades adaptogenas para atletas a partir de SAR pode
representar um produto inovador na busca de melhorias de desempenho, contribuindo para o
aumento da capacidade de adaptagdo ao estresse oxidativo causado pelo exercicio fisico
intenso durante treinamentos e competiches. A espécie vegetal SAR, Ampelozizyphus
amazonicus, € utilizada tradicionalmente na Amazénia por comunidades quilombolas para a
cura e prevencdo de doengcas como a malaria, além de para diversos outros usos como
fortificante e estimulante. Ha evidéncias de que a SAR apresenta efeito adaptégeno, levando-
se em consideracdo fatos ja citados neste trabalho, como suas indicacfes de uso, o alto teor de
saponinas, a presenca de triterpenos e resultados obtidos por nosso grupo que mostram
propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatorias. Formulagfes especificas para promocao
do desempenho atlético representam um mercado promissor, alem disso, a apresentacdo da
formulagdo na forma de pd proporciona um produto estavel, facilmente reconstituivel e de
facil transporte, gerando inclusive maior vida de prateleira e seguranca alimentar. Assim, a
proposta de desenvolvimento tecnologico de um produto funcional envolvendo o
aproveitamento da biodiversidade brasileira a partir do conhecimento tradicional quilombola,
com intuito de melhoria de desempenho de atletas, impulsionou o presente trabalho, sendo
seu grande desafio a melhoria do sabor amargo da bebida tradicional, a fim de se obter uma

formulacdo com boa aceitacdo e intencdo de compra.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral do trabalho foi desenvolver, caracterizar e avaliar sensorialmente uma
bebida a base de SAR para atletas, em forma de p6 reconstituivel preservando a qualidade
original da bebida liquida.

3.2 Objetivos especificos

v Caracterizar a matéria-prima cascas de SAR em relacdo a granulometria, composicao
quimica, aos contaminantes microbiolégicos e a microestrutura;

v Obter extratos de SAR e caracteriza-los quanto a solidos totais e soltveis e pH;

v Obter p6 atomizado de extratos aquosos de SAR por spray-dryer e caracteriza-los
quanto a molhabilidade, solubilidade, microestrutura, distribuicdo de tamanho de particulas,
composicao quimica, aos contaminantes microbioldgicos, ao perfil cromatografico;

v Formular uma bebida & base de SAR;

v Avaliar sensorialmente a aceitabilidade e a intencdo de compra da bebida formulada.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Autorizacao de acesso ao patrimonio genético

A autorizacdo de acesso ao componente do patrimdnio genético com acesso ao
conhecimento tradicional associado foi concedida pelo Conselho de Gestdo do Patrimdnio
Genético (CGEN) para o projeto “Bioprospec¢do nas comunidades quilombolas de
Oriximind” através da Resolugdo n°.213 (6/12/2007), publicado no Diario Oficial da Unido
do Brasil em 27 de dezembro de 2007, incluindo contrato de reparticdo de beneficios firmado
entre a Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e a Associagdo das Comunidades
Remanescentes de Quilombos de Oriximind — ARQMO, sob n°25/2007. Nova autorizacdo foi
aprovada atraves da Deliberacdo n°® 307 de 23 de abril de 2012, publicada no Diario Oficial da
Unido de 17 de janeiro de 2013 sob n°87/2012.

4.2 Coleta da planta SAR

A espécie vegetal Ampelozizyphus amazonicus foi coletada em agosto de 2008 na
comunidade de Bacabal e fevereiro de 2010 na comunidade Pancada, no Municipio de
Oriximina, Estado do Paré (S 01°04°09.4°", W 056°02'40.9") (Figura 11).

A SAR foi identificada pelo para-taxonomista José Ramos e depositada no Herbario
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazbnia (INPA) (Manaus/AM) sob o registro
n®224161.

4.3 Processamento da matéria-prima SAR
Logo apds a coleta, ainda em campo, foi realizada a mondagem das amostras de SAR

coletadas para retirada de contaminantes e tecido morto. Em seguida as cascas foram retiradas

do caule (Figura 12) e acondicionadas para transporte até o laboratorio na UFRJ.
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Figura 11: Regido quilombola de Oriximind/PA onde foi coletada a SAR.

Ja na UFRJ, foi realizada a secagem das cascas do cip6 em estufa aerada a 45-50°C
por trés dias consecutivos (Figura 13).

Apos a secagem, a casca da planta foi moida (realizada no Nucleo de Pesquisas em
Produtos Naturais - NPPN/UFRJ) através do moinho de martelo (Figura 14) e o p6 obtido foi
acondicionado em sacos resistentes e colocado em bombona acartonada. Posteriormente, foi
realizada a pesagem para identificacdo da quantidade inicial da casca da planta moida (16,79
kg).

Foi realizada amostragem da casca moida da SAR segundo Farmacopéia Brasileira
(BRASIL, 2010) para andlises da casca (matéria-prima), extracdo laboratorial e para controle
(1,87 kg).

As amostras para contra-prova foram embaladas a vacuo (seladora “vacuum sealer” da
EZ Home, com selagem/vedacdo em 8 segundos e vacuo/vedacdo em 18 segundos) (Figura
15).
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A casca de SAR foi pesada (14,92 kg) e direcionada para planta piloto do grupo

Centroflora (localizado em Botucatu/SP) para extracdo em lote Unico.

Figura 12: Fases do processamento das cascas do cip6 da SAR.

Fonte: acervo pessoal.
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(a) (b)
Figura 13: (a) Estufa do NPPN/UFRJ utilizada para secagem das cascas de SAR; (b) Casca de SAR ja seca.
Fonte: acervo pessoal.

Figura 14: Moinho de martelo do NPPN/UFRJ utilizado para moagem das cascas de SAR e detalhes.

Fonte: acervo pessoal.



Figura 15: Amostra de SAR embalada a vacuo (seladora “vacuum sealer” da EZ Home).

Fonte: acervo pessoal.
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A Figura 16 apresenta um resumo do direcionamento da matéria-prima para seus diferentes

destinos.

16,79 kg
de matéria-prima

) | ]

1,87 kg 14,92 kg
Amostragem Extracéo no grupo
Centroflora

1N

analises da controle
matéria-prima extracao (amostra de
- contra-prova)
laboratorial

Figura 16: Destinos da matéria-prima SAR.

4.4 Caracterizacao da matéria-prima SAR

4.4.1. Andlise granulométrica

A andlise granulométrica do p6 da casca de SAR (conforme obtido em item “4.3”) foi

realizada na EMBRAPA Agroindustria de Alimentos utilizando Tamis oscilante (W.S. Tyler,
model RX-29-10, type rotap, serial 10948) (WARD, 1979) (Figura 17) e as informagdes sobre

os tamises utilizados na analise encontram-se na Tabela 1.



Figura 17: Tamis oscilante da Embrapa utilizado para analise granulométrica de SAR.

Fonte: acervo pessoal.

Tabela 1: Informages sobre os tamis utilizados na analise de granulometria.

N° do tamis Marca do tamis  Malha do tamis
(classificacdo USP) (um)
16 Newark 1.180
25 Newark 710
35 USA standard 500
60 USA standard 250
100 USA standard 149
140 USA standard 106
200 USA standard 75
fundo -

4.4.2 Composicdo quimica

4.4.2.1 Composicao centesimal

29

As analises foram realizadas com o pé da casca de SAR (conforme obtido em item

“4.3”) de acordo com os procedimentos do Instituto Adolf Lutz (IAL, 2005) e “Association of
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Official Analytical Chemists” (AOAC, 1995). As anélises foram realizadas no Laboratério de
Controle Bromatolégico (LabCBROM)/UFRJ) (Figura 18).

Teor de umidade (ou de substéncias volateis a 105°C) - Foi realizado por determinagdo
gravimétrica até peso constante sendo um método direto em estufa a 105°C.

Cinzas ou residuo mineral fixo - Foi determinagdo gravimétrica até peso constante, realizada
por via seca em mufla a 550°C.

Teor de Nitrogénio - O método de proteinas baseia-se na determinacéo de nitrogénio pelo
processo de digestdo de Kjeldahl em trés etapas: digestao, destilacédo e titulacao.

Para o célculo em proteina, o teor de nitrogénio total é multiplicado por 6,25 — fator de
correcdo de acordo com Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) 360 (BRASIL, 2003).
Determinacdo de lipideos ou extrato etéreo - Foi realizada através extracdo em aparelho de
Soxhlet utilizando éter etilico como solvente.

Determinacdo de fibras totais - Foi realizada segundo método proposto por Van Soest
(1963a) de fibra detergente neutro (NDF).

Determinacdo de carboidrato - Foi realizada por célculo de diferenga Nifext (“nitrogen free
extract”), correspondendo a amostra livre de nitrogénio, de acordo com a RDC 360 (BRASIL,
2003).

(ARSI & -AT
AmeERLL .

A s w‘;; {7 g2
- = h | A

"

Figura 18: Andlise de composicdo centesimal, onde (a) etapa de destilagdo da determinacdo de proteinas, (b)
extracdo por aparelho de Soxhlet para determinacéo de lipideos, e (c) determinacéo de fibras.

Fonte: acervo pessoal.

Determinacéo do teor de umidade - A analise de umidade da casca da SAR foi realizada em
triplicata através do método de destilagdo azeotropica, conforme descrito na Farmacopéia

Brasileira (BRASIL, 2010), realizada na Embrapa Agroindustria de Alimentos. A agua



31

presente na amostra foi determinada através da destilacdo com tolueno e separada em tubo

receptor apos resfriamento (Figura 19).

(a) (b)
Figura 19: Aparelho para determinacdo de agua pelo método azeotrépico. (a) Montagem de aparelho na Embrapa
para determinacdo de agua pelo método azeotropico; (fonte: acervo pessoal). (b) Esquema da vidraria especifica
para determinacdo de agua pelo método azeotropico, sendo (A) baldo de fundo redondo (D) conectado por um
tubo cilindrico (B) tubo receptor (E) parte do tubo receptor que é graduada para leitura do volume de agua (C)

condensador de refluxo vertical; (fonte: Farmacopéia Brasileira, BRASIL, 2010).

4.4.2.2 Analise de minerais

Os minerais ferro (Fe), estréncio (Sr), calcio (Ca), magnésio (Mg), manganés (Mn) e
sodio (Na) foram determinados por meio de Espectrofotometria de Absorcdo Atdmica (AA-
6800 - SHIMADZU) (Figura 20) programa WizAArd, utilizando-se lampadas catodicas
especificas por mineral analisado. Os elementos foram analisados em condicGes Gtimas de
operacdo com a chama de Ar-C;H,. A curva de calibracdo foi preparada a partir de solucao
estoque de 1000ppm —-MERCK. A analise de fésforo (P) foi realizada por ultravioleta (UV)
(UV-2450/UV-VIS Spectrophotometer Schimadzu, programa UV Probe- Photometric)
(Figura 21) determinada por colorimetro em 420nm pelo método Metavanadato de Amdnio. A
amostra casca de SAR foi digerida em acido nitrico (HNO3) antes de ser analisada por
Absorcdo Atdmica e as analises foram realizadas no Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas
(CBPF).
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Figura 20: Espectrofotémetro de Absorcdo Atdmica do CBPF.

Fonte: acervo pessoal.

Figura 21: Espectrofotémetro por UV do CBPF.
Fonte: acervo pessoal.

Foi realizada também pesquisa de minerais por técnica de Fluorescéncia de Raios-X
(PW 2400 X-ray spectrometer — Philips) no Instituto de Geociéncias/UFRJ (Figura 22). A
amostra foi prensada em pastilha com acido bérico (Merck) como aglutinante e cada elemento
foi pesquisado através de cristais analisadores. O software utilizado para analise foi 0 semiQ,
desenvolvido pela Philips, sendo os resultados fornecidos pelo programa Squant 14. Foi feita
a pesquisa de minerais para a amostra casca de SAR e também, para comparacdo, foi feita
pesquisa em duas outras partes da planta: caule de SAR e folha de SAR. Para analise da folha

de SAR ndo foi usado aglutinante, sendo analisada diretamente a folha presa na pastilha.
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Figura 22: Aparelho de Fluorescéncia de RX PW 2400 X-ray spectrometer — Philips do Instituto de
Geociéncias/UFRJ.

Fonte: acervo pessoal.

4.4.3 Pesquisa de contaminantes microbioldgicos

Foi realizada pesquisa de bactérias totais e fungos e leveduras na casca de SAR
segundo Manual Lara — Métodos de Analises Microbioldgicas para Alimentos (BRASIL,
2000). As analises foram realizadas no laborat6rio de Microbiologia de Alimentos do Instituto
de Microbiologia/UFRJ.

4.4.4 Microestrutura

A microestrutura da casca de SAR foi observada através de microscopio digital e
através de microscopio eletrénico de varredura (MEV).

A observacdo em microscépio digital ndo necessitou tratamento prévio. As amostras
foram colocadas em laminas e fotografadas em aumento de 40x em microscépio digital Hirox
KH7700.

J& para a observagdo em MEV a amostra foi fixada em suporte cilindrico metalico
(stubs) com diametro de 10 mm usando fita dupla face de carbono e foi metalizada com ouro
(metalizador BAL-TEC SCD 050 Sputter Coater). A amostra foi analisada no MEV JSM
6490-LV do Laboratério Multiusuario de Nanociéncia e Nanotecnologia (LabNano)/CBPF

com aceleracdo de voltagem a 20 kV (Figura 23).
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Figura 23: MEV JSM 6490-LV do LabNano do CBPF.
Fonte: JEOL, JMS-6490LV Scanning Electron Microscope.

4.5 Obtencéo de extratos em planta-piloto: SARFlora e SETFlora

A casca moida (14,92 kg) foi direcionada para planta piloto do grupo Centroflora
(localizado em Botucatu/SP) para extracdo em lote Gnico. A Figura 24 apresenta 0
procedimento realizado na planta piloto para obtencdo de extratos aquoso concentrado

(SARFIlora) e hidroalcodlico (etandlico) concentrado (SETFlora).



Casca de SAR + 210L de agua potavel

l

Agitacéo leve — ebulicdo por 15’ (reator 85-95°C)

Filtracdo em percolador

|

Extrato aquoso

Torta

+ 140L de agua

aquecida a 60°C

Filtracdo apds 15 a 90°C

Extrato aquoso

Filtracao - filtro rotativo com
malha de 30micra

Concentragéo — evaporador (70-
80°C até atingir 25%ST)
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Torta + 140L de etanol

Filtracdo apds 15’ (40°C)

Extrato Etanodlico

Filtracao - filtro rotativo com
malha de 30micra

Envase do Extrato Aquoso

Concentragao — evaporador
(70-80°C ate atingir 25%ST)

Envase do Extrato Etandlico

Figura 24: Procedimento para obtengdo de extrato aquoso concentrado SARFLora e extrato hidroalcodlico

(etandlico) concentrado SETFlora.

Ainda na planta piloto, com intuito de descontaminacdo microbiana, 0s extratos

concentrados foram aquecidos a 90°C por 2 h. O equipamento utilizado foi o tindalizador.

Apds o procedimento de descontaminacdo, os concentrados foram armazenados a - 4 °C na

camara fria para posterior envio a UFRJ.

Na UFRJ, o extrato aquoso concentrado SARFlora foi armazenado em frascos

menores e congelado para posterior secagem em spray-dryer (SARFlora). JaA o extrato

etandlico concentrado (SETFlora) foi encaminhado para processo de secagem em
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rotaevaporador a fim de obtencdo de extrato seco destinado as analises e isolamento de

substancias realizadas pelo grupo fitoquimica envolvido no projeto.

4.6 Obtencdo de extratos em laboratorio: SART e SETT

Foi realizada a extracdo laboratorial a partir de 250g de casca de SAR, onde houve 0
preparo de decocto sob ebulicdo por 15 minutos, o extrato obtido foi filtrado através de
percolador e coletado em frasco de vidro. Com a torta do decocto foi realizada uma nova
extragdo por infuséo por 30 minutos para esgotamento da planta sendo filtrado e recolhido. Os
extratos foram reunidos, homogeneizados manualmente, fracionados em frascos e levados ao
congelamento para posterior secagem por spray-dryer (SART). Com a torta da extracdo
aquosa, foi realizada a extracéo etanolica até esgotamento da planta (SETT) para analises do
grupo fitoquimica. A Figura 25 apresenta o procedimento adotado na extracdo laboratorial.

