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RESUMO

!Juliana Maria Svendsen Medeiros;
’Flavia Carolina Alonso Buriti

12 Universidade Estadual da Paraiba -
UEPB.'jumsvendsenm@gmail.com

O jambolao, espécie Syzygium cumini pertencente a familia Myrtaceae, ¢ um fruto rico em
compostos bioativos e outros antioxidantes, sendo consumido quase que totalmente na sua
forma in natura, ainda apresenta potencial para ser processado na forma de sucos, compotas,
doce, geleias, bebidas entre outros. Assim, o jamboldo pode ser utilizado em bebidas lacteas
como meio de reduzir seu custo de produgdo, melhorar seu valor nutritivo e suas
caracteristicas sensoriais, bem como também conferir funcionalidade a este produto.
Probidticos também tém sido inseridos, sobretudo, em produtos lacteos, observando-se que a
sobrevivéncia desses microrganismos pode ser melhorada por ingredientes ricos em
compostos fenolicos. Neste trabalho, o obejtivo foi avaliar o teor de compostos fenolicos, bem
como a capacidade antioxidante de bebida lactea isenta de lactose, fermentada com
Streptococcus thermophilus TA40, adicionada da cultura probidtica Lactobacillus casei
BGP93 e polpa de jamboldo. Esta bebida foi comparada a uma formulacdo controle, sem o
microrganismo probiodtico, e com as bases lacteas antes e apos a fermentagdo, anteriormente a
adi¢do da polpa de jambolao. Observou-se que a polpa de jamboldo foi responsavel pelo
aumento do teor de fenolicos totais e sequestro de DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila) dos
produtos finais quando se comparou as bebidas lacteas fermentadas prontas (controle e
probidtica) com as respectivas bases lacteas antes e ap6s a fermentagdo. Foi observado
também que a bebida contendo S. thermophilus e o probiodtico L. casei apresentou maior
sequestro de DPPH, quando comparada a bebida controle apenas com S. thermophilus. Pode-
se dizer, portanto, que o microrganismo probiotico melhorou a qualidade da capacidade
antioxidante da bebida lactea.

Palavras-chave: Compostos fenolicos. Probioticos. Atividade antioxidante. Syzygium cumini.



ABSTRACT

!Juliana Maria Svendsen Medeiros; “Flavia
Carolina Alonso Buriti
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The jambolan, a species Syzygium cumini belonging to the family Myrtaceae, is a fruit rich in
bioactive compounds and other antioxidants, being consumed almost totally in its in natura
form. This fruit also has potential to be processed in the form of juices, jams, pastes, jellies,
beverages among others. Thus, the jambolan can be used in dairy drinks to reduce their cost
of production, improving its nutritional value and its sensorial characteristics, as well as to
confer functionality to this product. Probiotics have also been added mainly in dairy products,
observing that the survival of these microorganisms can be improved by ingredients rich in
phenolic compounds. The objective of this study was to evaluate the phenolic compounds
content, as well as the antioxidant capacity of lactose-free dairy beverage fermented with
Streptococcus thermophilus TA40, also added with the probiotic culture Lactobacillus casei
BGP93 and jambolan pulp. This beverage was compared to a control formulation, without the
probiotic microorganism, and also with the dairy bases before and after fermentation, prior to
the addition of the jambolan pulp. It was observed that the jambolan pulp was responsible for
increasing the total phenolic content and 1,1-dipheny-2-picrylhydrazyl (DPPH) scavenging
capacity of the final products when compared with the ready-made fermented dairy beverage
(control and probiotics) with the respective dairy bases before and after fermentation. It was
also observed that the beverage containing S. thermophilus and the probiotic L. casei showed
higher DPPH scavenging capacity when compared to the control trial with only S.
thermophilus. In conclusion, the probiotic micro-organism resulted in a quality improvement
of the antioxidant capacity of the dairy beverage.

Key-words: Phenolic compounds. Probiotics. Antioxidant capacity. Syzygium cumini.



