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RESUMO

A procura por alimentos saudaveis e que tragam beneficios a salde vem apresentando
crescimento no decorrer dos Ultimos anos. Dentre estes alimentos destacam-se os produtos
lacteos, que sdo um dos principais veiculos para a utilizacdo de bactérias probioticas. As
sobremesas lacteas apresentam um elevado valor nutritivo podendo ser adicionadas de cepas
probidticas e frutas como a jabuticaba (Myrciaria cauliflora). Nativa do Brasil, a jabuticaba
possui elevado teor de compostos fendlicos em sua casca segundo dados da literatura, como
os flavonoides, que contém propriedades antioxidantes. O objetivo desse estudo foi avaliar 0s
pardmetros de atividade antioxidante duarante o armazenamento de uma sobremesa lactea
adicionada de produtos da casca de jabuticaba (extrato hidroalcolico e calda) e da cepa nativa
de Lactobacillus plantarum CNPC 020. Foram realizadas as anélises de compostos fendlicos
totais, porcentagem de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), ECs
(amostra necessaria para reduzir em 50% a concentracao inicial do radical DPPH na solucéo
0,1 mM) e capacidade antioxidante total. Observou-se que para a porcentagem de sequestro
de DPPH o tempo de armazenamento ndo interferiu nos valores obtidos, sofrendo apenas
influéncia dos volumes de extratos utilizados, apresentando melhores resultados ao utilizar
um volume igual a 0,2 mL. Para a concentracdo de fendlicos totais o valor minimo obtido foi
de 41,28+5,38 eq AG/100 g e 0 méximo 50,38+9,42 eq AG/100 g, ndo apresentando diferenca
estatistica significativa entre os periodos de amostragem (p > 0,05), assim como o verificado
para os valores de ECsy e de capacidade antioxidante total. No presente estudo, verificou-se
que sdo necessarios entre 295,76+50,32 g e 411,32+129,27 g de sobremesa para capturar 1 g
de radicais DPPH. A sobremesa com a adicdo de dois extratos (aquoso para a obtencdo da
calda e hidroalcoolico) na base lactea e da cepa Lactobacillus plantarum CNPC 020 mostrou-
se uma importante fonte de compostos fendlicos totais e capaz de apresentar atividade
antioxidante, demonstrando ser uma alternativa de alimento funcional.

Palavras-chave: Alimento funcional. Aproveitamento de subprodutos. Bactérias probidticas.
Compostos fendlicos. Novos ingredientes.



ABSTRACT

The demand for healthy foods that bring health benefits has been growing in recent years.
Among these foods, the dairy products are appearing as one of the main vehicles for the use
of probiotic bacteria. Dairy desserts have a high nutritional value and can be added of
probiotic strains and fruits such as jabuticaba (Myrciaria cauliflora). Native to Brazil,
jabuticaba has a high content of phenolic compounds in its peels, such as flavonoids, which
contains antioxidant properties. The objective of this study was to evaluate the parameters of
antioxidant activity during the storage of a dairy dessert added with products of the jabuticaba
peel (hydroalcoholic extract and syrup) and the native strain of Lactobacillus plantarum
CNPC 020. The analysis performed were total phenolic compounds, percentage of scavenging
radical 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) radicals, ECs (the sample amount necessary
to decrease the initial concentration of DPPH radical in the 0.1 mM solution by 50%) and
total antioxidant capacity. It was observed that the storage time did not interfere in the values
obtained for the percentage of DPPH scavenging, only being influenced by the volumes of
extracts used, showing better results when using a volume equal to 0.2 mL. For the total
phenolic content, the minimum value obtained was 41.28+5.38 GAE/100 g and the maximum
was 50.38+9.49 GAE/100 g, without significant statistical difference between the sampling
periods (p > 0.05), as also verified for the ECs, and total antioxidant capacity values. In the
present study, it was verified that amounts between 295.76+50.32 g and 411.32+129.27 g are
required for the scavenging of 1 g of DPPH. The desserts with the addition of the extracts
(aqueous extract for the production of syrup and also the hydroalcoholic extract) in the dairy
base and the Lactobacillus plantarum CNPC 020 strain showed to be an important source of
total phenolic compounds and were able to result in antioxidant activity, becaming an
alternative functional food.

Keywords: Functional food. By-product upgrading. Probiotic bacteria. Phenolic compounds.
Novel ingredients.
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1 INTRODUCAO

A jabuticabeira (Myrciaria sp., também conhecida por Plinia sp.) faz parte da familia
Myrtaceae e em geral sdo comercializadas em todo o Brasil. Das nove espécies que foram
identificadas, uma delas ja esta extinta, e a mais conhecida € a jabuticaba-sabard (Myrciaria
jaboticaba ou Plinia jaboticaba (Vell.) Berg) (CITADIN et al., 2010). Pertencente a familia
Myrtaceae, a espécie Myrciaria cauliflora é nativa do Brasil e possui uma atividade
antioxidante consideravel, além de serem fontes de carboidratos podendo ser utilizadas para o
consumo alimenticio (SILVA, 2015). A jabuticaba tem sido uma das principais fontes de
renda de familias carentes que a comercializam as margens das rodovias, sobretudo na forma
in natura, revelando uma importancia econdmico-social (CITADIN et al.,, 2010). Cabe
ressaltar que a jabuticaba possui em sua casca um consideravel teor de compostos fenolicos
que podem ser responsaveis pela inibicdo de enzimas digestivas. Aliado a isso, seu alto teor
de fibras em consondncia com sua capacidade antioxidante sdo capazes de diminuir o
colesterol plasmatico (LAGE, 2014).

