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RESUMO

O uso de frutas e seus subprodutos no desenvolvimento de produtos lacteos com a incorporacéo
de culturas potencialmente probioticas tem aumentado significativamente nos Gltimos tempos.
O jamboldo (Syzygium cumini) é originario das Antilhas e da Asia, mas se adaptou bem ao
Brasil, sendo apreciavel por sua quantidade de compostos fenolicos. Pode ser utilizado na
producdo de bebidas lacteas fermentadas, proporcionando melhorias nas suas caracteristicas
sensoriais e nutricionais. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o emprego da enzima [3-
galactosidase e da polpa do jambolédo sobre os parametros de atividade antioxidante em bebida
lactea fermentada com Streptococcus thermophilus TA40 e contendo uma cultura nativa
potencialmente probidtica de Lactobacillus mucosae CNPCO007. Foi realizado um comparativo
desta bebida com um tratamento controle com lactose, como também com as bases lacteas, sem
a polpa de jambol&o, antes e apds a fermentacdo. As bebidas com e sem lactose adicionadas da
polpa de jamboldo apresentaram teores de compostos fendlicos totais significativamente mais
altos que suas respectivas bases lacteas antes e apos a fermentacdo (p < 0.05). Observou-se, que
ndo houve diferenca significativa entre as duas formulacdes em todos os periodos de
amostragem em relagdo a porcentagem de sequestro de radicais DPPH (p > 0.05). No entanto,
apenas no tratamento sem lactose, as bases lacteas diferiram significativamente das bebidas ja
adicionada de jamboldo durante todo o armazenamento em relagdo ao sequestro de radicais
livres (p < 0.05). Os valores de ECsp e de capacidade antioxidante total obtidos nédo diferiram
significativamente entre ambos os tratamentos em um mesmo periodo de amostragem (p >
0.05). Todavia, os valores de ECso das bases lacteas foram significativamente maiores que 0s
encontrados para as bebidas com polpa de jambol&o (p < 0.05) e, neste caso quanto menor o
ECso maior a capacidade antioxidante. Do mesmo modo a quantidade necessaria de bebida
lactea com e sem lactose para capturar 1 g de radical DPPH foi significativamente menor
quando comparado a base antes da fermentacdo (p< 0.05). O emprego da polpa de jamboléo
proporcionou um aumento do teor de fenolicos totais das bebidas lacteas produzidas e de sua
atividade antioxidante. A adi¢do da enzima [-galactosidase possivelmente influenciou o
metabolismo das bactérias lacticas da bebida sem lactose, o que teria resultado no efeito aditivo
no sequestro de radicais livres quando comparado as bases lacteas. Tais produtos podem
desempenhar beneficios a satde do consumidor incluindo os intolerantes a lactose.

Palavras-chave: Aproveitamento de soro lacteo. Bactérias lacticas. Compostos fendlicos.
Frutas tropicais. Probioticos.



ABSTRACT

The use of fruits and their by-products in the development of dairy products with the
incorporation of potentially probiotic cultures has increased significantly in recent times. The
jambolon (Syzygium cumini) is originated in India, but adapted well to Brazil, being appreciable
for its levels of phenolic compounds. It can be used in the production of fermented dairy drinks,
providing improvements in their sensorial and nutritional characteristics. The objective of the
present study was to evaluate the use of the B-galactosidase enzyme and the jambolon pulp on the
parameters of antioxidant activity in dairy drinks fermented with Streptococcus thermophilus
TA40 and containing a potentially probiotic indigenous culture of Lactobacillus mucosae
CNPCO007. A comparison of this beverage was carried out with a control treatment with lactose,
as well as with the milk bases, without the jambolan pulp, before and after the fermentation.
The control and lactose-free drinks added of the jambolan pulp showed significantly higher
total phenolic compounds than their respective dairy bases before and after fermentation (p <
0.05). It was observed that there was no significant difference between the two formulations at
all sampling periods regarding the percentage of DPPH scavenging (p > 0.05). However, only
in the lactose-free treatment, the dairy bases differed significantly from the drinks already added
of the jambolao throughout the storage in relation to the free radical scavenging (p < 0.05). The
ECso and total antioxidant capacity values did not differ significantly between the two
treatments during the same sampling period (p > 0.05). However, the ECso values of the dairy
bases were significantly higher than those found for the drinks with jambolan pulp (p < 0.05),
and in this case the lower the ECsg the greater the antioxidant capacity. Likewise, the required
amount of control and lactose-free drinks to capture 1 g of DPPH radical was significantly
lower when compared to the base before fermentation (p < 0.05). The use of the jambolon pulp
provided an increase in the total phenolic content of the produced milk drinks and their
antioxidant activity. The addition of the B-galactosidase enzyme possibly influenced the
metabolism of lactic acid bacteria in the lactose-free beverage, which would have resulted in
the additive effect on free radical scavenging activity when compared to their dairy bases. Such
products can play a role in the health of the consumer including those lactose intolerants.

Key words: Lactic acid bacteria. Phenolic compounds. Probiotics. Tropical fruits. Use of whey.
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1 INTRODUCAO

O jamboldo é obtido de uma arvore pertencente a familia Myrtacea, botanicamente
classificada como Eugenia jambolana e posteriormente reclassificada como Syzygium cumini
(Lamarck) (GOMES; SILVA, 2006). O fruto da espécie Syzigium cumini € geralmente
conhecido como jambol&o, ameixa preta, amora indiana, amora roxa, azeitona preta, baga de
feira, cereja, jaldo, jameldo, jambu, jamum, java ou murta, apresentando uma mistura de sabores
doce, levemente amargo e adstringente, além de uma cor roxa intensa na fase de maturacéo
(AMERICO, 2014; VIZZOTO; PEREIRA, 2008).

Tendo origem na India, Indonésia, China e Antilhas, o jambol4o é distribuido em regides
tropicais e subtropicais, compreendendo cerca de 1100 espécies com dois centros de disperséo,
nas Américas e Australia (DIAS, 2017; SOUSA et al., 2010; VEIGAS et al., 2007). A espécie
Syzygium cumini € cultivada em todo territério brasileiro principalmente em solos imidos e
calor (LORENZI et al., 2003). A espécie Syzygium cumini é usada para fins terapéuticos por
muitas pessoas como hipoglicemiante, antimicrobiana, hipotensiva, diurética, cardiotdnica,
adstringente, anti-inflamatoria, antiemética, anticonvulsivante e antiescorbutica (SA, 2008).

A polpa dos frutos de Syzygium cumini é geralmente consumida in natura ou processados,
sendo bastante usados na medicina por serem ricos em 0leos volateis e sua casca, sementes e
folhas sdo utilizados no tratamento de diabetes (DIAS, 2017). A polpa do fruto € rica em
compostos fenolicos, tais como flavonoides e acidos fenolicos. A adstringéncia das partes
comestiveis é causada por taninos hidrolisaveis (DIAS, 2017; FARIA et al., 2011). Também
sdo encontradas antocianinas, que contém bioatividade antioxidante e anticancegerina, sendo
as antocianinas responsaveis pelos pigmentos dos frutos. O consumo do fruto pode prevenir
doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer (NILE; PARK, 2014; TAVARES et al.,
2016). Com o aumento do interesse por produtos alimenticios saudaveis, nutritivos e de grande
aproveitamento, o setor lacteo busca se adequar as constantes mudancas do mercado
consumidor e se manter na lideranca tecnoldgica da industria de alimentos, aumentando a sua
competitividade na secdo de produtos funcionais (THAMER; PENNA, 2006).