Casca de SAR + 5L de agua potavel

Ebulicdo por 15’ (decocto)

Filtracdo em percolador

Extrato aquoso Torta + 3,250L de agua fervente

Filtragdo em percolador apos 30’ de infus&o

Torta
Extrato aquoso + etanol por 24h

Filtragdo em percolador (4x)

Homogeinizacdo e
armazenamento para
secagem por spray-dryer

Extrato Etandlico

Figura 25: Procedimento para obtencdo de extrato aquoso SART e extrato hidroalcodlico SETT.
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O extrato aquoso SART foi armazenado em frascos e congelado para posterior
secagem em spray-dryer (SART). O extrato etandlico (SETT) foi encaminhado para processo

de secagem em rotaevaporador a fim de obtencdo de extrato seco para analises fitoquimicas.

4.7 Caracterizagao dos extratos aquosos SART e SARFlora

A determinacéo de sdlidos soltveis em °Brix (g de sélidos soliveis/100g de amostra)
foi realizada por leitura em refratdmetro (1AL, 2005); sélidos totais foi determinado pelo
meétodo 015/1V descrito nas Normas Analiticas do IAL (2005); e a determinacdo do pH foi
realizada por método eletrométrico conforme metodologia 017/1V através de potenciémetro
(1AL, 2005).

4.8 Obtencéo de p6 atomizado SART e SARFlora

Os extratos aquosos SART e SARFlora foram descongelados em temperatura de
refrigeracdo gradativamente conforme a disponibilidade e capacidade do equipamento spray-
dryer, homogeneizados manualmente e submetidos a secagem por atomiza¢ao em mini spray-
dryer Buchi-290 (Bichi Laboratorius-Technik AG, Switzerland) (Figura 26). As secagens
foram feitas no Laboratdrio Desenvolvimento de Alimentos para Fins Especiais e
Educacionais (DAFEE).

O processo de secagem teve 0s seguintes parametros estabelecidos: diametro do
atomizador de 0,3mm, temperatura de entrada de 190 + 3 °C, pressdo de aspiracdo de 80%, ar
comprimido a 32m2/h, o fluxo da bomba a 6 mL/min e temperatura de saida de 88 £ 1.5 °C.

O extrato SARFlora (concentrado) foi diluido 1:1 com agua destilada e utilizou-se o
ultrassonicador (ultrasonic processor: UP100H Hielscher ultrasound technology) por 5-
10minutos, com ciclo 1 e amplitude de 100%.

Os pés atomizados SART e SARFlora foram acondicionados em frascos de vidro e

armazenados em dessecador.

O po6 atomizado foi coletado e continuaram sendo designados SART (pé atomizado
obtido através de extracao laboratorial) e SARFlora (p6é atomizado obtido através de extracéo

em planta-piloto).
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Figura 26: Mini spray-dryer Biichi-290 do Laboratério DAFEE/UFRJ utilizado para os processos de secagem
por atomizacdo de SART e SARFlora.

Fonte: acervo pessoal.

4.9 Caracterizacado de p6 atomizado SART e SARFlora

4.9.1 Molhabilidade

A molhabilidade foi avaliada aplicando-se 0 método de SCHUBERT (1993), onde a
amostra foi vertida em béquer com agua a temperatura ambiente. O tempo para o
desaparecimento do p6 da superficie do liquido em repouso foi cronometrado. O célculo da
taxa de molhabilidade foi feito calculando-se N/t, onde N = peso em gramas da amostrae t =
tempo em minutos (OLIVEIRA et al., 2006).

4.9.2 Solubilidade
A solubilidade (%) em agua foi realizada segundo Eastman & Moore (1984). Em 100

mL de H20 destilada foi adicionado 1g do p6, misturando-se em alta velocidade em um

mixer, por 5 minutos. A solugéo foi centrifugada a 3000 x g durante 8 minutos. Uma aliquota
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de 25 mL do sobrenadante foi colocada em placas de petri previamente pesadas e secas em

estufa a 105°C, por 5 horas. Por diferenca de peso foi calculada a solubilidade (%).

4.9.3 Microestrutura

A microestrutura das particulas de SART e SARFlora foi observada por microscopio
digital e através de microscépio eletrdnico de varredura (MEV).

A observacdo em microscopio digital ndo necessitou tratamento prévio. As amostras
foram colocadas em laminas e fotografadas com aumento de 20x e 40x.

J& para a observacdo em MEV as amostras foram fixadas em suportes cilindricos
metalicos (stubs) com didmetro de 10 mm usando fita dupla face de carbono e foram
metalizadas com ouro (metalizador BAL-TEC SCD 050 Sputter Coater). As amostras foram
analisadas no MEV JSM 6490-LV do LabNano/CBPF com aceleragdo de voltagem a 20 kV.

4.9.4 Distribuigdo de Tamanho de Particulas
A distribuicdo de tamanho de particulas de SART e SARFlora foi realizada através da
técnica do espalhamento dindmico de luz equipamento SALD-2201 SHIMADZU no CBPF.
Para tanto, as amostras foram dispersas em alcool isopropilico.
4.9.5 Composicdo quimica
4.9.5.1 Composicao centesimal
As analises foram realizadas de acordo com os procedimentos do Instituto Adolf Lutz
(IAL, 2005) e ‘Association of Official Analytical Chemists’ (AOAC, 1995), conforme
metodologia ja descrita no item “4.4.2.1” do presente trabalho.
4.9.5.2 Analise de minerais
Os minerais Fe, Sr, Ca, Mg, Mn e Na foram determinados no p6 atomizado SART por

meio de Espectrofotometria de Absorcdo e a analise por Fluorescéncia de raio-X foi realizada

para as amostras SART e SARF, conforme metodologias descritas no item anterior “ 4.4.2.2”.
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4.9.5.3 Determinagdo gravimétrica de saponinas

A determinacdo de saponinas totais foi realizada usando o método gravimétrico
(NAMBA et al., 1974) onde as amostras foram extraidas usando solucéo de butanol saturado
com agua (Figura 27). A fracdo butandlica foi separada e o solvente evaporado (através de
rotaevaporador). Apés lavagens sequenciais com agua, o extrato resultante foi pesado para
obtencdo do teor de saponinas totais presente na amostra. As amostras analisadas foram
SART, SARFlora, SETT, SETFlora e SMT (extrato obtido pelo método tradicional
quilombola, conforme descrito por Oliveira et al., 2011).

Figura 27: Separacdo das fracOes aquosa e butandlica para determinacdo gravimétrica de saponinas em SAR.

Fonte: acervo pessoal.

4.9.5.4 Analise de fendlicos totais

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi realizada de acordo com método
descrito por Singleton e Rossi (1965) onde para quantificacdo utiliza-se reagente Folin-
Ciocalteau e carbonato de sodio. A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotémetro
(BEL photonics SP 2000UV) no comprimento de onda de 760nm. A curva de calibracdo foi
feita com acido gélico variando ABS de 0,274 a 1,585. Foi realizada a leitura do branco e da

amostra em duplicata.

4.9.6 Pesquisa de contaminantes microbioldgicos

A pesquisa de contaminantes no p6 atomizado SART e SARFlora foi realizada
segundo Manual Lara (BRASIL, 2000) conforme item “4.4.3” do presente trabalho.
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4.9.7 Anélises cromatogréficas dos extratos

Analises por Cromatografia em Camada Delgada

O perfil cromatografico em camada delgada foi realizado para todos os extratos
obtidos: extrato aquoso obtido no laboratério (SART); extrato aquoso obtido na planta piloto
do grupo Centroflora (SARFlora); extrato hidroalcodlico obtido a partir de SART (SETT);
extrato hidroalcodlico obtido a partir de SARFlora (SETFlora). Além desses, foram obtidos
outros dois extratos para comparagdo: SMT - extracdo pelo método tradicional quilombola,
conforme descrito por Oliveira et al. (2011) e SET — extrato hidroalcodlico obtido a partir de
SMT. Para a aplicacdo em placa de silica gel, foi utilizada pequena quantidade dos extratos
secos solubilizados em etanol. A eluicdo foi feita com butanol: &cido acético glacial: agua
(5:1:4) e revelagdo com acido sulfarico (10%) seguida de aquecimento em placa a 100-105°C
por cerca de 5-10 minutos e visualizagdo na luz visivel.

Foi realizado um perfil cromatografico em camada delgada da matéria-prima (casca de
SAR) e dos extratos aquoso e etanolico obtidos na planta piloto. O preparo de amostras foi
realizado da seguinte forma: a matéria-prima foi realizada a extracdo a partir de 1g da droga
vegetal com 10mL de etanol 70% (v/v) em refluxo por 15 minutos; 0s extratos concentrados
(aquoso e etanolico) foram realizados a partir de 0,59 do extrato solubilizado com 5mL de
etanol 70% (v/v) em refluxo por 15 minutos. Ambas as amostras foram filtradas e foi aplicado
10uL de cada amostra a placa cromatografica de silica gel. A fase mdvel utilizada foi n-
butanol: &cido acético : agua (5:1:4) e a revelacdo foi feita com &cido sulfarico. A
visualizacdo foi feita sob luz UV a 254nm e ap0s a revelagdo com &cido sulfarico e

aquecimento foi visualizada na luz do visivel.

Analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A anélise de saponinas e de acido betulinico foi realizada por CLAE-DAD-ELSD e
CLAE/DAD/ESI-MS.

A andlise de SART por CLAE-DAD-ELSD foi realizada em aparelho da Merck VWR
Hitachi Elite Lachrom, com bomba quaternaria L-2130, detector DAD L-2455 e detector
ELSD VWR-85, equipado com coluna zwitteridnica Zic-Hilic® PEEK (SeQuant-Merck, 250
X 4.6 mm i.d., tamanho de particula de 5um, 200A), acoplada com pré-coluna (4 x 3.00 mm
i.d. C-18 cartridge) (Figura 28). A deteccdo do DAD foi em 203 e 210 nm e do ELSD foi a
temperatura de 40°C e ganho de 8. O sistema de gradiente de solventes foi utilizado com

acetato de aménio 10mM, pH 5.8 corrigido com acido acético (solvente A) e acetonitrila
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(solvente B) com fluxo de 5 mL/min. A eluicdo foi: de 0 a 10 minutos — isocrético, sendo 4%
de solvente A e 96% de solvente B; de 10.1minutos a 65 minutos - gradiente linear onde o
solvente B diminuiu de 96% a 50%. A amostra SART (2 mg/mL) foi diluida em
acetonitrila:agua (95:5). O &cido betulinico da SIGMA foi usado como padréo (0.125 mg/mL
em acetonitrila:agua, 95:5).

Figura 28: CLAE-DAD-ELSD.

Fonte: acervo pessoal.

Ja a analise de SAR por CLAE/DAD/ESI-MS foi realizada em um sistema de CLAE,
com injecdo automatica (Surveyor), com bomba (LC Surveyor LCQ Advantage), acoplado a
espectrometro de massas por electrospray (ThermoFinningan, San Jose, CA, EUA), equipado
com uma fonte idnica de eletropulverizacdo, sendo as mesmas condi¢cdes cromatograficas
descritas acima. Dados de espectrofotometria de massas foram adquiridos no modo de
ionizacdo negativa, os espectros foram registrados em verificacdo completa (m/z 250-1500) e
dissociacdo induzida por energia de colisdo de 40% do maximo do instrumento no modo de
varredura. Parametros instrumentais foram otimizados utilizando uma mistura de saponinas
isolada a partir de SART purificado por cromatografia em contracorrente (dados ndo
mostrados no presente trabalho). A mistura de saponinas foi dissolvida (14ug/mL) em ACN:
H20 (1:1, v/v) e infundidas na fonte ESI com fluxo de 5ug/minuto através de uma bomba de
seringa. Essas analises foram realizadas no Departamento de Ciéncia Farmacéutica da

Universidade de Salerno, Italia.
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4.10 Formulacgéo de bebida a base de SAR

4.10.1 Calculo de dose diaria de consumo de bebida baseada no uso tradicional

Para esse calculo, foi realizada a extracdo pelo método tradicional quilombola,
conforme descrito por Oliveira et al. (2011), considerando uma (1) colher de sopa de casca
moida da SAR (Figura 29) para um copo de agua (200mL). Foi realizada a analise de sélidos
totais (m/v) segundo IAL (2005). Assim, considerando como sendo uso profilatico para
tratamento da maléria o consumo de um (1) copo de 300mL/dia e uma pessoa adulta com
70Kg, a dose diaria do p6 de SAR foi calculada em mg/kg corpéreo. Considerando uso para
tratamento 3copos/dia e a mesma pessoa de 70Kg consumindo essa quantidade, foi calculada

a dose diaria em mg/kg corporeo.

Figura 29: Colher de casca de SAR moida para extracdo pelo método tradicional quilombola para estimativa de
dose diaria de consumo.

Fonte: acervo pessoal.

4.10.2 Avaliacao de solubilidade com variacéo de pH

A solubilidade (%) em agua foi realizada segundo Eastman & Moore (1984) sendo o
procedimento j& detalhado anteriormente. A &gua utilizada nos testes foi destilada com faixa
de pH entre 6 e 7 (fita indicadora de pH da Merck).

O pH da &gua foi ajustado com &cido cloridrico (HCI P.A. - Vetec) e a faixa de pH
verificada com as fitas antes de iniciar o procedimento da avaliacdo da solubilidade. As faixas
de pH testadas foram definidas de acordo com o pH apresentado por algumas bebidas

comerciais. Assim, foram testadas as seguintes faixas: 7-6, 6-5, 5-4, 4-3 e 3-2.
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4.10.3 Analises sensoriais — Testes preliminares

O projeto de pesquisa foi avaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Veiga de Almeida e obteve parecer aprovado sob o namero CAAE 02670612.6.0000.5291.
Em todos os testes sensoriais 0s provadores receberam explicagdes quanto ao projeto e o
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo 1).

Testes iniciais foram feitos no laboratério com o p6 de SARFlora reconstituido em
agua filtrada gelada em quantidade estimada para obtencdo do efeito adaptdgeno e/ou
imunoestimulante/imunomodulador adicionando um ou mais dos seguintes ingredientes:
acucar, mel, limdo, adocante comercial, &cido citrico e acido ascorbico.

Apos esse teste inicial, foi realizado teste preliminar com provadores voluntarios nao
treinados (alunos de graduacdo da Faculdade de Farmécia da UFRJ). O teste consistiu em
adicionar a bebida gelada reconstituida SARFlora uma mistura pronta de refresco comercial
em po de diferentes sabores todos da mesma marca encontrados em mercado varejista. Os
sabores abacaxi, lima/limdo, framboesa/amora, maracuja, pera, tangerina e pitanga foram
testados. Além destes, testou-se uma mistura com café ja pronto e bebida comercial a base de
guarana. As bebidas foram servidas a 29 provadores, sendo mantidas sob refrigeracéo até o
momento do teste. Cada provador experimentou aleatoriamente trés amostras codificadas.
Foram avaliados os atributos (doce, salgado, acido/azedo e amargo) e suas intensidades sendo
1 a intensidade mais fraca para o atributo e 5 a intensidade mais forte para 0 mesmo
(Anexo2). Além disso, foi avaliado qual das trés amostras teve melhor aceitacdo através de
escolha da preferida.

A partir desse resultado, foi realizado outro teste com os trés sabores preferidos no
teste anterior, a fim de verificar a preferéncia. Mas para esse novo teste foram utilizadas
misturas prontas em pé de refresco sem conter edulcorante em sua composi¢do encontradas
no mercado varejista. Os provadores (21) realizaram a avaliacdo através da mesma ficha
anterior (Anexo 2). As bebidas (750mL) de cada sabor foram formuladas adicionando 1g de
SARFlora, 35g de aclUcar e 4g de mistura pronta de refresco comercial. Esses resultados

permitiram definir o sabor da bebida.

4.10.4 Analise sensorial e aceitabilidade da bebida - Planejamento Experimental

Foi proposto um planejamento experimental fatorial completo baseado na metodologia

de superficie de resposta, onde as variaveis independentes foram: X1- quantidade de
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SARFlora; X2 — quantidade de agUcar, resultando em experimento composto por 11 ensaios.
As faixas das variaveis X1 e X2 foram definidas através de prévia realizada com 9 provadores
(alunos, professores e funcionarios voluntarios da Faculdade de Farmécia da UFRJ), aos quais
foram apresentados cinco ensaios cujas condi¢des encontram-se na Tabela 2. Para o primeiro
teste os niveis decodificados de cada variavel testada encontram-se na Tabela 3 e a quantidade
de suco comercial em p6 foi fixada em 4g/750mL (como feito anteriormente). Os ensaios

foram preparados com agua filtrada e mantidos sob refrigeracdo até o momento do teste.