O consumo de alimentos que possuam em sua composicdo substancias como 0s
compostos fendlicos diminuem a possibilidade do desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, atuando sobre o estresse oxidativo (SILVA; SANTOS; BARATTO, 2014).
Uma alternativa para a prevencao destas doencas € o consumo de alimentos funcionais, tendo
em vista que os mesmos ajudam no fortalecimento do organismo, embora eles ndo inibam o
aparecimendo de doencas (VIDAL et al., 2012). Nos altimos anos a comercializacdo de
sobremesas lacteas vem apresentando um crescimento expressivo, pois além de serem
nutritivas suas propriedades sensoriais atraem tanto 0s consumidores idosos quanto as
criancas (VIDIGAL et al., 2012).

O mercado de produtos lacteos, um dos principais meios para a utilizacdo de bactérias
probidticas, vem crescendo e promovendo a insercdo de alimentos capazes de trazer
beneficios a salude das pessoas que adotam esses produtos em sua dieta habitual
(CASIRAGHI et al., 2007). A ingestdo de alimentos probiodticos € 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).

Nos ultimos anos estudos sobre os radicais livres ttm mostrado que 0s mesmo sao uns
dos grandes responsaveis por doencas como o cancer, diabetes mellitus tipo I, catarata,
doencas cardiovasculares, entre outras (SOUSA et al., 2007). Os radicais livres possuem

algumas funcbes no organismo como produzir energia, regular o crescimento celular,



sintetizar substancias essenciais, mas quando em excesso podem causar danos as proteinas de
tecidos e membranas, fazendo as mesmas perderem a sua fluidez e, em consequéncia,
ocasionando envelhecimento precoce e cancer devido as alteragdes do DNA (ALVES et al.,
2010; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; RATHEE; HASSARAJANI;
CHATTOPADHYAY, 2006). Os compostos fendlicos junto com as vitaminas C e E,
carotenoides e flavonoides, agem nas diferentes fases do processo oxidativo, sendo capazes de
sequestrar esses radicais livres (OLIVEIRA et al., 2014).

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 e cultura

nativa potencialmente probidtica de Lactobacillus plantarum CNPC 020.

1.1.2 Especifico

Os objetivos especificos desse estudo foram:

a) avaliar a concentracdo de compostos fendlicos totais da sobremesa lactea
armazenada sob congelamento ap6s 1 a 21 dias de refrigeracéo;

b) avaliar o efeito do tempo de armazenamento sobre o sequestro de radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH);

¢) quantificar a concentracdo de sobremesa lactea necessaria para reduzir pela metade
a absorbancia da solugdo 0,1 mM de DPPH (ECsp);

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

2.1 Alimento Funcional

Os alimentos funcionais se apresentam como alimentos comuns e sdo utilizados em
dietas convencionais, porém apresentam capacidade de manter as fungdes corporais em
equilibrio e protegendo contra doencas como hipertensdo, diabetes, cancer, osteoporose e
coronariopatias (SOUZA; SOUZA NETO; MAIA, 2003).

Nas Ultimas décadas, a visdo da humanidade sobre a alimentacdo tem sido ampliada, a
qual tem promovido uma percepcdo de que os alimentos possuem uma fungdo maior do que
somente se encarregar de suprir 0s nutrientes que o homem precisa para se desenvolver. A
busca insaciavel por uma aparéncia atraente, jovem e saudavel esta se tornando cada vez mais
uma predisposicdo universal e, a fim de atingi-la, a populacdo vem procurando cada vez mais
manter no seu dia-a-dia uma dieta saudavel com alimentos que além de atender as
necessidades basicas também atuem prevenindo ou diminuindo o desenvolvimento de
doencas. Incluir na dieta alimentos funcionais que possuam carater antioxidante, inibindo a
acao dos radicais livres nas células, tem sido uma alternitiva para os consumidores que
buscam retardar o envelhecimento precoce (NITZKE, 2012; SILVA; SANTOS; BARATTO,
2014).

Os recentes avancos da ciéncia, em especial da tecnologia de alimentos, vém
mostrando que a qualidade da saude estd ligada a alimentacdo e que, de acordo com a
quantidade de certos alimentos consumidos, baixa ou em excesso, algumas doengas podem
ser manifestadas (GARCIA, 2004).

No decorrer dos ultimos anos os alimentos funcionais vém ocupando um espago maior
na industria de alimentos, em especial aqueles que apresentam propriedades antioxidantes,
isso se deve ao fato de que os consumidores tém mudado a sua atitude e buscado uma
alimentacdo saudavel como veiculo fundamental na manutencéo da satde (RIBEIRO, 2016).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define a alegacdo de
propriedade funcional como aquela relativa ao papel metabdlico ou fisioldgico que o nutriente
ou ndo nutriente tem no crescimento, desenvolvimento, manutencao e outras fun¢des normais
do organismo humano (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 1999).

Os alimentos funcionais in natura possuem um preco mais baixo do que 0s
processados e, dessa forma, eles podem ser incrementados na dieta das pessoas de baixa

renda. Por exemplo, alguns peixes como atum e salméo podem ser substituidos por sardinha
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que apresenta as mesmas vantagens que os mesmos (BASHO; BIN, 2010). Frutas como o caja
e 0 jamboldo (Syzygium cumini) apresentam propriedades funcionais devido sua grande
guantidade de carotendides, taninos, vitamina C e compostos fendlicos que atuam como
antioxidantes (SILVINO; SILVA; DOS SANTOS, 2017; ARAUJO, 2014).

Para que um alimento seja considerado funcional ele deve trazer beneficios para o
organismo, ocasionando bem-estar e diminuindo a ocorréncia de doengas com 0s nutrientes
presentes em sua composicdo (MORAES; COLLA, 2006). No entanto, eles ndo devem ser
destinados para tratamento ou cura de doencas, pois a sua fungédo é apenas diminuir o risco de
adquirir as mesmas atraves de seu incremento na dieta habitual (BASHO; BIN, 2010).