O desenvolvimento de bebidas lacteas fermentadas com bactérias probidticas € uma
forma inovadora de obtencdo de alimentos funcionais e que ndo precisa de grandes
investimentos para a utilizacdo de soro de queijo pelas industrias de laticinios (THAMER,;
PENNA, 2006; CASTRO et al., 2009). Segundo Saad (2006) os probidticos sdo
microrganismos vivos que em quantidades adequadas promove beneficios a salde do

hospedeiro, e favorece o equilibrio microbiano do intestino. Por ter um elevado valor
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nutricional e ser gerado em grande escala nas industrias, o soro de queijo e seus derivados tém
estado em uma grande valorizacédo tecnoldgica (FARIZOGLUJ et al., 2004). As industrias de
laticinios estdo preferindo a producéo de bebidas lacteas devido ao processo de fabricacédo ser
mais simples, pelo soro possuir étimas propriedades funcionais, por diminuir os gastos com
efluentes para o soro de queijo e, além disso, por utilizar os mesmos equipamentos para 0
tratamento do leite (ALMEIDA; TAMINE; OLIVEIRA, 2008).

A introducdo dos produtos funcionais no setor lacteo tem tido grande aceitacdo pelo
publico, pois apresentam excelente valor nutritivo, além de ser uma forma possivel de consumo
de probidticos (ALVES; UBALDO, 2016). As bactérias probidticas em produtos lacteos
fermentados podem atender aos consumidores através melhorias na saude além de colaborar
para inovacoes de produtos (ARAUJO, 2007).

As bactérias lacticas sdo consideradas como um dos grupos de microrganismos mais
importantes para 0 homem, tanto pelo papel que exerce na produgdo e preservacdo dos
alimentos, quanto pelo envolvimento em diferentes aspectos da salide humana (FERREIRA,
2012). A producdo de leites fermentados e iogurtes aumentaram significativamente na Gltima
década devido ao fato de serem alimentos saudaveis e nutritivos (MASSON et al., 2011). A
utilizacdo de alimentos fermentados contendo probioticos tem sido relacionado a manutencédo
da microbiota intestinal e prevencdo de doencas, principalmente as intestinais (ALONSO
BURITI; ISAY SAAD, 2007). Os produtos fermentados (iogurtes, queijos e leites fermentados)
sdo os principais veiculos alimenticios de sobrevivéncia, utilizados na aplicagdo dos probidticos
(SANCHEZ et al., 2009).

A intolerancia é uma reacdo adversa a um alimento especifico ou a um ingrediente
alimenticio de natureza ndo psicoldgica e que ocorre sempre que o alimento € ingerido. Pode
ocorrer devido a uma falha do processo digestivo, que depende da acdo de enzimas capazes de
degradar os alimentos, em virtude de deficiéncias enzimaticas (TREVISAN, 2008). As pessoas
intolerantes a lactose sofrem essa reagdo desagradavel, causada por uma deficiéncia de lactase,
a enzima que digere o acUcar do leite e como consequéncia gera inchaco, flatuléncia, cdlicas e
diarreia (BEYER, 2002).

O desenvolvimento de produtos sem lactose € um processo promissor para a industria de
alimentos tornando se cada vez mais desafiador, a medida que procura atender & demanda dos
consumidores por produtos que, concomitantemente, sejam saudaveis e atrativos. 1sso
possibilita o desenvolvimento de novos produtos sem lactose em sua composigdo ou com um

teor reduzido desse carboidrato, para pessoas com intolerancia a esse dissacarideo. A hidrélise
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de lactose também previne a cristalizacdo desse acUcar na producdo de sorvetes, de produtos
fermentados como o iogurte, de leite condensado e doce de leite (OLIVEIRA, 2005).

A incorporacdo de microrganismos probidticos em bebida lactea fermentada sem lactose
e a adicdo da polpa do jambol&o torna-se um potencial alimento funcional que poderia oferecer
multiplos efeitos benéficos ao consumidor. Desse modo, a quantificacdo da concentracdo de
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dessa bebida poderia ser utilizada como

medida para conhecer, em parte, 0s potenciais beneficios deste produto.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar os efeitos do emprego da enzima -galactosidase e da polpa do jambol&o sobre
os parametros de atividade antioxidante em bebida lactea contendo uma cultura nativa

potencialmente probidtica de Lactobacillus mucosae.

2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos do presente trabalho estdo elencados a seguir:

a) verificar a influéncia da adicdo da polpa de jambolédo e da enzima B-galactosidase
sobre o teor de compostos fendlicos totais da bebida;

b) Awvaliar o efeito da polpa de jambol&o sobre a porcentagem de captacao de radicais
1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) e possivel influéncia da enzima p-galactosidase
sobre essa captacéo;

c) determinar a concentracdo de bebida lactea fermentada responsével pela metade da
resposta antioxidante maxima (ECso) expressa em g de bebida lactea/L de solucao
0,1 mM DPPH;

d) determinar a capacidade antioxidante total expressa em g de bebida lactea/g de
DPPH.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Compostos bioativos

As frutas possuem constituintes quimicos que exercem fungbes bioldgicas, sendo
denominados de compostos bioativos ou fitoquimicos, estdo presentes nos alimentos,
principalmente 0s vegetais em pequenas quantidades e oferecem melhorias de diferentes formas
a salde humana (HORST; LAJOLO, 2007).

Os compostos bioativos sdo classificados metabolitos secundarios das plantas, tendo
funcdo importante na melhoria a resisténcia as doencas, protecdo contra pragas e disseminacao
de espeécies. Sua importancia aumenta devido a atividade antioxidante e a grande melhoria que
trazem a salde. Estdo em um grupo complexo e podem ser encontrados também na dieta
mediterranica, que inclui azeitonas de mesa e azeite (SILVA et al., 2008).

Os compostos bioativos presentes nos alimentos com ac¢ao antioxidante séo: vitamina C,
flavonoides, taninos, compostos fendlicos, antocianinas, vitamina E, - caroteno entre outros.
Frutas, hortalicas e outros produtos de origem vegetal estdo incluidos por serem ricos nestes
fitoquimicos (SILVA, 2010).

3.1.1 Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos sdo produzidos a partir do metabolismo secundéario das plantas.
Possuem na sua estrutura um grupo fenol que é formado por um anel aromatico hidroxilado.
Exercem funcgdes de suporte e protecdo em tecidos, contribuem para caracteristicas sensoriais,
participam das interacGes entre plantas e seu ambiente. Existem cerca de 10000 espécies ja
conhecidas e com grande destaque para a acdo nutracéutica (BALASUNDRAM; SUNDRAM,;
SAMMAN, 2006; BOUDET, 2007). A classificacdo dos compostos fenolicos ocorre em dois
grupos, os flavonoides e os ndo flavonoides. Os flavonoides possuem a estrutura quimica descrita
como Cg-C3-Ce. Os néo flavonoides formam dois grupos, os derivados do &cido hidroxibenzoico
e os derivados do &cido hidroxicindmico. Tanto os flavonoides como os ndo flavonoides séo
metabolitos secundarios que sdo encontrados nos vegetais e frutas (ANGELO; JORGE, 2007).

Os compostos fendlicos atuam na natureza, com a protecao contra as bactérias e insetos,
no desenvolvimento sensorial e ainda no auxilio da maturacdo dos frutos. Podem atuar como
sequestradores de radicais livres, agentes redutores, desativadores do oxigénio singlete e
quelantes de metais (PAZ et al., 2015).
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3.1.1.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo pigmentos naturais encontrados no reino vegetal, presentes em frutas,
folhas, sementes e em outras partes das plantas na forma de glicosidios ou agliconas. Possuem
baixo peso molecular, com quinze atomos de carbono (Cs-C3-Cs) € protegem o organismo dos
raios ultravioletas, poluicdo ambiental, substancias quimicas presentes nos alimentos, dentre
outros. Os flavonoides ndo podem ser produzidos no organismo, sendo necessario obté-los por
meio da alimentagdo, como frutas e vegetais (ANGELO; JORGE, 2007).

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

flavonoides.

Figura 1 — Estruturas quimicas dos principais flavonoides.
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Fonte: Marco e Poppi (2008).

As classes de flavonoides consideradas como os mais importantes sdo os flavonois e as
antocianidinas (MARCO; POPPI, 2008). Sendo os polifendis mais comuns na dieta, 0s
flavonoides correspondem cerca de 1/3 da ingestdo didria. O seu consumo pela populacéo
brasileira foi estimado entre 60 a 106 mg/ dia (ARABBI;GENOVESE; LAJOLO, 2004). Horst
e Lajolo (2007) sugeriram em seu estudo que a ingestdo minima total de polifendis por dia seja

de 1g.

