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RESUMO

O elevado consumo dos produtos de base lactea tem promovido grandes desafios aos
pesquisadores e as industrias alimenticias para o desenvolvimento de formulagdes inovadoras.
Nesse sentido, torna-se promissora a adicdo de frutas e seus subprodutos que possuem
compostos fendlicos e cepas com potencial probiotico para a composicao das novas sobremesas
l4cteas, uma vez que, os beneficios relacionados ao uso desses ingredientes conseguem elevar
o valor funcional do produto desenvolvido, influenciando na qualidade de vida do consumidor.
Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do tempo de
armazenamento sobre os paramentos de atividade antioxidante em sobremesa lactea elaborada
com produtos da casca da jabuticaba (Myrciaria cauliflora), adicionados de calda, extrato
hidroalcodlico e cultura comercial potencialmente probiotica de Lactobacillus rhamnosus
LR32. Foram analisados em escala laboratorial os pardmetros de compostos fendlicos totais,
porcentagem de sequestro do radical DPPH, ECso e capacidade antioxidante total da sobremesa
lactea ap6s 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento, bem como da calda usada como
acompanhamento (topping). A porcentagem de sequestro de DPPH observado tanto para
sobremesa lactea como também para calda, foi maior para o volume de extrato de 0,2 mL obtido
dessas amostras, chegando a alcancar 89,25% de captura de DPPH nesta Ultima amostra, mais
que o dobro do valor obtido para as sobremesas em todos os periodos de amostragem. No
entanto, houve uma tendéncia de aumento do sequestro de radicais DPPH das sobremesas ao
longo do tempo de armazenamento. Por outro lado, o teor de fenolicos das sobremesas lacteas
oscilou sem tendéncia definida, com o menor valor de 21,58+1,78 mg eq AG/100 g e o maior
valor de 29,62+4,47 mg eq AG/100 g aos 7 e 14 dias, respectivamente, os quais foram 7 e 5
vezes menores que o valor obtido para a calda, igual a 148,12+14,54 mg eq AG/100 g. Os
mesmos perfis de variacdo foram verificados para os parametros ECso e capacidade antioxidante
total. Para este Ultimo pardmetro, considerando o menor e maior valor obtido para as
sobremesas durante o0 armazenamento, sdo necessarios entre 244,12+12 45 g e 321,53+49,92 g
de amostra para capturar 1 g de DPPH, enquanto que para a calda, apenas 68,25+10,27 g da
amostra sdo suficientes para capturar 1 g de radical. Apesar das oscilacdes encontradas durante
0 armazenamento, constatou-se que € favoravel a utilizacdo da casca de jabuticaba para a
capacidade antioxidante da sobremesa e da calda, que em conjunto com o uso da cepa probiotica
Lactobacillus rhamnosus LR32, comp8e uma nova sobremesa lactea com potencial funcional.

Palavras-chave: Alimentos funcionais. Subprodutos. Produtos lacteos.



ABSTRACT

The high consumption of dairy-based products has promoted major challenges for researchers
and the food industry in the development of innovative formulations. In this sense, it is
promising the addition of fruits and their by-products that contain phenolic compounds and
strains with probiotic potential for the composition of new dairy desserts, since the benefits
related to the use of these ingredients can increase the functional value of the developed product,
influencing the quality of life of the consumers Therefore, the present study aimed to evaluate
the influence of the storage period on the antioxidant activity parameters in a dairy dessert made
with products from the peel of jabuticaba (syrup and hydroalcoholic extract) and a potentially
probiotic commercial culture of Lactobacillus rhamnosus LR32. The parameters total phenolic
compounds, percentage of DPPH radical scavenging, ECso and total antioxidant capacity of the
dairy dessert after 1, 7, 14 and 21 days of storage, as well as of the syrup used as topping were
analyzed on a laboratory scale. The percentages of DPPH scavenging observed for both dairy
dessert and syrup were higher for the volume of extracts of 0.2 mL obtained from these samples,
achieving 89.25% of radical scavenging in this last sample, more than twice the value obtained
for the dairy desserts in all sampling periods. Nonetheless, there was a tendency of increasing
the DPPH radical scavenge by the dairy desserts throughout the storage time. On the other hand,
the total phenolic content of dairy desserts oscillated without a defined tendency, with the
lowest value of 21.58+1.78 GAE/100 g and the highest value of 29.62+4.47 GAE/100 g on 7
and 14 days of storage, respectively, which were 7 and 5-folds lower than that obtained for the
syrup, of 148.12+14.54 GAE/100 g. The same profiles of changes were verified for the
parameters ECsg and total antioxidant capacity. For this last parameter, considering the lower
and the higher values obtained for the dairy desserts during storage, it is required between
266.17+17.11 g and 303.18+7.49 g of sample to scavenge 1 g DPPH radical, while for the
syrup, only 68.25+10.27 g of the sample are enough to scavenge 1 g of the same radical. Despite
the variations observed over the time, it is possible to confirm that is favorable the use of
jabuticaba peel for the antioxidant capacity of dessert and syrup, that together with the
Lactobacillus rhamnosus LR32 strain compose a new dairy dessert with potential functional
benefits.

Keywords: Functional foods. By-Products. Dairy products.
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1 INTRODUCAO

Os alimentos sdo uma das necessidades humanas basicas, cujo cumprimento € um
direito humano. Esse entendimento do direito a alimentacao foi reforcado pela Declaracdo de
Roma 1996 sobre Seguranga Alimentar Mundial e Cldpula Mundial da Alimentagdo, assinada
por 186 representantes dos paises em nivel ministerial, incluindo o Brasil (ROCHA, 2012). Os
alimentos fornecem diversos nutrientes contidos neles ao ser humano que 0S consume,
considerando-se essencial para a boa saude (BRASIL, 2014).

Os alimentos funcionais sdo cada vez mais populares, com base no aumento da
conscientizacdo publica sobre uma vida saudavel, iniciando com a manutencdo de sua dieta
para evitar doencas degenerativas. A Acdo Concertada da Comissdo Europeia sobre Ciéncia
Funcional dos Alimentos na Europa (Functional Food Science in Europe — FUFOSE) definiu
em 1999 que os alimentos tém propriedades funcionais se for comprovado que é capaz de
fornecer um ou mais beneficios para atingir as fungdes corporais (além das func¢des nutricionais
basicas) de maneira relevante a melhoria da salde e do bem-estar e ainda reduzir o risco de
doenca, sendo esta uma das definicdes de alimentos funcionais aceita internacionalmente
(FUNCTIONAL FOOD SCIENCE IN EUROPE, 1999).

Dessa forma, os alimentos funcionais ndo apenas fornecem nutricdo aos consumidores,
mas também tornam o corpo saudavel. Segundo Baldissera et al. (2011), Buriti (2008) e Grajek
et al. (2005), alimentos funcionais ndo sdo comprimidos ou capsulas e nem usados como
tratamento de doencas que se agravam rapidamente, mas sdo alimentos consumidos como parte
de uma dieta diaria normal. Os autores consideram que os compostos alimentares funcionais
mais importantes e mais frequentemente utilizados séo probidticos, prebidticos e antioxidantes
vegetais.

O mercado global de alimentos funcionais foi estimado em 161,49 bilhGes de dblares
em 2018, sendo que a maior participacdo de mercado esteve concentrada em alimentos
funcionais como leites e produtos derivados com bioativos capazes de reduzir o colesterol e a
pressdo sanguinea para melhorar a satde do coragdo, assim como iogurtes probioticos e bebidas
lacteas fermentadas para melhorar a saude gastrointestinal (GRAND VIEW RESEARCH,
2019).

Os probidticos séo definidos como microrganismos vivos que, se administrados em

guantidades adequadas, proporcionam um beneficio a satde do consumidor (FOOD AND



AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2001; HILL etal., 2014).

O consumo de alimentos contendo potenciais probidticos também é uma alternativa para
prevenir a insuficiéncia de vitaminas e minerais em pessoas de determinada faixa etaria, além
de possuirem um baixo custo beneficio (CELEMI et al., 2017).

