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RESUMO

O uso de frutas e seus subprodutos no desenvolvimento de produtos de base lactea com a
incorporacdo de culturas potencialmente probidticas tem mostrado um crescimento nos
ultimos tempos. Dessa forma, a casca da jabuticaba (Myrciaria cauliflora), rica em compostos
fenolicos, ¢ uma interessante opcao juntamente com a cepa nativa com potencial probidtico
Lactobacillus mucosae CNPC 007 na composi¢ao de uma nova sobremesa lactea. O objetivo
deste estudo foi avaliar a influéncia do tempo de armazenamento sobre os parametros de
atividade antioxidante de uma sobremesa lactea contendo produtos da casca da jabuticaba
(calda e extrato hidroalcoolico) e a cultura CNPC 007. Foram utilizadas metodologias
adaptadas de outros autores para a determinacdao de compostos fendlicos totais, porcentagem
do sequestro de radical DPPH, ECso e capacidade antioxidante total. Os resultados obtidos
demonstram que ao longo do armazenamento a quantidade de compostos fenolicos totais
apresentou uma tendéncia de reducdo, uma vez que os valores iniciais foram préximos de £50
mg Eq AG/100g e ao final de 21 dias foram aproximadamente +45 mg Eq AG/100g. Em
relagdo ao sequestro de radical DPPH, houve uma tendéncia de aumento partindo de valores
de aproximadamente £32% para +44% de captura do radical livre ao final da estocagem. No
entanto, as diferengas observadas ndo foram significativas estatisticamente tanto para o teor
de fendlicos como para o percentual de DPPH captado (p > 0,05). J& em relagdo aos valores
de ECso, estes sofreram uma redugdo significativa no decorrer do periodo (p < 0,05), iniciando
em =6 g de sobremesa/L. de solugao uM de DPPH, resultando em um valor final de 3,93 g de
sobremesa/L de solucdo uM de DPPH, sendo necessaria uma menor por¢do do produto para
reduzir a absorbancia da solucdo uM DPPH pela metade ao fim do armazenamento. A
capacidade antioxidante total obtida aos 21 dias foi de, aproximadamente, 211 g de
sobremesa para captacdo de 1 g de radical livre de DPPH, quantidade de sobremesa
significativamente menor (p < 0.05) para promover o mesmo beneficio que nas primeiras
semanas de armazenamento, com valores proximos de £290 g de sobremesa/g de DPPH. A
provavel justificativa para os dados obtidos nesse estudo € que a cultura nativa de L. mucosae
contida na sobremesa lactea metabolizou os polifendis da jabuticaba para manter-se viavel
durante o periodo de estocagem, diminuindo estas moléculas em tamanho, aumentando a
exposi¢do de seus grupos funcionais, colaborando, dessa forma, para a maior captagdo de
radical livres. Tais resultados demostraram, portanto, uma resposta positiva do efeito do
tempo sobre a capacidade antioxidante da sobremesa.

Palavras-Chave: Lacteos funcionais. Lactobacilos. Myrciaria cauliflora. Polifendis.



ABSTRACT

The use of fruits and their byproducts in the development of dairy products with the
incorporation of potentially probiotic cultures has increased in recent times. In this way, the
jaboticaba (Myrciaria cauliflora) peels, a fruit derived product rich in phenolic compounds, is
an interesting option together with the indigenous probiotic strain Lactobacillus mucosae
CNPC 007 for the composition of a new dairy dessert. The objective of this study was to
evaluate the influence of the storage time on the parameters of antioxidant activity of a dairy
dessert containing products of the jaboticaba peel (syrup and hydroalcoholic extract) and the
CNPC 007 culture. Methodologies adapted from other authors were used to determine the
total phenolic compounds, percentage of DPPH radical sequestration, ECsp and total
antioxidant capacity. The results show that the total phenolic compounds presented a tendency
to reduce throughout the storage, since the initial values were close to + 50 mg GAE / 100g
and at the end of 21 days they were to be close to + 45 mg GAE / 100g. Regarding the DPPH
radical scavenging, there was a tendency of increasing the capture of the free radicals, starting
from values of approximately + 32% to + 44% at the end of storage. However, the observed
differences were not statistically significant for both the phenolic content and the percentage
of scavenged DPPH (p > 0.05). In relation to the ECso values, they showed a significant
reduction over the period (p < 0.05), starting at + 6 g dessert/L of uM DPPH solution,
resulting in a final value of 3.93 g dessert/L of uM DPPH solution, and, therefore, a smaller
portion of the product was required to reduce the absorbance of the puM DPPH solution by a
half at the end of storage. The total antioxidant capacity obtained at 21 days was
approximately + 211 g dessert to capture 1 g DPPH free radicals, a significantly lower amount
of dessert (p < 0.05) to promote the same benefit when compared to the first weeks of storage,
in which the values were close to + 290 g dessert / g DPPH. The probable explanation for
these results is that the indigenous L. mucosae culture, added to the dairy dessert, metabolized
the jaboticaba polyphenols to remain viable during the storage period, reducing these
molecules in size, increasing the exposure of their functional groups, thus contributing to the
higher free radical scavenging. These results, therefore, demonstrated a positive response of
the time effect on the antioxidant capacity of the dessert.

Key words: Functional dairy products. Lactobacilli. Myrciaria cauliflora. Polyphenols.
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1 INTRODUCAO

Os alimentos funcionais t€ém potencial para o estimulo da saude através de mecanismos
ndo convencionais da nutricdo. No entanto, tal efeito se restringe a melhoria da condigdo de
satde e ndo a cura de doencas (SAAD et al., 2011).

De acordo com Roberfroid (2007), um alimento funcional deve demonstrar seus efeitos
a partir do consumo de quantidades normalmente presentes na dieta usual. Portanto, ndo ¢ um
medicamento, mas parte do padrdo alimentar normal. Quando ingeridos em dietas
convencionais, podem demonstrar capacidade de regulacdo de fungdes corporais de modo a
auxiliar na prote¢do contra doengas cronicas.

Um alimento funcional pode ser classificado de acordo com os componentes bioativos
presentes, como por exemplo, os probidticos, as fibras, os fitoquimicos, as vitaminas, 0s
minerais, as ervas, os acidos graxos omega 3 (»-3), além de determinados peptideos e
proteinas (ARVANITOY ANNIS; HOUWELINGEN-KOUKALIAROGLOU, 2007).

Especificamente o desenvolvimento de alimentos que possuem propriedades probidticas
¢ um desafio, pois os consumidores estdo cada vez mais exigentes e optando por uma melhor
alimenta¢do e consequente qualidade de vida. Os probidticos sdo microrganismos vivos que,
quando administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio para a satde do
hospedeiro (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001; HILL et al., 2014).

Um conjunto crescente de estudos cientificos aponta que os probidticos podem
beneficiar a saide humana, apoiar a saude digestiva e a fungdo imune (INTERNATIONAL
SCIENTIFIC ASSOCIATION OF PROBIOTICS AND PREBIOTICS, 2016). O propdsito da
administracao de produtos probiodticos ¢ resultar em uma microbiota intestinal balanceada, a
qual, por sua vez, tera um impacto favoravel sobre a saude do consumidor (KOMATSU;
BURITI; SAAD, 2008).

Os lactobacilos sdao optativamente anaerdbicos e produtores de acido lactico, possuem
afinidade com o muco gastrointestinal, devido a sua origem, sdo catalase negativos ¢ nao
formadores de esporos, além de possuirem forma de bastonetes. Varias cepas do género
Lactobacillus sdo usadas como probidticos e, devido a estas caracteristicas, atuam no sistema
imunolégico do intestino podendo inibir bactérias patogénicas (BILKOVA et al., 2011).

A jabuticaba, uma fruta tropical que tem sua origem no centro sul do Brasil (ZARGO,
2014), possui grande valor nutricional e tem sido estudada como candidata a alimento

funcional (LAMOUNIER et al., 2015). Dentre os tipos de espécies, a Myrciaria cauliflora é a
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mais conhecida, possuindo formas arredondadas e cor preta quando atinge o indice de
matura¢do. Também apresenta uma polpa branca, geralmente com uma a duas sementes, ¢
teores elevados de carboidratos, agua, vitaminas, fibras e sais minerais (ZARGO, 2014).