TINTRODUGAO...........coooioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e oo 8
2 FUNDAMENTACAO TEORICA ..o 10
20 SYSYZIUNL CURIRI ...ttt sttt enee 10
2.2 Compostos DIOAtIVOS .............ccooiiiiiiiiiiiieeeee e 11
2.2.1 COMPOSLOS fENOLICOS ....vveveeveeeiieeiieieeeeieee ettt ettt e s et e enaessaenseessenseenseensensaens 12
2.2.1.1 FIAVONOIACS. ... ceneieiieiiieiiesieeie ettt ettt ettt ettt e s s e e esaesseesseeneenseeenee 14
2.2.1.2 ANEOCIANINGS ..ottt ettt ettt ettt et e et e bt ente e st e bt enteeseeseensesneeseenee 14
2.2.13 Taninos ........................................................................................................................ 15
2.2.1.4 ACIAOS fENOLICOS. ...coueiiiiiieieeeeeee ettt et e 15
2.3 RAAICAIS LIVIES......ooiiiiiiiiiiiieiceeee ettt sttt 16
2.3 1 DPPH.....oouioiieieeeeeee ettt ettt b bbb teeneeaeeaeens 17
2.4 Alimentos fUNCIONAIS. ...........cccooouiiiiiiiiiiii ettt e 17
2.4 1 PFODIOTICOS ......veeeueeeeeetieeieeeieeeteeeiteete e et e e aeestte s ae e s taaebeessaessbaessbaesbeessseessaessseenseesssens 2an 19
2.4.2 80170 A LOILe.........cceeeeeeeeeeeeee ettt et ettt ettt aavaan 20
2.4.3 Bebida lActea fEerMeNtAUa...................ccueecueeecueeiieeeiiieieesiieecieesteeieestieeseeseesseesreessaeeseens 21
2.5 Produtos lacteos para intolerantes a lactose.................ccccooiiiininiiniiniiiins e 22
SOBIETIVOS ...ttt ettt ettt sttt et saeenae e 23
3. ODJEtivo Geral.........cc.ooiiiiiiieie ettt ae e 23
3.2 Objetivos eSPeCifiCos...........c.c.coiiiiiiiiiiiiiiic e 23
4 METODOLOGIA ...ttt ettt ettt et ettt e neenaeenes 24
4.1 Local da PeSQUISA...........c.ooiuiiiiiiiieie ettt ettt sttt et eete et eenbeeaeeas 24
4.2 MAterias-PIiIAS .........cccoooiiiiiiiiiieiieiiee ettt ee et ertte et e ettesebeesteesabeebeesaseeseesaseenseasnseenseens 24
4.3 Obtencao dos frutos e polpa de jambol2o .....................coccoiiiiiiiiiniin 24
4.4 Obtencao do SOro do qUEIJO ............oceoiiiiiiiiiiieee e 24
4.5 Preaparo da base LActea ...................oooiiiiiiiiiiiiiee e 25
4.6 Hidrolise da lactose da bebida Iactea. ..................cocooiiiiiiiiiiiiince, 25
4.7 Fabricacao de bebidas lacteas probidticas fermentadas sem lactose........................... 25
4.8 Periodo de amOSEraAGeI.............cc.oiiiiiiiiiiiieiieieeee ettt sttt st 26
4.9 Preparaco das amOSTIAS ............ooouiiiiiiiiiiiie ittt ettt eeete et e teeaeeenneeaee s 26
4.10 Determinacio de compostos fenolicos totais..................ccooeiiiiiiiiiiiniieniis v, 27
4.11 Determinacao da atividade antioxidante total pela captura do radical livire DPPH ......... 28
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ........oooiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 29
6 CONCLUSAD.........ooimiiriieiie sttt 34

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..., 35



1. INTRODUCAO

O jamboldo (espécie Syzygium cumini) é um fruto originario da India, pertence a
familia Myrtaceae e no Brasil, tem como época de safra os meses de dezembro a fevereiro
(COSTA et al.,2013). A fruta ¢ consumida quase que totalmente na sua forma in natura, nao
sendo tdo aproveitada do ponto de vista industrial no Brasil, o que acaba acarretando em um
grande desperdicio desse alimento. No entanto, o jamboldo apresenta potencial para ser
processado na forma de sucos, compotas, doce, geleias, entre outros. Sabe-se também que,
tanto o fruto como as outras partes da arvore sao utilizadas na medicina popular (BALIGA et
al., 2011; SOARES, 2013).