3.1.1.2 Antocianinas
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As antocianinas sdo pigmentos encontrados em algumas flores, folhas, frutos, caules e
raizes de plantas. Pertencem a familia dos flavonoides, sdo responsaveis pela coloracdo que
varia do vermelho vivo ao azul violeta e estdo amplamente distribuidos no reino vegetal
(LOPES et al., 2016). Existem dois tipos de pigmentos: o glicosilado (antocianinas) € o nio
glicolisado (antocianidinas ou aglicona). No grupo dos glicolisados estdo os agticares p-glicose,
p-xilose, p-galactose, arabinose e rutinose, dentre outros. O segundo grupo dos néo glicolisado
possui uma variedade e se deve ao nimero e a posicdo de hidroxilas e metoxilas ao longo da
cadeia carbonica (OREN-SHAMIR, 2009).

As antocianinas podem apresentar cores diferentes dependendo do pH do meio em que se
encontram, sendo essa propriedade importante para 0 uso como indicadores de pH. Pode-se
obter solucdes incolores ou coloridas, como vermelha, violeta, azul ou amarela, devido as
mudancas estruturais das moléculas causadas pela a variacdo do pH (BARCIA, 2009; TERCI,;
ROSSI, 2002). As antocianinas promovem beneficios para a salde, como a reducdo de espécies
reativas de oxigénio, a prevencdo de doencas anti-inflamatdrias, anticarcinogénica e
cardiovasculares (CIPRIANO et al., 2015). Devido ao seu potencial antioxidante e anti-
inflamatorio, as antocianinas sao essenciais em diversos estudos (PEDRESCHI; CISNEROS-
ZEVALLOS, 2006).

3.1.1.3 Taninos

Taninos sdo compostos provenientes do metabolismo secundario, podendo ser
encontrados na maioria das plantas, com varia¢cdo na concentracdo nos tecidos vegetais,
dependendo da idade e tamanho, da parte coletada, da época ou, ainda, do local de coleta da
planta. Os taninos sdo classificados como hidrolisaveis e nao hidrolisaveis ou condensados
(BARCIA, 2009). Sdo conhecidos por fornecerem gosto adstringente em varios frutos e
produtos vegetais, devido a perda do poder lubrificante causada pela precipitacdo de
glicoproteinas salivares (POYER et al., 2015).

Os taninos condensados sdo formados por unidades de flavonoides, com diferentes graus
de condensacdo. Possuem moléculas condensadas bastante resistentes a degradacao
microbiologica e estdo relacionadas com os pigmentos flavonoides. Enquanto isso, 0s taninos
hidrolisaveis sdo compostos por grupos de &cido galico ou eldgico e contém um nucleo de
acucar que geralmente é a glicose (MACEDO, 2015).
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3.1.1.4 Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos destacam-se por possuirem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo
caracteristicas antioxidantes tanto para os alimentos como para o organismo. Sendo assim, sdo
indicados para o tratamento e prevengdo do céncer, doencas cardiovasculares, dentre outras
(SOARES, 2002).

Séo divididos em trés grupos, sendo o primeiro composto pelos acidos benzéicos, com
sete atomos de carbono (Ce-C1) e sdo os acidos fendlicos mais simples encontrados na
natureza. O segundo é formado pelos acidos cindmicos, com nove atomos de carbono (Ce-
Cs), sendo sete os mais comumente encontrados no reino vegetal. Os &cidos fendlicos podem
se apresentar sob sua forma natural e também se ligam entre si ou com outros compostos. A
forma que mais se destaca é a que ocorre com o acido cafeico, o qual, quando associado a um
alcool-acido ciclico, denominado &cido quinico, origina o &cido clorogénico (SOARES,
2002).

3.2 Radicais livres

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons nao
pareados na sua Orbita externa, podendo ser formados pela perda ou ganho de elétrons
(oxirreducédo) (CARPES, 2008; HALLWELL; GUTTERIDGE, 2000). Os RL sdo formados de
vérias formas, como a adi¢do de um unico elétron a um ndo radical, ou quando uma ligacéo
covalente é quebrada e se um elétron dos pares da ligacdo permanecer em cada &tomo
(HALLIWELL, 2006).

Alguns radicais livres estdo em sistemas vivos (alguns benéeficos ou maléficos, e ainda
podem ser de ambos 0s papéis), apesar de que a maioria das moléculas sejam nao-radicais in
vivo (SANTOS, 2012). Os radicais livres por serem reativos e instaveis atuam em reagfes com
substancias quimicas organicas e inorganicas, proteinas, lipideos, carboidratos, moléculas nas
membranas celulares e acidos nucléicos (LEMOS, 2006). Segundo Olszewer (2005), os radicais
livres aceleram o processo degenerativo e a perda da estabilidade celular, causando problemas
ao organismo e seus tecidos, favorecendo a perda de homeostasia do meio interno.

Os radicais livres que possuem um elétron centrado nos &tomos de oxigénio e nitrogénio
sdo chamados, respectivamente, de espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species,

ROS) e espécies reativas de nitrogénio (nitrogen reactive species, RNS). Estdo envolvidos com
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a producéo de adenosina trifosfato (ATP), fagocitose, regulagéo do crescimento celular, entre
outros (ABRAHAO et al., 2010).

3.2.1 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH)

O 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) é um radical de nitrogénio organico, estavel, de
cor violeta escuro e a sua absor¢cdo maxima esta situada no comprimento de onda na faixa de
515-520 nm (PRADO, 2009). Com uma coloragéo roxa intensa, a a¢cao antioxidante da solucao
de DPPH pode ser visualizada pelo progressivo descoramento da solucdo, ao final do qual, a
mesma torna-se amarelada (VICENTINO; MENEZES, 2007).

O ECso é conhecido como a quantidade de antioxidante necessaria para reduzir em 50%
a quantidade inicial do radical e tECso como sendo 0 tempo que essa concentracao precisa para
reduzir em 50% a quantidade inicial do radical, levando em consideragéo a eficiéncia anti-
radical (AE) — 1/(ECso x tECs0) (RUFINO et al., 2007).

3.3 Alimentos funcionais

De modo geral, um alimento é dito como funcional se demonstrar melhorias tanto para o
bem-estar e a salde, quanto para a diminui¢do do risco a uma doenca (MORAES; COLLA,
2010).

Dessa maneira, sdo denominados de alimentos funcionais aqueles alimentos que quando
sdo consumidos nas dietas apresentam além das suas fung¢@es nutricionais efeitos metabdlicos
e fisioldgicos no organismo. Os alimentos funcionais estdo sendo estudados em relagéo os seus
efeitos, nas patologias ndo transmissiveis, como o cancer, hipertensdo, mal de Alzheimer,
doencas 0Osseas, cardiovasculares, inflamatdrias, intestinais e o diabetes (COSTA et al., 2016).

Com o surgimento de alergias, intolerancias e dietas em geral, a preocupagéo das pessoas com
a alimentacdo vem crescendo rapidamente, levando a buscarem alimentos mais saudaveis
(CALDEIRA,; VILARDO, 2015). Pela primeira vez em meados da década de 1980, e logo a seguir
nos anos 1990, comecaram a serem produzidos os alimentos funcionais com o nome em inglés de
FOSHU (food for specified health use, alimentos para uso especifico de salide), sendo os alimentos
utilizados na dieta normal que mostram beneficios fisiolégicos e/ou reduzem o risco de doencas

crénicas, e ainda com fungdes nutricionais basicas (COSTA; ROSA, 2010).
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3.3.1 Probioticos

Com origem do latim e grego e significando “pr6 vida” ou “para a vida”, a palavra
probidtico foi proposta pela primeira vez em 1965 por Lilley e Stillwell, como anténimo da
palavra “antibidtico”, com o objetivo de identificar os agentes microbianos que proporciona o
desenvolvimento de outros microrganismos (SANTOS, 2010). Em principio, o termo
probidtico foi utilizado para nomear os suplementos alimentares a base de microrganismos
vivos, possibilitando o equilibrio da microbiota intestinal (ISOLAURI et al., 2005; KARKOW;
FAINTUCH, 2007).