A jabuticaba ndo possui uma comercializagdo igual as demais frutas tropicais, embora
seja abundante em seu curto periodo de safra. Apos colhida, possui uma vida util de até 3
dias, devido a grande quantidade de acticares e 4gua em sua composi¢do, além das enzimas,
causando a deterioracdo e fermentacdo da polpa, impossibilitando a sua comercializagao.
Devido a presenga de microrganismos e atividades enzimaticas, sofrem reacdes quimicas que
acarretam uma perda bastante elevada depois de colhidas. Sendo assim, a alternativa seria a
industrializacdo desse fruto tropical, como a produ¢do de sucos, vinhos, licores, compotas e
geleias (GARCIA, 2014). Outra possibilidade seria a incorporagdo em alimentos lacteos
(ALMEIDA, 2016).

Nesse sentido, o uso da casca da jabuticaba na elabora¢do de novos produtos de base
lactea em conjunto com probioticos surge como uma opg¢ao inovadora propiciando beneficios
a saude através dos compostos fendlicos presentes atuando como antioxidantes naturais
(LIMA et al., 2008; ALMEIDA, 2016) que pode, por exemplo, ser utilizado na elaboracao de

uma sobremesa lactea probidtica.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 GERAL

Avaliar a influéncia do tempo de armazenamento sobre os paramentos de atividade
antioxidante em sobremesa lactea elaborada com produtos da casca da jabuticaba (calda e
extrato hidroalcodlico) e cultura nativa potencialmente probiodtica de Lactobacillus mucosae

CNPC 007.

1.1.2 ESPECIFICO

Os objetivos especificos desse estudo foram:
a) avaliar a concentragdo de compostos fenolicos totais da sobremesa lactea
armazenada sob refrigera¢ao durante 21 dias e posteriormente congelada;

b) avaliar o efeito do tempo de armazenamento sobre o sequestro de radical DPPH;



d)
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quantificar a concentracdo de sobremesa lactea necessaria para reduzir pela metade
a absorbancia da solu¢do uM de DPPH (ECso);
obter a capacidade antioxidante total em gramas de sobremesa necessaria para

capturar 1 g de DPPH.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PROBIOTICOS

O conceito de que as bactérias contidas nos alimentos podem beneficiar a saude surgiu
no comec¢o do século 20 e ¢ frequentemente atribuido ao cientista russo Ilya Metchnikoff,
ganhador do Prémio Nobel. Ele criou a hipotese de que o consumo de grandes quantidades de
leites fermentados contendo bactérias do tipo Lactobacillus (por exemplo, no “leite azedo™)
poderia proporcionar maior longevidade e qualidade de vida, ja que essas bactérias chegavam
ao célon e limitavam as atividades de micro-organismos indesejaveis. A palavra “probidtico”
— origem do latim pro (“a favor”) e do grego bios (“vida”) — foi usada pela primeira vez em
1954 para descrever substancias necessdarias para uma vida saudavel (BINNS, 2013), e ¢
usada para nomear bactérias associadas com efeitos benéficos para seres humanos e animais.
Metchnikoff sugeriu que “a dependéncia dos microbios do intestino na comida torna possivel
adotar medidas para modificar a flora intestinal e substituir os micrébios nocivos por
microbios uteis”. As pesquisas com probioticos nas duas ultimas décadas do século XX
apresentaram um grande progresso para a época e trouxeram avangos expressivos na selegdo e
caracterizacgdo de culturas probioticas, com suas especificidades e argumentacdes relacionadas
aos beneficios a saude através do seu consumo (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2001).

Um dos principais pontos observados ¢ que os probiodticos podem trazer beneficios
basicos de acordo com a cultura administrada. E aceitdvel que uma classe de microbios vivos
possa trazer resultados benéficos a saude; porém, cada cepa probidtica ¢ diferente e, sendo
assim, acarreta um resultado distinto em determinados individuos. Quando a suposi¢ao sobre
as cepas probioticas investigadas for correta “culturas bacterianas seguras administradas em
altas doses apresentardo um resultado benéfico em doengas gastrointestinais” (HILL et al.,
2014). Membros dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sao os mais usados como
microrganismos probioticos, porém, nao exclusivamente, seja como suplementos ou em
alimentos probiodticos disponiveis ao consumidor (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2001).

No Brasil, para que o fabricante possa alegar que o alimento que contém probidticos

contribui para alguma propriedade funcional ou de satde para o organismo, ¢ necessario
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avaliar estes microrganismos quanto a possivel producdo de toxinas e bacteriocinas, assim
como o perfil de resisténcia a antibioticos, entre outros. Em todo o caso, as alegagdes sao
avaliadas caso a caso (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016), uma
vez que diferentes tipos de probidticos t€m apresentado eficacia em diversos niveis de
concentragdo (INTERNATIONAL SCIENTIFIC ASSOCIATION OF PROBIOTICS AND
PREBIOTICS, 2016). Para que o probiotico possa trazer beneficios com o consumo diario do
produto no qual esta contido, este normalmente devera conter uma quantidade minima factivel
na faixa de 10% a 10° Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) em sua porgdo, considerando
100 g ou 100 mL do alimento ingerido contendo entre 10° e 108 UFC/g (GALLINA et al.,
2011; MARTINEZ; BEDANI; SAAD, 2015). No entanto, os estudos apontam que mesmo um
alimento contendo uma dose elevada de probidticos pode ndo ser eficaz. A dose efetiva pode
chegar a mais de 10'° de UFC diérias, dependendo do probidtico, em particular, e do
beneficio desejado (INTERNATIONAL SCIENTIFIC ASSOCIATION OF PROBIOTICS
AND PREBIOTICS, 2016).

De modo geral, para que um microrganismo seja classificado como probidtico, ¢
necessario apresentar alguns critérios: apesar de certas cepas probiodticas nao serem de origem
humana, supde-se que um probiotico isolado de ser humano possa ser mais seguro e eficaz
para a microbiota intestinal; para que uma cultura probidtica possa ser administrada, esta deve
ser declarada como segura para o consumo humano com base em evidéncias e experimentos
cientificos; a elaboracdo de probioticos deve ser possivel em grande escala e os
microrganismos devem estar ativos € vidveis nos meios aos quais vierem a ser incorporados;
uma vez que o estdbmago e o suco gastrico possuem pH baixo como mecanismo de defesa
contra microrganismos, os probioticos devem ser resistentes nessas condi¢des (MARTINEZ;
BEDANI; SAAD, 2015). Os probioticos resultam na melhora da barreira epitelial (BRITO et
al. 2012).

Os probidticos possuem efeitos positivos relacionados a saude humana, produzem
substancias antimicrobianas com a capacidade de aderir as paredes celulares intestinais
permitindo sua multiplicacdo. Tém fungdes tuteis ajudando a hidrélise de carboidratos
promovendo uma boa digestdo, estimulando o sistema imunologico com o aumento da
produ¢do de anticorpos, mantendo o pH do intestino adequado e atuando contra
microrganismos patogénicos de forma a elimina-los (ANADON et al., 2016).

Também atuam contra fungos e virus pela produgdo de anticorpos e, consequentemente,

resultam na melhora do sistema imunoldgico (BRITO et al. 2012).
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Os probioticos devem ser seguros quando ingeridos através de alimentos ou mesmo
para uso clinico por consumidores que estejam com a imunidade comprometida
(MARTINEZ; BEDANI; SAAD, 2015).

Os probiodticos, portanto, exercem influéncia sobre a imunidade da mucosa intestinal,
atuando de forma a aumentar a quantidade de células produtoras de anticorpos,
imunoglobulina (IgA), que limita a proliferacdo de bactérias. No entanto, nem todos os
probidticos sdo capazes de atuarem como anti-inflamatérios; isso esta relacionado aos efeitos
dos probidticos serem complexos sobre as reagdes imunologicas do hospedeiro e serem
especificos de acordo com a cepa probiodtica, a qual depende do estado de satide do individuo
ou doenga (RINGEL; QUIGLEY; LIN, 2012).