Tabela 2: Niveis codificados das variaveis independentes para o teste prévio.

ENSAIO X1 (SARFlora) X2 (Acucar)

1 -1 -1
2 -1 1
3 1 -1
4 1 1
5 0 0

Tabela 3: Niveis decodificados das variaveis independentes para 0s ensaios de primeiro teste prévio.

Niveis decodificados

Niveis SARFlora Acucar
codificados  (g/750mL) (9/750mL)
-1 0,5 35
0 1 45
1 1,5 55

Foi avaliada a preferéncia por amostra através do modelo de ficha conforme Anexo 3,
onde o provador ordenou as amostras oferecidas da mais preferida para a menos preferida,
atribuindo notas de 1 a 5 conforme a ordenacdo de preferéncia, sendo nota 5 a amostra
preferida e nota 1 a menos preferida.

De acordo com esses resultados, a quantidade de suco comercial em pé e os niveis
decodificados para SARFlora e acucar foram redefinidos para o teste sensorial com maior
namero de provadores (avaliacdo sensorial e aceitabilidade da bebida).

Foi utilizado delineamento fatorial completo baseado na metodologia de superficie de
resposta. As variaveis independentes foram: X1- quantidade de SARFlora; X2 — quantidade

de acUcar, resultando em experimento composto por 11 ensaios (Figura 30), cujas condi¢fes
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encontram-se na Tabela 4. Os niveis decodificados de cada variavel encontram-se na Tabela
5, sendo importante lembrar que a escolha das faixas experimentais baseou-se nos resultados
obtidos nos ensaios preliminares. A quantidade de suco comercial em p6 foi fixada em
6,59/750mL. Todos os ensaios foram preparados com 4&gua filtrada e mantidos sob

refrigeracdo até o momento do teste.

Figura 30: Experimento composto por 11 ensaios realizado na Embrapa.

Fonte: acervo pessoal.

Tabela 4: Ensaios do planejamento fatorial completo para o teste de aceitacdo da bebida.

ENSAIO X1 (SARFlora) X2 (Acucar)

1 1 1

2 -1 1

3 1 -1

4 1 1

5 -1,41 0

6 1,41 0

7 0 -1,41

8 0 1,41
9 (C) 0 0
10 (C) 0 0
11 (C) 0 0
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Tabela 5: Niveis decodificados das varidveis independentes para os ensaios de aceitagdo da bebida.

Niveis decodificados

Niveis SARFlora Acucar
codificados  (g/750mL) (9/750mL)
-1,41 0,3 38,8
-1 0,5 45
0 1 60
1 15 75
1,41 1,7 81,2

O teste sensorial da bebida foi realizado em cabines individuais da Embrapa
Agroindustria de Alimentos utilizando-se software FIZZ (DIJON, v.2.10). As amostras, em
torno de 30mL, foram servidas a temperatura de refrigeracdo (8-10°C), em copo plastico
descartavel codificado com namero de trés digitos. A ordem de apresentacdo foi balanceada
atraves de delineamento de bloco completo (MACFIE et al., 1989), divididas em duas sessoes
com intervalo de 4 a 24 horas, sendo seis amostras na primeira sessdo e cinco na segunda. As
amostras foram servidas de forma monadica sendo disponibilizados agua e biscoito de sal
entre as provas. O teste foi realizado com 67 (sessenta e sete) provadores nao treinados, sendo
funcionarios ou alunos da Embrapa caracterizados através de questionario de coleta de dados
(Anexo 4) entregue apos o preenchimento do TCLE. A aceitacdo foi avaliada utilizando-se
escala hedonica estruturada de nove pontos, variando de 1 (desgostei extremamente) a 9
(gostei extremamente) (MEILGAARD et al., 1991). Foi utilizado método de andlise de
variancia (ANOVA) e a analise de dados foi realizada com o programa estatistico Statistica
(v. 8.0, 2007).

4.10.5 Formulacéo final a base de SAR

A formulacdo final de bebida a base de SAR incluiu polpa de tangerina e acido citrico,
aléem de SAR e acUcar. As proporcbes dos componentes SAR e acglcar da formulacdo final
foram ajustadas conforme resultados otimizados de suas concentracdes obtidos através de
planejamento experimental sob as respostas de aceitacdo sensorial.

A polpa de tangerina foi doada pela Duas Rodas® sendo sua especificacdo técnica

como aroma natural de tangerina em pO microencapsulado por spray-dryer composto de
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veiculo e aromatizantes e sua recomendacdo de uso indicada na embalagem de 50g/100L,
quantidade usada para iniciar testes.

Foram realizados testes prévios no laboratério a fim de adequar quantidade de polpa
de tangerina e de acido citrico em relacdo a formulacdo da bebida enriquecida com SAR dos
testes anteriores. Foram realizados testes do tipo triangular com provadores voluntarios nao
treinados (alunos da graduacdo de farmacia UFRJ) para diferenciacdo das amostras a fim de
adequar quantidade de polpa de tangerina e de &cido citrico. Todos os provadores receberam
explicagdes sobre o projeto e receberam o TCLE.

O teste triangular foi realizado para comparacdo das formula¢ées com suco comercial
e com polpa de tangerina. Foram feitos quatro ensaios codificados com trés digitos aleatorios,
sendo que dos quatro ensaios, dois foram feitos com a quantidade de suco comercial em p6
fixada em teste anterior (6,59/750mL) e outros dois ensaios foram feitos com polpa de
tangerina (750mg/750mL) e acido citrico (100mg/750mL). Foi realizada combinacdo das
quatro amostras trés a trés de forma que cada provador recebeu duas amostras iguais e uma
diferente e as avaliou conforme ficha em Anexo 5. As amostras, em torno de 30mL, foram
servidas a temperatura de refrigeracdo (8-10°C), em copo plastico descartavel codificado com
namero de trés digitos, servidas sob iluminacdo branca. Foram disponibilizados agua e
biscoito de sal entre as provas. O teste foi realizado em duas repeti¢cdes com intervalo de 2 a 4
horas e cada provador recebeu uma combinacdo diferente de amostras codificadas. Para
estabelecer se houve diferenca significativa, foi utilizado ndamero total de julgamentos e
namero de respostas corretas segundo valores tabelados pela Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas para esse tipo de teste (1AL, 2005).

Foi realizado outro teste triangular com utilizacdo de luz vermelha e copos opacos de
cor preta (Figura 31) e as quantidades de polpa de tangerina e de &cido citrico foram ajustadas
conforme resultados do teste anterior (1000mg de polpa e 100mg de &cido citrico em 750mL
de agua filtrada).

A composicdo nutricional da formulacdo final a base de SAR foi calculada
considerando as quantidades necessarias de polpa, acido citrico, SARFlora e acucar para
formulacdo final de bebida a base de SAR. A partir dessas quantidades definidas em item
anterior do presente trabalho, foram calculados valor energético, proteinas, carboidratos,
lipideos, fibras e minerais; considerando a composi¢do centesimal e mineral encontrada para
SARFlora, a informacdo nutricional da polpa de tangerina (informacdo proveniente de
especificacdo técnica da Duas Rodas®), da composicio de aclicar com o auxilio da Tabela

para Avaliacdo de Consumo Alimentar em Medidas Caseiras (PINHEIRO et al., 2004).



49

Figura 31: Teste triangular com utilizacdo de luz vermelha e copos pretos.

Fonte: acervo pessoal.

4.11 Avaliacéo sensorial e aceitabilidade da formulacéo final e avaliacéo de intencéo de

compra do produto

A avaliacdo sensorial da formulagdo final foi realizada para avaliar intengdo de
compra e aceitabilidade da bebida por provaveis consumidores, sendo direcionado para o

publico alvo atletas (Figura 32).

Figura 32: Avaliacdo sensorial da formulacéo final realizada para avaliar intencdo de compra e aceitabilidade da
bebida por provaveis consumidores.

Fonte: acervo pessoal.
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Os provadores foram 54 atletas da Superliga Carioca de Futebol 7 durante o torneio
independente de Futebol 7 Society que ocorreu na regido da grande Tijuca/RJ em 2013 dentro
dos padrdes da Confederacéo Brasileira de Futebol de 7 (CBF7).

A aceitagdo pelos consumidores ndo treinados foi avaliada por avaliagdo global
segundo método descrito por Meilgaard et al.(1991), através de escala heddnica de 9 pontos,
variando de: 1 — desgostei muitissimo a 9 — gostei muitissimo. A intencdo de compra do
produto foi investigada empregando escala estruturada de sete pontos, variando de 1 —
certamente ndo compraria a 7 — certamente compraria. A intencdo de compra e a aceitagédo
pelos consumidores foram avaliadas através de ficha modelo (Anexo 6).

Todos os provadores receberam prévia explicacdo através de folder e banner e
qualquer duvida tirada pessoalmente. Os voluntarios preencheram o TCLE e logo apés
receberam ficha para provadores (Anexo 7) constando de questionario de coleta de dados para
caracterizacdo e de avaliacdo de conhecimentos sobre o tema nutricdo e esporte e sobre
intencdo de compra. A amostra foi preparada no dia da avaliagcdo e acondicionada em bolsa
térmica até o momento de analise para manutencdo da temperatura. Os dados foram coletados
individualmente apos competicdo. A amostra foi apresentada em copo descartavel de 50 mL

junto com a ficha de avaliacdo (Anexo 6).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A matéria-prima casca de SAR para o desenvolvimento desse trabalho foi obtida em
duas oportunidades de coleta nas comunidades Bacabal e Pancada em 2008 e 2010 (item
“4.2”) e que apoOs processamento conforme descrito no iten “4.3” resultou em 16,79 kg de
matéria prima que foi amostrada e fracionada para controle (amostra de referéncia), analises
de caracterizacdo da matéria-prima e extracdo laboratorial (1,87 Kg) sendo 14,92 Kg

destinados para extracdo na planta piloto da Centroflora.

5.1 Caracterizacdo da matéria-prima SAR

Analise Granulométrica

Os resultados da analise da granulometria do pd da planta sdo apresentados na Tabela
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Tabela 6: Analise granulométrica de casca de SAR.

N° do tamis Marca do tamis  Malha do tamis Amostra retida
(classificacdo USP) (um) (%)
16 Newark 1.180 12,1
25 Newark 710 23,5
35 USA standard 500 23,6
60 USA standard 250 27
100 USA standard 149 6,7
140 USA standard 106 2,9
200 USA standard 75 1,6
fundo - 2,3

Através da retencdo em cada tamis utilizado na andlise, verifica-se que a casca moida
de SAR apresenta particulas de tamanhos bem diferenciados, sendo algumas maiores do que a
abertura nominal de malha 1.180um (12,1% de amostra retida) e as particulas menores do que
abertura nominal de malha 75um (2,3% de amostra retida).

Esse resultado era esperado, ja que macroscopicamente, apds a moagem, foi possivel

observar diferentes tamanhos de particulas (Figura 33).

Figura 33: Observagdo macroscépica das particulas obtidas ap6s moagem da SAR.

As particulas do p6 das cascas de SAR passaram no maximo 40% pelo tamis com
abertura nominal de malha de 250um, podendo ser considerado um pé moderadamente grosso

segundo a Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010).
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E importante avaliar o tamanho das particulas ja que particulas menores podem
aumentar a superficie de contato com o solvente, mas particulas muito finas podem aderir as
particulas maiores, podendo ocorrer o aumento da viscosidade do meio servindo como

barreira para penetracdo de solventes.

Composicdo quimica

A composi¢do quimica das cascas de SAR consistiu nas analises de composicdo
centesimal, andlise de minerais, determinacdo de saponinas e analise de fendlicos totais.

A andlise de composicdo centesimal consiste em determinar teor de umidade, de
cinzas (residuo mineral fixo), proteina total, lipideos (extrato etéreo), carboidratos (glicidios
ou nifext) e fibras.

Conhecer a matéria-prima com a qual se trabalha é de extrema importancia para todo
processo de desenvolvimento do produto e sua cadeia produtiva. Por exemplo, dentre os
fatores que determinam o tipo de deterioracdo microbiana em determinado produto esta sua
composicao quimica (MARTINS et al., 2011).

Os resultados dessas analises para a casca da SAR estdo na Tabela 7.

Tabela 7: Composicdo centesimal da casca da SAR.

Anélise Resultado (%)
Teor de umidade 6,20 (+/-0,08)
Cinzas 2,14 (+/-0,09)
Proteinas 4,25 (+/-0,16)
Lipideos 1,04 (+/-0,23)
Carboidratos 19,89*
Fibras totais 66,48 (+/-0,33)

Valores expressos como média * desvio padrdo de determinacdes em triplicata
* por célculo de diferenga Nifext, de acordo com RDC 360 (Brasil, 2003).

A perda por dessecacdo objetiva determinar a umidade de uma amostra e representa a
perda (em peso) sofrida pelo produto quando aquecido para remoc¢do da agua presente no
mesmo. Durante aquecimento, outras substancias presentes no produto podem se volatilizar
nas mesmas condi¢bes para evaporacdo da dgua. Mas, geralmente a umidade representa a
agua contida no produto, que pode ser na forma de agua livre (umidade de superficie) ou na
forma ligada (umidade adsorvida) (1AL, 2005).
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O teor de umidade € importante para avaliacdo de sua estabilidade microbioldgica e
quimica, ja que teores de umidade altos podem propiciar o crescimento de fungos e bactérias,
além de possibilitar o aumento da atividade enzimatica.

O resultado da determinacdo de umidade pelo método azeotrépico foi de 6%,
corroborando o resultado obtido pelo método gravimétrico. O Instituto Adolf Lutz (IAL,2005)
observa que nos casos de amostras em que outras substancias volateis a 105°C possam estar
presentes, a determinacdo de umidade real pode ser feita por processo de destilagdo com
liquidos imisciveis.

Segundo Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010), a pureza de uma droga pode ser
avaliada através da determinacdo do teor de umidade e o teor de cinzas, dentre outros
parametros.

Além disso, a determinacdo de cinzas pode ser considerada como parametro de
qualidade em alimentos sendo utilizada como critério na identificagdo podendo ser indicativa
da presenca de adulterantes quando o teor de cinzas for muito alto, por exemplo (OLIVEIRA,
1997).

E importante lembrar que as cinzas (residuo mineral fixo) nem sempre representa
somente a matéria inorganica presente na amostra ja que alguns sais podem sofrer reducao ou
volatilizacdo durante o aquecimento necessario para a analise (IAL, 2005).

O alto percentual de fibras (66,48%) encontrado na matéria-prima SAR pode ser
explicado basicamente pelo material ser constituido de casca de cipd, sendo possivel a
presenca de grande quantidade de polissacarideos estruturais das paredes celulares.

Salinas (2002) discute um pouco alguns metodos para determinacéo de fibra vegetal e
suas fracbes em relacdo a fibra como bruta, soltvel e insoltvel. Diz ainda que o método
utilizado no presente trabalho (método proposto por Van Soest, 1963a, de fibra detergente
neutro/NDF) poderia ser considerado como determinacdo de fibra NDF sendo celulose,
hemicelulose e lignina.

Os resultados de andlises de minerais de SART por absorcdo atdmica e
espectrofotometria (elemento P) da amostra casca de SAR sdo apresentados na Tabela 8.

Os resultados da pesquisa de minerais por fluorescéncia de raio-X nas amostras casca
de SAR, caule de SAR e folha de SAR estdo apresentados na Tabela 9.

A diferenca encontrada nas diferentes técnicas pode ser explicada pela sensibilidade
do método utilizado, sendo a absor¢do atbmica mais sensivel a pequenas quantidades de

minerais.
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Tabela 8: Anélise de minerais da casca de SAR por absorcdo atdmica e espectrofotometria (P).

Mineral analisado SAR (ppm)

Na 635,6

Mn 16,64

Mg 992,50

Ca 786,20

Sr Nao detectado
Fe Na&o detectado
P 204,62

Nas cascas de SAR foram encontradas quantidades elevadas de K, Ca, S, Si e Al,
enquanto que outros minerais foram encontrados tragos como Na, Mg, Mn e Sr ou auséncia na
amostra como Fe, Cu, Zn e outros.

No caule as quantidades de K, Ca, S e Si foram elevadas assim como nas cascas, mas
o Al apresentou somente tracos. Alem disso, foram encontrados outros minerais como Na, P e
Fe nessa amostra.

Ja na folha, encontraram-se também quantidades de K, Ca, S, Si e Al assim como nas
cascas, sendo que a folha apresentou maior quantidade de K e S dentre as trés amostras
analisadas.