Alimentos que tém compostos fenolicos e outros antioxidantes (como acido ascorbico
e carotenoides) em abundancia na sua composicdo quimica tém demonstrado diversos
beneficios a satde, o que aumentou a procura por novas espécies de plantas que possuam essa
propriedade, e outra atividade biologica complementar relevante (CESPEDES et al., 2008;
EFRAIM, ALVES, JARDIM, 2011; FLOEGEL et al., 2011; SANTOS, 2015). O jambolao
pode ser avaliado como uma fonte enorme de compostos fenolicos da dieta, dos quais se
distinguem mais de 4000 estruturas com atividades biologicas (EVERETTE et al., 2010;
SOARES, 2015).

Muitas pesquisas vém sendo realizadas com intuito de identificar o consumo de novos
compostos bioativos e a determinacdo de bases cientificas para comprovar as argumentacgoes
de propriedades funcionais dos alimentos (SEOLIN et al., 2013; SOARES, 2015). O mercado
de bebidas tem apresentado um crescimento constante e tendéncia de aumento do consumo de
alimentos mais saudaveis e funcionais, visando a prevengao contra doencas (MONTEIRO,
2006; SOARES, 2015).

A ingestdo de alimentos ¢ o principal veiculo de probidticos (micro-organismos vivos,
bactérias e/ou leveduras, que podem trazer beneficios a saude) e por isso devem ser incluidos
na dieta didria dos consumidores. Dentre os alimentos, os produtos lacteos funcionais sdao
considerados meios ideais para introducdo desses probidticos, merecendo destaque os
iogurtes, queijos, sorvetes, sobremesas ¢ bebidas lacteas fermentadas (RANADHEERA,
BAINES, ADAMS, 2010).

As bebidas lacteas, pela legislacdo brasileira, t€m como definicdo: o produto lacteo
obtido da mistura do leite e soro lacteo adicionado ou nao de produtos ou substancias
alimenticias (BRASIL, 2005). Assim, a adi¢ao de soro, bactérias probioticas e prebioticos a

uma bebida lactea pode resultar em um alimento funcional, se tornando uma nova alternativa



para a industria de laticinios e para os consumidores interessados em uma dieta saudavel e
nutritiva, aliado a um produto com novas caracteristicas sensoriais (CASTRO et al., 2009).

No Brasil, a producdo de bebida lactea ¢ uma das principais formas de aproveitamento
do soro de queijo. As mais comercializadas sdo as bebidas fermentadas, que mostram
caracteristicas  sensoriais semelhantes ao iogurte (CALDEIRA et al, 2010).
Complementarmente, o teor de lactose e outros nutrientes presentes no soro, fazem desse
subproduto uma matéria-prima potencial para o cultivo de microrganismos probioticos,
viabilizando a producdo de bebidas lacteas fermentadas funcionais (SIQUEIRA;
MACHADO; SATAMFORD, 2013).

No entanto, existe uma populacdo intolerante a lactose, que ¢ uma condi¢do da mucosa
intestinal (intestino delgado) que impossibilita a digestdo da lactose e absor¢do deste
carboidrato na dieta, sendo causada por baixa atividade ou baixa sintese da enzima B-D-
galactosidase, geralmente conhecida como lactase (PEREIRA, FURLAN, 2004; OLIVEIRA,
2013).