Os microrganismos probidticos sdo geralmente bactérias lacticas pertencentes aos
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium ou leveduras do género Saccharomyces, que fazem
parte da microbiota normal do trato digestorio humano (DUSKOVA et al., 2012; DOS
SANTOS et al., 2017; GARCIA et al., 2020).

Segundo Tripathi e Giri (2014), o género Lactobacillus habita no intestino delgado do
ser humano. Esse é um dos géneros que ja séo utilizados comercialmente em alimentos e tem
uma longa histéria de uso seguro ao consumo. Cabe ressaltar que 0 mesmo género possui mais
de 125 espécies e abrange uma grande variedade de microrganismos, incluindo aqueles com
notavel capacidade de adaptacio a diferentes habitats (DUSKOVA et al., 2012).

Pires (2016) e Reale et al. (2014) destacam a espécie Lactobacillus rhamnosus como
um dos microrganismos probidticos mais estudados, que a partir de evidéncias por inimeros
beneficios a salde, proporcionou sua utilizacdo na industria alimenticia ha varios anos.

Os produtos de origem vegetal, incluindo os residuos de frutas, que contém vitaminas,
minerais, fibras, proteinas e compostos com propriedades antioxidantes em sua composicao sdo
possibilidades de ingredientes para o desenvolvimento de alimentos lacteos com a adicdo de
probidticos (DOS SANTOS et al., 2016; HACKE, 2016; MARTINS et al., 2015; SILVA et al.,
2016; SOUZA et al., 2011; YANG et al., 2014).

Dentre os produtos com este potencial, destaca-se uma espécie brasileira nativa que faz
parte do género Myrciaria ou Plinia sp. e da familia Myrtaceae, conhecida como jabuticaba
(Myrciaria cauliflora Mart.) (ALMEIDA NETA et al., 2018; CITADIN et al., 2010; GARCIA,
2014; MORALLES et al., 2016; SAITO, 2014), cujos frutos, principalmente em suas cascas,
concentram carboidratos, fibras, vitaminas, sais minerais e compostos fendlicos, sobretudo os
grupos flavonoides que tém caracteristicas antioxidantes que combatem os radicais livres, o que
explica o seu elevado valor nutricional e funcional (ALMEIDA NETA et al., 2018; ASCHERI
et al., 2006; BOESSO, 2014; UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS, 2011).

Segundo Batista et al. (2014), a casca dessa fruta, em base seca, possui altos teores de

compostos antioxidantes como acido galico, cianidina 3-glicosideo, acido elagico e quercetina,
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constituintes fendlicos que tém capacidade de diminuicdo do estresse oxidativo, além da
prevencao de peroxidacéo lipidica hepética e cerebral resultante da obesidade.

Assim, a conducdo de pesquisa cientifica que busca fortalecer o papel da casca de
jabuticaba na promocéo da salde e prevencdo de doencas e destacar o papel dos probidticos
como alimento funcional por suas vantagens e aplicagdes, principalmente em produtos lacteos,
torna-se relevante (HILL et al., 2014; LIMA et al., 2014; VINDEROLA et al., 2007). Conforme
enfatiza o estudo de Almeida Neta et al. (2018), a casca de jabuticaba, além de enriquecer
produtos lacteos funcionais, como uma sobremesa lactea probidtica, com compostos fendlicos
antioxidantes, com potenciais benéficos a salde humana, auxilia na reducdo de impactos

ambientais por viabilizar o uso desse subproduto agroindustrial como ingrediente alimenticio.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Avaliar a influéncia do armazenamento sobre os compostos fenodlicos e atividade
antioxidante em uma sobremesa lactea elaborada com produtos derivados da casca da
jabuticaba (Myrciaria cauliflora) e uma cultura probiotica de Lactobacillus rhamnosus LR32.

1.1.2 Especifico

a) verificar a concentragdo de compostos fendlicos totais da sobremesa lactea
armazenada sob congelamento apos de refrigeracdo durante 21 dias;

b) investigar o efeito do volume de extrato fendlico das amostras e do tempo de
armazenamento sobre o sequestro de radical DPPH;

c) quantificar a concentracdo de sobremesa lactea necessaria para reduzir pela metade
a absorbancia da solucédo pM de DPPH (ECso);

d) obter a capacidade antioxidante total em gramas de sobremesa necessaria para
capturar 1 g de DPPH.

e) analisar a concentracdo de compostos fenolicos totais e a capacidade antioxidante
da calda de casca da jabuticaba, utilizada na formulacdo da sobremesa e também

como acompanhamento (topping).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Praticamente desde milénios atras o ser humano considerou os alimentos como um fator
diretamente relacionado com a sua saude, conforme apontado por filésofo grego Hipdcrates:
“[...] que o alimento seja seu medicamento ¢ o seu medicamento seja o seu alimento”
(LUIZETTO et al., 2015). Segundo Garcia et al. (2020) e Siegrist et al. (2015), os produtos
alimenticios que visam melhorias nas func@es fisioldgicas dos consumidores sdo conhecidos
como alimentos funcionais.

No ano de 1984, um grupo de pesquisadores comecou a explorar a interface entre a
alimentagdo e as ciéncias médicas, intitulado “Systematic Analysis and Development of Food
Function”, na qual foi introduzido o conceito de alimento funcional ou Foods for Specified
Health Use — FOSHU (ARAI, 2002; LUIZETTO et al., 2015; RODRIGUES et al., 2005).

Segundo a American Dietetic Association — ADA (2009), os alimentos funcionais sao
aqueles alimentos, seja in natura, processados, fortificados ou enriquecidos, que apresentam
potencial efeito benéfico sobre a salde quando consumidos como parte de uma dieta variada,
em quantidades regulares. Quanto a definicdo de acordo com a Resolucédo n. 18, de 30 de abril
de 1999 sobre andlise e comprovacdo de propriedades funcionais ou de saide alegadas em
rotulagem de alimentos, é considerado funcional todo aquele alimento ou ingrediente que
guando consumido como parte da dieta usual, além das funcBes nutricionais basicas, quando
consumido como parte da dieta usual, produz efeitos metabélicos, fisiolégicos e ou benéficos a
satide, devendo ser seguro para consumo sem supervisio médica (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 1999).

Segundo Yamada et al. (2008), um alimento ou bebida pode ser classificado como
funcional se tiver cumprido trés requisitos principais: 1) conter certos compostos bioativos
derivados de ingredientes naturais (ndo capsulas, comprimidos ou pd); 2) deve ser consumido
dentro de parte da dieta diaria; 3) ter certas fungdes ap6s o consumo (por exemplo, 0
aprimoramento dos mecanismos de defesa bioldgica, a prevencdo e a recuperacdo de certas
doencgas, o controle fisico e mental e/ou a desaceleracdo do processo de envelhecimento
prematuro).

Leite et al. (2011) e Juvan et al. (2005) salientam que a classificacdo dos alimentos
funcionais pode ser com base em tipos de alimentos (laticinios e seus derivados, produtos de

bebidas, cereais, produtos de confeitaria, 0leos e gorduras), nas doencas evitaveis através do
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seu consumo (por exemplo, alimentos funcionais para prevenir diabetes, osteoporose, cancer
de cdlon, entre outros), nos efeitos fisiologicos estimulados no organismo por eles (alimentos
funcionais para melhorar o sistema imunoldgico e o funcionamento do trato digestorio, que
apresentam atividade antitumoral e capazes de prevenir a hipertensdo) e nos componentes
bioativos contidos (alimentos funcionais que contém antioxidantes, dmega-3, prebidticos e
probioticos).

Os mesmos ingredientes atuam no desenvolvimento de alimentos funcionais para
contribuir a resposta imunoldgica 6tima, cujo, a funcdo imunoldgica é primordial para o
crescimento e desenvolvimento do ser humano (PEREIRA-CARO et al., 2015).

Os alimentos funcionais, em especial aqueles que apresentam propriedades
antioxidantes, tém crescido cada vez mais devido a mudanca de atitude dos consumidores
buscado uma alimentacdo saudavel como veiculo fundamental na manutencdo da salde
(RIBEIRO, 2016).