Através das analises realizadas, pode-se perceber a abundancia de K e Ca nas
amostras, sendo que a presenca de Mg foi percebida somente pela técnica de absorcédo
atdbmica. O mineral Fe foi encontrado somente para a amostras folha e caule, ndo sendo
encontrado nas cascas por nenhuma das duas técnicas utilizadas. J& os minerais Cu e Co ndo
foram encontrados em nenhuma amostra; Zn somente como tragos no caule; Cr somente

tracos na folha; Ni somente tracos no caule; Mn somente nas cascas pela técnica de absorcao.



Tabela 9: Resultados de pesquisa de minerais por fluorescéncia de raio-X para casca, caule e folha de SAR.
Concentracéo (ppm)

Fe Cu Zn Cr Co Mn Ni S Si Br Al Sr ClI Rb

a a a a 't a 1570 3870 t 1920 t a a

Amostra

Na K Ca Mg P
Casca t 4850 3910 t a a

de SAR
Caule 880 3950 3960 t 1250 70 a t a a t t 270 240 a t a t t
de SAR

Folhade t 17360 1510 t 1990 160 a a t a t a 3220 380 t 150 a t a
SAR

t —tracos, a — auséncia.
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Resultados obtidos por Silva et al. (2009) para cascas e folhas de SAR por absor¢éo
atdbmica mostram quantidades de Na, K, Ca, Mg, P, Fe, Cu, Zn, Cr, Co, Mn e Ni. O trabalho
destaca a abundancia de K, Mg, Ca e Fe presentes nas cascas e nas folhas, sendo maior
quantidades de K e Fe nas folhas.

E importante considerar que a composicdo mineral pode apresentar consideravel
variacdo em termos de quantidades devido a influéncias diversas que a planta pode sofrer
como as condi¢des do solo, a luminosidade, idade da planta e fatores climaticos diversos.

Pesquisa de contaminantes microbioldgicos

Apesar do ambiente desfavoravel para crescimento de microrganismos (baixa umidade
e baixa quantidade de macronutrientes), foi realizada pesquisa de bactérias totais e fungos e
leveduras para verificar a condigcdo sanitaria da matéria-prima SAR. Os resultados dessas

analises estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10: Pesquisa de bactérias totais e fungos e leveduras em SAR.

Parametro SAR
Bacterias totais 1,15 x 10° (estimativa) UFC/g
Fungos e Leveduras 4,77 x 10® UFC/g

Fatores intrinsecos e extrinsecos ao alimento como composicado quimica, temperatura,
pH, umidade, umidade relativa, temperatura de armazenamento, entre outros fatores
influenciam diretamente a presenca e a quantidade de microrganismos nos diversos produtos
(EVANGELISTA, 2008).

O processo de desidratacdo (secagem) da SAR tem como consequéncia a obtencdo de
baixo teor de umidade e a concentracdo de acidos no alimento o que cria um ambiente
quimico desfavoravel ao crescimento de muitos microrganismos.

Os fungos sdo os mais resistentes a diminuicao da atividade de dgua e podem crescer
em alimentos com menos de 2% de umidade. J& as bactérias normalmente necessitam de
niveis maiores de umidade (em geral acima de 30%).

Segundo a RDC n° 12 de 02/01/2001 (BRASIL, 2001), para definir padrdes
microbiolégicos para determinado produto, considera-se a similaridade da natureza e do

processamento. Assim, considerando o item “produtos a serem consumidos apos adi¢do de
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liquido, com emprego de calor” e o produto especifico “cha e produtos similares, ndo obtidos
por processamento térmico (secos, desidratados ou nao)”, a RDC estabelece que Salmonella
spp deve estar ausente em 25g.

J& segundo a Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010) a pesquisa de contaminantes
microbioldgicos e os limites para drogas vegetais que submetidas a processos extrativos a
quente (produtos néo estéreis) devem ser: contagem total de bactérias aerébias de 10’ UFC/g
ou mL e para contagem total de Fungos/leveduras é de 10* UFC/g ou mL. De acordo com a
prépria Farmacopéia, os limites de aceitagdo devem ser interpretados da seguinte forma: 10*
UFC como valor méximo aceitavel = 20; 10> UFC como valor maximo aceitavel = 200; 10°
UFC como valor maximo aceitavel = 2000; e, assim sucessivamente.

Sendo assim, as cascas de SAR apresentam-se muito abaixo desses limites.

A Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010) também define para os mesmos produtos
uma pesquisa de patégenos, sendo o limite maximo de 10% Escherichia coli em 1 g, maximo
de 10* de bactérias Gram negativa bile tolerante b em 1 g ou mL e auséncia de Salmonella em
10 g.

Microestrutura
Na analise pelo MEV foi possivel observar, diferengas nos tamanhos das particulas

encontradas no p6 da casca de SAR (Figura 34).

(b) ‘ X500 50pm B LABNANO

Figura 34: Observagdo em MEV das cascas de SAR, com aumento de 50x (a) e aumento de 500x (b).

Na analise microscopica, observa-se a diversidade de tamanhos e formas das particulas
do p6 da casca da SAR. Na Figura 35 estdo apresentadas algumas laminas com aumento de
40x e a barra de escala de 2000um, onde claramente observa-se que ha particulas maiores do

que a escala, o que justifica os 12,1% da amostra ter ficado retida no tamis com abertura
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nominal de 1.180um durante a anélise granulométrica. J& as particulas menores, que passaram
pela abertura nominal de malha 75um, sdo mais dificeis de serem visualizadas nesse aumento
ja que as particulas maiores se destacam. Algumas dessas particulas podem ser melhor

observadas na Figura 36 na parte superior da lamina.

Figura 35: Diferentes tamanhos de particulas encontradas no p6 da casca de SAR visualizadas por microscopio

digital com aumento de 40x e a barra de escala de 2000um.

Figura 36: Detalhe dos diferentes tamanhos de particulas encontradas no p6 da casca de SAR com aumento de

40x e a barra de escala de 2000pm.
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5.2 Obtencéo e caracterizagdo dos extratos aquosos SART e SARFlora

O extrato aquoso SARFlora (extrato concentrado) foi obtido na planta piloto da
Centroflora conforme item “4.5” do presente trabalho, chegando & UFRJ congelado (Figura
37) e 0 extrato aquoso SART foi obtido em laboratorio na UFRJ conforme item “4.6” (Figura
38).

Figura 38: Extratos aquosos obtidos, sendo (a) SARFlora; (b) SART.

Os extratos SART e SARFlora foram caracterizados quanto a solidos totais, °Brix e
pH conforme resultados apresentados na Tabela 11.

Nos produtos liquidos (ou de alto teor de umidade), considera-se o residuo seco
(residuo obtido no aquecimento direto) como sélidos totais existentes no produto (IAL, 2005).

A determinacéo de °Brix (g de s6lidos/100g de amostra) representa a quantidade de
solidos soluveis na agua j& que avalia-se a alteracdo do indice de refracdo através do
refratbmetro calibrado previamente com agua (1AL, 2005).

Como os resultados de solidos totais e solidos soliveis de SART foram préximos,
percebe-se entdo que praticamente todos os solidos presentes neste extrato sdo sollveis em

agua. O mesmo pode ser percebido quanto ao extrato SARFlora.
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A determinacdo da acidez de um alimento pode ser de extrema importancia ndo sé do
ponto de vista sensorial como também do aspecto do estado de conservacao do alimento visto
que pode ocorrer hidrélise, oxidacdo ou fermentacdo alterando a concentracdo de ions
hidrogénio no meio (1AL, 2005).

Considerando a aceitacdo do publico em geral, o pH dos extratos SART e SARFlora
apresentaram-se proxima dos produtos similares encontrados no mercado varejista (cha mate

com e sem liméo, chéa preto, cha verde). O pH encontrado para esses produtos foi entre 3 e 5.

Tabela 11: Caracterizacdo de extratos SART e SARFlora.

Parametro SART SARFlora
(concentrado)
solidos totais 0,77 (+/-0,09) 24,2 (+/-0,13)
(%) (p/v)
°Brix 0,77 (+/-0,16) 23,45 (+/-0,37)
(g de sélidos soluveis/100g de
amostra)
pH 5,27 (+/-0,08) 5,40 (+/-0,07)

Valores expressos como media + desvio padréo

5.3 Obtencao de pé atomizado SART e SARFlora

Para obtencdo dos pos atomizados, os extratos SART e o SARFlora foram secos em
varios dias devido a grande quantidade obtida e a capacidade diaria do mini spray-dryer de
bancada. Assim, foram descongelados gradativamente conforme a disponibilidade e
capacidade do equipamento spray-dryer (sempre sendo descongelados em temperatura de
refrigeracdo e mantidos assim até o0 momento de secagem).

Foram obtidos 19,819 de extrato seco SART a partir de 250g de SAR e em relacdo ao
SARFlora, a partir dos 14 kg iniciais de casca de SAR, conseguiu-se aproximadamente
633,959 de extrato seco SARFlora.

Do ponto de vista tecnoldgico, é interessante para posterior industrializacdo identificar
quantidade inicial de casca de planta necessaria para obtencao de determinada quantidade de

po6 atomizado para desenvolvimento de bebida.
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Assim, pode-se calcular o rendimento obtido em todo processo para obtengdo do p6
atomizado, considerando a quantidade de casca inicial como 100% e a quantidade de pd
atomizado obtido como o rendimento do processo todo.

Logo, a partir de 250g de SAR, o rendimento em relagdo a quantidade de po
atomizado SART obtido seria de 7,92% (considerando 250g como 100%). E a partir de 14Kg
de casca de SAR, obteve-se rendimento de 4,52% (considerando 14kg como 100%).

A diferenca no rendimento pode ser explicada pela perda durante os processos de
secagem. Foi possivel perceber maior perda de amostra na cdmara de secagem quando a
amostra era a SARFlora do que quando era a SART. Isso pode ser observado na Figura 39.

(a) (b)
Figura 39: Processos de secagem no spray-dryer, sendo (a) secagem de SART, (b) secagem de SARFlora.

Fonte: acervo pessoal.

A perda maior no processo de secagem de SARFlora, com consequente menor
rendimento, pode ser explicada pela presenca de mais sélidos no extrato. Ja que no processo
de secagem por atomizacédo pelo spray-dryer a quantidade de solidos totais presente no fluido
alimentador do atomizador pode interferir diretamente nas propriedades do pé obtido, uma
vez que a alta viscosidade do extrato SARFlora forma goticulas maiores no processo de
atomizacdo. 1sso pode acarretar em perda maior durante o processo de secagem, o que foi

observado visualmente tanto pelo aparente acimulo nas paredes da cAmara de secagem como
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na presenca de gotas que escorreram pela sua parede. Como SARFlora (24% p/v) apresenta
teor de sélidos totais muito superior ao de SART (0,77% p/v), espera-se realmente que
SARFlora apresente menor rendimento, sendo as mesmas condic6es de processo de secagem.

Oliveira et al. (2011) obteve rendimento de 9,6 % (+ 0,19) para um extrato aquoso
obtido pelo método tradicional quilombola e seco por liofilizacdo. Essa diferenga no
rendimento pode ser justificada pelas diferentes técnicas de secagem utilizadas.

Outro dado interessante do ponto de vista tecnoldgico que pode ser observado é o
rendimento em relagdo ao processo de secagem com solucdo alimentadora contendo
diferentes quantidades de sélidos. O rendimento do processo de secagem pode ser calculado
levando em consideracdo a quantidade de solidos presentes no volume da solucdo
alimentadora do spray-dryer como sendo 100% e a quantidade final de p6 obtido. O
rendimento do processo de secagem de SART foi de 45,7% (+/-10,6) e o rendimento da
secagem de SARFlora foi de 56,2%.

Pode ser interessante ainda fazer a densidade dos pos obtidos a fim de melhor avaliar a
vantagem ou desvantagem em concentrar amostra antes do processo de secagem pelo spray-

dryer.
5.4 Caracterizagdo de pé atomizado SART e SARFlora
Molhabilidade e solubilidade
Os resultados de molhabilidade e de solubilidade de SART e de SARFlora encontram-

se na Tabela 12.

Tabela 12: Caracterizacdo de SART e SARFlora quanto & molhabilidade e solubilidade.

Parametro SART SARFlora
Molhabilidade (g/min) - 19/23,3min
Solubilidade (%) 14,19 (+/-0,10) 14,25 (+/-0,07)

Valores expressos como média + desvio padréo.

O resultado do teste de molhabilidade como sendo 1g de SARFLora solubilizando em
agua sem auxilio mecanico somente em 23,3 minutos demonstra que as particulas desse po
atomizado ndo apresenta susceptibilidade a penetracdo de agua. Percebe-se a formacdo de

grumos, o que pode ser esperado para pds que apresentam baixa molhabilidade.
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Os valores encontrados na analise de solubilidade para SART (14,19%) e para
SARFlora (14,25%) indicam que esses pds atomizados se solubilizam bem em &gua.

No caso de uma bebida em p6 facilmente reconstituivel, ou seja, instantanea, teriamos
que avaliar esses resultados de molhabilidade e de solubilidade de forma a melhorar a
reconstituicdo de SARFlora em &gua, pois se ela é solivel em &gua, ha necessidade de
aumentar sua molhabilidade. Esse termo instantdneo descreve alimentos em pd que sdo
facilmente misciveis no liquido em questdo (normalmente agua, seja quente ou fria, conforme
0 produto).

Lannes e Medeiros (2003) referem-se ao tempo maximo para o produto molhar como
sendo uma escolha arbitraria e completam que se 90% do pé mergulhar no liquido em 5
minutos ja seria um bom parametro. No caso de SARFlora, estd bem abaixo desse valor.

Comparando a molhabilidade com os produtos considerados instantaneos encontrados
no mercado varejista, como leite em pd ou café solivel, esses apresentam molhabilidade em
tempos muito menores do que o encontrado para SARFlora.

O comportamento higroscopico de produtos alimenticios é de extrema importancia
para obtencdo de um produto final estavel que mantenha suas caracteristicas quimicas, fisicas
e microbiologias. Assim, a umidade, a solubilidade e a molhabilidade sdo analises
importantes do ponto de vista tecnolégico (SCHUBERT, 1993).

Segundo Schubert (1993), as propriedades que podem definir a instantaneidade de um
produto sdo: molhabilidade, imersibilidade, dispersividade e solubilidade. A molhabilidade
seria a habilidade do po6 de ser penetrado por um liquido; a imersibilidade seria a imersao do
po no liquido; a dispersividade seria a dispersdo do pdé no liquido; e a solubilidade seria a
dissolucdo do p6d no liquido, desde que as particulas sejam soliveis no mesmo. Para
considerar uma particula s6lida como apresentando boas propriedades instantaneas, o produto
em pd deve completar satisfatoriamente o processo das quatro propriedades mencionadas em
apenas alguns segundos.

No caso de SARFlora, um processo que pode ser testado é o de aglomeracdo para
melhorar a reconstituicdo do pé atomizado. Vissoto et al. (2006) mostrou que a aglomeracéo
incrementou a solubilidade e a molhabilidade de achocolatado em pé. O processo de
aglomeracdo seria capaz de facilitar a entrada de liquido de dissolucéo, por conta de formacéo
de estrutura porosa nos granulos.

Uma alternativa para melhorar molhabilidade pode ser a obtencdo de microcapsulas

por combinagOes de materiais diversos no processo de secagem pelo spray-dryer. A utilizacao
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da tecnologia de microencapsulacdo poderia alterar propriedades do p6 atomizado, alterando
sua molhabilidade e solubilidade.

Outra alternativa seria a adicdo de aditivos alimentares com intuito de melhorar a
molhabilidade ou até mesmo indicar a agitacdo do produto antes do consumo.

A fim de entender melhor os comportamentos dos pds atomizados SART e SARFlora
em relacdo a agua outras analises podem ser realizadas como atividade de &gua e isotermas de
sor¢do de agua.

J& que a facilidade de se retirar ou adicionar &gua a um alimento esta relacionada com
a atividade de dgua do mesmo, essas curvas de absorcdo e adsor¢do de umidade podem ser
feitas no intuito de acompanhar a estabilidade de alimentos durante o armazenamento e
podem fornecer informagfes Uteis para processo de secagem e de hidratacdo do alimento
(RIBEIRO & SERAVALLLI, 2004).

Microestrutura

Através da observacdo das particulas de SART e de SARFlora no microscopio digital,
pode-se perceber que o pé atomizado SART apresenta intensidade de coloracdo bem mais
clara e um p6 muito mais fino do que a amostra SARFlora, como observado na Figura 40.