Segundo Devcich, Perdersen e Petrie (2007), pesquisas realizadas com pessoas que
consomem alimentos funcionais mostraram que tais alimentos proporcionam uma recompensa
de beneficios a saude ao consumidor, fazendo com que eles sejam aceitos em sua dieta. S&o
varios os fatores que levam o consumidor a ter preferéncia por alimentos naturais e organicos,
dentre eles destaca-se a preocupac¢do com a adi¢do de agrotdxicos e aditivos e a utilizacdo de
alimentos transgénicos.

Um exemplo de alimento funcional com muita relevancia séo os alimentos que coném
0 dmega 3 que pode ser tanto de fonte natural quanto artificial, algumas das funcdes que ele
desempenha no organismo é reduzir o colesterol, ajudar em processos inflamatdrios, reduz
problemas vasculares, e entre outras (VIDAL, 2012). Outro destaque na categoria de alimento
funcional estdo aqueles que sdo formados de probioticos, pois a sua ingestdo promove a
aceleracdo do transito intestinal e promove um aumento na resisténcia da microbiota intestinal
contra patdégenos (NOGUEIRA et al., 2018; CONRADO et al., 2018).

2.2 Probioticos

Probioticos sdo definidos como microorganismos vivos que quando administrados em
doses adequadas sdo capazes de prevenir doengas como, por exemplo, as gastrointestinais
(OLIVEIRA; ALMEIDA; BONFIM , 2017). Em 1935 foi comercializado o leite fermentado
que continha Lactobacillus casei, ficando conhecido como o primeiro produto com potencial
probidtico (ARAUJO, 2017).

Os primeiros estudos sobre a aplicacdo dos probidticos foram realizados para verificar
sua acdo no tratamento de infecgdes, diarréia, amenizagdo de doencas inflamatdrias intestinais
crénicas, diminuicdo do colesterol e melhoria na digestdo da lactose pelo organismo (SAAD
etal., 2013).
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Para que um alimento que possui probidticos seja considerado funcional, os
microrganismos devem ser avaliados quanto a sua producao de toxinas e bacteriocinas, bem
como sua resisténcia a antibidticos (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2016). Para os probidticos, os estudos cientificos estabelecem uma quantidade
minima viavel de 10° a 10° unidades formadoras de colénias (UFC) (CELEMI et al., 2017).
Os géneros mais utilizados na fabricacdo de probioticos sdo Lactobacillus e Bifidobacterium
(QUIGLEY, 2010).

O leite fermentado € adotado pelas industrias alimenticias como um dos principais
alimentos para utilizacdo de culturas probidticas (SANCHEZ et al., 2009). O iogurte é o leite
fermentado com adicdo de probidticos com maior popularidade, sendo o que apresenta uma
maior producdo e consumo no mundo (GRANATO et al., 2010). As bactérias probidticas
proporcionam uma maior absorcdo da lactose no organismo humano (PRASANNA,
GRANDISON; CHARALAMPOPOULOS, 2014).

Os probidticos sdo usados na recomposicao da microbiota intestinal quando verifica-se
a ocorréncia da dishiose, que é definida como um desequilibrio da microbiota intestinal
resultante da ma alimentacdo ou de doencas, fazendo com que o numero de bactérias
patogénicas seja superior ao das benéficas (CONRADO et al., 2018). De acordo com Almeida
et al. (2009), a disbiose pode ser tratada por meio do consumo de alimentos que possuam
probioticos e/ou prebidticos em sua composigdo. A disbiose intestinal na terceira idade pode
ser prevenida com a adocdo de uma rotina saudavel com praticas de exercicios fisicos e a
ingestdo de probidicos.

Os efeitos causados pelos probidticos no organismo dependem de suas caracteristicas
metabolicas, de seus elementos secretados e das moléculas que fazem parte da superficie
epitelial (SOCCOL et al., 2010). Os probioticos podem ser empregados em produtos
congelados como as sobremesas lacteas, que apresentam capacidade para a elaboracdo de

produtos com baixo teor de gordura (BURITI, 2008).

2.3 Bactérias lacticas com potencial probiotico

As bactérias lacticas atuam promovendo a transformacdo da metéria-prima sendo
assim muito utilizadas em processos industriais, sobretudo na producdo de produtos lacteos
fermentados, pois além de combater a degeneracdo dos alimentos elas também séo

responsaveis por sua textura e sabor (IKEDA, 2013).
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As bactérias lacticas de maior destaque s&o as do género Lactobacillus, que sdo Gram-
positivas, estaticas, que ndo formam esporos, possuem formas de bastonetes e dificilmente
sdo patogénicas (SILVA, 2011). Existe uma variedade de alimentos fermentados que utilizam
bactérias lacticas, sendo alguns exemplos os queijos, o leite fermentado, o iogurte e as bebidas
lacteas, as azeitonas, o pdo fermentado, entre outros (FRAQUEZA, 2015).

Conforme mencionado anteriormente, microrganismos do género Lactobacillus tém
sido muito utilizado como probidticos. Em produtos lacteos fermentados alguns aspectos
como acidez, oxigénio dissolvido, inoculacdo e condicdes de estocagem influenciam na
sobrevivéncia da microbiota probidtica. As bactérias lacticas probioticas vem sendo
empregadas com o objetivo de proporcionar uma maior viabilidade destes microrganismos no
decorrer do armazenamento sob refrigeracdo (KOLIDA; GIBSON, 2011).

A utilizacdo de bactérias nativas com potencial probidtico proporciona aos produtos
um menor custo, podendo ter um maior alcance pela populacdo e inddstrias de pequeno porte
(SOUSA, 2016).

Outro aspecto importante, é a capacidade protetora das bactérias lacticas sobre os
alimentos. Microtoxinas como o desoxinivalenol, que sdo produzidos por fungos do género
Fusarium, sdo neutralizadas pelas bactérias lacticas (BIANCHINI; BULLERMAN, 2010). De
acordo com Curriel et al. (2015), ao utilizar bactérias lacticas na fermentacdo de plantas
obtém-se uma concentracdo de fendlicos totais, flavonoides, e antocianinas cerca de 5 a 10
vezes superior as de produtos controle ndo fermentados. Tal caracteristica poderia trazer
vantagens ao se combinar uma matriz vegetal, como a jabuticaba, a um produto lacteo, como

a sobremesa.