Segundo Sun-Waterhouse et al. (2013), a introducdo de polifendis em produtos lacteos
fermentados ¢ uma abordagem pertinente e acessivel para aumentar a ingestao diaria desses
compostos bioativos. Sendo assim, o presente trabalho tem como interesse aplicar o uso do
jamboldo e uma cultura potencialmente probidtica no preparo de bebida lactea fermentada
isenta de lactose, bem como detalhar a concentracdo de compostos fenolicos e atividade

antioxidante da bebida.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Sygyzium cumini (jambolao)

O jamboldo, Syzygium cumini, pertence a familia Myrtaceae. Originario da Asia
tropical, especificamente na India, é também denominado de Eugenia jambolana ou Eugenia
cumini (ARAUJO, 2014; AYYANAR, BABU, 2012;). As mirtdceas no Brasil apresentam
cerca de 26 géneros e 1000 espécies (SOUZA; LORENZI, 2008). Dentre os géneros mais
recorrentes no Brasil, destacam-se por uma maior diversidade os géneros Eugenia, com 1000
espécies (MERWE et al., 2005), o género Myrcia com 300 espécies e o género Psidium
composto de 100 espécies (JUDD et al., 2007; PIERI, 2012).

No Brasil pode ser conhecida popularmente por azeitona preta, jamelao, cereja, jalao,
kambol, jambu, azeitona-do-nordeste, ameixa roxa, murta, baga de freira, guap€, jambui,
azeitona-da-terra, entre outros nomes (ARAUJO, 2014; VIZZOTO; PEREIRA, 2008). A
arvore comega a florescer entre os meses de setembro e novembro, € o seu fruto, jambolao,
tem a safra abundantemente nos meses de dezembro a fevereiro (OLIVEIRA, AKISUE, 2000;
ALBERTON et al., 2001).

E uma arvore perenifolia, de grande porte, tendo a copa frondosa e densa, medindo
aproximadamente entre 15 a 20 metros de altura, com tronco na maioria das vezes tortuoso
(RUFINO, 2007; SOUSA, 2012). E uma planta ristica e se desenvolve bem no clima quente e
umido, por isso, adapta-se em qualquer tipo de solo (DONADIO, 2007; SOUSA, 2012). As
folhas sdo simples, coridceas, glabras, aromadticas, lustrosas, variando de 8 a 14 cm de
comprimento, com a nervura principal em destaque e o peciolo de 1 a 3 cm, e as flores
apresentam coloragdo de branca a creme (AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012; SOUSA,
2012).

O fruto ¢ pequeno, com forma elipsoide, que adquire coloragdo roxa escura quando
completamente maduro, tendo pele fina, lustrosa e aderente. Sua polpa, também roxa, ¢
carnosa ¢ envolve apenas uma Unica grande semente. Na época da safra, as arvores ficam
carregadas de frutos, ¢ quando maduros despencam e acabam se acumulando no solo (SA,
2008; SOUSA, 2012).

As sementes apresentam em sua composi¢do alcaldides, como a jambosina, e
glicosideos, como a jambolina e a antimelina (AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012;

SOARES, 2013). Elas vém sendo estudadas por serem ricas em flavonoides, compostos
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conhecidos por sua capacidade antioxidante, que agem na captura de radicais livres e
protegem as enzimas antioxidantes das células (RAVI et al., 2004; SOARES, 2013).

A composicao quimica de frutas e hortaligas apresenta varios componentes, 0s quais
sdo responsaveis pelas caracteristicas de cor, de sabor e de aroma, além dos efeitos
nutricionais e nutracéuticos. Os vegetais possuem metabolitos de dois tipos: primarios e
secundarios. Os metabolitos primarios respondem pela sobrevivéncia do vegetal, exercendo
fungdo nos processos de fotossintese, respiracao e assimilagdo de nutrientes; ja os metabolitos
secunddrios estdo associados diretamente as estratégias de defesa das plantas, sendo os
principais divididos em trés grupos de acordo com sua rota biossintética: terpenos, compostos
fenodlicos e compostos contendo nitrogénio (SILVA et al., 2010; SOARES, 2015).