(b)

Figura 40: Observagdo em microscopio digital de SART e SARFlora, sendo (a) SART (b) SARFlora.
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Essas diferencas na tonalidade de coloracdo entre as amostras e na granulometria dos

p6s podem ser observadas macroscopicamente na Figura 41.

Figura 41: Observagdo macroscopica das amostras secas pelo spray-dryer, (a) po atomizado SART, (b) pd

atomizado SARFlora.

A microestrutura de SART e de SARFlora através de microscépio eletronico de
varredura (MEV) podem ser observadas nas Figuras 42 e 43, respectivamente.

As particulas de SART apresentam-se amorficas, com depressées na superficie que
podem ser formadas por conta de contracdo das particulas durante secagem e resfriamento. Ja
as particulas de SARFlora apresentaram tendéncia a formato esférico com algumas superficies
rugosas e outras lisas. Esse formato € caracteristico de particulas produzidas pelo processo de
secagem por spray-dryer.

As particulas de SARFlora apresentam tamanhos diferenciados sendo algumas
menores do que 10um e outras proximas de 50um, como pode ser observado na Figura 43.

Essas diferengas em formato e tamanho das particulas de SART e SARFlora podem
ser explicadas pelos vérios fatores do processo de secagem por atomizagdo que podem
influenciar as caracteristicas do pé obtido, como por exemplo o teor de sélidos no liquido a

ser atomizado. Espera-se que quanto mais solidos em um liquido (alta viscosidade), maiores
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as gotas formadas no processo de atomizagdo, e maiores as particulas do pé obtido. Como
SARFlora apresenta teor de sélidos totais muito superior ao de SART, espera-se realmente
que SARFlora apresente tamanhos maiores de particulas.

Alguns trabalhos mostram essa relagcdo direta do aumento no tamanho das particulas
obtidas (maiores diametros) com a viscosidade do liquido da alimentacdo do spray-dryer
(TONON et al.,2009; KEOGH et al., 2003).

Como a técnica do processo de secagem por spray-dryer pode ser um meio para
obtencdo de melhoria da instantaneidade e da molhabilidade de um produto em p6 como o
SARFlora, pode ser necessario avaliar fatores que influenciam a formacdo de particulas com
tamanho e formatos mais uniformes. Assim, a quantidade de sélidos totais presente no fluido
alimentador do atomizador pode interferir diretamente nas propriedades do p6 obtido.

O processo de aglomeracdo ja citado anteriormente pode facilitar a obtencdo de
alimentos em po instantdneos e a auséncia de pds muito pequenos como particulas com
tamanho inferior a 50 pum (VISSOTO et al.,2006).

20kV X150 100pm LABNANO X500 50pm LABNANO

i i e

20kv  X1,000 LABNANO

Figura 42: Observacao de SART em MEV.
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20kV X150 100pm LABNANO 20kV X500 S50um LABNANO

20kv  X1,000 10pm LABNANO

Figura 43: Observagéo de SARFlora em MEV.

Distribuicdo de Tamanho de Particulas

A distribuicdo granulométrica das particulas de SART e SARFlora apresentam perfis
semelhantes quanto a distribuicdo de tamanho e ambas apresentando distribuicdo unimodal
(Figura 44).

Além do formato esférico normalmente encontrado nas particulas obtidas por spray-
dryer, a homogeneidade na distribuicdo de tamanho das particulas € muito préxima, o que faz
com que o produto apresente caracteristicas uniformes.

Essa faixa Unica de distribuicdo de tamanho tanto em SART quanto em SARFlora
pode conferir comportamento e caracteristicas semelhantes aos dois pds atomizados, como

por exemplo a solubilidade (resultados mostrados em item anterior).
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Figura 44: Distribuicdo de tamanho de particulas (quantidade de particulas normalizadas X didmetro das

particulas), sendo (a) SART e (b) SARFlora.

Esses tamanhos um pouco maiores para

Observa-se pequena diferenca na distribuicdo de tamanhos de particulas de SART e

SARFlora, sendo que 95% de SART apresenta diametro de até 2,386um e 95% de SARFlora

apresenta diametro de 2,888um (Tabela 13).

SARFlora séo esperados devido a concentracdo de solidos da solugédo alimentadora no spray-

dryer, como ja discutido anteriormente.

Tabela 13: Diametro médio das particulas em SART e SARFlora.

Particulas normalizadas (%)

35
0,413

0,975

1,135

0,479

Diametro das particulas das

amostras (um)

SART
SARFlora

s

ao quimica

Composic

foi realizada através de analise de composicdo centesimal,

z

4o guimica

~

A composic

andlise de minerais, determinacdo gravimétrica de saponinas e analise de fendlicos totais.



69

Composicdo centesimal - Os resultados das analises de composicdo centesimal de
SARFlora encontram-se na Tabela 14.

Tabela 14; Composicdo centesimal de pé atomizado SARFlora.

Anélise SARFlora
Cinzas (%) 8,22 (+/-0,12)
Umidade (%) 6,23 (+/-0,39)
Proteinas (%) 0,51 (+/-0,09)
Lipideos (%) 0,08 (+/-0,17)
Carboidratos (%) 84,96*
Fibras totais (%) 0

Valores expressos como média * desvio padrao de determinacGes em triplicata
* por calculo de diferenga Nifext, de acordo com RDC 360 (Brasil, 2003).

O teor de umidade encontrado para SART foi de 6,29% (+/-0,6). Comparando com o
teor encontrado para SARFlora (6,23% +/-0,39) pode-se dizer que sdo similares, podendo
indicar uma boa estabilidade microbiologica e quimica, ja que teores de umidade altos podem
propiciar o crescimento de fungos e bactérias, além de possibilitar o aumento de atividade
enzimatica.

A umidade de um alimento normalmente esta relacionada a sua estabilidade, qualidade
e composicdo e pode afetar a estocagem, embalagens e o processamento (CECCHI, 2003).

A presenca de agua é um dos fatores que influenciam no crescimento e
desenvolvimento de microrganismos nos alimentos e a atividade aquosa podem fornecer
condicdes adequadas para multiplicacdo microbiana. A baixa atividade de agua impossibilita
0 crescimento de microrganismos, razdo pela qual a sua diminuicdo € um recurso bastante
empregado na conservacao de alimentos (EVANGELISTA, 2008).

Se considerarmos a RDC 360 (BRASIL, 2003) da ANVISA, os valores diarios com
base em uma dieta de 2.000 kcal (ou 8400 kJ) e o consumo diario profilatico de SAR para
malaria (conforme resultados mostrados em item posterior do presente trabalho), a adicdo de
SARFlora a algum produto alimenticio ndo iria interferir em sua composicdo nutricional ja
gue nao contém quantidade significativa de valor energético, carboidratos, proteinas, gorduras
totais, gorduras saturadas, gorduras trans e fibra alimentar. Esse valor calorico total pode ser
calculado a partir da soma das calorias correspondentes para proteinas, lipideos e
carboidratos, segundo a RDC 360 (BRASIL, 2003).
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E importante perceber que a grande quantidade de carboidratos encontrada em
SARFlora é proveniente de céalculo de diferenca ‘Nifext” conforme RDC 360 (BRASIL,
2003), sendo assim, esse valor reflete tudo o que ndo é cinzas, umidade, proteinas, lipideos e
fiboras. A mesma RDC 360 define carboidratos como sendo “todos os mono, di e
polissacarideos, incluidos os polidis presentes no alimento, que séo digeridos, absorvidos e
metabolizados pelo ser humano” (BRASIL, 2003). Assim, esse resultado representa

componentes ndo determinados e sim calculados por diferenca.

Anélise de minerais - A analise de minerais de SART por absor¢do atdmica e

espectrofotometria (mineral P) estd demonstrada na Tabela 15.

Tabela 15: Analise de minerais de SART por absor¢do atdmica e espectrofotometria (para P).

Minerais analisados SART (ppm)
Na 1403,30
Mn 17,00
Mg 1093,00
Ca 34,92
Sr Nd&o detectado
Fe Ndo detectado
P 276,07

De maneira semelhante aos macronutrientes, as quantidades de minerais avaliados, se
ingeridos de acordo com o consumo diario profilatico, ndo representariam aumento
significativo na dieta de acordo com a RDC 360 (BRASIL, 2003).

Os resultados para pesquisa de minerais de SART e SARFlora pela técnica de

fluorescéncia por raio-X estdo apresentados na Tabela 16.



Tabela 16: Resultados de pesquisa de minerais por fluorescéncia de raio-X para as amostras SART e SARFlora.
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Amostra Concentracao (ppm)
Na K Ca Mg P Fe Cu 2Zn Cr Co Mn Ni S Si Br Al Sr ClI Rb
SART 7460 2920 t t t t a a a a a t 960 1730 a 1410 a t t
SARFlora 509 4330 t t 360 t a t a a a a 106 20120 a tr a a t

t — tragos, a — auséncia.
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Pela técnica de fluorescéncia de raio-x foram encontrados os minerais Na, K, S e Si
nas SART e SARFlora. O mineral Al foi encontrado em SART e somente tracos em
SARFlora. Ja o P foi encontrado em SARFlora e tragos em SART. Os minerais Fe e Rb foram
encontrados somente tracos nas duas amostras. Em SART foi encontrado tracos de Ni e Cl, ja
em SARFlora tragos de Zn.

A diferenca nas quantidades de minerais nas duas amostras pode ser explicada pelo
processo de extracdo ter sido realizado em locais diferentes, sendo assim, a agua potavel
utilizada nas extracdes pode ter influenciado nas variagcdes de composi¢do mineral.

Os minerais Ca, Mg, Mn e P foram encontrados na amostra SART pela técnica de
absorcdo (para Ca, Mg e Mn) e espectrofotometria (para P). Essa diferenca nas duas técnicas
pode ser explicada pela sensibilidade do método.

Resultados de composicdo mineral obtidos por Silva et al. (2009) para diferentes
extratos aquosos de cascas das raizes SAR por absorcdo atbmica mostram quantidades de Na,
K, Ca, Mg, P, Fe, Cu, Zn, Cr, Co, Mn e Ni.

Pela técnica de fluorescéncia os minerais Na e K foram encontrados e Ca e Mg como
tracos nas amostras SART e SARFlora. Ja os elementos Cu, Cr, Co e Mn ndo foram
encontrados. Minerais P e Zn foram encontrados como traco em SARFlora, e Ni como traco
em SART. Ja pela técnica de absorc¢éo, foram encontrados Ca, Mg e Mn na amostra SART.

Como ja mencionado anteriormente, € importante considerar na comparacdo de
resultados de grupos diferentes que a composicdo mineral pode apresentar variacfes em

termos de quantidades devido a influéncias diversas que a planta pode sofrer.

Teor de saponinas totais - O teor de saponinas totais das amostras é apresentado na
Tabela 17. Para comparagdo com a bebida consumida pelos quilombolas, também foi
realizada determinacdo gravimétrica de saponinas para SMT (extrato obtido pelo método
tradicional quilombola, conforme descrito por Oliveira et al., 2011).

Esses resultados podem corroborar o estudo de Silva et al. (2009) que demonstrou
48,4% de saponinas em um extrato aquoso das raizes de SAR através de analise por CLAE.

Resultado anterior do grupo também demonstrou o alto teor de saponinas em SAR
através do indice de espuma (Oliveira et al., 2011).

E importante perceber que a composicdo de 32,65 (+/-0,72) de saponinas em
SARFlora (g de saponinas/100g de extrato) sugere que a grande quantidade de carboidratos
encontrada nessa amostra na composicdo centesimal pode ser constituida basicamente por

saponinas. Considerando que a RDC 360 (BRASIL, 2003), define para célculo de carboidrato
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a diferenca entre 100 e a soma do contetdo de proteinas, gorduras, fibra alimentar, umidade e

cinzas (calculo de diferenga ‘Nifext”).

Tabela 17: Teor de saponinas totais em extratos secos de SAR pelo método gravimétrico.

Extrato seco % de saponinas
(g de saponinas/ 100g de extrato)

SMT 14,84

SART 35,55 (+/-1,52)
SARFlora 32,65 (+/-0,72)

SETT 43,88 (+/-0,54)
SETFlora 43,43 (+/-0,17)

Valores expressos como média + desvio padrédo de determinagdes em duplicata.

E interessante perceber que mesmo apds a extragdo aquosa, 0S extratos etnanolicos
ainda apresentam grande quantidade de saponinas.

O baixo de teor de saponinas encontrado em SMT comparado aos outros extratos pode
ser explicado pelo processo de extracdo ja que no meétodo tradicional quilombola a espuma
produzida é desprezada por sete vezes (diminuindo provavelmente a quantidade de saponinas
presentes).

A Tabela 18 apresenta as respostas obtidas para extracdo de saponinas, incluindo os
rendimentos obtidos para as amostras aquosas SART e SARFlora e as hidroalcoolicas SETT e

SETFlora. Esse célculo de rendimento foi realizado de acordo com Dos Santos et al. (2011).

Tabela 18: Respostas obtidas para a extracdo de saponinas.

Amostra Quantidade de Quantidade de Rendimento (mg de saponinas /
extrato seco (g) saponinas (mg) g de extrato seco)
SART 0,203 72,5 (+/-2,1) 358,04 (+/-11,72)
SARFlora 0,201 66 (+/-1,4) 327,53 (+/-5,86)
SETT 0,201 88 (+/-1,4) 438,89 (+/-5,5)
SETFlora 0,200 87,5 (+/-0,7) 435,32 (+/-0,45)

Valores expressos como média + desvio padrdo de determinagdes em duplicata.

Dos Santos et al. (2011) demonstraram o rendimento de extracdo de saponinas (mg de

saponinas/g de extrato seco) em SAR variando de 312,50 a 405,10 em experimentos com
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extragdo hidroalcodlica a partir de planejamento experimental para otimizacdo de fatores
tempo e composicdo do solvente.

Conforme pode ser observado, comparando resultados de Dos Santos et al (2011) e
resultados da Tabela 20, todos os extratos apresentam rendimentos proximos dos
demonstrados pelo referido estudo (Dos Santos et al., 2011).

Pode ser interessante observar que, apesar de SART e SARFlora serem extratos
aquosos, 0s resultados de extragdo de saponinas foram semelhantes aos extratos
hidroalcdolicos encontrados pelas diferentes extracGes hidroalcodlicas de Dos Santos et al.
(2011). Isso pode ser indicativo de que o extrato aquoso de SAR (tanto SART quanto
SARFlora) pode apresentar quantidade de saponinas semelhante a quantidade encontrada em
extratos hidroalcodlicos..

O rendimento encontrado para SMT foi de 148,51 (mg de saponinas / g de extrato
seco), sendo baixo comparado aos outros resultados provavelmente devido ao processo de

extracao

Compostos fendlicos totais - Na analise de fendlicos totais, como resultado, obteve-se
0,224 mg de compostos fendlicos em 1mg de SARFlora, ou seja, 22,4% de fendlicos em
amostra de SARFlora.

Comparando com a composicdo de erva mate, por exemplo, que tem em sua
constituicdo de 20 a 30% de polifendis (FILIP et al.,2001), pode-se dizer que a SAR apresenta
teor de compostos fendlicos proximo do encontrado em outras bebidas obtidas de extrato de
planta.

Como os compostos fenolicos sdo constituintes dietéticos considerados importantes
por conta de sua capacidade antioxidante e algumas propriedades benéficas podem estar
associadas a capacidade de sequestrar radicais livres, a presenca de compostos antioxidantes
em alimentos e bebidas, como por exemplo, na bebida a base de SAR desenvolvida nesse
trabalho, a presenca de compostos fendlicos pode ser de grande interesse para manutencédo e
restabelecimento do equilibrio apds estresse oxidativo, inclusive o causado por exercicio
fisico intenso.

A fim de avaliar a capacidade antioxidante total de SARFlora, pode-se determinar a
atividade antioxidante pelo método do DPPH, por espectrofotometria UV, de acordo com
Kelebek et al. (2006) (avaliar a atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-

hidrazil/DPPH). Mas ainda ndo foram obtidos resultados. Silva et al. (2009) relatam que
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extratos aquoso e etandlico a partir de SAR ndo apresentaram atividade antioxidante relevante
pelo método de DPPH.

Pesquisa de contaminantes microbioldgicos
Quanto a analise microbioldgica, foi realizada pesquisa de bactérias totais e fungos e
leveduras em pd atomizado SART e SARFlora (Tabela 19) a fim de verificar qualidade

sanitaria.

Tabela 19: Analise microbioldgica realizadas em pd atomizado SART e SARFlora.