De acordo com a Fundacédo das NagOes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo, o
conceito de probidticos inclui os microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a saldde do hospedeiro (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2002). Esse conceito foi reafirmado anos depois pela International
Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (HILL et al., 2014). E necesséria a presenca
de cepas de microrganismos em quantidades suficientes para mudar a microbiota do hospedeiro,
provocando efeitos benéficos. Os géneros de bactérias mais utilizados nos alimentos como
probidtico sdo os Lactobacillus e Bifidobacterium (SANTOS, 2010).

Por serem dotados da capacidade de modular a resposta imune, 0s probiéticos possuem a
eficacia de conferir protecao contra infeccdes e prevenir processos inflamatdrios. Dessa forma,
muitas pesquisas estdo buscando bactérias probioticas que conseguem manter homeostase da
microbiota intestinal saudavel (FRANCINO, 2014). Os probiéticos auxiliam o organismo a
utilizar a glicose, &cidos graxos e aminoacido com eficiéncia, sintetizam enzimas digestivas
como a lactase e estdo vinculados a sintese de vitaminas do complexo B (SANTOS, 2010).

As bactérias lacticas formam um grupo, com bactérias Gram-positivas, ndo esporuladas,
anaerobicas, em formas de cocos ou bacilos, produtoras de &cido lactico pela fermentagéo de
acucares. Sao responsaveis pela melhoria das propriedades sensoriais e pela conservagao de um
grande numero de produtos fermentados (NOGUEIRA, 2010). As bactérias probioticas tém
sido usadas em uma grande diversidade de alimentos, como laticinios, carnes e vegetais e para
tratamento de infeccGes de superficie da mucosa tanto do trato gastrointestinal como da vagina.
Uma grande variedade de probidticos tem sido usada como potenciais agentes terapéuticos,
como por exemplo, as bactérias &cido-lacticas, bifidobactérias, enterobactérias e a levedura
Saccharomyces (GILLOR, 2008). A caracterizacdo de novas bactérias com potencial probiotico

é importante, pois podem apresentar diferentes propriedades funcionais. Estas propriedades de
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seguranga, de beneficios a saude e tecnoldgicas devem exibir caracteristicas compativeis com
as de bactérias laticas candidatas a probioticos, como por exemplo auséncia de genes de
viruléncia ou de producdo de aminas biogénicas, presenca de fatores genéticos relacionados a
adesdo a mucosa intestinal e hidrélise de sais biliares, capacid[ade de inibicdo de patogenos,
alta sobrevivéncia as condi¢des simuladas do trato gastrintestinal, capacidade de acidificacdo e
coagulagdo do leite, producdo de diacetil, atividade proteolitica, entre outras (DE MORAES et
al., 2017). Atendendo a estas caracteristicas, novas bactérias, como as culturas nativas isoladas
de fontes lacteas podem estar qualificadas para serem incorporadas em formulagdes, como por
exemplo, de bebida lacteas (ROCHA DE QUEIROGA, 2018).

A utilizacdo dos probidticos aumenta o numero e a atividade dos microrganismos
intestinais com propriedades Uteis ao hospedeiro (VARAVALLO et al., 2008). As culturas
probidticas estdo sendo exploradas pela industria de laticinios. Por seu crescimento ser lento no
leite devido a baixa atividade proteolitica, as culturas starters tradicionais do iogurte sdo
juntamente incorporadas aos leites fermentados contendo probi6ticos (HERMANNS, 2013).

A utilizacdo de alimentos fermentados contendo probidticos tem sido relacionada a
manutencdo da microbiota intestinal e prevencdo de doencas, principalmente as intestinais
(ALONSO BURITI; ISAY SAAD, 2007). Os produtos fermentados (iogurtes, queijos e leites
fermentados) sdo os principais veiculos alimenticios de sobrevivéncia, utilizados na aplicacao
dos probidticos (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008).

3.4 Soro de queijo

O soro de queijo é a fragdo que é gerada durante a coagulacdo da caseina do leite na
producéo de queijo ou da caseina (GUIMARAES; TEXEIRA; DOMINGUES, 2010). Contendo
cerca de 55 % dos nutrientes do leite, o soro de queijo é importante de acordo com o volume
produzido e sua composicdo nutricional (LEITE; BARROZO; RIBEIRO, 2012). E considerada
uma matéria-prima com grande potencial, devido o teor de lactose e outros nutrientes,
possibilitando o desenvolvimento de microrganismos probidticos e proporcionando a produ¢édo
de bebidas lacteas fermentadas (SIQUEIRA; MACHADO; STAMFORD, 2013).

O soro de queijo na producdo de bebidas lacteas é uma forma aceitavel e palatavel de
retorno desse coproduto a alimentacdo humana (CRUZ et al., 2008). Possui propriedades
funcionais tecnoldgicas como formacdo de gel, viscosidade, poder emulsificante, capacidade
de retencdo de agua, sendo essas caracteristicas importantes no produto final (BELLARDE,
2006). O soro é composto de agua (93%), lactose (5%), proteinas (0,85%), minerais (0,53%) ,
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uma quantidade minima de gordura (0,36%). Dentre os constituintes minerais, incluem NaCl e
KClI, sais de calcio (principalmente fosfato) e outros (PESCUMA et al., 2010).

3.5 Bebida lactea fermentada

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Bebidas Lacteas do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, a bebida lactea apresenta a seguinte
definicdo:

[...] produto lacteo resultante da mistura do leite (in natura, pasteurizado, esterilizado,
UHT, reconstituido, concentrado, em pd, integral, semidesnatado ou parcialmente
desnatado e desnatado) e soro de leite (liquido, concentrado e em po) adicionado ou
ndo de produto(s) alimenticio(s) ou substancia alimenticia, gordura vegetal, leite(s)

fermentado(s), fermentos lacteos selecionados e outros produtos lacteos. (BRASIL,
2005).

As bebidas lacteas ganharam uma importante fatia do mercado de derivados lacteos, o
gue a torna uma das principais opg¢des de aproveitamento do soro. A sua aceitacdo no mercado
é um reflexo das boas qualidades nutricionais devido a presenca de proteinas, gorduras, lactose,
minerais e vitaminas (THAMER; PENNA, 2006; FONTES, 2007). Sendo assim, a producdo da
bebida lactea é uma forma de agregar valor ao soro do leite, atendendo os interesses dos
consumidores, contribuindo na geracdo de receitas nas industrias de laticinios e colocando no
mercado uma bebida nutritiva (FONTES, 2007; SANTOS et al., 2008).

3.6 Produto para intolerantes a lactose

O ndo consumo do leite por muitos individuos decorre de restricdes tais como
intoleréncia a proteina ou a lactose. Ocorre devido a diminuicdo na capacidade de hidrolisar a
lactose, o principal carboidrato do leite, resultante da hipolactasia, que significa diminuicdo da
atividade da enzima B-galactosidase, conhecida por lactase, na mucosa do intestino delgado
(FAEDO, 2013). A intolerancia a lactose € um conjunto de sintomas como dores abdominais,
diarreia, flatuléncia, nauseas e vomitos ap0s a ingestdo da lactose. Podem surgir outros
sintomas, conhecidos como secundarios, que se caracterizam por dores de cabeca, dificuldades
de concentracdo e redugdo de memoria, dores musculares, arritmia cardiaca, Ulceras bucais e
reacOes alérgicas, como rinites, eczemas, sinusite e asma (DIETRICH, 2011).

A busca por novas formas de alimentacdo é importante, pelo fato de que para pessoas

com ma absorcao de lactose, normalmente, a Unica alternativa é evitar o consumo de alimentos



20

que contém leite. Para muitos os individuos intolerantes, basta um copo de leite para
desencadear os sintomas, embora 0s que possuem alta sensibilidade possam desencadear 0s
sintomas com baixissimas doses de lactose, como as presentes em remédios (DIETRICH,
2011). Dessa forma, torna-se necessario, o desenvolvimento de métodos para a preparacdo de
leite e derivados livres da lactose. Estes podem ser preparados por meio da remocdo fisica ou
de sua hidrdlise enzimatica deste dissacarideo, pela liberagdo dos seus correspondentes

monossacarideos, glicose e galactose (CUNHA et al., 2007).