Com base em estudos epidemioldgicos e ensaios clinicos realizados em Varios paises,
muitos efeitos na saude estdo relacionados ao consumo de alimentos funcionais, como reducéo
do risco de cancer, estimulo do sistema imunolégico, diminui¢do dos sintomas da menopausa,
melhora da saude digestiva, manutencdo da salde urinaria, efeitos anti-inflamatorios,
diminuicdo da pressdo arterial, manutengdo da visdo, atividade antibacteriana e antiviral,
reducdo da osteoporose e efeitos antiobesidade (GRAJEK et al., 2005; HILL et al., 2014;
VIDAL et al., 2012). Cabe ressaltar que, o consumo destes alimentos ndo deve ser destinado a
cura de doencas, pois a sua funcdo, quando presentes na dieta habitual nas quantidades
adequadas, é reduzir o risco de desenvolvé-las e melhorar a capacidade do organismo de se
proteger de condicdes adversas (BALDISSERA et al., 2011; BASHO; BIN, 2010).

Assim, o alimento funcional pode ser Gtil para aumentar a resisténcia, prevenir doencas,
restaurar a condi¢do corporal e inibir o processo de envelhecimento (GRAJEK et al., 2005;
ALMEIDA et al., 2018). Os mesmos autores apontam ainda que uma das principais categorias

de alimentos funcionais produzidos pela industria alimenticia € a de probidticos.

2.2 PROBIOTICOS

O conceito de probioticos, conforme o relatério da Fundagédo das Nagdes Unidas para a
Alimentacdo e Agricultura (FAO) e da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), sofreu varias
mudancas ao longo dos anos, a partir de evidéncias cientificas encontradas por diversos
pesquisadores em nivel mundial (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE
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UNITED NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001), conforme brevemente
exposto a sequir.

Segundo a hipdtese de Metchnikoff no século 20, o consumo de alta concentracdo de
bactérias do género Lactobacillus poderia proporcionar maior qualidade de vida, saude e
longevidade em humanos, j& que essas bactérias chegavam ao célon e limitavam o
desenvolvimento e a atividade metabdlica de microrganismos indesejaveis (BHADORIA,
MAHAPATRA, 2011; RAMOS, 2018).

O termo probiotico é proveniente do latim e do grego “pro-bios” que significa “para
toda a vida”, e surgiu em 1954, tendo sido proposto o seu uso para indicar “compostos ativos
que s3o muito importantes para desenvolvimento da saude durante a vida” (BINNS, 2013).

As publicagdes de Holzapfel e Schillinger (2002), Salminen e Isoulari (2006), Tamime
(2005) e Zubillaga et al. (2001) apresentam informacdo semelhante, definindo os probidticos
como suplementos alimentares microbianos que, se forem consumidos em quantidades
adequados, afetam favoravelmente o organismo humano devido aos seus efeitos no trato
intestinal. Para Oliveira, Almeida e Bonfim (2017), os probi6ticos sdo microrganismos vivos
capazes de prevenir doencas tais como, as gastrointestinais, quando administrados em doses
suficientes. Ressalta-se que a definicdo mais aceita atualmente afirma que os probi6ticos séo
microrganismos Vvivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem um
beneficio & saude do hospedeiro (HILL et al., 2014).

Em relacdo as quantidades dos microrganismos probioticos presentes nos alimentos para
gue os beneficios a satude possam ser alcancados, ha uma discrepancia na literatura. De modo
geral, a indUstria de alimentos adotou o nivel de entre 108 e 108 UFC (unidades formadoras de
colonias) por ml ou g de produto no momento do consumo, recomendado por diversos autores
(GALLINA etal., 2011; KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008; MARTINEZ; BEDANI; SAAD,
2015; SOUSA, 2016). Segundo Bhadoria e Mahapatra (2011), esse seria o nivel de consumo
de probioticos também recomendado pela FAO. No entanto, Celemi et al. (2017) explicam que
a quantidade de probioticos a ser consumida por dia para resultar em efeitos benéficos a satde
deveria ser entre 10 e 10° UFC.

Os probioticos, além de serem capazes de sobreviver ao longo da passagem pelo trato
digestorio, tém a capacidade de se multiplicar no intestino e resistirem ao fluido gastrico e a
bile. A composicdo do alimento ajuda a permitir que o probidtico sobreviva durante a passagem
pelo trato digestorio e a exposicdo a bile (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION
OF THE UNITED NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001; BURITI et al.,
2005).
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Além disso, os probioticos também devem ser resistentes e permanecer vivos durante o
processamento dos alimentos, suportar os processos fisico-quimicos empregados na sua
producdo e o0 seu armazenamento. Precisam também ser facilmente aplicados a produtos
alimentares (PRADO et al., 2008).

Durante o processo de sele¢cdo microbiana probidtica, Abreu (2015), Saarela et al.
(2000) e Vinderola et al. (2007) consideram principalmente os aspectos de seguranga, tais como
tornar o aparelho digestivo saudavel, ndo serem patogénicos e resistentes a antibioticos, e 0s
funcionais, como a capacidade de viver e sobreviver no trato gastrointestinal, poderem ser
aplicados industrialmente e ndo causarem alteragdes nos alimentos.

Assim, o consumo de alimentos contendo bactérias probidticos torna-se uma alternativa
para melhorar o estado de saude humana. Conforme Bhadoria e Mahapatra (2011), estes
alimentos ganharam importancia por seus inimeros beneficios como auxilio na digestdo da
lactose, prevencdo da vaginose bacteriana assintomaética, prevencdo da hipercolesterolemia,
reducdo dos sintomas em pacientes com doenca do intestino irritdvel, além da reducdo dos
fatores de risco para doencas cardiacas, aterosclerose e arteriosclerose. Outros estudos
compreendem ainda a prevencdo e auxilio no tratamento de diarreia acarretada por diversos
fatores tais como, imunomodulagéo, efeitos antimutagénicos e anticarcinogénicos (BRITO et
al., 2012; SAAD et al., 2013; SAARELA et al., 2000).

2.2.1  Bactérias com potencial probidtico e seu uso em produtos lacteos

“Probidticos” € uma das alegagdes FOSHU de satide aprovadas para designar alimentos
contendo bifidobactérias e bactérias lacticas que podem modificar beneficamente o trato
digestorio (GRAJEK et al., 2005; SWIDAN, 2009).

Para que possa utilizar alegacdes de propriedades funcionais ou de saude, é necessaria
uma avaliagéo detalhada, que garanta o pleno reconhecimento de suas propriedades funcionais
pela comunidade cientifica bem como, o alimento se enquadra em uma das determinadas
categorias de nutrientes e ndo nutrientes (BURITI, 2008).

As bactérias lacticas constituem um grupo diverso de organismos que permitem
beneficios consideraveis a saide humana, sendo muitas delas habitantes naturais do trato
intestinal. Outras bacteérias lacticas fermentam carboidratos em acido lactico e sdo utilizadas na
industria de alimentos, conferindo sabor e textura aos produtos. O &cido lactico produzido
possui propriedades conservantes para o alimento (ANDERSEN; FERNANDEZ, 2013;
GRAJEK et al., 2005).
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No que diz respeito aos produtos probioticos, aconteceu um aumento de interesse na
incorporacdo das espécies intestinais Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium nos
alimentos lacteos fermentados entre os anos 1990 e inicio dos anos 2000 (GUARNER et al.,
2005; SHAH, 2001), produzindo como produtos finais do metabolismo lactato e acidos graxos
de cadeia curta, como acetato e butirato (BURITI, 2008; HAMILTON-MILLER, 2004).

Dessa forma, os microrganismos probidticos mais comumente usados em alimentos para
consumo humano sao as bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium,
que geram beneficios significativos a salde associados a sua ingestdo (QUIGLEY, 2010;
STANTON et al., 20034, b). Esses microrganismos possuem varios caracteres comuns, como
status geralmente considerado seguro (generally recognized as safe — GRAS), tolerancia a
acidos e sais biliares, além da capacidade de aderir as células intestinais (DUNNE et al., 2001;
SOUSA, 2016).

No inicio dos anos 2000, produtos lacteos probidticos, tais como iogurtes contendo L.
acidophilus e Bifidobacterium spp., comecaram a representar uma quantidade significativa
entre os alimentos probidticos disponiveis no mercado (REID et al., 2003). Este fenémeno
colaborou para que pessoas que ja adotavam produtos similares tradicionais em sua dieta
habitual inserissem esses novos alimentos probidticos capazes de trazer beneficios adicionais a
salde (CASIRAGHI et al., 2007).