Parametro SART SARFlora
Bactérias totais (UFC/g) 3,85 x 10° <10
Fungos e Leveduras (UFC/g) 70 30

A diferenca encontrada nas analises de SART e SARFlora pode ser justificada pelo
processo de tindalizacdo realizado no extrato concentrado SARFlora na planta piloto com
intuito de descontaminagdo microbiana.

Segundo Farmacopéia (BRASIL, 2010), os limites microbianos para produtos nao
estéreis, no caso extrato seco, seriam 10* UFC/g ou mL de contagem total de bactérias
aerébias; 10° UFC/g ou mL de contagem total de fungos/ leveduras.

Sendo assim, SART e SARFlora apresentaram resultados bem abaixo dos limites
estabelecidos pela Farmacopéia para esses parametros de qualidade.

No que diz respeito a pesquisa de patdgenos para 0 mesmo produto (extrato seco),
haveria necessidade ainda pesquisa de Salmonella spp e de Escherichia coli.

Ja considerando a similaridade de natureza e de processamento do produto e o0s
padrdes estabelecidos pela RDC n° 12 (BRASIL, 2001), se considerarmos SART ou
SARFlora como “produtos a serem consumidos apos adi¢ao de liquido, com emprego de
calor” e o produto especifico “chda e produtos similares, ndo obtidos por processamento
térmico (secos, desidratados ou ndo)”, Salmonella spp deve ser ausente em 25g. No caso de
considerarmos como “suplemento vitaminico ¢ minerais e similares, em forma de po,
capsulas, drégeas e similares” (“outros produtos em po, capsulas, drageas e similares, como
gelatina, guarand, catuaba, marapuama, lecitina e outros, isolados ou em mistura™), a pesquisa

de coliformes a 45°C/g, Estafilococos coagulase positiva/g e Salmonella spp em 25g. (limites
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10, 5x10° e auséncia, respectivamente). Se considerarmos como “sucos desidratados,
incluindo caldo de cana, de acai e similares” haveria necessidade de coliformes a 35°C/g
limite 10 e auséncia de Salmonella spp em 25g. Ja no caso de “pd para o preparo de refrescos”
seria necessaria pesquisa de coliformes a 35°C/g.

Observa-se entdo que ha necessidade primaria de classificacdo do produto a ser obtido
para melhores defini¢des de analises microbioldgicas necessarias em SART e SARFlora.

E importante destacar que os resultados encontrados para analises microbioldgicas em
relacdo aos principais patégenos citados pelas referidas legislacGes apresentaram auséncia no
extrato concentrado SARFlora (Tabela 20).

Tabela 20: Resultados de analise microbioldgica de extrato concentrado SARFlora.

Parametro SARFlora concentrado
E.coli Ausente
P. Aeruginosa Ausente
Salmonella sp Ausente
S. aureus Ausente

*dados provenientes de relatério do grupo Centroflora.

Analise cromatografica em placa dos extratos

O perfil cromatografico dos extratos aquosos e etandlicos pode ser observado na
Figura 45. Além dos extratos SART, SARFlora, SETT e SETFlora também foi realizado o
perfil do extrato (SMT) obtido através da extracdo pelo método tradicional quilombola,
conforme descrito por Oliveira et al. (2011) e do extrato etandlico (SET) obtido a partir deste.

O perfil cromatografico para saponinas, através da revelacdo com acido sulfdrico e
posterior aquecimento, apresentou varias bandas com diferentes valores de fator de retencéo
(Rf) desde o ponto de aplicacdo das amostras até o ponto final da distancia percorrida pela
fase movel. O perfil dos extratos foi bastante semelhante, diferenciando apenas em
intensidade das bandas. Observa-se que as bandas sdo mais intensas nos extratos etanélicos do

gue nos extratos aquosos, sendo assim, hd maior quantidade de saponinas presentes nos
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extratos SET, SETT e SETFlora, o que ja era esperado de acordo com resultados encontrados

para o teor de saponinas por quantificacdo gravimétrica.

Figura 45: Perfil cromatografico de extratos obtidos a partir de SAR, onde: SMT — extrato método tradicional;
SART - extrato aquoso UFRJ; SARF — extrato aquoso Centroflora; SET — extrato hidroalcodlico a partir de
SMT; SETT - extrato hidroalcodlico a partir de SART; SETF — extrato hidroalcodlico a partir de SARFlora

(sendo denominado SETFlora).

O perfil cromatografico em camada delgada da matéria-prima (casca de SAR) e dos
extratos aquoso e etanodlico obtidos na planta piloto mostra-se semelhante para os trés

materiais analisados, apresentando perfil positivo para saponinas (Figura 46).

SAR SARF SETF SAR SARF SETF

Figura 46: Perfil cromatogréfico comparando matéria-prima (SAR) e extratos aquoso e etandlico, sendo (a) antes
da revelagdo visualizada sob luz UV (254nm), e (b) apds revelagdo com &cido sulfurico e aguecimento, onde:
SAR - matéria-prima casca; SARF - Extrato Aquoso SARFlora; SETF - Extrato Hidroalcodlico (SETFlora).
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A Unica diferenca observada nos trés materiais analisados foi a auséncia da banda
azul-esverdeada em Rf 0,41 no extrato hidroalcodlico (SETFlora). Foi possivel identificar
onze bandas no extrato aquoso concentrado SARFlora: Rf de 0,06; Rf 0,17; Rf 0,26; Rf 0,28;
em Rf 0,41; em Rf 0,48; em Rf 0,59; Rf 0,65; Rf0,74; Rf0,81; e em Rf 1,0.

Anélise de saponinas e de acido betulinico

Em trabalhos anteriores, nosso grupo caracterizou a presenca de esqueletos
triterpénicos damaranicos no extrato de SAR apds hidrélise seguida de andlise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (OLIVEIRA et al., 2011) o que
esta de acordo com trabalhos da literatura que relatam que as saponinas ja isoladas de SAR
sdo do tipo damaranicas (BRANDAO, 1992; BRANDAO, 1993). No presente trabalho, a
analise das saponinas e a detecgédo do acido betulinico na SAR foi realizada por CLAE-DAD-
ELSD e por CLAE-DAD/ESI-MS

Inicialmente, para desenvolvimento de melhor método para perfil cromatografico as
analises por CLAE-DAD-ELSD foram realizadas com a coluna RP-18E Lichrocart 250-4 da
Merck (25cm x 4,6cm - S5um) com sistemas isocratico e gradiente diversos com os solventes
acetonitrila:agua e metanol:agua, com fluxo de 1,0mL/min e com diferentes temperaturas e
ganho na deteccdo por ELSD. Em todas as possibilidades testadas, os cromatogramas obtidos
ndo foram satisfatérios visto que ndo houve retencdo a fase estacionaria das substancias
polares presentes no extrato de SAR, provavelmente saponinas que sdo de interesse para a
presente analise. Além disso, um fato interessante observado durante essas analises foi que as
substancias de baixa polaridade detectadas por DAD apresentaram-se minoritarias quando
comparadas com a deteccdo por ELSD presentes em concentracdes relevantes. 1sso pode
demonstrar a necessidade de adequacéo de deteccdo por ELSD para a padronizagdo do extrato
de SAR, ja que algumas substancias podem nao ter cromoforos detectaveis pelo DAD.

Como descrito no item materiais e métodos do presente trabalho, e como alternativa a
utilizacdo da RP-18 para obtencdo de perfil cromatografico por CLAE-DAD-ELSD, foi
realizada analise em coluna zwitteridnica (Zic-Hilic®). Esse tipo de coluna com fase
estacionaria de interacdo hidrofilica do tipo zwitteribnica pode ser usada na separacdo de
varias substancias de classes quimicas e de polaridades diferentes, alterando seletividade e
melhorando resolucdo de picos, sendo assim, uma boa op¢do para substancias que ndo

apresentam boa retencdo em colunas de fase reversa (APPELBLAD et al., 2008).
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Vérias condi¢es foram testadas a fim de obter um perfil cromatogréafico satisfatorio.
A Figura 47 apresenta o cromatograma detectado em DAD em 210nm na coluna zwitterionica
(Zic-Hilic®) conforme condicdes descritas no item material e métodos do presente trabalho. A
deteccdo em ELSD ndo foi satisfatoria, havendo necessidade ainda de adequacdo de suas
condicoes.

No cromatograma, pode ser observada a presenca de substancias em dois grupos com
retencdes diferentes, sendo provavelmente separados por suas polaridades ja que nesse tipo de
coluna zwitterionica o primeiro grupo refere-se a substancias de baixa polaridade, enquanto

que o segundo refere-se a substancias polares.
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Figura 47: Cromatograma de SART em coluna zwitteribnica (ZiC-HiIiC®) (deteccio DAD em 210nm).

Como 0 nosso grupo sugere que as indicacdes dessa planta como estimulante e para o
tratamento de malaria estd relacionada a um efeito  adaptdgeno e
imunoestimulante/imunomodulador das saponinas e do acido betulinico presentes na bebida
tradicional (OLIVEIRA et al., 2011), a investigacdo de contelido dessas substancias é de
extrema importancia para efeito da bebida a ser desenvolvida no presente trabalho e para sua
posterior padronizacéo.

Desta forma, como o primeiro grupo de substancias do cromatograma (Figura 47)
refere-se a substancias de baixa polaridade, os triterpenos como o acido betunilico presentes
na amostra devem se encontrar nesse grupo. Sendo assim, utilizando-se a mesma légica, o
segundo grupo refere-se a substancias polares, ja que as saponinas presentes devem estar
inseridas nesse grupo.

A presenca do acido betulinico foi confirmada através de injecdo de padréo,
apresentando tempo de retencdo (Rt) de 8,387 minutos, sendo entdo encontrado no primeiro

grupo de substancias.
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Trabalho anterior do nosso grupo ja tinha demonstrado a presenca de acido betulinico
livre em extrato aquoso de SAR preparado pelo método tradicional quilombola (OLIVEIRA
etal., 2011).

E interessante verificar que alguns extratos ativos com efeito imunoestimulante de
espécies da familia Rhamnaceae tem sido padronizados em &cido betulinico (MISHRA &
BHATIA, 2010).

Para comparar o perfil de todas as amostras obtidas, ainda sdo necessarias novas
injecOes apoOs adequacdo de todo o método CLAE-DAD-ELSD. O perfil de saponinas ainda
pode ser melhor investigado com o material obtido através da determinacdo gravimétrica de
saponinas.

Para melhor investigar a composicdo quimica de SAR, foi realizada analise preliminar
por CLAE-ESI-MS/MS do extrato SART, ja que o0 metodo com técnicas associadas
representa uma boa ferramenta para a analise de produtos naturais por fornecer informacoes
estruturais sobre 0s constituintes da mistura atraves de espectros.

No cromatograma por CLAE-DAD-ESI e a sua expansdo (Figura 48) percebem-se
dois grupos de substancias, sendo o primeiro grupo a zona onde 0s triterpenos estdo presentes
(5-10minutos de corrida) e o segundo grupo sendo a zona das saponinas (30-40minutos)
assim como também percebidos esses dois grupos no cromatograma de CLAE-DAD-ELSD
apresentado anteriormente (Figura 47).

A analise por CLAE-ESI-MS/MS SART mostrou um perfil complexo de saponina do
tipo damaranica com pesos moleculares de m/z 800-1000. A anélise dos espectros de massa
[M-H] sugere que os compostos pertencem a classe das saponinas triterpénicas (PECANHA
et al., 2013).
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Figura 48: (a) Cromatograma de SART por CLAE-DAD-ESI (modo negativo); (b) expansdo da zona de
saponinas entre 28-44minutos.

5.5 Formulacéo de bebida a base de SAR

Calculo de dose diaria de consumo de bebida baseada no uso tradicional

O célculo de dose diaria de consumo foi realizado tendo como base a estimativa de
consumo de extrato de SAR pelo método tradicional a fim de auxiliar a formulacdo da bebida
a partir do p6 atomizado SARFlora.

Para esse calculo foi realizada a extracdo pelo método tradicional quilombola,
considerando uma colher de sopa de casca moida da SAR (8,3980g) para um copo de agua
(200mL.), obtendo-se sélidos totais de 0,21% (m/v).
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Assim, considerando como sendo uso profilatico de tratamento da malaria 0 consumo
de um copo de 300mL/dia (0,633g/dia) e uma pessoa adulta com 70Kg, a dose diaria do p6 de
SAR seria 9mg/kg corporeo. Considerando uso para tratamento da malaria como sendo
3copos/dia, a dose diéria seria de 27mg/kg corporeo.

Esses dados sdo importantes ndo s6 para 0s ensaios biolégicos como para o
desenvolvimento da bebida, de modo a garantir o potencial efeito adaptégeno e/ou
imunoestimulante/imunomodulador. Além disso, ha necessidade de calcular a recomendagéo

de consumo da bebida pronta para obtengédo desse efeito.

Avaliacgao de solubilidade com variacéo de pH
Os resultados de solubilidade de SARFlora nas diferentes faixas de pH estdo

apresentados na Tabela 21.

Tabela 21: Influéncia de variagdo de pH na solubilidade de SARFlora.

Faixa de pH Solubilidade (%)
7-6 14,19
6-5 14,87
5-4 14,82
4-3 14,08
3-2 12,6

A avaliacdo de solubilidade do pé atomizado com variacdo de pH foi realizada para
verificar se haveria alguma influéncia do pH na sua solubilizacdo em agua.

Esses resultados indicaram que a formulacdo poderia ser desenvolvida na faixa de pH
em torno de 5 da bebida tradicional sem alteracédo na solubilidade.

Além disso, outro fato interessante a ser observado € que a faixa de pH para
desenvolvimento da bebida pode ser préxima de bebidas similares comerciais encontradas no

mercado varejista de maneira em geral, como cha mate (pH em torno de 4-5).
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Anélises sensoriais — Testes preliminares

Testes iniciais feitos com o p6 atomizado SARFlora reconstituido em agua filtrada
gelada adicionando um ou mais dos ingredientes acUcar, mel, limdo, adogante comercial,
acido citrico e acido ascorbico, ndo demonstraram diminuicdo do sabor amargo, que é a
principal caracteristica sensorial da bebida a ser melhorada.

Apos esses testes iniciais, foi realizado teste preliminar com 29 provadores voluntarios
ndo treinados (alunos de graduacdo da Faculdade de Farmacia da UFRJ). Com a escolha da
amostra preferida, constatou-se que os sabores com melhor aceitacdo pelos provadores foram
tangerina, pera e lima/limdo, conforme resultados obtidos (Tabela 22).

Tabela 22: Preferéncia (frequéncia) dos sabores avaliados.

Amostra Preferéncia (%)
Abacaxi 10,0
Lima/limao 38,5
Framboesa/amora 12,5
Maracuja 25,0
Pera 50,0
Tangerina 66,7
Pitanga 0,0
Cafe 8,3
Guarana 0,0

A intensidade média percebida nas bebidas para os atributos avaliados encontra-se na
Tabela 23. Observou-se que os sabores preferidos apresentaram as menores médias para 0

gosto amargo (2,3; 3,0 e 3,3, respectivamente).
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Tabela 23: Intensidade (média) percebida nas bebidas para os atributos doce, salgado, cido/azedo e amargo.

Amostra Doce Salgado Acido Amargo
Abacaxi 2 3 2,7 3,4
Lima/liméo 2,7 1,5 39 3,3
Framboesa/amora 2,6 2,7 2 4,7
Maracuja 3 1,5 3 3,4
Pera 2,1 1,7 1,8 3
Tangerina 2,8 2 2,7 2,3
Pitanga - - - -
Cafe 1,3 2 2,5 4
Guarana 1,3 2 - 3

Foi realizado outro teste com os trés sabores preferidos de acordo com o teste anterior,
a fim de verificar a preferéncia. Como o sabor amargo foi frequentemente mencionado em
comentarios do teste anterior, e as misturas prontas em pd de refresco utilizadas no teste
anterior poderiam influenciar nesse amargor (presenca de edulcorantes), nesse novo teste
foram utilizadas misturas sem edulcorante em sua composi¢do. Como ndo se conseguiu 0
sabor pera, optou-se pelo sabor subsequente na preferéncia (maracuja) e o sabor lima/limao,
que também ndo foi encontrado, sendo substituido pelo sabor limdo. Desta forma, foi
realizado novo teste preliminar com os sabores tangerina, limdo e maracuja.

Dos 21 provadores, 66,7% preferiram o sabor de tangerina (Tabela 24), mesmo
relatando nos comentarios ainda sentirem sabor amargo em intensidades diferenciadas. Desta

forma, esse teste definiu o sabor para desenvolvimento da bebida a base de SAR.