O consumo em doses adequadas de probidticos do género Lactobacillus resulta em um
aumento apreciavel dessas bactérias nas fezes, e que, em alguns casos, resulta numa redugdo
dos microrganismos indesejaveis, como Staphylococcus (BINNS, 2013).

No entanto, determinados produtos classificados incorretamente como probidticos
podem conter cepas ndo comprovadamente eficazes ou nao fornecer niveis adequados de
probidticos viaveis até o final do prazo de validade (shelf life) (INTERNATIONAL
SCIENTIFIC ASSOCIATION OF PROBIOTICS AND PREBIOTICS, 2016). Dessa forma,
na pesquisa envolvendo o uso de novas culturas, como os microrganismos nativos, ¢
necessaria a comprovagdo da eficicia e a garantia da viabilidade durante todo o periodo de
armazenamento do produto no qual o candidato a probidtico ¢ adicionado (DE MORAES et

al., 2017).

2.2 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Tem crescido cada vez mais o entendimento pelos consumidores de que a dieta exerce
um papel importante que vai além do fornecimento dos nutrientes necessdrios para o
desenvolvimento do ser humano. A alimentacdo assume uma importancia tdo quanto a
linguagem ou a escrita de um povo, o que possibilita uma andlise das caracteristicas de uma
determinada populacdo, podendo ser uma consequéncia ou um elemento que possa vir a gerar
mudangas nos ambitos sociais € comportamentais (NITZKE, 2012).

O termo "alimento fisiologicamente funcional", que primeiro apareceu na secdo de
noticias do periddico Nature com a manchete “O Japao explora a fronteira entre alimentos e
remédios”, de Swinbanks e O’Brien (1993), acarretou em um importante impacto

internacional ao se pensar em alimentos como uma fonte alternativa no auxilio contra doengas
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(ARAI 2002). Sao definidos “alimentos funcionais” aqueles que oferecem ao consumidor
beneficios suplementares aos da alimentacdo convencional, podendo reduzir o risco de
doencas. Porém, ndo podem ser usados como tratamento de doengas que se agravam de forma
acelerada (BALDISSERA et al., 2011). De acordo com a Biblioteca Virtual de Saude (2015),
define-se “alimento funcional” como aqueles “que produzem efeitos benéficos a saude, além
de suas fungdes nutricionais bésicas”. Estes se caracterizam, portanto, por oferecer varios
benéficos a saude do consumidor, pois além de desempenharem um valor nutritivo préoprio de
acordo com a sua composicdo, podem também exercer um papel potencial benéfico a redugdo
do risco de doengas cronicas.

Para que um alimento seja considerado funcional o mesmo deve apresentar algumas
caracteristicas adicionais: precisam ser do tipo convencional e que possam ser consumidos em
uma dieta normal; necessitam ser constituidos por componentes naturais, ocasionalmente
podendo possuir elevada concentra¢do; devem ter efeitos positivos, além do valor nutritivo
basico, e que assim possam aumentar a qualidade de vida, o bem-estar, e influenciar
diretamente os ambitos fisicos, psicologicos € comportamentais do consumidor, diminuindo o
risco de doencas. A comprovacao dos seus efeitos benéficos deve ter fundamentos cientificos.
Também pode ser um alimento: de origem natural; um alimento que tenha tido um dos seus
componentes removidos; um alimento que tenha o carater natural de um ou mais componentes
modificados; um alimento no qual a atividade bioldgica ou farmacoldgica de um ou mais
componentes tenha sido modificada (MORAES; COLLA, 2006).

Estudos demonstrando os efeitos positivos dos alimentos funcionais t€ém resultado em
recentes publicacdes de regulamentos e orientagdes para o uso das alegagdes de propriedades
funcionais e ou de saude. Esses tipos de alegacdes s6 podem ser realizados apenas se o
alimento se enquadra em uma das determinadas categorias de nutrientes € nao nutrientes
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016).

A legislacao brasileira ndo tem uma definicdo clara sobre os alimentos funcionais,
porém, declara que a propriedade funcional consiste “aquela relativa ao papel metabolico ou
fisiologico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento, desenvolvimento,
manutengao e outras fungdes normais do organismo humano” (CASEMIRO; RAMOS, 2014).

Assim como o Brasil, os Estados Unidos também ndo possuem uma defini¢ao especifica
ou regulamentos para alimentos funcionais (U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION,
2018). No entanto, o Food and Drug Administration (FDA) estabelece trés categorias de
consideragdes relacionadas as propriedades funcionais dos alimentos, as quais sdo: (1)

relacionados a saude — apresentam uma relagdo entre o alimento, um componente ou mesmo
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um ingrediente com suplemento para uma dieta e a diminui¢do do risco de uma doenga ou
uma condi¢do a boa saude (para isso ¢ necessaria uma fundamentagio genética que explique
essas condi¢des de controle de doenca); (2) contetdo de nutrientes — oferecer nutrientes de
um produto ou comparado com outro alimento (tal alegagdo s6 pode ser empregada para
aquelas substincias ou nutrientes que possuam um valor estabelecido para doses diarias); (3)
funcionalidade — esta relacionada a acdo de nutrientes que atuem na estrutura e funcionalidade
do individuo com ingredientes dietéticos como, por exemplo, o mineral calcio que ¢é
importante para o desenvolvimento e manutengdo dos ossos, sendo que também tais
consideracdes também podem ser assimiladas como um componente que atua sobre uma
determinada funcdo, como os antioxidantes que atuam mantendo a integridade celular do
corpo. Estas consideracdes podem auxiliar na identificagdo de uma possivel doenga de acordo
com a deficiéncia de determinado nutriente e, assim, permitir agregar um determinado tipo de
alimento funcional a dieta de modo que venha a trazer o beneficio desejado (NITZKE, 2012).
Duvidas com relagdo a eficacia do uso de alimentos funcionais a longo prazo levantam
questdes quanto a sua seguranca, devido a condi¢des que podem interferir com medicamentos
que sao utilizados para uma mesma funcao. Outro ponto ¢ que, devido a sua composi¢ao ser
provinda de organismos vivos frageis, dependem de cuidados de transporte e conservagao
para garantir a preservagdo de suas propriedades funcionais. Além disso, nos casos em que ja
se possui alegacdes aprovadas, os novos alimentos funcionais produzidos sdo analisados
novamente, levando-se em consideracdo que podem ocorrer variagdes na atividade de um
nutriente em fun¢do de sua origem ou do processo usado para a sua fabricacdo (SALLES,

2013).

2.3 BACTERIAS LACTICAS COM POTENCIAL PROBIOTICO

As bactérias lacticas estdo presentes em alimentos ricos em nutriente como vegetais,
produtos lacticinios € na microbiota intestinal humano e animal. Alguns tipos de bactérias
isoladas do intestino humano ou animal compdem atualmente o grupo de bactérias
probidticas, as quais se consumidas de maneira adequada oferecem beneficios a quem as
consomem (FERREIRA, 2012).

As bactérias lacticas constituem um grupo diverso, sdo bactérias gram-positivas, nao
esporuladas, anaerobicas, em formas de cocos ou bacilos, produtoras de acido lactico pela

fermentagdo de agucares. Essas bactérias sdo responsaveis pela melhoria das propriedades
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sensoriais, assim como a conservagdo de um grande niimero de produtos fermentados
(NOGUEIRA, 2010).

Faz parte das bactérias lacticas o género Lactobacillus, o qual estd presente em varios
tipos de alimentos como: cereais, bebidas fermentadas, queijos e produtos lacteos, carnes, etc.
Sao considerados fermentadores de glicose, obtendo como um dos produtos finais o 4cido
lactico, e produzindo em paralelo CO> e etanol em quantidades menores. Os lactobacilos tém-
se apresentado eficazes por exercer efeitos benéficos a saude, principalmente infecgdes
intestinais Determinadas familias de lactobacilos demonstram diversas propriedades como a
resisténcia a acidos e sais, a constancia no trato gastrointestinal e modula¢do imunologica
essencial, o que os tornam Otimos organismos vivos com potencial benéfico a saude do
hospedeiro (SILVA, 2011).