Shah (2001) havia reportado 56 espécies de Lactobacillus e 29 espécies de
Bifidobacterium utilizadas em produtos lacteos. Silva (2011) reportou o género Lactobacillus
como o de o maior destaque, por representar bactérias Gram-positivas, estaticas, ndo
formadoras de esporos, com formas de bastonetes e dificilmente patogénicas. De acordo com
o0s estudos de Boylston et al. (2004), Garcia et al. (2020) e Silva et al. (2016), os fatores, tais
como, cepa, pH do leite, presenca de 4acidos latico e acético, interagdes com outros
microrganismos, temperatura de armazenamento e condi¢cdes de fabricacdo podem afetar a
multiplicacdo e a sobrevivéncia de probidticos em produtos lacteos.

Ainda, sendo os probidticos capazes de minimizar o risco de cancer, diabetes e entre
outros, os dados observacionais sugerem que o consumo de produtos lacteos contendo esses
microrganismos colabora para uma menor prevaléncia de cancer de c6lon e de outras doencas
(SOUSA et al., 2007).

Dentre as varias especies do género Lactobacillus, Pires (2016) destaca a espécie L.
rhamnosus, do grupo Lactobacillus casei, que possui a importancia econdmica a industria
alimenticia, por seu emprego na producéo de leites fermentados e como culturas iniciadoras (ou

starters) na fabricacdo de queijos para a melhoria de sua qualidade. Além de seu uso em
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laticinios e produtos vegetais, a mesma espécie € capaz de habitar em varios ambientes naturais,
como boca, trato intestinal e vagina humana, ensilagem, esgoto e alimentos deteriorados (SATO
et al., 2012), demonstrando sua elevada resisténcia a diferentes condices.

Além de uso em alimentos fermentados lacteos, matrizes vegetais tém sido apresentadas
como boas alternativas para a veiculacdo de probidticos, em funcéo de conter nutrientes como
fibras, antioxidantes, acucares, entre outros (FREITAS, 2018; GRAJEK et al., 2005; LAGE,
2014). Seu uso conjunto em produtos lacteos probidticos favoreceria a promocao de beneficios
ainda maiores.

Um estudo realizado por Silva et al. (2016) sobre o uso conjunto de um microrganismo
probidtico em um alimento fermentado contendo o extrato fendlico do residuo vitivinicola
afirma que, a presenca do mesmo extrato poderia estimular o stirpe L. rhamnosus LR32 na
etapa de fermentacdo, como também favorecer a viabilidade desse microrganismo durante o
periodo de armazenamento do produto.

Cabe ressaltar que, os compostos fendlicos e os varios compostos bioativos com
atividade antioxidante estdo contidos nas hortalicas e as frutas, principalmente nas suas cascas
(SILVA et al., 2016; ZULUETA et al., 2007).

2.3 AFRUTA JABUTICABA

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora Mart.), fruto da planta jabuticabeira, nativa do Brasil,
é encontrada desde o Paré até o Rio Grande do Sul, predominantemente nos estados de Sao
Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais (CORREA, 1984; MORALES et al., 2016; SILVA et al.,
2008). Os frutos comumente chamados de “jabuticaba ponhema”, “jabuticaba paulista” e
“jabuticaba-agu” em Minas Gerais e Rio de Janeiro foram classificadas por Berg (1857) como
Myrciaria cauliflora (DC) Berg, ao passo que as conhecidas vulgarmente como “jabuticaba
Sabara” e “jabuticaba-de-cabinho”, encontradas em determinada regides do Rio de Janeiro e
também em S&o Paulo, foram denominadas de Myrciaria jaboticaba (Vell) Berg (ARAUJO,
2011; MATTOS, 1983).

A jabuticaba, fruto de clima tropical, possui elevado valor nutricional (expressando uma
boa fonte de &gua, carboidratos, sais minerais, fibras alimentares e vitamina C) e apresenta-se
sob a forma de uma baga globulosa, com até trés centimetros de didmetro, casca avermelhada
quase preta, polpa esbranquicada, mucilaginosa e agridoce envolvendo de uma a quatro

sementes. Apresenta também a possibilidade de utilizacdo na fabricacdo de produtos
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fermentados com propriedades funcionais (ALMEIDA NETA et al., 2018; LAMOUNIER et
al., 2015; LIMA et al., 2008; MORALES et al., 2016; ZAGO, 2014).

Visto que, a maior parte dos compostos fendlicos de jabuticaba encontra-se na sua casca,
0 que explica o seu elevado valor nutricional e, dentre eles, estdo os flavonoides, que
apresentam caracteristicas antioxidantes (BOESSO, 2014; LIMA et al., 2008). Além disso, essa
casca sendo uma fonte de antocianinas, responsaveis pela cor escura da fruta, também apresenta
a atividade antimicrobiana (SILVA et al., 2014; ALMEIDA NETA et al., 2018).

Segundo Zago (2014), as cascas da jabuticaba apresentam caracteristicas
imunomoduladoras contra a leucemia e cancer de préstata. Cabe destacar que, conforme Lima
et al. (2011), essa casca possui pH acido em funcgdo da elevada quantidade de &cidos organicos
(em ordem quantitativa: acido citrico > acido succinico > &cido malico > &cido oxalico > cido
acetico).

No entanto, Zago et al. (2015) informam que essas cascas sd@o desprezadas apos o
processamento industrial da jabuticaba e geralmente ndo sdo tratadas, contribuindo para a
poluicdo ambiental e também promovendo o desperdicio de nutrientes e compostos

potencialmente bioativos presentes nesta por¢do ndo aproveitada do fruto.

2.4 COMPOSTOS FENOLICOS COMO ANTIOXIDANTES NATURAIS

Antioxidantes sdo considerados como componentes bioativos que variam de moléculas
simples a microrganismos vivos, como bactérias (DOS SANTOS et al., 2017). Quando
encontrados nas matérias-primas dos alimentos sofrem alteracfes que inibem a oxidagédo
durante os tratamentos tecnoldgicos e o armazenamento (SOUSA, 2016; ZAGO, 2014).

Conforme dos Santos et al. (2017) e Grajek et al. (2005), mudancgas nos constituintes
bioativos dos alimentos podem ser causadas pelos processos microbioldgicos e enzimaticos que
ocorrem durante a fermentacdo e a estocagem. Os mesmos autores apontam ainda que, as
caracteristicas quimicas dos componentes bioativos e tipos de produtos influenciam muito a
vida util dos alimentos funcionais. Assim sendo, em frutas e vegetais frescos, os niveis de
antioxidantes (por exemplo, vitaminas, carotenoides e compostos fendlicos) dependem das
condigdes de armazenamento.

A estrutura quimica dos compostos fenolicos possui um anel aromético que contém, no
minimo, uma substituinte hidroxila (ALBERT]I, 2014). Isso permite que os compostos fenolicos
funcionem como controle de moléculas liberadas no organismo por meio da captura de radicais
livres, impedindo o prejuizo resultante dessas moléculas oxidantes para as células (FREITAS,
2018; SHIMANO, 2012).
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Desse modo, os compostos fendlicos assumem a fungdo de protecdo da célula,
sequestrando o oxigénio reativo, transferindo elétrons para radicais livres, ativando as enzimas
que atuam como antioxidantes e inibindo as que atuam nas reacdes de oxirreducdo das celulas
(SOUZA et al., 2018).

Dentre os radicais, aqueles contendo elétrons desemparelhados dos atomos de oxigénio
ou nitrogénio sdo denominados de espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species —
ROS) ou espécies reativas de nitrogénio (reactive nitrogen species — RNS), respectivamente
(ARAUJO, 2011).

Embora a biodisponibilidade de compostos fendlicos desempenhe um papel fundamental
na atividade bioldgica dos antioxidantes, as suas mudancas dependem do tipo de tratamento e das
condi¢cdes de armazenamento de vegetais e frutas (LUIZETTO et al., 2015; SOUSA, 2016),
conforme anteriormente mencionado para 0s compostos bioativos de forma geral.