2.4 Jabuticaba

Na década atual, a preferéncia pelo consumo de frutas tropicais tem apresentado
crescimento em escala mundial e isso se deve principalmente pelo valor nutricional e ao sabor
caracteristico que elas possuem. Podemos citar como exemplo a jabuticaba, uma fruta
originaria do Brasil, que € comercializada desde o Para até o Rio Grande do Sul (SAITO,
2014).

A jabuticabeira € uma planta de clima subtropical e possui um elevado valor
nutricional, apresentando um alto teor de fibras, carboidratos, flavonoides, antocianinas e

vitaminas (MARQUETTTI, 2014). Pertencente a familia Myrtaceae, sua arvore possui um
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tamanho mediano, com folhas opostas, flores brancas, sendo que os seus frutos cobrem o
tronco, os galhos e podem também cobrir a raiz (SAITO, 2014).

Geralmente a fruta € consumida in natura, mas também pode-se encontra-la em forma
de geleias, onde apenas a polpa €é utilizada. Sua polpa, se fermentada, pode ser utilizada na
fabricacdo de vinho, vinagre e licor, e suas sementes sdo usadas na criagdo de mudas (LIMA,
2009; RUFINO, 2008).

A casca da jabuticaba é uma fonte de compostos fenolicos, o que explica o seu elevado
valor nutricional e, dentre eles, estdo os flavonoides, que apresentam caracteristicas
antioxidantes (BOESSO, 2014). Grande parte dos compostos fendlicos da jabuticaba sdo
detectados em sua casca (FERNANDES; SILVA, 2018). De acordo com Pererira et al.
(2017), a jabuticaba possui potencial para eliminar radicais livres, além de ter um caréater anti-
inflamatorio, anticancerigeno e antibacteriano, podendo ser usada no tratamento de doencas
como bronquite e asma, inflamagéo da garganta, hemoptise, diarreia, entre outras.

Devido a sua elevada atividade antioxidante o bagaco da juabuticaba tem sido
incrementado na producédo de alimentos e ragdo animal como uma alternativa de constituinte
funcional (MORALES et al., 2016).

2.5 Compostos fendlicos como antioxidantes naturais

Durante todo o ano as industrias de alimentos produzem altas quantidades de residuos
que possuem material organico biodegradavel (MAKRIS; BOSKOU; NIKOLAOS, 2007).
Geralmente essas substancias apresentam caracteristicas antioxidantes como por exemplo 0s
compostos fendlicos, cido ascorbico e carotenoides (LUZIA; BERTANHA; JORGE, 2010).
Os compostos fendlicos possuem em sua estrutura quimica um anel aromatico que pode
apresentar um ou mais substituintes hidroxilos (ALBERT]I, 2014). De acordo com Angelo e
Jorge (2007), “os antioxidantes, do ponto de vista biolégico, podem ser definidos como
substancias responsaveis pela inibicao e reducao das lesbes causadas pelos radicais livres”.

Os compostos fenolicos sdo de grande importancia nos alimentos, pois eles atuam
retardando a oxidacdo e prorpocionando um maior tempo de vida. Eles também sdo
responsaveis pelo controle de moléculas liberadas no organismo. Esse controle é feito através
da captura de radicais livres, impedindo que essas moléculas prejudiquem as células e causem
doengas (SHIMANO, 2012). O “estresse oxidativo” ocorre quando a produgdo de radicais
livres esta desbalanceada com os meios de defesa que o organismo humano possui como

antioxidantes. A origem do seu excesso pode ser ativacdo-inibi¢do de sistemas enzimaticos,
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irregularidade na respiracdo mitocondrial, consumo de alcool e cigarros, ma alimentacéo e
poluicdo (NUNEZ-SELLES, 2005).

Algumas modificacdes que ocorrem nos alimentos como alteracdo na cor, gosto,
textura e propriedades nutritivas sdo derivadas do processo oxidativo e, como forma de
impedir esse processo adiciona-se compostos como 0s antioxidantes, seja de fontes naturais
ou sintéticas, que preservam o alimento desses efeitos (LUZIA; JORGE, 2009). Podemos
encontrar duas espécies de antioxidantes: os antioxidantes enzimaticos, que impedem o inicio
da oxidacdo através das enzimas que removem espécies capazes de reagirem com o 0xigénio,
e 0s ndo enzimaticos, que sao consumidos a medida que sofrem interacdo com os radicais das
espécies (ANGELO; JORGE, 2007).

Os flavonoides sdo um dos principais compostos fendlicos que podem ser encontrados
em frutas e vegetais, sendo os responsaveis pela cor das folhas, flores e frutos desempenhando
também um papel protetor contra irradiacdo ultravioleta (KUSKOSKI et al., 2004; VOLP et
al., 2008). Considerado um dos elementos fundamentais presentes em plantas, os flavonoides
podem funcionar como um poderoso antioxidante e quelantes de metais (TAPAS;
SAKARKAR; KAKDE, 2008).

Na Figura 1, sdo apresentadas as estruturas quimicas das principais classes de

flavonoides.
Figura 1 — Estrutura das principais classes de flavonoides.
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Fonte: Cerqueira, Medeiros e Augusto (2007).

Quando se compara os compostos fendlicos com os alcodis constata-se que esses sao

mais &cidos, pois possuem o anel benzénico em sua estrutura proporcionando estabilidade aos
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produtos de oxidacdo dos fenois. Por essa razdo, os polifendis oxidam-se antes de outras
moléculas presentes nas plantas atuando como antioxidantes (SOARES et al., 2008).