O leite fermentado mais conhecido no Brasil ¢ o iogurte, utilizando cultivos do tipo
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. A utiliza¢do de
bactérias probidticas em produtos lacteos fermentados tem sido largamente estudada devido
aos obstaculos da conservagao da viabilidade de tais microrganismos ao longo do periodo de
estocagem de refrigeracdo. Determinados fatores como acidez, oxigénio dissolvido, interacdes
das espécies entre si, métodos de inoculagdo e as condi¢des de estocagem podem agir na
sobrevivéncia da microbiota probidtica em produtos lacteos fermentados (GALLINA et al.,
2011).

Por sua vez, as bebidas lacteas sdo compostas de soro lacteo, proteinas, gorduras,
vitaminas, lactose e minerais, sendo assim consideradas como nutritivas. Neste caso, o
desenvolvimento de bebidas lacteas com poder funcional, fermentadas com culturas de carater
probidtico, ¢ um caminho bastante inovador para os investimentos ou mudancas significativas
no processo de fabricagdo. Sendo assim, as industrias ainda diminuem os desperdicios, a
poluicao, ao passo de que gera novos recursos e, sobretudo, melhora a importancia nutritiva

do produto (THAMER; PENNA, 2006).

2.4 SOBREMESAS LACTEAS

As sobremesas lacteas demostraram um crescimento nas ultimas duas décadas.
Caracterizam-se por serem armazenadas sob refrigeragdo, possuirem um shelf life médio de
21 a 28 dias e serem dispostas para o seu consumo imediato. Com os avancos tecnologicos e
uso de ingredientes renovadores, as fabricas de laticinios proporcionam novas opgdes as

sobremesas lacteas, injetando novos sabores, componentes mais faceis de serem digeridos e
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que conferem um maior valor nutritivo (BURITI; BEDANI; SAAD, 2016; NIKAEDO;
AMARAL; PENNA, 2004; VIDIGAL et al., 2012).

A composicdo das sobremesas pode variar de acordo com os ingredientes usados e
concentracdes empregadas. Podem se enquadrar nos derivados do leite desde que apresentem
um desempenho funcional em sua composi¢cdo. Geralmente sdo apresentadas com uma
consisténcia semissélida compostas basicamente com leite, hidrocoloides (goma),
aromatizantes e corantes. Sua durabilidade depende da tecnologia empregada na fabricagao,
das caracteristicas proprias de cada ingrediente e seu armazenamento sob condi¢des
refrigeradas (VALENCIA, 2015).

Portanto, a ingestdo de sobremesas lacteas tem se tornado mais habitual em todo
mundo. Porém, no Brasil ainda ndo se dispde de uma regulamentacdo especifica que defina
padrdes de identidade e qualidade para sobremesas lacteas. As exigéncias sobre o preparo da
sobremesa tém uma importdncia essencial e precisam ser seguidas de acordo com a
formulagdo. O processo em si € composto basicamente de recomendagdes no preparo da
mistura, um tratamento térmico (aquecimento), homogeneizacao, resfriamento parcial e o
armazenamento sob refrigeracdo (RINCAO; PEDRO, 2016). Para que auxilie na conservagio
do produto, podem ser empregados os tratamentos térmicos de pasteurizagdo ou esterilizagao,
com o objetivo de ndo s6 garantir a seguranga do produto. Estes tratamentos conseguem
também prolongar o shelf life das sobremesas lacteas através da redugdo e destruicdo de
microrganismos, pela inativa¢ao das enzimas, pela conservagdo das propriedades sensoriais,
bem como a manuten¢cdo maxima possivel do seu valor nutricional (NIKAEDO; AMARAL;
PENNA, 2004).

Especificamente para as sobremesas probidticas, submetidas aos processos de
congelamento e descongelamento, podem acarretar as células agravantes como a morte do
microrganismo, a inibi¢do, diminuicdo ou mesmo a interrupc¢ao das atividades metabdlicas
celulares nesse tipo de produto (SAAD et al., 2011). No entanto, varios estudos demonstraram
que a aplicacdo de temperaturas mais baixas pode garantir um maior percentual de
sobrevivéncia do probidtico as etapas de processamento e a mortalidade desses
microrganismos apenas aumentara com o tempo de armazenamento (ALAMPRESE et al.,
2002; BURITI; CASTRO; SAAD, 2010; KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008; MAUS;
INGHAM, 2003).

Alguns outros fatores, como acidez do produto (pH < 4,5) e a interagdo do oxigénio
podem interferir na viabilidade do probidtico ou prebidtico utilizado, e sendo assim, ser

necessario utilizar outras técnicas como, por exemplo, microencapsulacdo. Uma variedade de
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produtos pode ser desenvolvida substituindo ingredientes menos interessantes por outros que
proporcionam maior beneficio sem que afete a sua qualidade. Na década passada, os
consumidores passaram a procurar sobremesas com baixas calorias e que demonstrassem
justificativas de beneficios a satde. Igualmente, diversas sobremesas, que possuem base
lactea, podem ser acrescidas de ingredientes funcionais como probidticos e prebiodticos
(SAAD et al., 2011).

O consumo de bebidas e alimentos que nao possuem matriz lactea teve uma tendéncia
de crescimento mundial, visto que houve uma crescente adocao pelo vegetarianismo e pelas
dietas com teores baixos de gordura. As sobremesas industriais s3o basicamente a base lactea,
0 que pode acarretar certos inconvenientes por conter teores de lactose. Contudo, com os
avangos tecnologicos foi possivel utilizar novas matrizes substituindo o leite por outros
produtos como aveia, soja, frutas ou mesmo outros vegetais (GRANATO; MASSON;
RIBEIRO, 2012).

As frutas possuem nutrientes essenciais para o bom funcionamento do organismo,
dentre os quais podem se destacar carboidratos, vitaminas, fibras, proteinas, minerais soliveis
e insoliveis e agua. Além do mais, as frutas e hortalicas também pode ser encontrada
substancias antioxidantes, tais como vitamina E, vitamina C, pigmentos carotenoides,
flavonoides e outros compostos fendlicos os quais estdo associados a elevados beneficios

(SILVA; SPINELLI, 2015).

2.5 JABUTICABA

O cultivo de frutos ¢ um dos setores que mais cresce na agricultura brasileira, o qual
esta em constante desenvolvimento tanto por parte de alternativas de cultivo como também
por parte dos produtores que colaboram para a expansdo de sua produgdo e introduzem
produtos no mercado (CAVALVANTI, VEGGI; MEIRELES, 2011; MARQUETI, 2014). As
frutas, principalmente as tropicais, sdo compostas principalmente de vitaminas C, E,
compostos fendlicos, carotenoides e fibras (INFANTE et al., 2013). No entanto, embora o
Brasil seja considerado um pais com a maior biodiversidade do mundo, ainda utiliza seus
recursos naturais de forma ineficiente (CAVALVANTI, VEGGI; MEIRELES, 2011;
MARQUETI, 2014).

As industrias de alimentos normalmente geram uma grande quantidade de residuos
agroindustriais, sendo que as cascas ¢ as sementes representam grande parte da totalidade

final, podendo variar entre 30% a 40% dos residuos gerados. Casca e pele que sdo descartados
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podem representar aproximadamente 50% da fruta. Pesquisas apontaram que os residuos de
frutas contém vitaminas, minerais, fibras, proteinas e compostos com propriedades
antioxidantes em sua composi¢do (HACKE, 2016; SOUZA et al., 2011). Na extra¢ao de
alguns componentes das frutas, como a casca, a polpa e a semente, verifica-se que podem
apresentar atividades antioxidantes, anticancerigena e anti-inflamatoria (CAVALVANTI,
VEGGI; MEIRELES, 2011; MARQUETI, 2014).