Dentre 0s compostos fendlicos possiveis de serem encontrados em vegetais,
frequentemente nos seus vacuolos, destacam-se principalmente os flavonoides, podendo
ocorrer como monoémeros, dimeros e oligbmeros, responsaveis pela cor das folhas, flores e
frutos, além de desempenhar também um papel protetor contra a irradiacdo ultravioleta
(KUSKOSKI et al., 2006; VOLP et al., 2008).

Os flavonoides sdo soluveis em &gua e em solventes polares, principalmente alcoois.
Quimicamente sdo constituidos de dois anéis aromaticos ligados por uma cadeia de trés atomos
de carbono que formam um heterociclo oxigenado (pirano) intermediario (Ce-C3-Co)
(TEIXEIRA, 2011; VOLP et al., 2008), conforme apresentado na Figura 1.

Estes compostos fitoquimicos beneficiam a salde e apresentam diversas atividades
bioldgicas, dentre elas, acdo antibacteriana, antineoplasica antiviral, antialérgica, anti-
inflamatdria e analgésica (DU et al., 2003; SANTOS, 2016; SHIN et al., 2005; YU et al., 2011;
ZICKER, 2011).

Figura 1 — Estrutura basica dos flavonoides.

R

Fonte: Volp et al. (2008).
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Segundo Soares et al. (2008), os polifendis oxidam-se antes de outras moléculas
presentes nas plantas atuando como antioxidantes devido ao anel benzénico que possui em sua
estrutura, proporcionando a estabilidade aos produtos de oxidagéo dos fenois.

Estudos sobre os radicais livres apontam que, nas Gltimas décadas, alimentos que
contribuem para o0 acimulo dessas espécies reativas no organismo sao grandes responsaveis por
doengas como o cancer, diabetes mellitus tipo I, catarata, doencas cardiovasculares, entre outras
(SOUSA et al., 2007).

2.5 ANTIOXIDANTES

A acdo biologica dos antioxidantes naturais esta correlacionada a diminuicao do risco de
cancer, além de para auxiliar o tratamento de doencas cardiovasculares arteriosclerose, maléria,
artrite reumatoide, doencas neurodegenerativas e processos de envelhecimento (ARAUJO,
2011; SOUSA, 2016).

2.5.1 Métodos utilizados na determinacao de antioxidantes

Os métodos mais utilizados para a determinagdo da atividade antioxidante nos alimentos
sdo: p-caroteno/acido linoleico, baseado na inibicdo da peroxidacdo lipidica; ABTSe+ [2,2°-
azino-bis(3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico] e DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazina),
baseados na captura do radical organico; FRAP (ferric-reducing/antioxidant power), baseado
no poder de reducdo do Fe (GARCIA; VALLES; LOBO, 2009; PRIOR; CAO, 1999).
Especificamente em relacdo ao método DPPH, o composto fendlico antioxidante doa um atomo
de hidrogénio ao o elétron desemparelhado no atomo de nitrogénio central do DPPH,

promovendo a mudanca de coloracdo (PRADO, 2009), conforme apresentado na Figura 2.

Figura2 — Mecanismos de reagdo entre o radical DPPHe e um antioxidante através da

transferéncia de um atomo de hidrogénio.
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Fonte: Oliveira (2015).
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Ressalta-se ainda que o consumo simultaneo de polifendis e probioticos é capaz de
promover a bioativacdo de compostos fendlicos no intestino, facilitando no aumento da
atividade antioxidante no organismo (DOS SANTOS et al., 2017). Os mesmos compostos
precisam ser biodisponiveis e absorvidos ao sistema circulatorio a fim de exercer os beneficios
para a saude, visto que, a microbiota intestinal humana contribui para a disponibilidade dos
polifendis ingeridos atraves da alimentacdo bem como para vérias outras fungdes metabolicas
importantes para o hospedeiro (PEREIRA-CARO et al., 2015; SILVA et al., 2016). Cabe
destacar que, os recursos internos de defesa do organismo podem necessitar o complemento de
antioxidantes através da alimentacio (BALASUNDRA et al., 2006; DEL RE; JORGE, 2012;
SOUSA, 2016). Uma vez que, varios compostos fendlicos ndo sdo absorvidos no intestino,
devendo a fermentacdo pela microbiota intestinal para a quebra de suas estruturas em unidades
menores, com o intuito de serem absorvidas e metabolizadas, e que simultaneamente, esses
compostos modulam a composi¢cdo da microbiota intestinal por meio da inibicdo dos
microrganismos patogénicos e do estimulo das bactérias favoraveis (DOS SANTOS et al.,
2017; Ll et al., 2016; SILVA et al., 2016; TULIPANI et al., 2012).

A atividade antioxidante dos extratos de origem vegetal € sempre interessada em
identificar como fontes adequadas de compostos fendlicos que atuam como antioxidantes
naturais para o uso em produtos alimenticios ou para uso farmacéutico, dentre 0s quais a casca
da jabuticaba merece destaque por presenca de compostos fenolicos, compostos volateis e ndo
volateis tais como, os flavonoides, acidos fendlicos e diterpenos fenolicos (RAMOS, 2018;
SOUSA, 2016). O consideravel teor de compostos fendlicos presente na casca de jabuticaba
podem ser responsaveis pela inibicdo de enzimas digestivas, bem como capazes de diminuir o
colesterol plasmético por possuindo o alto teor de fibras em combinagdo com sua capacidade
antioxidante, além de ser um produto que colabora para o desenvolvimento sustentavel pelo
uso de um residuo da industria de alimentos (ALMEIDA NETA et al., 2018; FREITAS, 2018;
LAGE, 2014; SILVA et al., 2016).

Assim, a composicgdo fenolica nas sobremesas como também em diversos produtos
derivados das frutas, é responsavel pela atividade antioxidante desses alimentos (PRADO,
2009; RAMOS, 2018).

2.6 SOBREMESAS LACTEAS

O consumo de alimentos préaticos, funcionais e com caracteristicas bem definidas

tornou-se mais popular devido ao ser humano que esta bem conscientizado em relagéo a salde,
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expressando um crescimento no mercado mundial de produtos lacteos (CLEMENTINO et al.,
2008). Os mesmos produtos sdo alimentos consumidos em todo mundo por diferentes faixas
etarias (ROSENFELD; BOLINI, 2011).

De acordo com a secdo I, capitulo V, titulo VI do regulamento da inspecéo industrial e
sanitaria de produtos de origem animal, o produto lacteo é definido como o produto obtido
mediante o processamento tecnoldgico do leite que pode conter apenas aditivos alimentares e
outros ingredientes funcionalmente necessarios ao processamento (BRASIL, 2017). As
sobremesas lacteas sdo um dos varios produtos lacteos, sendo essencialmente constituidas por
leite, amido, agucar, flavorizantes, estabilizantes, emulsificantes, geleificantes, espessantes,
corantes, aromatizantes, ovos, polpas de frutas ou chocolate e conservantes, com formulagGes
variaveis em funcao das combinag6es dos ingredientes utilizados (MERCER et al., 2008).

Tais componentes sdo importantes para a saude, pois, além de serem injetados novos
sabores nas sobremesas lacteas, sdo mais faceis de serem digeridos e que conferem um maior
valor nutritivo (BURITI; BEDANI; SAAD, 2016; RAMOS, 2018; VIDIGAL et al., 2012).

O processo de fabricacdo das sobremesas lacteas é constituido basicamente das etapas
de preparo da mistura, tratamento térmico, homogeneizacéo, resfriamento parcial e estocagem
sob-refrigeragdo (NIKAEDO; AMARAL; PENNA, 2004).

Para Mercer et al., (2008), as sobremesas lacteas fabricadas sdo, de forma geral,
complexos e sua estabilidade depende muito da tecnologia de fabricacdo, das caracteristicas
intrinsecas de cada produto e da estocagem sob condicGes refrigeradas.