Podemos citrar o 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH¢) e o 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS™) como as duas metodologias mais utilizadas em
anélises de antioxidantes em alimentos e bebidas (GARCIA; VALLES; LOBO, 2009). E
possivel perceber o comportamento antioxidante das amostras na solu¢édo de DPPH a partir da
sua mudanca de coloracdo, passando de um roxo intenso para amarelada com o passar do
tempo, pois ocorre a formagao do difenil-picril-hidrazina, e sua absorgéo pode ser identificada
através do decréscimo da absorbancia (NASCIMENTO et al., 2011; VICENTINO;
MENEZES, 2007).

Moura (2016) estudou o efeito de extratos ricos em compostos fendlicos da jabuticaba-
sabaréd na prevencdo da obesidade e do diabetes mellitus tipo 2 e constatou que 0S mesmos
foram eficientes no controle dos tecidos adiposos brancos de camundongos cuja alimentacéo

era rica em lipidios e sacarose, 0 que ocasionou em um menor ganho de massa corporal.

2.6 Sobremesas lacteas

A procura por alimentos préaticos, rapidos e que tragam beneficios tem sido crescente
entre a populacdo. Um dos alimentos que preenchem esses requisitos e que vem ganhando
relevancia entre os consumidores sdo as sobremesas lacteas (MANTOVANI, 2014).

No processo de producdo de sobremesas lacteas sdo utilizados ingredientes e
tecnologias inovadoras, originando novas possibilidades as sobremesas tradicionais para que
0 consumidor tenha acesso a uma sobremesa nutritiva e com alternativas de novos sabores
(ALVES et al., 2014).

As sobremesas lacteas possuem em sua formula ingredientes basicos como leite,
aroma e corantes, geralmente sdo encontradas no estado semi-solido e sua estabilidade esta
relacionada com a tecnoligia que foi usada no momento de producdo, as propriedades
intrinsecas dos ingredientes e a sua condi¢do de armazenamento (ARES et al., 2013).

Quando as sobremesas probidticas sdo congeladas e descongeladas existe a
possibilidade de ocorrer a morte dos microrganismos, além das atividades metabdlicas
celulares serem diminuidas ou até mesmo interrompidas (SAAD et al., 2011). Ap6s serem
processadas, é essencial que as sobremesas lacteas probioticas conservem 0s microrganismos
no decorrer de todo o seu prazo de validade, ndo apresentando modificacdes sensoriais
(MANTOVANI, 2014).



17

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local da pesquisa

As analises foram realizadas no Centro de Ciéncias e Tecnologia - CCT/UEPB
(laboratérios do NUPEA e de Quimica Aplicada) do Campus | e no Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude - CCBS/UEPB (Laboratério de Genética no Complexo de Pesquisa
Trés Marias e Laboratorio de Bioquimica), localizado no Campus I, no municipio de Campina
Grande-PB.

3.2 Obtengéo dos frutos e sanitizagio

As coletas das jabuticabas foram realizadas no seu periodo de safra nos anos de 2014 e
2015. As mesmas foram selecionadas e logo apds sanitizadas com agua clorada a 200 ppm
por um periodo de 30 minutos. Em seguida foi realizada uma lavagem com agua corrente, e

posteriormente casca, polpa e semente foram separados manualmente.

3.3 Preparo dos extratos aquoso e hidroalcoolico a partir das cascas de jabuticaba

As cascas de jabuticaba foram acidificadas com suco de limdo, na propor¢éo 1:2:0,15
(casca: &gua: suco de limao) e em seguida foram trituradas utilizando 90,5 g de casca em 170
mL de agua, e filtradas. Uma nova trituracdo foi realizada utilizando 170 mL do filtrado da
etapa anterior para a mesma quantidade de casca. Esse processo foi repetido até que a
concentracdo final de sélidos sollveis no extrato aquoso fosse igual a 25%. O extrato aquoso
obtido foi usado para produzir a calda, a mesma foi utilizada na cobertura e também na
incorporacdo a base lactea da sobremesa. O extrato hidroalcoolico foi obtido a partir do
residuo das filtracdes do extrato aquoso, onde o primeiro também foi incorporado a base
lactea.

O residuo utilizado para obtencdo do extrato hidroalcoolico foi hidratado com agua
destilada estéril durante 1h em temperatura ambiente, na proporcdo 2:1 (residuo: agua).
Posteriormente, 10 g desse residuo foram colocados em frasco de Erlenmeyer de 125 mL e
adicionados de 90 mL de éalcool potavel (etanol extra neutro, Usina Giasa, Biosev) e

hidratados até a concentracdo de 30%, ajustando-se o pH para 4,0 utilizando o acido citrico. O
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residuo suspenso em etanol foi encaminhado para o banho de ultrassom (50 rpm) durante 2h
em temperatura de 50 °C. Em seguida, essa suspensdo foi levada para uma estufa de
circulacdo de ar na mesma temperatura para que fosse seca, provocando a evaporacdo do
etanol para que a concentragdo final atingisse um volume de 15 mL. Esse método foi utilizado
para que a concentracdo de compostos fenolicos sofresse um aumento, tendo em vista que

alguns deles ndo sdo extraidos somente com agua.

3.4 Elaboracéo da sobremesa

As sobremesas de jabuticaba foram produzidas por Sousa (2016) e pelos alunos de
graduacdo participantes 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, em trés lotes (replicatas
independentes).

Para a adicdo as sobremesas, a cepa nativa Lactobacillus plantarum CNPC 020,
anteriormente denominada G2, foi fornecida na forma liofilizada pela Embrapa Caprinos e
Ovinos (Sobral — CE). Primeiramente a cepa foi isolada do leite de cabra do rebanho
experimental da instituicdo e avaliada por Abreu (2015) quanto ao seu potencial probiotico
(resisténcia as condicdes gastrointestinais, desconjuncdo de sais biliares, vulnerabilidade a
antibidtico e proliferacéo no leite).