Assim sendo, sdo elaboradas estratégias que visam a utilizagdo desses residuos para o
desenvolvimento de novos produtos ou mesmo para a extracdo de compostos bioativos que
podem se tornar altamente almejaveis e interessantes no cenario atual (HACKE, 2016;
SOUZA etal., 2011).

A jabuticabeira (Myrciaria cauliflora), incorporada a cultura popular pelos indigenas
tupis que a chamaram de “fruta botao” devido a sua forma arredondada, destaca-se como uma
espécie nativa de importancia no Brasil. E originaria da regido Centro-Sul, em Minas Gerais;
contudo, pode ser encontrada em quase todas as regides brasileiras (GARCIA, 2014).

A jabuticabeira ¢ considerada uma planta frutifera doméstica de sitios ou fazendas
(ZICKER, 2011). A jabuticaba ¢ uma fruta que tem despertado um amplo interesse por parte
dos produtores rurais devido a sua grande producdo e aproveitamento dos seus frutos em
diferentes formas. E tipicamente brasileira, embora seja considerada apropriada. No entanto,
tanto para seu consumo in natura, como para a industria, apresenta comércio limitado devido
ao fato de ser bastante perecivel, o que impacta na quantidade de producdo e também na
qualidade, principalmente para o mercado externo. Dentre os fatores que afetam a qualidade
dos frutos, pode-se destacar a perda de 4gua, resultando em um murchamento que deixa as
cascas enrugadas e acarreta a perda de peso, fator este importante na comercializagao
(BRUNINI et al., 2004). Dados do inicio da década apontavam que, apesar de uma tendéncia
de crescimento, a producao comercial ainda era considerada pequena e limitada em algumas
regides (ZICKER, 2011).

Segundo Zago (2014), a ~casca da jabuticaba apresenta caracteristicas
imunomoduladoras contra a leucemia e cancer de prostata. Estudo com a farinha da casca de
jabuticaba em animais indicou uma diminui¢do do estresse oxidativo, com prevengao de
peroxidacdo lipidica hepatica e cerebral resultante da obesidade, isto devido ao fato da casca
possuir altos teores de compostos oxidantes como acido galico, cianidina 3-glicosideo, 4cido
elagico e quercetina (BATISTA et al., 2014).

O consumo mais comum da jabuticaba ¢ ao natural ou em forma de geleias. A partir da

polpa fermentada pode se obter licores, vinhos e vinagres. As pesquisas de frutas tipicas do
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Brasil proporcionam uma contribui¢do importante, uma vez que colaboram para uma melhor
exploracdo das espécies nacionais que podem incentivar as novas atividades econdmicas

(LIMA, 2009).

2.6 COMPOSTOS FENOLICOS COMO OXIDANTES NATURAIS

A ingestdo de frutas proporciona efeitos a saude, como a redu¢do de doencas cronicas,
atribuidos as propriedades antioxidantes dos compostos bioativos, que atuam inibindo a
oxidacdo das moléculas reduzindo o inicio ou propagacao das reacdes de oxidagdo em cadeia
(INFANTE et al., 2013).

Compostos fenolicos exercem uma enorme funcao na protecao da célula, sequestrando
ou inibindo oxigénio reativo, transferindo elétrons para radicais livres, ativando enzimas que
atuam como antioxidantes e inibindo as que atuam nas reagdes de oxirreducdo das células.
Sendo assim, estes compostos atuam na prevengdo do estresse oxidativo, principal
responsavel por algumas doencas (SOUZA; VIEIRA; PUTTI, 2018).

Segundo Santos et al. (2016), o processo de oxidagao € necessario para a conservagao
da vida. A formacao de radicais livres no organismo € um processo natural, uma vez que sao
fundamentais para intimeras fun¢des como a producao de energia, regulacdo do crescimento
celular, sintese de substancias bioldgicas, entre outras. Contudo, o excesso de radicais livres
pode acarretar danos ao organismo, como o envelhecimento e a ocorréncia de doencas de
carater degenerativo.

Nas ultimas duas décadas houve o aumento do interesse em se encontrar fontes
adequadas de compostos fenolicos que atuam como antioxidantes naturais para o uso em
produtos alimenticios ou para uso farmacéutico, com o objetivo de substituir os antioxidantes
sintéticos. Esses tipos de antioxidantes utilizados pela induastria alimenticia despertaram a
preocupagdo quanto as doses de segurangas e a toxidade (MELO et al., 2011). Estes produtos
sintéticos também seriam responsaveis por outros males como aumento do peso do figado e
expressiva proliferagio do reticulo endoplasmatico (DEGASPARI; WASZCZYNSKY],
2004; SOUZA; VIEIRA; PUTTIL 2018).

De modo geral, a atividade antioxidante dos extratos vegetais ¢ conferida, sobretudo, a
presenga de compostos fendlicos, compostos volateis e ndo volateis como, por exemplo, os
flavonoides, acidos fenolicos e diterpenos fenodlicos. A busca pelo uso de vegetais e frutas em

pesquisas para a extracao de tais compostos e obtengdo de tecnologias para o seu emprego
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pode colaborar com o tratamento de distirbios comuns ou até auxiliar na cura de muitas
doencas (CAVALCANTTI; VEGGI; MEIRELES, 2011).

A atividade antioxidante ndo se pode ser medida diretamente, mas pelo efeito que os
compostos antioxidantes proporcionam no controle da oxidagdo. Os métodos empregados
para a medida da atividade s3o muito diversificados. Um dos métodos que podem ser
utilizados ¢ o sequestro do radical livre do DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil), que ¢ um radical
de nitrogénio organico, estavel, de cor violeta escuro e a sua absor¢ao maxima esté situada no
comprimento de onda na faixa de 515-520 nm. A reducao do radical DPPH ¢ acompanhada
pelo decréscimo da absorbancia durante o tempo de reacdo. O método de sequestro do radical
livre DPPH ¢ utilizado para avaliar a atividade antioxidante de compostos especificos ou de
um extrato em um curto periodo de tempo. A presenga de um doador de hidrogénio ou elétron
faz com que a amplitude de absor¢dao va diminuindo e a solugdo com o radical perde a cor,
variando de acordo com o nimero de elétrons capturados. Em resumo, quando o elétron
desemparelhado do atomo de nitrogénio do DPPH recebe atomo de hidrogénio vindo dos
compostos fenodlicos, ocorre a mudanca de coloragao (PRADO, 2009).

As analises envolvendo a captura do radical DPPH sdo normalmente expressos
utilizando o valor de ECso, que ¢ a concentragcdo de antioxidantes necessdria para causar uma
diminui¢ao de 50% na absorbancia do DPPH (CHEN; BERTIN; FROLDI, 2013; POLAK;
BARTOSZEK, 2018)

Os compostos fendlicos sdo os principais constituintes de varias frutas e vegetais, em
que a quantificacdo desses compostos mostra informagdes importantes a respeito da atividade
antioxidante, da qualidade do alimento, bem como do seu potencial nutritivo, acarretando,
dessa forma, em beneficios a saude. A composicdo fendlica em frutas e seus derivados, como
sucos, bebidas fermentadas, sobremesas, além da vitamina C, ¢ responsavel pela atividade
antioxidante desses alimentos (PRADO, 2009).

Os compostos fenolicos constituem um grupo de espécies variadas, presentes de
maneira significativa em alimentos de origem vegetal, os quais, pela presenga de grupos
hidroxila ligados a anéis aromaticos, t€ém a capacidade de capturar radicais toxicos. Em
plantas desempenham fun¢des importantes de prote¢do contra a radiagdo UV ou ataques de
agentes patogénicos. Contribuem também, de maneira significativa, nas caracteristicas

sensoriais como aroma e cor das flores e frutos (FRONTELA; CANALI; VIRGILI, 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PRODUTOS DA CASCA DA JABUTICABA

Os produtos da casca de jabuticaba foram preparados por Souza (2016) no Nucleo de
Pesquisa e Extensdo e Alimentos (NUPEA), Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias e
Tecnologia (CCT) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) do Campus 1.

As jabuticabas foram obtidas em seu periodo de safra. A principio foram selecionados e
em seguida foram sanitizadas durante 30 min com agua clorada a 200 ppm. Em seguida foram
lavadas com agua corrente, e posteriormente houve a separacdo manual da casca, polpa e
semente.