Tabela 24: Preferéncia (frequéncia) dos sabores avaliados.

Amostra Preferéncia (%)

Maracuja 14,3
Limao 4.8

Tangerina 66,7

Analise sensorial e aceitabilidade da bebida - Planejamento Experimental
Para definicdo da concentracdo de SARFlora em uma formulacdo segundo aceitacao
sensorial foi proposto um planejamento experimental fatorial completo baseado na

metodologia de superficie de resposta.
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Os resultados desse teste se encontram na Tabela 25 e demonstram que a amostra com
maior pontuacdo (38) foi o ensaio com menos SARFlora (0,59/750mL) e mais agUcar
(559/750mL), e sendo a menos pontuada a amostra com mais SARFlora e menos agucar.

Tabela 25: Somatorio das notas dadas para cada ensaio do teste de preferéncia.

Ensaio SARFlora Acucar Somatorio das
(g/750mL) (9/750mL) notas
1 0,5 35 34
2 0,5 55 38
3 15 35 15
4 15 55 21
5 1 45 27

Assim, foi possivel perceber que a quantidade de acucar na formulacdo poderia ser
maior e apos analise dos comentarios observou-se a sugestdo em acrescentar mais sabor de
tangerina.

Com esses resultados preliminares, foi definido o teste sensorial com maior numero de
provadores (avaliacdo sensorial e aceitabilidade da bebida) onde a quantidade de suco
comercial em po foi fixada em 6,59/750mL e os niveis decodificados foram alterados

conforme Tabela 26.

Tabela 26: Niveis decodificados das variaveis independentes para os ensaios de segundo teste prévio.

Niveis decodificados

Niveis SARFlora Acucar
codificados  (g/750mL) (9/750mL)
-1 0,5 45
0 1 60
1 1,5 75

Assim, a partir dos resultados dos testes preliminares, foi utilizado delineamento
fatorial completo baseado na metodologia de superficie de resposta.

O teste foi realizado com 67 (sessenta e sete) provadores nao treinados, sendo 59,7%
do sexo feminino; 67,2% na faixa etaria de 18 a 35 anos, 26,9% entre 36 e 55 anos e restante

com idade >56 anos; e 73,1% que praticavam atividade fisica pelo menos duas vezes na
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semana (duas, trés a 4 vezes ou todos os dias), 10,4% praticavam atividade uma vez por
semana e 16,4% n&o praticavam.

O resultado da avaliagdo da aceitacdo das bebidas preparadas conforme o
planejamento fatorial completo esta descrito a seguir.

Na analise de variancia, através de teste F, verificou-se a significancia do modelo do
planejamento em relagdo a 95% de confianga (sendo p < 0,05). A Tabela 27 mostra a analise

de variancia do modelo e os valores calculados e tabelados de F.

Tabela 27: Anélise de variancia do modelo, onde SQ: Soma Quadratica; GL: Grau de Liberdade; MQ: Média

Quadratica.

Fonte

variagado SQ GL MQ F calc. F tab.*
Regresséo 17,1363 5 3,42726 34,68700524 5,05
Residuos 0,494027 5 0,098805

Falta de
) 0,26814 3
Ajuste 0,08938 0,791377553 19,16
Erro Puro 0,22589 2 0,112943
Total 17,63033 10

*valores tabelados de F a p < 0,05

No Grafico de Pareto (Figura 49), pode-se observar que os termos lineares das
variaveis concentracdo de SARFlora e concentracdo de aglcar se mostraram significativos (ao
nivel de 95% de confianga, p < 0,05), sendo a quantidade de SARFlora o fator de maior
importancia, enquanto os termos quadraticos e a interacdo ndo tiveram efeitos significantes.
Observa-se também que a quantidade de SARFlora na bebida tem interferéncia negativa na

aceitacdo muito maior do que a quantidade de agucar que altera positivamente a aceitacao.
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Pareto Chart of Standardized Effeds; Variable: Ac.Global
2 factors, 1 Blods, 11 Runs; MS Pure Emror=,1128427
DV: Ac.Global
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Figura 49: Grafico de Pareto referente a efeito estimado, erro puro e significancia estatistica.

Os graficos de contorno e de superficie de resposta (Figura 50) ilustram modelos para
determinacdo de quantidades de SARFlora e de acucar adequadas para melhor aceitacdo da
bebida segundo o modelo de regressdo em termos de variaveis escalonadas (Figura 51). A
superficie de resposta € usada quando as variaveis de resposta séo influenciadas por variaveis
independentes, no caso quantidade de SARFlora e acucar, e quer-se otimizar respostas. Na
Figura 49 pode-se ver os ensaios do planejamento e que a aceitacdo &€ mais sensivel a
quantidade de SARFlora do que de agUcar, sendo que o primeiro interfere negativamente.
Pode-se perceber entdo que as relacbes dessas quantidades sdo inversas em relacdo a
aceitacdo, ou seja, enquanto SARFlora interfere diminuindo aceitacdo, quanto maior a

quantidade de acUcar mais aceita a bebida é.
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Figura 50: Gréfico de contorno (a) e superficie de resposta (b) referentes a SARFlora (g/mL) e AcUlcar

(9/750mL).
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Aceitacdo Global = 3,15 — 4,76 S&RFlora (2/750mL) + 0,07 7actcar (g/750mL)

Figura 51: Modelo de regressao em termos de variaveis escalonadas para a aceitagdo global.

A fim de otimizar e encontrar melhores quantidades de SARFlora e de agucar para a

aceitacdo da bebida foi realizada uma técnica numérica (método de programacéo néo linear)

com uso de fungbes ‘desirability’ (segundo abordagem de Derringer e Suich, 1980, utilizado

pelo programa Statistica).

Desta forma, para aceitabilidade 5,9843 a melhor quantidade de SARFlora a ser
utilizada seria 0,41083g e 81,21g de acucar para 750mL de bebida (Figura 52). Essas

quantidades entdo definem melhor aceitacdo da bebida enriquecida com SAR.

SAR (g/7S0mL)

Profiles for Predicted Values and Desirability

ACU (g/750mL)

Desirability

10,000 rrrrermrrrrrrTE——T—————r————»

50843 [

-1,000

1,0000

i = —i—
T

17015 37995 58055

41083

293

1,707 3B79

81,21

Desirability

A Globa

Figura 52: Otimizacdo de quantidades de SARFlora e

‘Desirability’.

acucar

para aceitagdo da bebida através de funcgdo
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Formulagéo final a base de SAR

Para a formulacéo final, foram utilizados polpa de tangerina, acido citrico, SARFlora e
acucar para reconstituicdo em agua filtrada.

A fim de obter polpa de tangerina em p6 alguns procedimentos foram realizados. A
partir da polpa obtida da fruta e também de duas polpas comerciais foi realizado o processo de
liofilizagdo e apesar de diferentes tentativas, a polpa ndo liofilizou adequadamente (Figura
53). Também foi realizada tentativa de secagem pelo spray-dryer, sem sucesso ja que a polpa
aderiu a parede da camara de secagem e o produto recolhido ndo estava completamente seco
(Figura 54).

Tendo em vista a doacdo de polpa de tangerina pela Duas Rodas, as tentativas de

obtencédo da polpa em pé no laboratério foram suspensas.

Figura 54: Tentativa de atomizacédo de polpa de tangerina comercial.
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Como resultado do primeiro teste triangular, o nimero total de julgamentos foi de 49,
sendo verificadas 35 respostas corretas e 14 erradas, havendo assim, diferenca significativa
entre as amostras apresentadas ja que o numero de julgamentos corretos foi maior do que o
nimero minimo tabelado pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas para esse tipo de
teste (IAL, 2005).

Essa diferenca poderia ser influenciada pela cor diferenciada das amostras ja que o
suco comercial apresenta corantes intensificando a colocacdo amarelada. Desta forma, a fim
de eliminar essa possivel influéncia de coloracdo, foram testados alguns corantes alimenticios
encontrados em mercado varejista, ndo ocorrendo alteracdo de sabor, somente em coloracao,
conforme Figura 55. Mas, a fim de evitar possiveis efeitos alérgicos em provadores, nao foi

utilizado em nenhum teste sensorial.

(a) (b)
Figura 55: (a) alguns corantes alimenticios testados na formulacdo com polpa de tangerina, (b) comparacéo de
cor entre suco comercial e polpa de tangerina com corante alimenticio.

A fim de evitar influéncia da cor no teste triangular, foi realizado segundo teste
triangular com utilizacéo de luz vermelha e copos opacos de cor preta. Como no teste anterior
alguns comentarios a respeito das amostras com polpa de tangerina foram sugestivos de que a
amostra seria mais fraca e mais diluida, nesse teste essa quantidade foi ajustada.

O numero total de julgamentos foi de 52, sendo verificadas 30 respostas corretas e 22
erradas, havendo novamente, diferenca significativa entre as amostras apresentadas ja que o
namero de respostas corretas foi maior do que o minimo tabelado pela Associacdo Brasileira
de Normas Técnicas para esse tipo de teste (IAL, 2005).

Apesar da diferenca entre a formulacdo enriquecida com suco comercial e a
formulacdo com polpa de tangerina, alguns comentarios se destacam nas observacdes feitas
durante as avaliacdes das amostras (Tabela 28). Esses comentarios mostram que nao
necessariamente o fato de as amostras serem diferentes é algo ruim para formulacdo. Como a

intencdo € uma bebida com atrativos naturais, os comentarios feitos em relacdo a formulacéo
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com polpa de tangerina nos sugere que a adequacdo buscada em relagdo as quantidades de

acido citrico e polpa a quantidade de suco comercial pode ndo ser necesséria.

Tabela 28: Comentarios sobre as amostras formuladas com suco comercial e polpa de tangerina obtidos durante

avaliacdes nos testes sensoriais do tipo triangular.

Comentarios sobre as amostras

Com suco comercial Com polpa de tangerina
Mais artificial Mais natural
Mais forte no sabor tangerina Mais fraca
Mais sabor Mais “aguada”
Mais forte Mais diluida
Mais agradavel Mais agradavel
Mais citrico Mais suave
Cor mais atrativa Mais leve

Desta forma, a formulacdo final foi constituida por SARFlora (0,5476g), polpa de
tangerina (1,33g), acido citrico (0,133g) e acucar (108,28g) em agua (1 litro), de acordo com

todos os testes sensoriais anteriores.

Conhecer a composicdo de produtos alimenticios é de extrema importancia para
avaliar o consumo equilibrado de nutrientes para determinado grupo populacional, além de ser
exigéncia do ponto de vista de legislacdo para fins de rotulagem. Assim, pode-se adequar
nutricionalmente o consumo de produtos de acordo com as necessidades (Valores Diarios de
Referéncia - VDR e Ingestdo Diaria Recomendada - IDR).

Se considerarmos a RDC 360 (Brasil, 2003) da ANVISA, podemos predizer uma
rotulagem nutricional para formulacdo final a base de SAR. Segundo a RDC 360, podemos
definir por¢ao para rotulagem como “a quantidade média do alimento que deveria ser
consumida por pessoas sadias”, sendo assim, definindo como por¢do média 33g de férmula
(quantidade necessaria para preparo de um copo de 300mL), a Figura 56 apresenta uma
possibilidade de rotulagem segundo legislacdo vigente para uma embalagem contendo
quantidade suficiente da formulacdo em p6 para preparo de 1 litro de bebida.

Os dados obtidos no item “célculo de dose diaria de consumo de bebida baseada no
uso tradicional” auxiliam no calculo de recomendagdo de uso para obtencdo de potencial

efeito adaptdégeno e/ou imunoestimulante/imunomodulador da bebida formulada. Assim,
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como a quantidade recomendada de dose diéria é de 0,633g/dia e a quantidade utilizada para

formulacéo final é de 0,5476g/L, se faz necessario o consumo de 3 a 4 copos de bebida & base
de SAR.

INFORMAQAO NUTRICIONAL
Porgéo: 33g (medida caseira)
(quantidade suficiente para preparo de 1 copo 300mL)

Quantidade por porgao % VD (*)
Valor energético 129kcal 6
Carboidratos 329 11

“Nao contém quantidade significativa de proteinas,
gorduras totais, gorduras saturadas, gorduras trans e fibra

alimentar.”

* 0% Valores Diarios com base em uma dieta de 2.000 kcal ou
8400 kJ. Seus valores diarios podem ser maiores ou
menores dependendo de suas necessidades energéticas.

Ingredientes: extrato seco de Saracura-mira, Polpa de
tangerina, acido citrico (INS 330).

N&o contém gluten.

Modo de preparo: Dissolva o contetdo deste envelope
em 1 Litro de agua fria ou gelada.

Figura 56: Possibilidade de informagéo nutricional de rotulagem da formulac&o final & base de SAR, sendo a
embalagem contendo quantidade suficiente para preparo de 1 litro da bebida.

5.6 Avaliacéo sensorial e aceitabilidade da formulacao final e avaliacdo de intencéo de
compra do produto

Através da ficha de provadores, foi possivel caracterizar o perfil dos voluntérios:
sendo 92,6% do sexo feminino; 48% com idade entre 18 e 25 anos e 46% entre 26 e 35 anos;
44,5% dos provadores tem renda entre 1 e 5 salarios minimos; 61% praticam atividade fisica
de 3 a 4 vezes na semana e 16,7% todos os dias; sendo 81,5% praticantes de modalidade

esportiva futebol; 81,5% nédo apresentam doengas cronico degenerativas.
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Os resultados obtidos através da avaliacdo sensorial e aceitabilidade e intencdo de
compra esta apresentado na Tabela 29.

Tabela 29: Somatorio das respostas (notas) dadas para teste sensorial de aceitagdo global e de intencdo de

compra.
Atributo Médias das respostas
(notas)
Aceitacdo global* 6,4
Intenc@o de compra** 5

*valores heddnicos: 1 (desgostei muitissimo) e 9 (gostei muitissimo).

** valores hedbnicos: 1 (certamente ndo compraria) e 7 (certamente compraria).

A média das respostas (notas) para aceitacao global foi de “6,4”, o que corresponde na
escala hedonica entre os atributos “gostei ligeiramente” e “gostei moderadamente”. Dos 54
provadores, 16,6% assinalaram a op¢éo “gostei muitissimo” (nota 9) e 61,1% gostaram da
amostra (notas acima de 5).

A média das respostas (notas) para intencao de compra foi “5”, o que corresponde na
escala heddnica uma intencdo positiva de compra. Dos 54 provadores, 22,2% assinalaram a
opcao “certamente compraria” (nota 7) e 53,7% dos provadores comprariam o produto (notas
acima de 4).

E interessante observar que 87% dos provadores responderam que comprariam o
produto antes de experimentar a bebida, atraves do questionario aplicado junto com o TCLE.

Como alguns julgadores comentaram ainda sobre o amargor da bebida, mesmo
havendo aceitacdo e intencdo de compra promissoras em relacdo a formulagéo, pode-se ainda
pensar em formas de melhoria do sabor, aumentando assim a aceitagdo quanto a intencéo de
compra.

Com esse intuito especificamente, pode-se utilizar a tecnologia de microencapsulacao
para melhoria de sabor. Essa tecnologia permite incorporar a um material ativo novas
propriedades funcionais e “inteligentes”, como a liberacdo ou atuacdo controlada em um meio
especifico ou sob condi¢bes apropriadas, tornando-o mais eficaz no material do qual fara
parte (FINOTELLI, 2006). No emprego de ingredientes alimenticios tem solucionado
limitacBes visto que pode suprimir ou atenuar sabores e odores indesejaveis, aumentar a

estabilidade em condi¢Ges ambientais adversas, entre outras vantagens.
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6 CONCLUSOES

Concluindo o presente trabalho, seu objetivo geral proposto inicialmente foi
alcangado, uma vez que foram realizados o desenvolvimento, a caracterizagdo e a avaliagéo
sensorial de bebida & base de SAR.

A inclusdo da SAR em uma bebida para atletas teve como objetivo agregar ao produto
propriedades funcionais adaptdgenas, uma vez que a bebida aquosa feita com casca de SAR
consumida tradicionalmente por comunidades quilombolas de Oriximind (PA/Brasil) tem
varias indicacGes de uso envolvendo cura e prevencdo de doencas como malaria, uso como
tonico, fortificante e outros, além de descri¢cdes de efeito anabolico.