A cultura foi previamente multiplicada usando 10 mL de caldo de Man Rogosa
(MRS), em tubos de ensaio estéreis em uma temperatura de 36°C durante 24h. Apos esse
periodo, a cultura foi transferida para 7 a 8 microtubos de 1,5 mL e centrifugada para separa-
la do meio de cultura. Para recuperar a cultura o precipitado foi lavado com solugéo salina a
0,85% (m/v) para que os componentes utilizados na liofilizacdo e do caldo MRS fossem
removidos. O pré-indculo (cultura pura que foi separada na centrifugagéo) foi armazenado sob
refrigeracdo em uma temperatura de 4 °C para que adiante fosse ativado no leite. O in6culo
foi obtido atraves do pré-inoculo proveniente dos microtubos, onde foi ativado em leite
desnatado reconstituido de acordo com as instru¢fes do fabricante (Molico®, Nestlé®). O
leite reconstituido recebeu um tratamento a 85 °C durante 30 minutos antes de ser adicionado
o0 pré-indculo. Em seguida, o leite foi resfriado e adicionado o pré-indculo e entdo incubado a
37 °C durante 2,5 horas, 0 que resultou, ap0s esse periodo, no inoculo. Foi empregado 10 mL
do inoculo comportando 8,99 a 9,34 log UFC/mL (SOUSA, 2016).
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A base lactea, que foi composta por leite em pd desnatado (Molico, Nestlé, 8,0 g/100
g), amido de milho (Maisena, Unilever, 2,1 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, &cido
latico (solucdo a 85%, Purac Sinteses, 0,58 g/100 g) e corante carmim de cochonilha (0,04
g/100 g), foi aquecida a 85 °C para obter uma maior consisténcia utilizando tempos
arbitrarios, antes do fim desse aquecimento a calda foi adicionada.

Antes de adicionar o corante carmim de cochonilha e o extrato hidroalcoolico a base
lactea foi resfriada até uma temperatura de 40 °C. O inoculo da cultura de Lactobacillus
plantarum foi adicionado, imediatamente, quando a base lactea atingiu uma temperatura de 37 °C.

As sobremesas ficaram armazenadas sob refrigeracdoa 4 = 1 °C durante 1, 7, 14 e 21
dias de armazenamento (D1, D7, D14, D21, respectivamente). Em cada periodo de
amostragem os trés lotes de sobremesa foram colocados em um freezer a —18 °C para as

analises de compostos fendlicos e demais parametros de atividade antioxidante.

3.5 Obtencéo do extrato fendlico para as analises

Foi utilizada a metodologia apresentada por dos Santos et al. (2017) com as
adaptacOes descritas por Ramos (2018) para a preparacdo do extrato fendlico dos trés lotes de
sobremesa lactea. Utilizando microtubos tipo Eppendoorf, foram pesadas 5 aliquotas de
sobremesa de, aproximadamente, 0,2500 g, em balanca analitica, obtendo-se uma média de
1,2500 g por amostra de cada lote, em cada tempo de amostragem. Logo apoés, adicionou-se 1
mL de solugdo metanol-HCI em cada Eppendorf contendo as amostras, deixando-as em
repouso por um periodo minimo de 12 h em ambiente escuro a temperatura de 4 °C. Passado
esse tempo, as amostras foram submetidas a centrifugacdo (equipamento 5810R V.8.2,
Eppendorf) com rotagdo de 13500 x g durante 5 minutos com a mesma temperatura de
refrigeracdo. Foram efetuadas mais 5 lavagens utilizando 500 pL da solugdo de metanol
acidificado com o objetivo de extrair totalmente os compostos fendlicos. A cada lavagem
feita, o sobrenadante era transferido para um baldo volumétrico de 25 mL e, finalizada a
extracdo, o menisco foi aferido com metanol-HCI. Com o baldo aferido, retirou-se uma
aliquota de 1,5 mL do extrato e colocada em um microtubo, o qual passou por uma nova
centrifugacdo de 1 minuto a 4 °C para que o sobrenadante ficasse totaltamente ausente de
proteinas e carboidratos complexos, de modo a ndo ocorrer interferéncias nas reacoes

realizadas.



20

3.6 Determinacédo de compostos fendlicos totais

A anélise de teor de compostos fendlicos totais foi realizada utilizando a metodologia
descrita por dos Santos et al. (2017), com as adapatacGes descritas por Ramos (2018). Foram
utilizados tubos de centrifuga, tipo Falcon, de 15 mL ao qual sequencialmente adicionou-se
60uL de extrato de cada periodo de amostragem e de cada lote de sobremesa, 2,340 pL de de
agua destilada e 150 uL do reagente Folin - Ciocalteu (Sigma-Aldrich). Os tubos foram
homogeneizados e deixados em repouso durante 8 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, a reacdo foi interrompida pela adigdo de 450 pL de solugdo de carbonato de sodio a
30% (NaCOgs, 30¢/100mL). Os tubos foram deixados em repouso por um tempo de 30
minutos a temperatura ambiente. Passado esse periodo, foi realizada a leitura das absorbancias
em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 750 nm. Nesse processo utilizou-se
metanol acidificado como branco para zerar o equipamento. Nessa analise foram usados dois
controles, utilizando 60 pL de metanol acidificado com HCI a 0,8 mmol/L no lugar das
amostras. Os resultados foram apresentados em mg equivalente de &cido galico (mg EAG) por

100 g de amostra.