As cascas, as quais foram utilizadas para a obtengdo dos ingredientes utilizados na
sobremesa, extrato hidroalcoolico e calda, foram acidificadas com suco de limdo, na
propor¢do 1: 2: 0,15 (casca: agua: suco de limdo). As cascas foram trituradas, utilizando 90,5
g de casca em 170 mL de agua, e filtradas. Com o extrato aquoso dessa etapa foi realizada
uma nova trituragdo utilizando 170 mL do filtrado para a mesma quantidade de casca. O
processo foi repetido até que o extrato aquoso obtivesse um total de 25% de solidos soltveis.
O extrato aquoso obtido foi utilizado para a producdo da calda, a qual foi utilizada tanto para
a cobertura como para incorporagao a base lactea da sobremesa. O residuo das filtragdes do
extrato aquoso foi utilizado para a obtengao do extrato hidroalcodlico, este ultimo também
incorporado a base lactea.

No preparo da calda, foi utilizado 240 mL do extrato aquoso, adicionado de agucar (27
g/100 g) e pectina (YF310, DuPont, 0,4 g/100 g, a qual foi previamente dissolvida em 37 mL
agua) e esta mistura foi aquecida até a calda formada conter 40,5 g/100 g de solidos soluveis.

Para a obtencdo do extrato hidroalcoolico o residuo foi hidratado com agua destilada
estéril por 1h em temperatura ambiente, na proporg¢ao 2:1 (residuo: 4gua). Em seguida 10 g do
residuo foram distribuidos em frasco de Erlenmeyer de 125 mL e adicionado 90 mL de alcool
potavel (etanol extra neutro, Usina Giasa, Biosev) e hidratados até a concentracdo de 30%
utilizando o acido citrico para ajustar o pH para 4,0. O residuo suspenso em etanol foi levado
para o banho de ultrassom (50 rpm) durante 2 h em uma temperatura de 50 °C. Finalizado
esse procedimento, a suspensdo foi secada em estufa de circulagdo na mesma temperatura,
para a evaporagao do etanol e a concentracao atingir o volume de 15 mL. Foi utilizado esse

método de extragdo para aumentar a concentracdo de compostos fendlicos, uma vez que
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alguns deles ndo sdo extraidos somente com a agua, e assim obtendo uma sobremesa rica em

polifendis.

3.2 SOBREMESA

As amostras de sobremesa analisadas foram preparadas por Souza (2016) no Nucleo de
Pesquisa e Extensdo e Alimentos (NUPEA), Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias e
Tecnologia (CCT) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) do Campus I, em trés lotes
(replicatas independentes). A sobremesa foi preparada em etapas, desde a elaboragdo da calda
para a cobertura da sobremesa, utilizando o extrato aquoso da casca da jabuticaba (conforme
descrito anteriormente), passando pela formulagao da base lactea utilizando agua, leite em po
e amido, seguido da adi¢do de acido citrico e extrato hidroalcodlico, este também preparado a
partir da casca de jabuticaba (conforme descrito anteriormente). Também se utilizou éacido
lactico na formulagdo da base lactea com o objetivo de corrigir a instabilidade de cor uma vez
que se tornava escura pelo processo de aquecimento. Também foi utilizado o corante carmim
de cochonilha para deixar a coloragdo da sobremesa rosdcea, caracteristica da casca da
jabuticaba.

A cepa nativa utilizada de Lactobacillus mocosae CNPC 007 foi fornecida na forma
liofilizada pela Embrapa Caprinos e Ovinos (Sobral — CE). A cepa foi previamente isolada do
leite de cabra do rebanho experimental daquela institui¢ao e avaliada por De Moraes (2017)
quanto ao seu potencial probiodtico, por apresentar resisténcia as condigdes gastrointestinais,
desconjugacao de sais biliares, sensibilidade a antibiotico e multiplicacdo da espécie no leite.

Antes de ter sido empregada na formulagdo dos trés lotes da sobremesa, a cultura foi
multiplicada utilizando 10 mL de caldo de Man Rogosa Sharpe (MRS), utilizando tubos de
ensaio estéreis a uma temperatura de 36 °C por 24h. Finalizado o periodo, a cultura foi
distribuida em 7 a 8 microtubos de 1,5 mL e centrifugada para separa-la do meio de cultura. A
cultura foi recuperada lavando o precipitado com solugdo salina a 0,85% (m/v) para a
remog¢ao dos componentes utilizados na liofilizagdo e do caldo MRS. O pré-indéculo (todo o
conteudo de cultura pura obtida dos microtubos separada do meio de cultura por
centrifugacdo) foi armazenado sob refrigeracdo a 4 °C para que posteriormente fosse ativado

no leite. O indculo foi preparado a partir do pré-indculo oriundo dos microtubos, o qual foi
ativado em leite desnatado reconstituido conforme as instrucdes do fabricante (Molico®,

Nestlé®). Antes da adi¢do do pré-indculo, o leite reconstituido foi tratado a uma temperatura
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de 85 °C durante 30 min. Apds resfriamento, o pré inoculo foi adicionado ao leite
reconstituido e incubado a 37°C por 2,5 horas, resultando, ap6s esse periodo no inoculo. Para
a fabricacdo da sobremesa foi utilizado 10 mL do in6culo contendo de 8,99 a 9,34 log
UFC/mL (SOUSA, 2016).

A base lactea, constituida de amido de milho (Maisena, Unilever, 2,1 g/100 g), leite em
p6 desnatado (Molico, Nestl¢, 8,0 g/100 g), acucar (6,78 g/100 g), agua (78,8 g/100 g), calda
(1,8 g/100 g), pectina (YF310, DuPont, 0,9 g/100 g), extrato hidroalcoolico, acido latico
(solucao a 85%, Purac Sinteses, 0,58 g/100 g) e corante carmim de cochonilha (0,04 g/100 g),
foi aquecida a 85 °C com a finalidade do aumento da consisténcia, por tempo arbitrario. Antes
da finaliza¢ao do aquecimento foi incorporada a calda.

A base lactea foi resfriada até atingir a temperatura de 40 °C para a adi¢ao do corante
carmim de cochonilha e do extrato hidroalcoolico. E finalmente, ao atingir a temperatura de
37 °C foi adicionado o inoculo da cultura de Lactobacillus mucosae, preparado conforme
descrito anteriormente.

Os trés lotes de sobremesa foram armazenados sob refrigeragdao a 4 = 1°C durante 1, 7,
14 e 21 dias de armazenamento (D1, D7, D14, D21, respectivamente). Em cada periodo de
amostragem (D1, D7, D14 e D21) os trés lotes de sobremesa foram transferidos para freezer a
—18 °C para as andlises de compostos fendlicos e demais parametros de atividade

antioxidante.

3.2 OBTENCAO DO EXTRATO FENOLICO

Todas as analises foram realizadas no CCT/UEPB (laboratérios do NUPEA e de
Quimica Aplicada) do Campus I ¢ no Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude —
CCBS/UEPB (Laboratério de Genética no complexo de pesquisa Trés Marias), também
localizado no Campus I, no municipio de Campina Grande-PB.

Os extratos fenolicos dos trés lotes de sobremesa lactea foram preparados de acordo
com a metodologia apresentada por Santos et al. (2017), com adaptagdes. Em microtubos tipo
Eppendorf, as amostras foram pesadas em balanga analitica. Foram utilizadas 5 aliquotas de,
aproximadamente, 0,2500 g, o que totalizou uma média de £1,2500 g por amostra de cada
lote, em cada periodo de amostragem. Em seguida, foi adicionado 1 mL de uma solugdo de
metanol-HCI em cada microtubo de com as amostras, deixando, em repouso, em ambiente
escuro, a temperatura de 4 °C por um tempo minimo de 12 h. As amostras refrigeradas foram

centrifugadas (equipamento 5810R V.8.2, Eppendorf), sob uma rotagao de 13500 rcf durante
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5 min na mesma temperatura de refrigeracdo. Para o esgotamento total dos compostos
fenolicos foram efetuadas mais 5 lavagens com 500 pL da solugdo de metanol acidificado. A
cada centrifugacdo, o sobrenadante foi armazenado em um baldo volumétrico de 25 mL e o
menisco foi aferido com metanol acidificado ao final da extracao. Do extrato obtido no balao
aferido, uma aliquota de 1,5 mL foi retirada para um microtubo e, em seguida, centrifugada
durante 1 min a 4 °C com o objetivo de obter o sobrenadante livre de proteinas e carboidratos

complexos, que pudessem interferir nas reagoes que foram realizadas, oriundos da sobremesa.