A formulacdo da bebida foi desenvolvida a partir da definicdo da dose diaria de
consumo de SAR, baseada no uso tradicional quilombola, a fim da obtencdo dos mesmos
efeitos descritos pelas comunidades. Essa definicdo foi de grande importancia para
estabelecer a dose para os testes biologicos realizados pelo grupo, cujos resultados indicam
que SAR possui propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatorias, contribuindo ainda
mais para a proposta do grupo de que SAR possui efeito adaptogeno.

Foi realizada a caracterizacdo das cascas de SAR que demonstrou baixa contribuicéo
de nutrientes (carboidratos, lipideos e proteinas); baixo teor de umidade; quantidades de K,
Ca, S, Si e Al; tragcos de Na, Mg, Mn e Sr; e auséncia na amostra de Fe, Cu, Zn e outros. Na
pesquisa de contaminantes microbiologicos, as cascas de SAR apresentaram-se dentro dos
limites especificados pelas legislacGes pertinentes.

O trabalho envolveu a preparacdo de dois extratos sendo um através de uma planta
piloto: SARFlora e outro de bancada: SART. Na obtencdo do pd atomizado dos extratos
aquosos, percebe-se que houve maior perda na secagem de SARFlora (extrato concentrado)
do que de SART quando comparado a quantidade inicial de planta, mas o rendimento do
processo de secagem foi melhor para SARFlora quando considera-se a quantidade de solidos
na solucdo alimentadora do spray-dryer e quantidade de pd obtido. A solubilidade de
SARFlora é alta, apesar de sua molhabilidade ser baixa. SART e SARFlora apresentam perfis
semelhantes quanto a distribuicdo de tamanho e ambas apresentando distribuicdo unimodal.
Quanto a composicdo quimica, a adicdo de SARFlora a algum produto alimenticio ndo iria
interferir em sua composic¢do nutricional por ndo conter quantidade significativa de valor
energético, carboidratos, proteinas, gorduras totais, saturadas e trans, fibra alimentar e
minerais. Foi encontrado alto teor de saponinas no extrato (32,14% em SARFlora) e o

resultado de compostos fendlicos em SARFlora é similar a outras bebidas obtidas a partir de
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plantas. A pesquisa de contaminantes microbioldgicos demonstrou resultados dentro dos
limites de legislac@es, assim como auséncia dos principais patogenos. O perfil cromatografico
dos extratos foi semelhante e positivo para saponinas. Resultados de HPLC-DAD-ELSD
confirmaram presencga de acido betulinico em SARFlora. A andlise dos espectros de massa
[M-H] sugerem que as saponinas presentes pertencem a classe das triterpénicas com um perfil
complexo do tipo damaranica e pesos moleculares de m/z 800-1000. A presenca de saponinas
e de &cido betulinico em SARFlora podem corroborar a evidéncia de que SAR pode ser
considerada como um adaptogeno.

Foram realizados testes preliminares de avaliacdo sensorial que definiram o sabor de
tangerina para a formulagdo da bebida. Resultados otimizados de concentragdes de SAR e
acucar obtidos através de planejamento experimental para respostas de aceitacdo sensorial
foram usados para definir as propor¢des na formulagédo final. Além dos componentes SAR e
acucar, a formulacéo final também incluiu polpa de tangerina e cido citrico.

Apesar do desafio em melhorar o pronunciado sabor amargo de SAR, os resultados
obtidos a partir da avaliacdo sensorial com publico alvo (atletas) sugerem que a formulacéo
desenvolvida neste trabalho pode ter boa aceitagdo e intencdo de compra positiva, sendo
possivel posterior insercdo de um produto inovador no mercado com propriedades
adaptdgenas visando a melhora do desempenho fisico.

Além disso, o desenvolvimento da bebida a base de SAR pode gerar patente de um
produto inovador para atletas, cuja formulacdo foi desenvolvida a partir do conhecimento
tradicional e da biodiversidade brasileira envolvendo Universidade e comunidades
quilombolas.

Com relagcdo as comunidades quilombolas, tem-se a possibilidade de incentivo ao
desenvolvimento de manejo sustentavel da espécie vegetal Ampelozizyphus amazonicus,
gerando o estimulo a atividade econdmica de plantio e exploracdo por tais comunidades.

Assim, o presente trabalho de desenvolvimento da formulacdo de bebida a base de
SAR para atletas com potencial efeito adaptogeno pode ser de grande contribuicdo em um

contexto bem mais amplo do que somente no ambito académico da universidade.
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7 PERSPECTIVAS

Apesar da formulacdo de a bebida a base de SAR ter apresentado boa aceitacdo e
intencdo de compra positiva por publico alvo (atletas), seu sabor amargo ainda pode ser
melhorado visando melhor aceitacdo. Assim, o0 processo de microencapsulacdo da bebida
pode representar uma boa solugéo tecnoldgica, visto que o processo pode suprimir ou atenuar
0 sabor indesejavel.

Além disso, visando a melhor compreensdo dos efeitos adaptogenos de SAR, a
avaliacdo do consumo da bebida desenvolvida neste trabalho é de grande importancia para a
continuidade do projeto e obtencdo de possivel patente vinculada a produto inovador
envolvendo comunidades tradicionais e a universidade. Desta forma, se fazem necessérias a
investigacdo e avaliacdo dos efeitos metabdlicos do consumo da bebida formulada a base de
SAR no desempenho de atletas.
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ANEXOS

Anexo 1: Modelo de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

CARTA PARA OBTENGAO DO CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caro(a) Senhor(a)

Eu, , portadora do CPF , RG
, estabelecida em , CEP , ha cidade
, cujo telefone de contato é , Vou desenvolver uma pesquisa cujo

titulo é: “Desenvolvimento e avalia¢do sensorial de uma bebida energética a partir da espécie vegetal -
Saracura-mird (Ampelozizyphus amazonicus Ducke)”.

Este estudo tem como objetivo aplicar técnicas sensoriais visando o desenvolvimento de uma
bebida em p6 de facil reconstituicdo, a partir do extrato aquoso da casca e raizes da espécie vegetal
Saracura-mird (SAR). A SAR é a espécie mais utilizada em comunidades quilombolas do Para para
tratar e prevenir a maléria, além de ser utilizada como fortificante, tonico para os nervos, afrodisiaco,
estimulante e depurativo, sendo consumida na forma de uma bebida aquosa com espuma abundante e
sabor levemente amargo, o que lhe confere o nome de “cervejinha”. Espera-se que os resultados
obtidos nesses ensaios gerem o desenvolvimento de uma nova bebida estimulante (com propriedades
tonicas e energéticas), resultante do conhecimento tradicional e da biodiversidade brasileiros.

Necessito que o Sr.(a) autorize a avaliagdo que consta da analise sensorial de amostras de
bebida reconstituida, formulada pela mistura do extrato seco, agucar, aromatizantes, e acidulante acido
citrico. Os parametros analisados serdo os atributos de aparéncia, sabor e viscosidade. A sua
participacdo nesta pesquisa € voluntaria e trard riscos ou desconfortos minimos, uma vez que lhe foi
perguntado previamente sobre ser diagnosticado com diabetes, hipertensdo ou asma, ser gestante, ser
nutriz, excluindo-se a sua participacdo em qualquer um destes casos, bem como eventual desconforto
ou alergia durante as sessdes de avaliacdo. Além disso, sua participacdo é importante para a definicao
do melhor processo de obtencdo e formulacdo final de uma bebida com propriedades benéficas a
saude, o que pode colaborar para melhoria da qualidade e disponibilidade de produtos com maior valor
nutricional no mercado. Com relacdo ao procedimento em questdo, ndo existe melhor forma de obter.

Informo que o Sr(a). tem a garantia de acesso, em qualquer etapa do estudo, sobre qualquer
esclarecimento de eventuais davidas. Se tiver alguma consideracdo ou divida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Veiga de
Almeida, situado na Rua Ibituruna 108 — Tijuca, fone (21) 2574-8975 e comunique-se com o Prof. Dr.
Alexandre Felip S. Corréa.

Também ¢é garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo.

Garanto gue as informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outras pessoas, hdo sendo
divulgado a identificacdo de nenhum dos participantes.

O Sr(a). tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas e
caso seja solicitado, darei todas as informagdes que solicitar.

N&o existirdo despesas ou compensagOes pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo hd compensacdo financeira relacionada a sua
participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.

Eu me comprometo a utilizar os dados coletados somente para pesquisa e 0s resultados serdo
veiculados através de artigos cientificos em revistas especializadas e/ou em encontros cientificos e
congressos, sem nunca tornar possivel a sua identificagéo.

Anexo estd o consentimento livre e esclarecido para ser assinado caso ndo tenha ficado
qualquer davida.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Acredito ter sido suficiente informado a respeito do estudo do “Desenvolvimento e avaliagdo
sensorial de uma bebida energética a partir da espécie vegetal - Saracura-mird (Ampelozizyphus
amazonicus Ducke)”. Ficaram claros para mim quais sao os propdsitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.

Ficou claro também que a minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso aos resultados e de esclarecer minhas davidas a qualquer tempo. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidade ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Declaro também ndo ser gestante, nutriz, ndo ser acometido por doengas cronico
degenerativas, hipertensdo, diabetes, asma, disfuncdo renal, alergias ou intolerancias alimentares
(lactose, glaten, proteinas de ovo ou leite de vaca).

Data / /

Assinatura do informante
Nome:

Endereco:

RG.

Fone: ()

Data / /

Assinatura do(a) pesquisador(a)
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Anexo 2: Modelo de ficha empregada para avaliar os atributos (doce, salgado, acido/azedo e

amargo) e suas intensidades.

Marque com um X a intensidade do atributo que vocé identificou na bebida (1 quer dizer que

0 atributo é fraco e 5 que € muito forte):

NUmero da Amostra;

Atributo Intensidade do atributo
1 2 3 4 5
Doce
Salgado
Acido/ Azedo
Amargo
Obs:

Qual amostra vocé preferiu?
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Anexo 3: Modelo de ficha empregada no teste de preferéncia.

+ preferida - preferida

Comentarios:
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Anexo 4: Modelo de Questionario de coleta de dados.

Nome:

Sexo: [ ]feminino [ ] masculino

Idade: [ ]18-25 [ ]126-35 [ ]36-45 [ ]46-55 [ ]56-65 [ ]>66

Renda familiar mensal: (SM: Salario minimo = R$ 510,00)

[ ]1a5SM [ 1>5a10SM [ 1>10a20SM [ 1>20a30SM [ ]
>30 SM

Qual a fregliéncia que vocé pratica atividade fisica?

[ ]n&o pratico [ ]1 vezpor semana [ ]2 vezes por semana
[ 13 a4 vezesporsemana [ ]todos os dias

Assinale as atividades que vocé pratica:
[ ] ginastica (academia) [ ] caminhada [ ] corrida

[ ] modalidades esportivas  Qual? (ex. futebol, voleibol, basquete, natacdo, ténis, lutas,
etc.):

Por favor, responda SIM ou NAO as questdes relacionadas a sua satide em geral. VVocé possui:

Doencas cronico degenerativas?

[ ]1Sim, Qual? [ ]Néo
Hipertensdo? [ ] Sim [ ]Néo

Diabetes? [ ] Sim [ ]Néo

Asma? [ ]Sim [ ]Néo

Disfuncao renal? [ ] Sim [ ]Néo

Alergias?

[ ]Sim, Qual? [ ]Nao
Intolerancias alimentares (ex.: lactose, gluten, proteinas de ovo ou leite de vaca)?
[ ]Sim, Qual? [ ]Nao
Usa medicamentos regularmente?

[ ]Sim, Qual? [ ]Néo
Gestante? [ ] Sim [ ]Néo

Nutriz (em fase de amamentacdo)? [ ] Sim [ ]Naéo
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Anexo 5: Modelo de Ficha para teste triangular.

Nome: Data:

Em cada grupo de amostras apresentadas, duas sao iguais e uma é diferente. Prove cada uma das
amostras, na ordem em que estdo sendo apresentadas, e faca um circulo em volta da amostra diferente.

CODIGO DA AMOSTRA

| |

Comentarios:
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Anexo 6: Modelo de ficha para avaliacdo de inten¢do de compra e a aceitacdo pelos
consumidores.

Nome:

Vocé esta recebendo uma amostra da bebida estimulante contendo a planta chamada Saracura-mira,
com efeito estimulante. Por favor, PROVE a amostra da bebida e responda usando a escala abaixo o
guanto vocé gostou:

[ [ [ 0 0 0 L | |

desgostei ndo gostei gostei
muitissimo nem desgostei muitissimo

O que vocé mais gostou?
O que vocé menos gostou?

Apos provar a bebida, vocé a COMPRARIA?

[] [] [] L] L] L] L]
certamente talvez comprasse certamente
ndo compraria talvez ndo comprasse compraria

Comentarios:
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Anexo 7: Modelo de questionério de coleta de dados e de avaliacdo de conhecimentos sobre o
tema nutricdo e esporte e sobre intencdo de compra.

Nome:

Sexo: [ ]feminino [ ] masculino
Idade: [ ]18-25 [ ]126-35 [ ]36-45 [ ]46-55 [ ]56-65 [ ]>66

Renda familiar mensal: (SM: Salario minimo = R$ 510,00)
[ 1a5SM [ 1>5a10SM [ 1>10a20SM [ 1>20a30SsM [ ]
>30 SM

Qual a fregliéncia que vocé pratica atividade fisica?
[ ]n&o pratico [ ]1 vezpor semana [ ]2 vezes por semana
[ 13 a4 vezesporsemana [ ]todos os dias

Assinale as atividades que vocé pratica:

[ ] ginastica (academia) [ ] caminhada [ ] corrida

[ ] modalidades esportivas  Qual? (ex. futebol, voleibol, basquete, natacdo, ténis, lutas,
etc.):

Por favor, responda SIM ou NAO as questdes relacionadas a sua satide em geral. VVocé possui:

Doencas cronico degenerativas?

[ ]1Sim, Qual? [ ]Néo
Hipertensdo? [ ] Sim [ ]Néo

Diabetes? [ ] Sim [ ]Néo

Asma? [ ]Sim [ ]Néo

Disfuncao renal? [ ] Sim [ ]Néo

Alergias?

[ ]Sim, Qual? [ ]Néo
Intolerancias alimentares (ex.: lactose, gluten, proteinas de ovo ou leite de vaca)?
[ ]Sim, Qual? [ ]Nao
Usa medicamentos regularmente?

[ ]Sim, Qual? [ ]Néo
Gestante? [ ] Sim [ ]1Néo

Nutriz (em fase de amamentacdo)? [ ] Sim [ ]Naéo

Por favor, responda SIM ou NAO as questdes relacionadas a nutricdo e esporte.

Vocé acredita no impacto da nutricdo no seu desempenho fisico?
() Sim
( ) Nao
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Vocé concorda que os suplementos (nutrientes ou ndo), quando consumidos, podem aumentar
0 desempenho fisico?

( )Sim

() Nao

Vocé ja ouviu falar ou leu alguma informac&o sobre os adaptégenos naturais?
() Sim

() Nao
Sabendo que:
o os adaptdgenos naturais sdo plantas que auxiliam no que se refere a
adaptacdo do corpo as varias situacoes de estresse;
o ajudam o corpo a se adequar a tensdo dos treinamentos exaustivos, algo
necessario ao aumento da performance desportiva;
o aumentam o desempenho fisico no exercicio aerébico, no sentido de
aumentar o limiar de "exaustao”;
o podem ser estimulantes fisicos, aumentando o desempenho da atividade

fisica;

Se encontrasse no mercado uma nova bebida em po6 contendo uma planta com efeito
comprovado de estimulante fisico, vocé a COMPRARIA?
() Sim
( ) Néo

Vocé voltaria a comprar esta bebida outras vezes, se: (MARQUE QUANTAS OPCOES
ACHAR NECECESSARIO)

() Fosse gostosa

() Fosse pratica (embalagem e preparo)

() Fosse facil de dissolver em agua

() Tivesse boa aparéncia depois de reconstituido em agua

() Aumentasse o desempenho da atividade fisica

() Nao fosse tdo gostosa, mas aumentasse o desempenho da atividade fisica
() Nao tivesse boa aparéncia, mas aumentasse o desempenho da atividade fisica

Importante:

Para ser devidamente aceita como adaptdgeno natural é preciso que a planta preencha pré-
requisitos basicos: ser atoxica; ndo produzir dependéncia; ndo provocar efeitos colaterais
deletérios; ndo interferir no funcionamento normal do corpo; ter acdo reguladora sobre a
totalidade do organismo. Os efeitos sdo percebidos apds o consumo prolongado durante
algumas semanas.
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