3.7 Syzygium cumini (Jambol&o)

As frutas estdo associadas com um papel protetor na manutencdo da saude, sendo seus
beneficios bem conhecidos e fortemente apoiados por evidéncias cientificas (HERVERT-
HERNANDEZ et al., 2011). Estudos revelam os efeitos favoraveis de frutas sobre fatores de
risco para doencas cronicas (DRAGSTED et al., 2006; ESMAILLZADEH et al., 2006; STEA
et al., 2008).

O setor que mais cresce na agricultura brasileira € cultivo de frutos que sempre esta em
constante desenvolvimento tanto por parte de alternativas de cultivo como também por parte
dos produtores que buscam a expansdo de sua producdo (CAVALVANTI; VEGGI;
MEIRELES, 2011). As frutas, em especial as tropicais, contém vitaminas C, E, compostos
fenolicos, carotenoides e fibras (INFANTE et al.,, 2013). Porém, embora o Brasil seja
considerado um pais com a maior biodiversidade do mundo, ainda utiliza seus recursos naturais
de forma ineficiente (CAVALVANTI; VEGGI; MEIRELES, 2011).

O consumo de frutas independente da espécie esta geralmente associado aos efeitos de
seus fitonutrientes a satde humana (MURPHY, 2012). As fibras alimentares estdo entre os
nutrientes importantes nas formulacdes das bebidas lacteas fermentadas, visto que sdo completa
ou parcialmente fermentados no intestino grosso, fornecendo energia para o desenvolvimento
de bifidobactérias e lactobacilos (CICHOSKI, 2008).

O jamboldo (Syzygium cumini) tem origem na Asia e Antilhas e pertence a familia
Myrtaceae (DIAS, 2017; SOUSA, 2010; VEIGAS et al., 2007), é conhecida por azeitona preta,
jameldo, cereja, jaldo, jambu, murta, baga de feira, entre outros nomes (VIZZOTO; PEREIRA,
2008). Compreende cerca de 1100 especies com dois centros de dispersdo, nas Americas e
Austrélia é distribuido em regides tropicais e subtropicais (DIAS, 2017; SOUSA, 2010). Essa
fruta ndo suporta geada e pode se desenvolver em todo tipo de solo, desde que sejam profundos

e permeaveis. Cultivado no Brasil, 0 jambol&o é encontrado em regides de clima quente e imido
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como o norte, nordeste, nas areas quentes da regido sudeste e no sul do pais (DIAS, 2017
SOUSA, 2010; LOGUERCIO, 2004).

A arvore da espécie Syzygium cumini necessita de 40 anos para atingir o tamanho
méaximo, de 15 a 20 metros, possuindo ramifica¢Ges caulinares, sendo amplamente utilizada em
beiras de estradas, parques, jardins e bosques e cultivadas para quebra-vento, bem como na
beira de rios e tanques (LORENZI et al., 2003), oferecendo beleza e boa sombra (LI et al.,
2009). Seu fruto é pequeno, de forma ovoide, com uma casca fina e lustrosa, ficando roxo
escuro quando esta totalmente maduro e de polpa carnosa, pouco caldosa, envolvida de um
caro¢o unico. Em relacdo ao sabor, € agridoce, sendo um pouco adstringente, mas agradaveis
ao paladar. Ainda nos frutos, a presencga de antocianinas é a causa da coloracdo roxa, pigmentos,
com alta solubilidade em misturas aquosas (LI et al., 2009). Devido a acdo da polifenoloxidase
e consequente escurecimento enzimatico (FREITAS et al., 2008), essa pigmentacao na casca e
polpa desses frutos pode causar manchas permanentes nas roupas, pinturas dos automoveis e
pele (LI, 2009).

De acordo com a literatura essa espécie de Syzygium cumini apresenta alguns sinonimias
cientificas, dentre elas: Syzygium jambolanum D.C., Eugenia jambolana Lam., S.
caryophylifolium D.C., Eugenia cortisona Lour., E. frondosa Wall., E. caryophylifolia Lam.,
E. jambolifera Roxb., E. moorei Muell., E. obtusifolia Roxb., E. cumini Druce, Jambolifera
pedunculata Gaertn, E. glomerata Sieber, Calyptrantes caryophylifolia Willd, C. jambolana
Willd, C. cumini Pers. e Myrtus cumini L. (MIGLIATO et al., 2006).

Muitos estudos tém citado o jambol&o por possuirem diversas propriedades medicinais
em decorréncia da presenca de substancias denominadas fitoquimicas ou compostos
secundarios que sdo encontrados no jamboldo. As plantas produzem naturalmente estes
compostos com a finalidade de se protegerem de doencas, do ataque de pragas e como forma
de suportar as adversidades do ambiente (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Esté presente na semente do jambol&o o acido elagico, um polifenol que possui eficacia
na prevencgdo de doencas crnicas ndo transmissiveis. Esse polifenol é encontrado também no
mirtilo, no morango e na amora-preta. Os fitoquimicos, como os flavonoides (antocianinas, a
quercetina, a rutina, a mirecetina com seus glicosideos) e os taninos hidrolisaveis sao eficazes
na prevencdo de certas doencas (ANGELO; JORGE, 2007; VIZZOTTO; FETTER, 2009).
Esses compostos se destacam por apresentarem caracteristicas antioxidantes e
anticarcinogénicas.

As folhas do jambolao, assim como outras partes, possuem acao antidiabética, apresentando

funcdo hipoglicemiante, adquirindo as a¢des da insulina, melhorando os niveis glicémicos e
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influenciando no metabolismo e estoque de glicogénio hepético. Na literatura estudos indicam
que o extrato das sementes de jamboldo diminui os danos no tecido cerebral de ratos diabéticos e
ainda apresentam atividade antibacteriana e antifingica (GROVER; VATS; RATHI, 2000;
VIKRANT et al., 2001; AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012).
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4 METODOLOGIA

4.1 Local de pesquisa

A presente pesquisa foi realizada no Nucleo de Pesquisa e Extensdo e Alimentos
(NUPEA) e no Laboratério de Quimica Analitica Aplicada, ambos do Departamento de
Quimica — Centro de Ciéncias e Tecnologia (CCT), bem como nos Laboratérios de
Bioguimica e de Genética do Departamento de Biologia — Centro de Ciéncias Biologicas e
Salde, todos localizados no Campus | da Universidade Estadual da Paraiba - UEPB, no

municipio de Campina Grande — PB.

4.2 Matéria-prima

As matérias-primas empregadas no presente trabalho foram: leite em pd desnatado
(Molico®, Nestle®), soro de queijo Minas frescal, Nestlé, sacarose (acucar granulado
Estrela, Biosev), B-galactosidase (Prozyn® Lactase), cultura iniciadora de Streptococcus
thermophilus (TA40, DuPont), cultura nativa potencialmente probidtica de Lactobacillus
mucosae (CNPC 007, fornecida pela Embrapa Caprinos e Ovinos, Sobral, Ceard) e polpa
de jambol&do. A cultura nativa de L. mucosae CNPCO007, previamente isolada de leite de
cabra, foi caracterizada por De Moraes et al. (2017) para se conhecer seu potencial como
candidata a utilizacdo como probi6ticos. Tendo atendido os critérios analisados, a cultura
foi selecionada para a utilizagdo neste estudo.