3.3 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Para a anédlise do teor de fenolicos totais foi utilizada a metodologia descrita por dos
Santos et al. (2017), com seguintes adaptagdes. Utilizando tubos de centrifuga de 15 mL, tipo
Falcon, foram adicionados em sequéncia 60 pL de cada extrato obtido em duplicata para cada
periodo de amostragem de cada lote de sobremesa, 2.340 pL. de 4gua destilada e 150 pL do
reagente Folin — Ciocalteu (Sigma-Aldrich). Os tubos foram agitados para a completa
homogeneizacao dos componentes e, em seguida, foram deixados em repouso em temperatura
ambiente. Ap6s 8 min da adi¢do do reagente Folin — Ciocalteu, a rea¢do foi cessada com a
adicao de 450 pL de solugdo de carbonato de so6dio a 30% (NaxCOs3; 30g/100 mL). Os tubos
foram novamente deixados em repouso, em temperatura ambiente, nesta etapa por 30 min.
Finalizado este tempo, a absorbancia foi lida no espectrofotometro (Spectrum Meter SP-
2000UV) no comprimento de onda 750 nm. O espectrofotdmetro foi zerado com metanol
acidificado como branco. Foram utilizados dois controles para esta andlise, nos quais as
amostras foram substituidas por 60 pL de metanol acidificado com HCI a 0,8 mmol/L. Os
resultados finais foram expressos em mg equivalente de acido galico (mg Eq AG) por 100 g

de amostra.

3.4 ATIVIDADE DE SEQUESTRO DE RADICAL LIVRE DPPH

O método de avaliacdao do sequestro de radical livre DPPH foi realizado de acordo com
a metodologia de Rufino et al. (2007) com as seguintes modificacdes. O procedimento foi
realizado no escuro e em temperatura ambiente, conforme orientagdo dos autores. A solucao
de DPPH a 0,1 mM foi preparada utilizando-se 0,004g do reagente, o qual foi dissolvido
quantitativamente em etanol P.A. para 100 mL de volume total. Para cada periodo de

amostragem de cada lote de sobremesa foi utilizada uma série de 3 tubos de centrifuga de 15
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mL, tipo Falcon, contendo 2,95 mL, 2,90 mL ou 2,80 mL da solu¢gdo de DPPH, os quais
foram completados as aliquotas do extrato da sobremesa de jabuticaba de 0,05 mL, 0,10 mL e
0,20 mL, respectivamente, totalizando um volume final de 3 mL de solugdo em cada tubo.
Foram utilizados também 3 tubos para o controle com as mesmas medidas de solucdo de
DPPH, substituindo as amostras por igual aliquota de etanol P.A., obtendo-se também um
volume total de 3 mL. As leituras foram realizadas no espectrofotometro (Spectrum Meter
SP-2000UV) em um comprimento de onda de 517 nm nos tempos 0 min, 30 min ¢ 60 min
(TO’, T30’ e T60’, respectivamente).

Foi utilizado etanol P.A. como branco para zerar o espectrofotometro. A atividade
antioxidante foi expressa em porcentagem de captagdo de radicais DPPH, conforme a
Equagao (1):

(AB SC 60min AB SA 60min )

% de sequestro de DPPH = " BSC

x 100 (1)

60min

onde:
ABSCeomin: € a absorbancia do controle da aliquota de etanol de 0,20 mL no tempo de 60 min;

ABSAs0 min: € a absorbancia da aliquota de extrato da amostra de 0,20 mL no tempo de 60 min.
Apos a leitura, foi utilizada uma equagdo da reta (2) substituindo y pela metade da
absorbancia do controle de DPPH em T60’ e assim encontrar o consumo em uM de DPPH, o
qual foi posteriormente convertido para g de DPPH, conforme a Equacao (3):
y=ax—>b (2)
onde:

vy = metade da absorbancia do controle em T60’;

x = resultado em uM DPPH;

g DPPH = (uM DPPH / 1.000.000) x 394,3 3)

onde:

394,3 = peso molecular do DPPH em g/mol.
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Com as absorbancias obtidas das trés dilui¢des do extrato foi plotado um grafico da
absorbancia (eixo y) versus a dilui¢do (mg/L) (eixo x) e assim obtida a equagdo da reta (4).
Para o calculo da atividade antioxidante total foi preciso substituir a absorbancia
correspondente a 50% da concentragdo do DPPH, conforme a Equagao (1), pelo y da Equagao
(4) para obter o resultado que representa a amostra necessaria para reduzir em 50% a

concentracao inicial do radical DPPH (ECso):

y=—ax+b 4)

onde:
y = metade da absorbancia do controle em T60’;

x = ECso (mg/L).

De acordo com o resultado de ECso (mg/L) obtido na Equacao (4), foi necessario dividir
por 1000 para obter o ECsp em g/L. O ECso em g/L foi posteriormente dividido pela massa de
DPPH em g obtida na equagdo (2) para encontrar o resultado de capacidade antioxidante total

que ¢ expresso em g de sobremesa/ g DPPH, Equacgao (5):

)

EC /L
Capacidade antioxidante total :{ so (mg/L) X ! }

1000 DPPH (g)

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram tratados no programa Statistica 8.0 (Statsoft). Os valores
foram expressos em média + desvio padrao. A avaliagdo de um unico tratamento contendo
multiplas varidveis dependentes (4 periodos de amostragem, 1, 7, 14 e 21 dias), foi necessaria
a utilizacdo da andlise de varidncia (ANOVA) ndo-paramétrica de Friedman, com
significancia de 5% (p < 0,05), para investigar a influéncia dos diferentes tempos de
armazenamento entre os dados. Para casos onde a variacao foi significativa no teste Friedman
(p <0,05), foi utilizado o teste de Wilcoxon para a comparacao de duas varidveis dependentes
(D1 versus D7, D1 versus D14, D1 versus D21, D7 versus D14, D7 versus D21 e D14 versus

D21) e a investigagdo dos contrastes, também considerando significancia de 5% (p < 0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 encontram-se os resultados dos parametros de fenolicos totais, sequestro do
radical DPPH, ECso e da capacidade antioxidante total ao longo do armazenamento da

sobremesa lactea com produtos da casca da jabuticaba.

Tabela 1 — Concentracdo de fenodlicos totais e parametros de atividade antioxidante da
sobremesa com produtos da casca da jabuticaba e L. mucosae CNPC 007 ao longo do

armazenamento (média + desvio padrdo).

ECso (g de
Capacidade
Fenolicos Totais Sequestro de sobremesa/LL
Tempo Antioxidante Total (g
(mg Eq AG/100 g) DPPH (%) solu¢do uM de
sobremesa/g DPPH)
DPPH)

Dl 50,17 +7,79* 32,75 +9,10° 5,84 +£1,86%%¢ 256,46 + 100,40% "¢
D7 50,87 = 18,15? 32,39 +8,71% 6,15+ 1,10° 290,45 + 51,50°¢
D14 50,51 +7,23% 41,89 + 3,84% 4,10 £0,92° 219,84 + 55,93°
D21 45,28 + 8,38* 44,82 +2,98? 3,93 +0,85* 211,06 £ 52,77°

D1,D7,D14e D21 =1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento, respectivamente.

a,b,c, letras sobrescritas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente ao longo do periodo de
armazenamento para um mesmo parametro (p > 0,05).

Fonte: Dados de pesquisa.