Os probidticos podem ser empregados em produtos refrigerados ou congelados como as
sobremesas lacteas, que apresentam possibilidade de obtencédo de formulacGes de produtos com
baixo teor de gordura (BURITI, 2008). Aditivamente, tem sido mostrado que algumas cepas de
Lactobacillus com potencial probidtico podem contribuir para o aumento da capacidade
antioxidante de alimentos fermentados contendo ingredientes ricos em compostos fendlicos, e
que paralelamente, esses ingredientes podem estimular culturas probiéticas ao longo da
fermentagdo, além de proteger tais microrganismos durante o armazenamento em alimentos
lacteos fermentados (DOS SANTOS et al., 2016; HERVET-HERNANDEZ et al., 2009;
MOUSAVI et al., 2013).

Ap0s serem processadas, € primordial que as sobremesas lacteas probioticas conservem
0s microrganismos durante o seu prazo de validade, ndo apresentando modificacdes sensoriais
(MANTOVANI, 2014).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 LOCAL DA PESQUISA

As analises da pesquisa experimental foram realizadas no Nucleo de Pesquisa e
Extensdo em Alimentos (NUPEA), do Centro de Ciéncias e Tecnologia — CCT/UEPB e no
laboratdrio de Bioquimica do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude — CCBS/UEPB,
localizados no Campus I, no municipio de Campina Grande, PB. O presente trabalho visou

complementar os estudos inicialmente conduzidos por Sousa (2016).
3.2 OBTENCAO DA SOBREMESA E ANALISES REALIZADAS

As etapas de pesquisas realizadas anteriormente e no presente trabalho pode ser
simplificadamente representado pelos fluxogramas apresentados nas figuras 3 e 4 e nas figuras

5, 6 e 7, respectivamente.

Figura 3 — Fluxograma de obtencdo da calda e do extrato hidroalcodlico desenvolvida por
Sousa (2016).
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Fonte do fluxograma: A autora (2020). Fonte da foto: Nascimento (2010).



Figura 4 — Fluxograma de elaboracdo da sobremesa desenvolvidas por SOUSA (2016) e

Bolsistas do Projeto PIBIC/Cota 2015-2016.
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Figura 5 — Fluxograma de obtengdo dos extratos fendlicos da calda e da sobremesa realizada

no presente estudo.

Fonte: A autora (2020).

Pesagem da amostra

—

Adigao do metanol -
HCl e homogeneizagao

Refrigeracao a 4°C no
minimo 12 h

Completa do menisco
com metanol - HCI

Lavagem

Centrifugagdo a 4 °C,
13500 rcf e 5 minutos

Transferéncia de um
aliquota no microtubo

Centrifugagao a 4 °C,
13500 rcf e 1 minutos

Extrato

Fonte: A autora (2020).
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Figura 6 — Fluxograma da andlise de fendlicos totais realizada no presente estudo.

Controle Amostra lactea Amostra calda

Il Il Il
v v v

2,340 mL H>O 2,370 mL H2O
60 pL metanol-HCl 60 pL extrato 30 pL extrato

Iﬁ 1,50 pL de reagente Folin Ciocalteu (J

v

60 nL Na,COs3

v

Leitura 750 nm

Fonte: A autora (2020).

Figura 7 — Fluxograma das analises de sequestro de DPPH, ECsp e capacidade antioxidante total

realizadas no presente estudo.

Controle Amostras de sobremesa e calda
2,95 mL 290mL 280mL 295mL 290mL 280mL
DPPH D PH DPPH DPPH
50 uL 100 puL 200 uL 50 uL 100 uL 200 uL
etanol etanol etanol extrato extrato extrato

Leitura em 517 nm no intervalo de
0 min, 30 min ¢ 60 min

Fonte: A autora (2020).
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3.3 ELABORACAO DA SOBREMESA

A sobremesa de jabuticaba com Lactobacillus rhamnosus LR32 (200 B 100 GM,
Florafit® Probiotics, Danisco USA Inc., Madison, WI, USA) e os ingredientes derivados da
casca de jabuticaba utilizados nela (extrato hidroalcodlico e calda produzida a partir do extrato
aquoso), foram produzidos em trés lotes (replicatas independentes) por Sousa (2016) e bolsistas
do projeto PIBIC/Cota 2015-2016 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. A calda foi incorporada na formulagdo da sobremesa e
também utilizada como cobertura (topping). Todas as etapas de elaboracdo da sobremesa e de
seus ingredientes derivados da casca da jabuticaba estdo descritas em Sousa (2016). As

proporces utilizadas de ingredientes estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Proporgdes utilizadas de ingredientes na elaboragdo de sobremesa.

Passo do produto Ingredientes Quantidade ()

Base lactea Leite em po desnatado 8,0
Amido de milho 2,1

Acucar 6,78

Agua 78,8

Lactobacillus rhamnosus 0,02

Pectina 0,9

Acido latico 0,58

Calda 1,8

Extrato hidroalcoolico 0,58

Corante carmim de cochonila 0,04

Soma 99,6

Produto final Base lactea 85,0

Calda (topping) 15,0

Soma 100

Fonte: Dados de pesquisa.

Os trés lotes de sobremesa foram armazenados sob refrigeracdo a4 + 1 °C e apés 1, 7,

14 e 21 dias de armazenamento refrigerado e foram congeladas para a realizacdo posterior das
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analises de fendlicos totais e antioxidantes (periodos de amostragem D1, D7, D14, D21,
respectivamente). A calda utilizada como topping foi congelada no dia do seu preparo (DO)
para a realizacdo posterior das andlises de fendlicos e antioxidantes. Dessa forma, em cada
periodo de amostragem, os trés lotes de sobremesa, bem como a calda da casca de jabuticaba
do estudo de Sousa (2016), foram transferidos ao freezer a —18° C para que as analises de
compostos fendlicos e demais parametros de atividade antioxidante pudessem ser realizadas no

presente estudo.

3.4 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE

34.1 Obtencéo do extrato fenolico

Para a obtencdo do extrato fendlico dos trés lotes de sobremesa lactea, a preparacao
seguiu-se um método adaptado descritos por dos Santos et al. (2017), Ramos (2018) e Freitas
(2018). Nesta adaptacdo, as amostras foram pesadas em balanca analitica utilizando tubos tipo
Falcon. Em cada tubo, foram aproximadamente, 1,2000 g de calda ou de sobremesa cada lote,
em cada periodo de amostragem. Logo apdés, adicionou-se 6 mL de solu¢do metanol-HCI em
tubo Falcon contendo as amostras, deixando-a em repouso por um tempo minimo de 12 h em
ambiente escuro a temperatura de 4 °C. Apos desse tempo, as amostras foram centrifugadas
(equipamento Eppendorf, modelo 5810R), sob uma rotacdo de 13500 rcf durante 5 min na
mesma temperatura de refrigeracdo. Com o intuito de extrair totalmente os compostos fendlicos,
foram realizadas mais 6 lavagens com 1500 pL na primeira e 1000 pL nas demais lavagens,
utilizando a solucéo de metanol acidificado para esse fim. A cada lavagem feita, o sobrenadante
foi colocado em um baldo volumétrico de 25 mL e, finalizada a extra¢do, o menisco foi aferido
com metanol-HCI. Do extrato obtido no baldo aferido, uma aliquota de 1,5 mL foi retirada para
um microtubo e, em seguida, centrifugada durante 1 min a 4 °C para que o sobrenadante ficasse
totaltamente ausente de proteinas e carboidratos complexos, de modo a ndo ocorrer

interferéncias nas reagdes realizadas.

3.4.1.1 Determinagéo de compostos fendlicos totais

A andlise de teor de compostos fendlicos totais foi feita seguindo o método apresentado

por dos Santos et al. (2017), com as adapatacdes descritas por Ramos (2018) e Freitas (2018).
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Utilizando os tubos de centrifuga, tipo Falcon, de 15 mL ao qual sequencialmente adicionou-se
60 uL de cada extrato obtido em duplicata para cada periodo de amostragem de cada lote de
sobremesa, 2.340 pL de agua destilada ¢ 150 pL do reagente Folin — Ciocalteu (Sigma-Aldrich).
Enquanto a analise de calda, foram utilizados os mesmos tubos de centrifuga e adicionados em
sequéncia 30 pL de extrato de cada replicata de calda, 2,370 uL de de &gua destilada e também
0 mesmo volume do reagente Folin — Ciocalteu descritas anteriormente.