4.3 Obtencao dos frutos e polpa de jamboléo

Os frutos do jamboldo foram obtidos no periodo da safra de 2017, no municipio de
Lagoa Seca-PB. Em seguida foram selecionados, pesados e entdo lavados em agua corrente,
posteriormente, higienizados em &gua clorada a 200 ppm por 30 minutos e escorridos. Logo
apos os frutos foram tiveram sua polpa e semente separados manualmente. A polpa do
jambolédo foi triturada em liquidificador doméstico, tratada termicamente a 85°C por 5
minutos, embalada em sacos de poliamida (nylon), selados e congelados em freezer

horizontal doméstico (—18°C).
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4.4 Obtencgéo do soro de queijo

O queijo Minas frescal utilizado para a obtencéo do soro foi produzido de acordo com a
metodologia de Florentino (1997) e com algumas adaptacfes descrita por Almeida (2016),
utilizando leite pasteurizado desnatado Cariri Light, coagulante Hannilase (Chr. Hansen, na
proporgédo recomendada por esse fabricante), e cloreto de calcio (0,25 g/L). Apds a coagulacéo
do queijo o soro foi acondicionado em sacos de poliamida (nylon) e armazenado a -18+ 3°C até

a sua utilizagéo.

4.5 Preparo da base lactea

Inicialmente o soro de queijo foi descongelado, e entdo passou por um tratamento
térmico a 85°C por 5 minutos para a completa inativacao das enzimas coagulantes. Em seguida,
adicionou-se agucar e leite em p6 desnatado, na propor¢do de 8g/100g cada. Sendo agitada até
estd completamente dissolvida, a mistura sofreu um tratamento térmico a 85°C durante 30
minutos. A base lactea ap0s seu tratamento térmico e resfriamento foi adicionada da enzima f3-
galactosidase, de acordo com as recomendacdes do fabricante e acondicionada durante 24 horas
sob refrigeracdo, a 4+1°C, para a hidrolise da lactose.

O teor de lactose na base lactea adicionada da enzima B-galactosidase foi determinado
na Embrapa Agroindustria de Alimentos (Rio de Janeiro, RJ), por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), obtendo-se valores abaixo do limite de deteccdo do método (menor que
100mg/100g), podendo assim ser considerada isenta de lactose segundo a legislagéo vigente
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

4.6 Fabricacdo de bebida lactea probiotica fermentada

Para a fabricacdo das bebidas lacteas com e sem lactose (controle e experimental,
respectivamente) utilizou-se a cultura de Streptococcus thermophilus (TA 40) na proporcao de
0,003¢/100g e a adicdo da cultura nativa de Lactobacillus mucosae (CNPC 007). As culturas
em ambos os tratamentos produzidos foram adicionadas as bases lacteas aquecidas previamente
a 43+2°C.

Em ambos os tratamentos, com e sem lactose, a cultura nativa foi multiplicada em quatro
tubos de ensaios estéreis, contendo 5mL de caldo de Man Rogosa Sharpe (MRS) cada, a 36°C

durante 24 horas. Esse processo ocorreu antes da adi¢ao as bases lacteas. Logo ap6s o término
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do tempo, a cultura foi agitada em vortex, distribuida em criotubos de 2mL e levada a
centrifigacdo, para que a cultura sedimentada fosse separada dos outros componentes. Com o
objetivo de recuperar a cultura, depois de descartado o sobrenadante, o precipitado foi lavado
com solucéo salina (0,85% m/v) por trés vezes para completa retirada do material usado para a
liofilizagdo e do caldo MRS. Os criotubos contendo a cultura foram armazenados sob
refrigeracdo até que fossem usados para a fermentacdo. Sendo o periodo méximo de
armazenamento até sete dias. Na fermentacao a proporcao utilizada foi de 4 criotubos para 1L
de base lactea.

A fermentacdo das bases lacteas dos tratamentos com e sem lactose ocorreu a temperatura
de 43+2°C até que a acidez estivesse superior a 0,7g de acido latico/100g, com duragdo de
aproximadamente 6 horas tendo em seguida a adicdo da polpa de fruta do jamboldo, na
proporcao de 15¢g/100g de produto final. Ambos os tratamentos foram elaborados em trés lotes
(triplicatas independentes). Em seguida, foram colocados em garrafas plasticas higienizadas de
150mL, armazenados a 4 +1°C e, ao completarem 1, 7, 14 e 21 dias, foram congelados a —18°C

para posterior realizacao das analises dos parametros de atividade antioxidante.

4.7 Preparacao das amostras para as analises

Os trés lotes das bases lacteas de cada tratamento foram analisados antes e apds a
fermentacdo (TO e TF, respectivamente) e as bebidas lacteas correspondentes foram analisadas
apos 1, 7, 14 e 21 de armazenamento (D1, D7, D14 e D21, respectivamente). Utilizando a
metodologia de Santos et al. (2017) com adaptacOes, preparou-se as amostras. Para cada
amostra foram preparadas 5 aliquotas pesadas em balanca analitica em criotubos de 2mL, com
aproximadamente 0,2500 g cada, formando um total de +1,2500g por amostra. Posteriormente,
no escuro, adicionou-se em cada aliquota 1 mL de metanol acidificado, preparado previamente
com uma proporcao de 100uL de &cido cloridrico P.A. para cada 1000 mL de metanol. Em
agitador de tubos voértex, foram homogeneizadas as amostras. Em seguida, os tubos com as
amostras cobertos com papel aluminio foram guardados sob refrigeracdo a 4°C por no minimo
12 horas, evitando a incidéncia de luz.

Ap0s o tempo de armazenamento, as amostras foram agitadas no vortex e centrifugadas
em centrifuga refrigerada Eppendorf (5810R, Eppendorf), na rotacdo de 13500 x g, por 5
minutos na temperatura de 4°C. Em seguida os sobrenadantes foram transferidos para bal6es
volumétricos de 10 mL e os precipitados passaram por duas lavagens seguidas. Na primeira, foi

adicionado 250 pL da solucao de metanol acidificado em cada criotubo contendo o precipitado
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da amostra. Estes criotubos foram levados para agitacao no vortex e centrifugados com a mesma
rotacdo, duracdo e temperatura inicial. Outra vez o sobrenadante foi transferido para o baldo
volumétrico. Na segunda lavagem o volume colocado em cada criotubo foi de 170pL e repetiu-
se 0 mesmo processo de modo a garantir o completo esgotamento da cor das amostras. Ao fim
das duas lavagens, os balGes foram aferidos com metanol acidificado e homogeneizados. Em
seguida foram retirados 1,5mL de cada bal&o e transferido para um novo criotubo, passando
por uma nova centrifugacdo com duracdo de 1 minuto. O sobrenadante resultante dessa etapa

foi utilizado para as andlises de fendlicos totais e atividade antioxidante.

4.8 Determinacdo de composto fendlicos totais

Conforme as orientacdes da metodologia de Santos et al. (2017), a analise de compostos
fendlicos totais ocorreu no escuro e em temperatura ambiente. Realizando algumas adaptacGes
da metodologia daqueles autores, em tubos cénicos de centrifuga de 15mL e utilizando o extrato
obtido nas centrifugacdes, foram colocados em sequéncia 60uL da amostra, 2.340uL de dgua
destilada e 150uL do reagente Folin — Ciocalteu (Sigma-Aldrich). Para a prepara¢édo da prova
controle utilizou-se 60uL. de metanol acidificado (na propor¢ao de 100mL de metanol para
94uL de acido cloridrico apenas para o controle) no lugar da amostra e seguiu-se 0 mesmo
procedimento. Depois de homogeneizados os contetdos dos tubos, estes ficaram em repouso
por 8 minutos e entdo se adicionou 450uL de uma solucdo aquosa de carbonato de sodio
(Na2.CO3z) a 30%. Mais uma vez os tubos foram agitados e, a seguir, permaneceram em repouso
durante 30 minutos. Ao final do tempo, leu-se a absorbéncia em espectrofotdmetro no

comprimento de onda de 750nm, previamente zerado com metanol acidificado.