O teor de compostos fenolicos totais apresentou uma quantidade aproximada de 50 mg
Eq AG/100 g, apresentando tendéncia de decréscimo entre 7 e 21 dias; porém, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa dos dados (p > 0,05). Estes valores foram mais altos
que os obtidos por outros autores para produtos lacteos adicionados de residuos de frutas
fontes de antocianinas (DOS SANTOS et al., 2017; KARAASLAN et al., 2011). O fato dos
valores de fendlicos totais terem sido superiores aos obtidos pelos outros autores estaria
relacionado ao uso conjunto de dois tipos de extrato na composi¢do da sobremesa lactea,
sendo estes o extrato aquoso, o qual foi incorporado na calda utilizada simultaneamente como
cobertura e como ingrediente da base lactea, e o extrato hidroalcodlico, o qual foi incorporado
diretamente na base lactea.

Karaaslan et al. (2011) elaboraram iogurte utilizando o extrato alcoolico de diferentes
variedades de uva, obtiveram um total de compostos fenolicos totais préximos de 7,5 mg Eq

AG/100g, valores inferiores aos obtidos nesse estudo. Valores um pouco mais proximos aos
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do presente estudo foram obtidos por dos Santos et al. (2017), que trabalharam na elaboragao
de um leite fermentado utilizando o leite de cabra e cultura probidtica com suco de uva
acrescido do extrato do bagago desse fruto, obtendo um resultado de 45 mg Eq AG/100g.

Segundo Silva (2015), o processo de extragdo ¢ uma etapa de extrema importancia na
quantificagdo de compostos fenodlicos totais. O tipo de solvente ¢ uma caracteristica
imprescindivel para a extragdo em alimentos, uma vez que a solubilidade esta relacionada a
sua polaridade. Os solventes mais utilizados seguem uma ordem decrescente de polaridade,
sendo 4agua, metanol e etanol os mais comuns. Na elaboracao da sobremesa, os dois solventes
utilizados provavelmente carregaram diferentes classes de compostos fendlicos, ampliando a
gama de extra¢do com base na polaridade. Uma das caracteristicas observadas na jabuticaba ¢
conter altos indices de compostos fenolicos variados, como as antocianinas € taninos,
principalmente em sua casca (PORFIRIO et al., 2014).

Uma vez que os diferentes compostos fendlicos apresentam maior eficiéncia de extracao
em um ou outro tipo de solvente, a caracteristica de dupla extracdo (aquosa e hidroalcodlica)
utilizada no presente estudo reforga os valores elevados em relagdo aos estudos anteriores
com outros tipos de residuo e frutas (DOS SANTOS et al., 2017; KARAASLAN et al., 2011).

O sequestro do radical DPPH ao longo do armazenamento apresentou tendéncia de
aumento, chegando ao vigésimo primeiro dia com valor proximo de 45% de captura do
radical. Possivelmente, a justificativa para esse aumento se deva a atividade da cultura
probidtica de L. mucosae que, para se manter viavel ao longo do armazenamento, metabolizou
os fenolicos de maior massa molar presentes na jabuticaba (como, por exemplo, os taninos)
em moléculas menores para o seu uso como substrato e agente protetor contra compostos
oxigenados que microrganismos do género lactobacilos ocasionalmente produzem durante a
estocagem (NG; YEUNG; TONG, 2011.). Ao final do vigésimo primeiro dia de
armazenamento a populacio de L. mucosae das sobremesas do presente estudo foi de 10°
UFC/g, a mesma viabilidade encontrada no primeiro dia ap6s a producdo, conforme
investigacdo prévia realizada por este grupo de pesquisa (SOUZA, 2016).

Li et al. (2016) desenvolveram uma bebida fermentada utilizando o suco da cebola e
cultura probidtica também do género Lactobacillus (L. acidophilus, cepa NCFM). Os autores
verificaram que a atividade metabolica do microrganismo vivo resultou em consumo o0s
compostos antioxidantes da cebola, os quais seriam necessarios para a multiplicagdo e
manutengdo da viabilidade do probidtico.

E provavel que processo semelhante tenha ocorrido no presente estudo, uma vez que

houve tendéncia de redu¢do na quantidade de compostos fendlicos para aproximadamente 45
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mg Eq AG/100g no vigésimo primeiro dia de armazenamento. Para o consumo dos polifenois,
o metabolismo de L. mucosae necessitaria atuar sobre os fenoélicos de maior massa molar e
reduzir o seu tamanho de cadeia. (VALERO-CASES; NUNCIO-JAUREGUI; FRUTOS
FERNANDEZ, 2017; QUEIROS, 2014). Nesse processo, seriam expostos Nnovos grupos
funcionais (carbonilas e hidroxilas), assim aumentando o sequestro do radical livre de DPPH
que passou de 32% até quase 45%.

Para o outro parametro usado para avaliar a propriedade antioxidante, o ECso, verificou-
se uma reducdo, o que era esperado, pois a porcentagem de sequestro de DPPH ¢
inversamente proporcional ao ECso, indicando que quanto menor o valor de ECso maior ¢ a
atividade antioxidante na amostra. No primeiro dia de armazenamento apresentou cerca de
5,84 g de sobremesa por L de solu¢ado uM de DPPH, e ao final do vigésimo primeiro dia de
armazenamento reduziu para 3,93 g de sobremesa por L de solugao uM de DPPH, porém sem
diferenga significativa (p > 0,05). Por outro lado, os resultados de ECso diferiram
significativamente entre si (p < 0,05) no periodo de 7 a 21 dias de estocagem, conforme o
teste ndo paramétrico de Wilcoxon, representado neste estudo pelas diferentes letras
sobrescritas (a, b, ¢). Essa diferenca em relagdo a porcentagem de sequestro de DPPH que nao
reduziu significativamente ao longo do armazenamento esta relacionada com o conjunto de
dados envolvidos na estatistica efetuada: para o sequestro do radical DPPH foram utilizados
apenas os valores de absorbancia resultantes das analises das aliquotas que continham a maior
quantidade de extrato (0,20 mL) em T60’. Por outro lado, os valores de ECso foram obtidos
por uma composi¢ao de dados gerados pelas absorbancias da analise das aliquotas de extrato
de 0,05, 0,10 € 0,20 mL.

J& os valores obtidos para a capacidade antioxidante total, estes foram diretamente
proporcionais aos resultados de ECso e as diferengas significativas encontradas (p < 0,05)
entre os desse parametro ao longo do armazenamento também obedeceram ao verificado para
capacidade antioxidante total. Dessa forma, esse pardmetro manteve tendéncia similar ao do
ECso, também obedecendo ao mesmo conceito que quanto menor o valor encontrado maior
serd a capacidade antioxidante da amostra (RUFINO et al., 2007). Ao final do vigésimo
primeiro dia de armazenamento a capacidade antioxidante total foi de 211,06 g de
sobremesa/g de DPPH, significando que ao final do armazenamento ¢ necessaria uma menor
quantidade de sobremesa para captura do mesmo 1 g de DPPH, comparado ao inicio do

armazenamento.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os parametros analisados (sequestro de DPPH e ECsp) assim como a capacidade
antioxidante total dependem tanto dos fendlicos oriundos da casca da jabuticaba quanto do
metabolismo da cultura nativa potencialmente probiotica de L. mucosae, o que proporcionaria
uma maior captacdo de radicais livres no organismo e, consequentemente, maiores beneficios
a saude.

O tempo de armazenamento contribuiu para o aumento da captura de radicais livres a
partir de uma menor quantidade de sobremesa lactea, estando associado ao metabolismo da
cultura probidtica adicionada, que ndo s6 conferiria uma melhora no equilibrio da microbiota
intestinal do individuo, mas também interagiria de forma benéfica com os compostos
fenolicos, proporcionando uma maior captura de radicais livres.

A utilizagdo de produtos da casca (calda e extrato hidroalcodlico) da jabuticaba
(Myrciaria cauliflora) incorporada aos demais ingredientes da base lactea juntamente com a
cultura nativa potencialmente probiodtica Lactobacillus mucosae CNPCO007 foi eficaz para

contribuir com o potencial antioxidante da sobremesa lactea.
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