Para ambas as analises, os tubos foram homogeneizados e deixados em repouso durante
8 minutos em temperatura ambiente. Apds esse tempo de adicdo do reagente Folin — Ciocalteu,
a reacao foi interrompida pela adi¢do de 450 pL de solucdo de carbonato de sodio a 30%
(NaCOs, 30g/100mL). Os tubos foram novamente deixados em repouso, em temperatura
ambiente, nesta etapa por 30 min. Ap6s desse tempo, foi feita a leitura das absorbancias no
espectrofotdbmetro (Coleman 35D, Séo Paulo, SP) em comprimento de onda de 750 nm. O
mesmo equipamento foi zerado com metanol acidificado como branco. Nessa fase foram
utilizados dois controles na analise da sobremesa, nos quais as amostras foram substituidas por
60 uL de metanol acidificado com HCI a 0,8 mmol/L. Da mesma forma, na andlise da calda
foram usados dois controles, utilizando 60 pL de metanol acidificado a 1,0 mmol/L no lugar
das amostras. Os resultados finais foram apresentados em mg equivalente de 4cido galico (mg
EAG) por 100 g de amostra.

3.4.1.2 Determinacao da atividade antioxidade

A avaliagéo do sequestro de radical livre DPPH foi realizada utilizando a metodologia
descrita por Rufino et al. (2007), com as adaptacdes descritas por Ramos (2018) e Freitas
(2018). O procedimento foi efetuado no escuro e em temperatura ambiente, conforme a
orientacdo dos autores. Para a solucdo de DPPH 0,1 mM foram utilizados 0,004 g do reagente
para ser dissolvido em 100 mL de etanol P.A. Para cada periodo de amostragem de cada lote
tanto da sobremesa como também da calda, foram utilizados 3 tubos tipo Falcon de 15 mL,
contendo 2,95 mL, 2,90 mL ou 2,80 mL da solu¢do de DPPH, os quais foram completados as
aliquotas do extrato da sobremesa de jabuticaba e da calda de jabuticaba, de 0,05 mL, 0,10 mL
e 0,20 mL, respectivamente, obtendo-se assim um volume final de 3 mL em cada tubo. Em
relacdo ao controle, foram utilizados também 3 tubos 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. Em seguida, foram feitas as leituras no espectrofotémetro (Coleman 3D)
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em comprimento de onda de 517 nm nos intervalos de tempo de 0 min, 30 min e 60 min (TO’,
T30’ e T60’, respectivamente).

O mesmo equipamento foi zerado utilizando etanol P.A como branco e a atividade
antioxidante foi expressa em porcentagem de captacao dos radicais DPPH, conforme a Equacao
(1):

(ABSC60min — ABSA60min)

% de sequestro de DPPH =
ABSC

x100 (D)

60min

onde:

ABSCeo min: € a absorbancia do controle da aliquota de etanol de 0,20 mL no tempo de
60 min (T60);

ABSAego min: € a absorbancia da aliquota de extrato da amostra de 0,20 mL no tempo de
60 min (T60’).

Seguida da leitura, aplicou-se uma equacdo da reta Equacdo (2) substituindo y pela
metade da absorbancia do controle de DPPH em T60’ e assim obter o consumo em pM de
DPPH, que foi convertido mais tarde para g de DPPH, de acordo com a Equacéo (3):

y=ax—b 2

onde:

y = metade da absorbancia do controle em T60’;

X = resultado em pM DPPH;

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

onde:

394,3 = peso molecular do DPPH em g/mol.

Utilizando as absorbancias obtidas das trés diluicdes do extrato para plotar um grafico
da absorbancia (eixo y) versus a diluicdo (mg/L) (eixo x), obtendo a equacéo da reta, Equacgéo
(4). Em relacéo ao célculo da atividade antioxidante total, foi necessario substituir a absorbancia
correspondente a 50% da concentracdo do DPPH, conforme a Equacéo (1), pelo y da Equagéo
(4) com o objetivo de obter o resultado que simboliza a amostra necessaria para reduzir em 50%
a concentracdo inicial do radical DPPH (ECsp):

y=—ax+b 4)

onde:

y = metade da absorbancia do controle em T60’;

X = ECso (mg/L).
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Para expressar 0 ECso em g/L, o resultado de ECso em (mg/L) obtido na Equacéo (4) foi
necessario dividir por 1000. Por fim, o ECso em g/L foi dividido pela massa de DPPH em g
obtida na equacdo (2) para encontrar o resultado de capacidade antioxidante total que é

apresentado em g de sobremesa/ g de calda/ g DPPH, conforme a Equacao (5):

()

ECy (mgil) 1 }

Capacidadeantioxidante total =
1000 DPPH (g)

3.5 ANALISE DE DADOS

A comparacdo dos resultados dos parametros avaliados no presente estudo foi realizada

através de analise descritiva. Os valores foram apresentados como média + desvio padréo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises foram efetuadas de forma a favorecer a caracterizacdo de sequestro do
radical DPPH, fenolicos totais, ECso e da capacidade antioxidante total.

O resultado do parédmetro de sequestro do radical DPPH registrado durante o
armazenamento da sobremesa lactea e da calda com produtos de casca da jabuticaba estd

representado na Tabela 2.

Tabela 2 — Porcentagens de sequestro de DPPH obtidas para as amostras de calda e de
sobremesa com produtos da casca da jabuticaba e L. rhamnnosus LR32 durante o

armazenamento (média + desvio padrdo).

Volume de extrato no ensaio (mL) sequestro DPPH

Amostra 0,05 0,1 0,2
Calda—dia0 48,01 68,65 89,25
Sobremesa — dia 1 8,15+1,63 18,93+4,07 30,50+3,87
Sobremesa — dia 7 11,23+0,69 20,65+2,00 35,64+1,89
Sobremesa — dia 14 9,91+1,26 22,06+1,79 32,90+4,66
Sobremesa — dia 21 9,44+0,20 19,78+0,73 35,48+0,035

Fonte: Dados de pesquisa.

Para o volume 0,05 mL de extrato houve, para sobremesa elaborada, em torno de duas
a trés vezes e meia menor porcentagem de sequestro de radical DPPH em relagéo aos volumes
0,1 mL e 0,2 mL de extrato, respectivamente. Enquanto que, para o volume de 0,1 mL de extrato
utilizado das sobremesas, houve porcentagem de sequestro de radical DPPH duas vezes menor
em relacdo ao volume de 0,2 mL de extrato, conforme esperado.

No que diz respeito a calda, foi a amostra que apresentou a maior porcentagem de
sequestro dos radicais livres em todos os volumes estudados, porém, essa porcentagem é
diferente em cada volume utilizado. Visto que, o sequestro de radical DPPH foi duas vezes
menor para 0 volume de extrato de 0,05 mL em relagdo aos demais volumes e, conforme o
volume de extrato utilizado aumentasse, houve tendéncia de maior sequestro de DPPH para o
volume 0,2 mL, embora o aumento n&o ultrapassou uma vez e meia o valor obtido para 0,1 mL
de extrato. Diante disso, os ingredientes da casca de jabuticaba, incluindo a calda, sdo

fundamentais para a atividade antioxidante da sobremesa.



31

Observou-se que as porcentagens de sequestro do radical DPPH, para ambas as amostras
analisadas (calda e sobremesa), foram proporcionais ao aumento do volume de seus extratos
usados no ensaio, corroborando com o estudo de Freitas (2018), que analisou sobremesas com
produtos da casca da jabuticaba adicionadas de Lactobacillus plantarum. Segundo a autora,
houve a necessidade de se trabalhar com um volume maior de extrato da amostra para perceber
uma atividade antioxidante significativa no ensaio, visto que, os menores volumes resultaram
em uma baixa atividade antioxidante.