3.7 Atividade de sequestro de radical livre DPPH

Para avaliar o sequestro de radical livre DPPH foi utilizado a metodologia de Rufino et
al. (2007) com as adaptacGes descritas por Ramos (2018). A analise foi realizada no escuro e
em temperatura ambiente. Para a solu¢cdo de DPPH 0,1 mM foram utilizados 0,004 g do
reagente para ser dissolvido em 100 mL de etanol P.A. Foram utilizados 3 tubos tipo Falcon
de 15 mL para cada dia de armazenamento de cada lote, cada um deles contendo 2,95 mL,
2,90 mL ou 2,80 mL da solucdo de DPPH e foram completados, respectivamente, com 0,05
mL, 0,10 mL e 0,20 mL do extrato da sobremesa de jabuticaba, obtendo-se assim um volume
final de 3 mL em cada tubo. Para o controle também foram usados os mesmos volumes de
solucdo de DPPH descritas anteriormente, sendo as amostras substituidas por etanol P.A na
mesma proporc¢do para que o volume final também totalizasse 3 mL. As leituras foram feitas
em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 517 nm nos intervalos de tempo de 0 min,

30 min e 60 min.
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O espectrofotdmetro foi zerado utilizando etanol P.A como branco e a atividade
antioxidante foi representada em porcentagem de captacdo de radicais DPPH, de acordo com
a Equacdo (1):

(ABSC,pin — ABSAin)

% de sequestrode DPPH =
ABSCGOmin

x100 (1)

onde:

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

(T60%);

ABSAgomin: € a absorbancia da aliquota de extrato da amostra de 0,20 mL no tempo T60°.
Depois de realizada a leitura, foi aplicada uma equacao da reta (2) substituindo y pela

metade da absorbancia do controle de DPPH em T60’ e assim obter o consumo em puM de

DPPH, o qual em seguida foi transformado para g de DPPH, conforme a Equacéo (3):

y=ax—b )

onde:

y = 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.

Os valores obtidos das trés diluices do extrato foram plotados em graficos de
absorbancia (eixo y) versus a diluicdo (mg/L) (eixo x) obtendo-se a equacédo da reta (4). Para
calcular a atividade antioxidante total foi necessario substituir a absorbancia correspondente a
50% da concentracdo do DPPH, de acordo com a Equacéo (1), pelo y da Equacdo (4) para
obter o resultado que simboliza a amostra necesséria para reduzir em 50% a concentracdo
inicial do radical DPPH (ECs):

y=—ax+b 4)

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

x = ECso (Mg/L).

O resultado de ECsy que foi obtido a partir da Equacéo (4) foi dividido por 1000 para
representar 0 ECso em g/L. Para obter o resultado de capacidade antioxidante total, que é
expresso em g de sobremesa/ g DPPH, equacéo (5), foi necessario dividir o ECso em g/L pela

massa de DPPH em g que foi obtido na equacéo (2).

ECso (75 1
X
1000 DPPH(g)

Capacidade antioxidante total =

()

3.8 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram tratados no programa Statistica 8.0 (Statsoft). Os valores
foram apresentados como média e * desvio padrdo. Para avaliar um Unico tratamento
contendo multiplas variaveis dependentes (4 periodos de amostragem, 1, 7, 14 e 21 dias) nos
ensaios de quantificacdo de fendlicos totais, ECsy e capacidade antioxidante total, foi
necessaria a utilizacao da analise de variancia (ANOVA) ndo-paramétrica de Friedman, com
significancia de 5% (p < 0,05), a fim de investigar a influéncia dos diferentes tempos de
armazenamento entre os dados. No caso especifico da avaliacdo da porcentagem de sequestro
de radicais DPPH, foi utilizada ANOVA de medidas repetidas para investigar o efeito
simultaneo do tempo de armazenamento e do volume de extrato utilizado no ensaio. Para esse
fim, os dados foram previamente checados quanto a normalidade e a homogeneidade de
variancias através dos testes de Kolmogorov-Smirnov e de Cochran, respectivamente. Foi

também utilizado o teste Tukey HSD para a investigacdo dos contrastes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 encontram-se os resultados dos parametros de sequestro do radical DPPH
ao longo do armazenamento da sobremesa lactea com produtos da casca da jabuticaba.

No sequestro de radical DPPH foram obtidos valores significativamente menores em
relacdo aos demais para o volume de 0,05 mL (p<0,05) e, conforme o volume de extrato
utilizado aumentasse, tendéncia de maiores valores para o volume 0,2 mL, embora sem diferir

significativamente de 0,1 mL (p>0,05).

Tabela 1 — Porcentagem de sequestro de DPPH da sobremesa com produtos da casca da

jabuticaba e L. plantarum CNPC 020 ao longo do armazenamento (média + desvio padrdo).

Volume de extrato no ensaio (mL) sequestro DPPH

Tempo (Dias) 0,05 0,1 0,2

1 9,16+5,112" 18,57+6,27%° 24,21+11,01%°
7 5,79+6,97%" 16,007,992 29,23+6,87%°
14 12,3242,17¢4 22,33+2,98%° 28,88+2,47%°
21 11,06+5,00* 16,56+3,46%° 22,26+10,29¢°

a = letras mindsculas sobrescritas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre os tempos de
armazenamento para um mesmo volume de extrato (p>0,05).

A, B = letras mailsculas sobrescritas diferentes na mesma linha indicam as diferencas significativas entre os
volumes de extrato utilizados no ensaio para um mesmo tempo de armazenamento (p<0,05).

Fonte: Dados de pesquisa.

Dessa forma, para perceber uma atividade antioxidante significativa no ensaio é
necessario trabalhar com um volume maior de extrato da amostra, pois ao utilizar uma
pequena quantidade a atividade antioxidante sera baixa.

Na Tabela 2 encontram-se o0s resultados dos parametros de fendlicos totais, ECsg € da
capacidade antioxidante total ao longo do armazenamento da sobremesa lactea com produtos
da casca da jabuticaba. Para o teor de compostos fendlicos totais os resultados obtidos
apresentaram decréscimo entre os dias 1 a 14; entretanto, ndo verifou-se diferenca estatistica

significativa dos resultados (p > 0,05).
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Tabela 2 — Concentracdo de fendlicos totais e parametros de atividade antioxidante da
sobremesa com produtos da casca da jabuticaba e L. plantarum CNPC 020 ao longo do

armazenamento (média + desvio padréo).