4.9 Ensaio com DPPH

O método de avaliagdo do sequestro de radical livre DPPH foi realizado de acordo com a
metodologia de Rufino et al. (2007), com adaptacdes. Todo o procedimento foi realizado no
escuro e em temperatura ambiente. Preparou-se 25 mL da solucdo méde de DPPH 0,1 mM
pesando 0,0010g em balanca analitica, o qual foi diluido em alcool etilico P.A. Utilizou-se trés
tubos conicos de centrifuga para trés diferentes diluicdes de cada amostra, as quais foram:
2,95mL, 2,90mL e 2,80mL da solugcdo de DPPH e 0,05mL, 0,10mL e 0,20mL da amostra,
respectivamente. Para o preparo da prova controle também foram utilizados trés tubos conicos

com as mesmas medidas de solucdo de DPPH, substituindo as amostras por igual aliquota de
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etanol P.A. Logo apos a adigdo das amostras as leituras foram realizadas no espectrofotdmetro
em um comprimento de onda de 517 nm nos tempos 0 min, 30 min e 60 min (T0’, T30’ e T60’,
respectivamente). O espectrofotdmetro foi previamente zerado com etanol P.A. A atividade

antioxidante foi expressa em porcentagem de captacdo de radicais DPPH, conforme a Equacéo

(1):

(ABSCGOmin — ABSAGOmin) %100

% de sequestro de DPPH =
ABSCGOmin (1)

onde:
ABSCeo min: absorbancia do controle no tempo de 60 min;

ABSAgo min: absorbancia da amostra no tempo de 60 min.

Para o célculo da atividade antioxidante total foi preciso substituir a absorbancia
correspondente a 50% da concentracdo do DPPH, conforme a Equacéo (1), pelo y da Equacao
(2) para obter o resultado que representa a amostra necessaria para reduzir em 50% a
concentragéo inicial do radical DPPH (ECso):
y=—ax+b 2

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

x = ECsp (Mg/L).

Com o resultado foi possivel encontrar a capacidade antioxidante total, de acordo com a

equacao (3).

©)

Capacidade antioxidante total = {ECF’O (mg/L) X 1 }

1000 DPPH(g)

4.10 Analises estatisticas

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo. Para a analise estatistica,
os dados foram inicialmente analisados quanto a normalidade usando o teste de Shapiro-Wilk
e homogeneidade de variancias usando o teste de Bartlett. Uma vez que a normalidade e
homogeneidade de varidncias ndo foram confirmadas, os dados foram atraves de analise de

variancia ndo paramétrica de Friedman para as comparagdes entre os tempos e de Wilcoxon
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para a avaliacdo dos contrastes, bem como do teste de Mann-Whitney U para a comparacgao

entre os tratamentos em cada tempo, todos considerando p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Tabela 1 sdo apresentados os dados de fendlicos totais para os dois tratamentos de
bebidas lacteas estudadas. Verificou-se que ndo houve diferengas significativas entre as
bebidas lacteas com e sem adicdo de lactose durante 0 mesmo periodo de amostragem (p >
0,05).

Tabela 1 — Teor de fendlicos totais (mg Eq de &cido galico/100 g de amostra) obtidos para as
amostras de base lactea antes e apds a fermentacdo e nas bebidas lacteas durante o

armazenamento.

] Tratamentos
Periodo de Amostragem _
Com lactose (controle)  Sem lactose (experimental)

T0 17,45 +4,83 Aa 18,96 £3,12 Aa
TF 17,63 +2,37 Aa 16,96 +2,28 Aa
D1 35,45 £3,20 Ab 33,78 £2,51 Ab
D7 39,60 £3,96 Ab 33,71 £4,95 Ab
D14 39,41 +4,82 Ab 37,67 4,06 Ab
D21 43,62 7,71 Ab 41,74 +2,90 Ab

TO = inicio da fermentacdo; TF = término da fermentagdo; D1, D7, D14, D21 =1, 7, 14, 21 dias respectivos de
armazenamento;

A = letra mailscula igual na mesma linha ndo difere significativamente (p > 0,05) para um mesmo periodo de
amostragem, comparando os dois tratamentos;

a, b, ¢ = letras mindsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p < 0,05) para um mesmo
tratamento ao longo dos diferentes periodos de amostragem.

Fonte: dados da pesquisa.

As bases lacteas de ambos os tratamentos ndo diferiram significativamente quanto ao teor
de compostos fenolicos entre os tempos TO e TF, que correspondentes aos tempos antes e apos
a fermentacgdo, considerando o nivel de significancia de p > 0,05. Por outro lado, observa-se
que os tempos TO e TF de ambos os tratamentos diferiram significativamente de todos os
periodos de amostragem ao longo do armazenamento de suas bebidas lacteas resultantes (p <
0,05), evidenciando um aumento da concentracéo de fenolicos totais nas duas bebidas devido a
adicéo de polpa de jamboléo.

Bezerra (2015) obteve um teor de fendlicos de 79,5 mg GAE/Kg para um frozen

yogurt controle (preparado apenas com os starters Lactobacillus delbrueckii subsp.
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bulgaricus e S. thermophilus) com adic¢do de polpa de jambol&o e de 90,3 mg GAE/Kg para
o frozen yogurt com os starters do iogurte e o probidtico Bifidobacterium animalis subsp.
lactis BI-07 também com jamboldo. Esses resultados foram menores do que o apresentado
no presente estudo provavelmente em funcéo da diferenca da metodologia usada pela autora
naquele estudo que envolveu extracdo aquosa dos fenolicos do frozen yogurt, mesmo
contendo 25% de polpa em sua composi¢do. Nesse estudo foi realizada a extragdo com
solucdo de metanol de acidificado até o completo esgotamento da cor do produto.

Karaaslan et al. (2011) produziram um iogurte utilizando o extrato alcodlico de
diferentes variedades de uva e obtiveram um total de compostos fendlicos totais préximos
de 7,5 mg Eq AG/100g, sendo esses valores menores que os obtidos nesse estudo. Em
trabalho realizado com suco de morango concentrado e utilizado para produzir iogurte,
notou-se um aumento significativo das antocianinas (p < 0,05) de acordo com a proporcao
de suco de morango adicionado, evidenciou a influéncia direta do teor de compostos
fendlicos da fruta na concentracdo verificada no produto lacteo resultante (JASTER et al.,
2018).

Soares et al. (2008) obtiveram resultados do conteddo de fendlicos totais nas cascas
das cultivares de uvas ‘Isabel’ e ‘Nidgara’ de 219,56 a 1.242,78 mg/100g de peso seco,
respectivamente, sendo esses valores elevados quando comparados com aos obtidos nesse
trabalho pois se trata apenas da casca da fruta e ter sido apresentado em peso seco.

Em trabalho realizado por Llobera e Cafiellas (2006), com o bagaco de uvas vermelhas
variedade Manto Negro (Vitis vinifera), os teores médios de compostos fendlicos
observados foram 2,63 a 11,6 g Eq AG/100g peso seco/amostra. Estes valores sdo ainda
mais elevados pois se trata do bagago da fruta (que implica em casca e semente) e ter sido
apresentado em peso seco.

Com base nos dados apresentados na Tabela 2, observou-se que ndo houve diferenca
significativa entre as duas formulag6es em todos os periodos de amostragem no sequestro
de radicais DPPH (p > 0,05). Também ndo houve diferencas significativas entre os dias de

armazenamento das bebidas para nenhum dos tratamentos (p > 0,05).

Tabela 2 — Sequestro de radicais DPPH (%) obtido para as amostras de base lactea antes e

apos a fermentacdo e nas bebidas lacteas durante 0 armazenamento.
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] Tratamentos
Periodos de amostragem _
Com lactose (controle) Sem lactose (experimental)

T0 19,83 +2,40 Aa 13,69 +2,18Aa
TF 13,56 +5,31Aa 15,06 +4,04 Aa
D1 28,06 +2,20 Aa 34,48 £13,66 Ab
D7 32,02 +4,68 Aa 34,80 +14,98ADb
D14 36,57 +10,81 Aa 42,78 £7,97Ab
D21 38,58 +7,42Aa 34,40 £14,93 Ab

TO = inicio da fermentacdo; TF = término da fermentacdo; D1, D7, D14, D21 = 1, 7, 14, 21 dias respectivos de
armazenamento.

A,B letras maiusculas diferentes na mesma linha diferem significativamente (p < 0,05) para um mesmo periodo
de amostragem, comparando 0s dois tratamentos.

a, b, c letras mindsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p < 0,05) para um mesmo

tratamento ao longo dos diferentes periodos de amostragem.