Um aumento do sequestro do radical DPPH também foi verificado durante o
armazenamento da sobremesa para todos os volumes utilizados nos ensaios conforme a Tabela
2, chegando ao vigesimo primeiro dia de armazenamento com o valores 16% superiores aos do
primeiro dia de armazenamento para os volumes 0,05 mL e 0,2 mL e 4,5% superior para o
volume de 0,1 mL. Possivelmente, isso se deve a atividade da cultura probiotica de L.
rhamnosus ter a capacidade de se manter viavel durante o armazenamento, metabolizando os
fendlicos de maior massa molar presentes na jabuticaba, como os taninos, em moléculas
menores para 0 seu uso como substrato e agente protetor contra compostos oxigenados que 0s
microrganismos do género lactobacilos eventualmente produzem ao longo da estocagem (NG
et al., 2011). Um estudo sobre a atividade proteolitica em bebidas lacteas adicionadas de
jamboldo contendo esse mesmo microrganismo verificou que, o perfil de protedlise ao longo
do armazenamento foi proporcional ao aumento da atividade antioxidante, existindo, portanto,
também a possibilidade de liberacdo de peptideos bioativos com atividade antioxidante pelo
microrganismo a partir das proteinas do leite (GARCIA et al., 2020).

Os parametros de fendlicos totais, ECso € da capacidade antioxidante total durante os
dias de armazenamento da sobremesa lactea e da calda com produtos da casca da jabuticaba sdo

apresentados na Tabela 3.



32

Tabela 3 — Concentracdo de fendlicos totais e pardmetros de atividade antioxidante da calda e
da sobremesa com produtos da casca da jabuticaba e L. rhamnnosus durante o

armazenamento (média + desvio padréo).

EC 50 (g de Capacidade

Amostra Fendlicos Totais sobremesa/L de antioxidante total (g
(mg EAG/100g) solucdo 0,1 mM de  de sobremesa/g de

DPPH) DPPH)
Calda—dia0 148,12+14,54 1,09+0,13 68,25+10,27
Sobremesa — dia 1 27,30+1,68 4,96+0,63 303,18+7,49
Sobremesa — dia 7 21,58+1,78 5,06+£0,53 244,12+12,45
Sobremesa — dia 14  29,62+4,47 5,24+0,69 321,53+49,92
Sobremesa —dia21  26,30+3,86 4,96+1,00 266,17+17,11

Fonte: Dados de pesquisa.

O comportamento do teor de compostos fendlicos totais da sobremesa lactea obtidos no
presente estudo oscilou sem tendéncia definida, no qual o menor e o maior valor foram obtidos
aos 7 e 14 dias, respectivamente. Dessa forma, houve tendéncia de decréscimos entre 1 e 7 dias
e entre 14 e 21 dias, porém, foram menores em comparacdo com a tendéncia do acréscimo entre
7 e 14 dias.

Os valores observados para o teor de fenolicos foram inferiores aos obtidos por Ramos
(2018) e Freitas (2018), que trabalharam com cultura probidtica (Lactobacillus mucosae e
Lactobacillus plantarum, respectivamente) e produtos da casca de jabuticaba em sobremesa nao
fermentada, obtendo resultados de 45,28 mg eq AG/100g e 50,38 mg eq AG/100g, respectivamente.

No entanto, os valores do presente estudo foram superiores aos observados nos estudos
de Bezerra (2015) e Elvas (2016) que elaboraram iogurtes adicionando polpa de jamboléo e
bagaco da maca, respectivamente, em que obtiveram, respectivamente, valores de compostos
fendlicos totais de 7,95 mg eq AG/100g e 12,41 mg eq AG/100 g, respectivamente. Os melhores
resultados desse estudo em relagcéo ao desses outros autores para 0s outros produtos lacteos com
frutas pode ter sido em funcdo da caracteristica de dupla extragdo (aquosa e hidroalcodlica)
utilizada para a sobremesa, 0 que maximizaria a extra¢do dos fendlicos solGveis unicamente em
agua e os soluveis necessariamente em solucéo hidroetandlica (FREITAS, 2018), além do uso
direto da casca de jabuticaba como cobertura (topping), que apresentou um teor bem mais

elevado de compostos fenolicos.
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Em termos comparativos, o teor de compostos fenolicos totais da calda nesse estudo foi
7 vezes maior que o menor teor da sobremesa (7 dias) e 5 vezes maior que o valor mais alto
obtido para a sobremesa (dia 14), e também superior aos resultados obtidos para os produtos
estudados pelos outros autores mencionados anteriormente.

Seguindo o perfil de variacdo verificado para o teor de compostos fendlicos totais,
exceto ao 7° dia, os resultados obtidos para o parametro ECso apresentaram uma tendéncia de
aumento entre os dias 1, 7 e 14, partindo de 4,96+0,63 g de sobremesa/L de solu¢do 0,1 mM de
DPPH, e retornando para 0 mesmo valor médio, 4,96+1,00 g de sobremesa/L de solucéo 0,1
mM de DPPH, ao dia 21. Porém, essa tendéncia de aumento até o 14° dia ndo ultrapassa uma
variacdo de 1,03 vezes e as diferencas verificadas entre os valores até esse periodo de
amostragem foram menores em compara¢do com a tendéncia da diminuicéo entre 14 e 21 dias.

Cabe ressaltar que, o valor da calda obtido nesse parametro, apresentando 1,09+0,13 g
de calda/L de solu¢do 0,1 mM de DPPH, foi quatro vezes e meia menor aos obtidos para a
sobremesa conforme a Tabela 2. Ao confrontar o EC50 da calda versus os da sobremesa,
verificou-se que estes valores foram inversamente proporcionais a porcentagem de sequestro
de DPPH apresentados na Tabela 1, indicando que quanto menor o ECsp, maior sera a atividade
antioxidante nas amostras.

Verificou-se ainda que, os resultados da capacidade antioxidante total da sobremesa
lactea e da calda foram diretamente proporcionais aos resultados de ECsp, visto que, os dois
parametros apresentam o mesmo perfil de variacdo. O parametro da capacidade antioxidante
total demonstra a quantidade de sobremesas necessaria durante 0 armazenamento e de calda
para capturar 1 g de radical DPPH. Para as sobremesas, o0 menor e o maior valor foram
244,12+12,45 g e 321,53+£49,92 g amostra/g de DPPH, respectivamente enquanto que para a
calda, o valor foi bem menor, apenas 68,25+10,27 g da amostra sdo considerados suficientes
para capturar 1 g de radical. Além disso, para as sobremesas, os resultados desse parametro
entre os dias 1 e 7 e entre os dias 14 e 21 oscilaram pouco, em torno de apenas 1,22 vezes.

Conforme o conceito de Rufino et al. (2007), quanto menor o valor de capacidade
antioxidante total maior serd a atividade antioxidante da amostra, de modo semelhante ao
anteriormente mencionado para 0 ECso. Tanto a calda como também a sobremesa foram capazes
de apresentar uma capacidade antioxidante total. No entanto, os resultados obtidos para a calda
foram melhores que os da sobremesa. De qualquer modo, a adi¢do da calda de casca da
jabuticaba na formulagdo da sobremesa e como topping, bem como o uso do extrato
hidroalcodlico do mesmo subproduto, contribuiram para que, até o final de 21 dias, o produto

lacteo estudado mantivesse a sua capacidade antioxidante.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos nesse estudo, concluiu-se que a porcentagem de
sequestro de DPPH esteve diretamente ligada ao maior volume de extrato utilizado tanto para
a sobremesa como também para a calda, havendo tendéncia de aumento desse parametro com
o tempo de armazenamento da sobremesa até 14 dias. Embora os resultados de fenolicos e de
capacidade antioxidante total tenham oscilado sem tendéncia definida ao longo do
armazenamento, a concentracdo de total de polifendis encontrada na sobremesa chegou a
superar os valores verificados por outros autores para produtos lacteos adicionados de
ingredientes de outras frutas. Ainda, a calda analisada apresentou os melhores resultados de
fendlicos totais e atividade antioxidante do presente estudo.

O uso conjunto dos ingredientes derivados da casca da jabuticaba com a cepa probiotica
Lactobacillus rhamnosus LR32 resultou em um produto fonte de compostos fendlicos totais que,
além de capturar os radicais livres, proporcionou um valor favoravel de capacidade antioxidante
total e de ECso durante o periodo de armazenamento da sobremesa lactea com potencial funcional,

podendo ser considerada como uma possibilidade para a promocdo da saude.
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