EC 50 (g de Capacidade
) Fendlicos Totais sobremesa/L de antioxidante total (g
Tempo (Dias)
(mg EAG/1009) solucdo 0,1 mM de  de sobremesa/g de

DPPH) DPPH)

D1 45,60+5,19° 8,53+3,862 363,24+149,272

D7 41,29+7,32° 6,28+1,062 283,01+22,792

D14 41,28+5,38% 5,95+0,912 295,76+50,322

D21 50,38+9,42° 8,59+2,012 411,32+129,882

D1, D7, D14 e D21 = 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento, respectivamente. a, 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.

Elvas (2016) elaborou iogurte utilizando o bagaco da macd e obteve uma média de
compostos fenolicos totais proximos de 12,41 mg EAG/100 g. Bezerra (2015) ao produzir um
frozen yogurt com adicdo de polpa de jamboléo e utilizando as culturas L. delbrueckii subsp.
bulgaricus e S. thermophilus chegou a um valor de compostos fendlicos totais de 7,95 mg
EAG/100g. Os dois autores mencionados obtiveram resultados inferiores aos observados
nesse estudo. Um fator que pode explicar a superiodade dos valores de fendlicos totais em
relacdo a outros estudos seria a utilizagdo de dois tipos de extrato na elaboracéo da sobremesa
lactea, um extrato aquoso, que foi utilizado na calda, e um extrato hidroalcodlico, que foi
adicionado na base lactea, 0 que maximizaria a extracdo dos fendlicos sollveis unicamente
em agua e os sollveis necessariamente em solucéo hidroetanodlica.

Dutra et al. (2012) obtiveram resultados semelhantes aos desse estudo para o teor de
compostos fendlicos totais ao realizar tratamento térmico, utilizando diferentes tempos
temperaturas, em suco de tangerina murcote. O menor valor encontrado foi de 44,48 mg acido
galico/100 g aplicando uma temperatura de 90 °C durante 20 segundos, ja o maior valor
observado foi de 60,70 mg EAG/100g na temperatura de 100 °C por 30 segundos. Esse
aumento pode ser justificado devido a diminuicdo do teor de agua nos sucos apds passarem

pelo trocador de calor, fazendo com que 0s mesmos se tornassem mais concentrados.
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Karaaslan et al. (2011) também reforcam a importancia da adicao de extratos que
contenham um elevado teor de compostos fendlicos como uma alternativa para aumentar a
capacidade antioxidante dos alimentos.

Para o parametro ECsp, que é a capacidade que a amostra tem de reduzir a
concentracdo de DPPH na solugdo 0,1 mM pela metade, pode-se verificar ainda na tabela 2
que houve uma tendéncia de decréscimo ao longo do armazenamento entre os dias 1 e 14,
indo de 8,53 g para 5,95 g de sobremesa/L de solucdo de DPPH e apresentando um aumento
no 21° dia, porém nao houve diferenca estatistica significativa (p > 0,05), indicando que o
tempo de armazenamento ndo interferiu no ECso. Sendo assim, a sobremesa apresentard um
ECso no final do prazo de validade igual ao do inicio de sua vida de prateleira, mantendo o seu
poder antioxidante durante todo esse periodo.

A capacidade antioxidante total também nédo apresentou diferenca significativa durante
0 armazenamento e os valores obtidos foram diretamente proporcionais aos resultados
encontrados para ECsy. De acordo com Rufino et al. (2007), quanto menor o valor encontrado
para esse parametro maior sera a capacidade antioxidante da amostra. De acordo com 0s
valores obtidos é necessario cerca de 300 g de sobremesa para capturar 1 g de DPPH, dessa
forma, o consumidor pode optar por consumir duas por¢des diarias da sobremesa de
jabuticaba para obter resultados benéficos.

Bordalo Tonucci et al. (2017), produziram leite de cabra fermentado probidtico com
Lactobacillus acidophilus LA-5 (6,18 — 7,89 UFC/mL) e Bifidobacterium animalis BB-12
(7,19 — 8,65 UFC/mL), além da cultura starter Streptococcus thermophilus TA-40 (8,39 —
8,92 UFC/mL) adicionado de suco de uva e, embora obtivessem 26,4 mg EAG/100mL para
os valores de compostos fendlicos totais, aproximadamente a metade dos observados nesse
estudo, obtiveram 83,30% de sequestro de radicais livres, trés vezes mais o obtido no presente
estudo. Os autores também verificaram que houve reducdo significativa nos niveis de
frutosamina, composto resultante da glicacdo de acUcares e proteinas no sangue, e do
colesterol LDL nos individuos que consumiram 120 g daquele leite fermentado probidtico
durante 6 semanas. Nesse sentido, considerando o conjunto dos dados de teor de compostos
fenolicos do produto, de sequestro de radicais DPPH e de capacidade antioxidante total, é
possivel que para obtermos efeitos benéficos similares ao daquele estudo sejam necessarios
consumir aproximadamente 2 a 3 porcBes de 120 g da sobremesa lactea de jabuticaba deste
estudo, divididas em trés diferentes refei¢des ao dia.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacédo de dois extratos na elaboracdo da sobremesa junto com a cultura nativa L.
plantarum CNPC020 promoveu um maior teor de compostos fendlicos quando se compara
aos produtos obtidos em outros estudos com outras frutas.

Os volumes de extrato influenciaram na porcentagem de sequestro de DPPH, pois sua
atividade so foi significativa quando foram trabalhados volumes a partir de 0,1 mL.

Os ingredientes fontes de fendlicos foram essenciais tanto para capturar os radicais
livres quanto para promover uma maior capacidade antioxidante total, sendo necesario cerca
de 300 g de sobremesa para capturar 1 g de DPPH.

A estabilidade dos valores de ECsq a0 longo do armazenamento € um fator positivo,
pois a sobremesa mantera a sua capacidade antioxidante durante toda a sua vida de prateleira

trazendo beneficios a satde do consumidor.
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