Fonte: dados da pesquisa.

Por outro lado, apenas para o tratamento sem lactose os tempos TO e TF das bases lacteas
diferiram significativamente em relagcdo a captacdo de radicais livres de suas bebidas lacteas
resultantes nos dias D1, D7, D14 e D21 de armazenamento considerando o nivel de
significancia de p < 0,05. Sabe-se que as bactérias lacticas, especialmente os lactobacilos,
possuem um sistema enzimatico antioxidante, como o da superoxido dismutase, e também
podem produzir metabdlitos antioxidantes, como glutationa, folato e butirato (WANG et al.,
2017). Na bebida sem lactose os agucares (glicose e galactose) estdo prontamente disponiveis
para 0 uso pelas bactérias lacticas, ndo necessitando que elas realizem a sua hidrolise para a
fermentacdo. Dessa forma, as bactérias lacticas no tratamento sem lactose estariam mais
metabolicamente ativas, incluindo a producdo desses compostos antioxidantes. Ao adicionar a
polpa do jamboldo (D1) possivelmente hd um efeito aditivo do potencial antioxidante do
jamboldo com o potencial antioxidante das proprias bactérias lacticas, o que justificaria 0s
valores significativamente maiores de sequestro de radicais livres das bebidas lacteas até 21
dias comparado a TO e TF apenas para o tratamento sem lactose.

Osuntoki e Korie (2010), comparando a atividade antioxidante no soro de queijo
fermentado com cepas do género Lactobacillus (L. casei, L. delbrueckii, L. brevis, L. plantarum
e L. fermentum) isolados de alimentos fermentados nigerianos, verificaram efeitos

consideravelmente positivos da fermentacdo sobre a atividade antioxidante do soro, pois esta
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aumentou ao longo do periodo de fermentacdo de 24 horas, sendo o maior o efeito no produto
adicionado apenas de L. brevis, com uma captacao de radicais DPPH de 33,7%. Tais resultados
reforcam que os microrganismos do género Lactobacillus podem contribuir para o aumento da
capacidade antioxidante do soro lacteo, bem como de outros alimentos adicionados deste co-
produto. Apesar de somente ter havido aumento significativo de captacdo de DPPH na bebida
sem lactose comparando TF e D1, devido a adi¢do do jambol&o (p< 0,05), também é possivel
verificar uma tendéncia de aumento para o tratamento controle entre as bases e suas bebidas
lacteas resultantes.

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados de ECso para as bebidas com e sem lactose.

Tabela 3 — Valores de ECsq (g de bebida lactea/L de solugdo 0,1 mM DPPH) obtidos para as

amostras de base lactea antes e ap0s a fermentacao e nas bebidas lacteas durante o

armazenamento.
Tratamento
Tempo
Com lactose (controle)  Sem lactose (experimental)
TO 18,88 +0,68 Ad 26,55 +9,06Ac
TF 18,50 £1,41Ad 22,4 146,74 Ac
D1 14,22 +1,26 Ac 12,91 +3,38 Aab
D7 11,10 £1,89 Aab 14,27 £7,47Ab
D14 12,30 £3,18 Abc 9,00 £1,98Aa
D21 10,98 +1,56 Aa 12,20 £4,04 Aab

TO = inicio da fermentacdo; TF = término da fermentacdo; D1, D7, D14, D21 =1, 7, 14, 21 dias, respectivos de
armazenamento.

A, B letras maiGsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente (p < 0,05) para um mesmo periodo
de amostragem, comparando 0s dois tratamentos.

a, b, ¢, d, e letras minGsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p < 0,05) para um mesmo
tratamento ao longo dos diferentes periodos de amostragem.

Fonte: dados da pesquisa.

Os valores de ECsp nédo diferiram estatisticamente entre os tratamentos com e sem lactose
dentro de um mesmo periodo de amostragem avaliado considerando um nivel de significancia
de p > 0,05. Por outro lado foram verificados valores significativamente mais elevados entre as
bases lacteas e suas bebidas lacteas resultantes para ambos os tratamentos (p < 0,05). Tendo os
valores de ECso diminuido entre as bases lacteas e as bebidas com polpa, isto significa que

existiu uma maior captacdo dos radicais livres com a presenga do jambol&do, aumentando, dessa
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forma, o poder antioxidante do produto. Percebeu-se, ainda na Tabela 3 que durante o
armazenamento os valores de ECso obtidos para as bebidas lacteas sem e com lactose tenderam
a diminuir, apresentando reducdo significativa quando comparados D1 e D21 na bebida
controle, bem como entre D7 e D14 na bebida sem lactose (p < 0,05).

Na Tabela 4 sdo exibidos os valores referentes a capacidade antioxidante total.

Tabela 4 — Valores da capacidade antioxidante total (g de amostra/g de DPPH) obtidos para
as amostras de base lactea antes e apds a fermentacéo e nas bebidas lacteas durante

0 armazenamento.

Tratamentos
Tempo
Com lactose (controle) Sem lactose (experimental)
TO 953,77 41,61 Ad 1211,99 £239,27 Ad
TF 868,74 £60,16 Ac 930,77 258,55 Acd
D1 714,22 £97,29 Ab 676,44 £85,94 Ac
D7 555,42 £98,20 Aa 747,99 £359,40 Aabc
D14 716,70 £119,23 Bb 525,91 +82,03 Aa
D21 623,33 £56,88 Aa 604,52 £93,07 Ab

TO =inicio da fermentacdo; TF = término da fermentacdo; D1, D7, D14, D21 =1, 7, 14, 21 dias de armazenamento,
respectivamente.

A, B letras mailsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente (p < 0,05) para um mesmo periodo
de amostragem, comparando 0s dois tratamentos.

a, b, ¢, d, e letras minGsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p < 0,05) para um mesmo
tratamento ao longo dos diferentes periodos de amostragem.

Fonte: dados da pesquisa.

Considerando um mesmo periodo de amostragem, pode-se observar que nao ocorreram
diferencas estatisticamente significativas entre as bebidas com e sem lactose antes e depois da
fermentacdo e durante os 21 dias de armazenamento, com excec¢do os valores observados em
D14, sendo de 525,91 g de amostra/g de DPPH para a bebida sem lactose e 716,70 g de
amostra/g de DPPH para a com lactose. Nota-se que até o fim do periodo de 21 dias de
armazenamento para ambas as bebidas os valores da capacidade antioxidante total das amostras
foram significativamente menores que os observados em TO, havendo uma reducdo da
capacidade antioxidante de 50,13% para a bebida sem lactose e de 34,65% para a bebida com

lactose na comparacdo dos valores de TO com D21.
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Especificamente no tempo D14 observou-se na bebida sem lactose um valor
significativamente menor (p< 0.05) em relacdo a bebida com lactose, constatando maior
capacidade antioxidante para o tratamento sem lactose nesse dia. Esse resultado esta de acordo
com verificado no ECso neste dia, embora para aqueles ndo tenha havido diferencas
significativas entre ambas as bebidas.

Aaby et al. (2012) reforca a importancia do enriquecimento dos produtos lacteos
fermentados com polpas de frutas ricas em compostos bioativos para melhorar os beneficios de

salde deste produto.
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6 CONCLUSOES

A adicdo da polpa de jambolado proporcionou efeito positivo em relagdo ao teor de
fendlicos totais e ao potencial antioxidante da bebida lactea.

A adicdo da enzima [ galactosidase e consequente disponibilizagdo dos
monossacarideos glicose e galactose prontamente utilizaveis possivelmente influenciou o
metabolismo das bactérias laticas com a producdo de substancias também capazes de sequestrar
radicais livres, havendo um efeito aditivo a presenca da polpa de jambolao nas bebidas lacteas
sem lactose.

Destaca-se que a bebida controle também apresentou elevacdo de seu potencial
antioxidante pela adi¢do do fruto do jambol&o.

Dessa forma, as bebidas lacteas com e sem lactose produzidas com a polpa do jamboldo
serdo ricas em compostos fendlicos, podendo desempenhar beneficios ao consumidor através

de sua capacidade antioxidante.
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