Entre alguns dos componentes mais importantes presentes no jambolao, incluem-se a
agua, pigmentos antocidnicos, vitaminas, minerais € outros componentes resultantes do
metabolismo secundario, denominados fitoquimicos. Sdo estas substancias, naturalmente
sintetizadas pelas plantas, que fornecem prote¢do contra o ataque de pragas e doencas, e
também auxiliam a aguentar condigdes adversas do ambiente (SA, 2008; SOUSA 2012).

Além de exercer essa fungdo protetora na planta, esses compostos possuem algumas
propriedades farmacologicas, sendo muito utilizado na medicina popular (SOUSA, 2012;
VIZZOTO; PEREIRA, SANTOS, 2015) por ter agdo hipoglicemiante, antimicrobiana,
hipotensiva, diurética, cardiotOnica, antiinflamatoria, antiemética, estimulante do sistema
nervoso central, antipirética, anticonvulsivante, anti-hemorragica e antiescorbutica
(CHAUDHARY; MUKHOPADHYAY, 2012, SANTOS, 2015).

Além do uso medicinal, o jamboldo e outras partes da planta podem ser também
utilizados na cosmetologia e/ou industria alimenticia (SA, 2008; SOUSA, 2012). Na
cosmetologia, se utiliza principalmente as folhas, das quais ¢ possivel obter os oleos
essenciais, e a fragrancia ¢ normalmente incorporada a sabdes e/ou a outras substancias na
producdo de perfumes. J4 na indudstria de alimentos o fruto ¢ a principal matéria prima ,
podendo ser usado como ingrediente em varios produtos, por exemplo, doces, geleias, sucos e
bebidas como vinho, produtos que se encontram facilmente no mercado asidtico, ¢ que vém

sendo explorados no Brasil (CHAUDHARY; MUKHOPADHYAY, 2012; SOUSA, 2012).

2.2 Compostos bioativos

Compostos bioativos integram varios compostos que se diferenciam amplamente em

estrutura quimica (esterdis de vegetais, carotenoides, indois e compostos fendlicos, por
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exemplo) e, sendo assim, na fungdo biologica. Contudo, existem caracteristicas
compartilhadas: fazem parte de alimentos do reino vegetal, sdo substancias organicas,

normalmente de baixa massa molecular, € ndo sdo necessarios nem produzidos pelo
organismo humano (HORST; LAJOLO, 2009; SAMPAIO, 2015).

Essas substancias tém chamado a atenc¢ao dos cientistas, especialmente, pela eficiéncia
em proteger o organismo dos danos gerados por radicais livres, atuando, assim, na prevengao
de doengas produzidas como resultado do estresse oxidativo. De acordo com Manach et al.
(2004) e Sampaio (2015), estudos com enfoque, principalmente, em uma dieta rica em
alimentos de origem vegetal propdem que esses sdo capazes de desempenhar influéncia na
reducdo do risco de desenvolvimento de doengas cronicas ndo transmissiveis, como
cardiovasculares, canceres, distirbios metabolicos, doengas neurodegenerativas e

enfermidades inflamatorias.

2.2.1 Compostos fenolicos

Os polifendis sdo os compostos mais difundidos no reino vegetal, dentre todos os
metabolitos secundarios produzidos pelas plantas. Tém como caracteristica apresentar pelo
menos um anel aromatico com um ou mais grupamento hidroxila. Sdo biossintetizados a
partir da via dos fenilpropandides e sdo normalmente conjugados com agUcares, outros
fenolicos e/ou poliamidas (SOARES, 2013; TORRAS-CLAVERIA et al., 2012). Esses
compostos, mesmo nao sendo classificados atualmente como nutrientes, t€ém ganhado bastante
atengdo por causa de sua atividade biologica, visto que estudos propdem que os alimentos
vegetais integram compostos metabolicos secundarios, que quando ingeridos, constantemente
através da dieta, mostram efeitos benéficos a saude, dentre os quais os de antiinflamatorio,
antioxidante, antimicrobiano, analgésico e vasodilatador (EFRAIM; ALVES; JARDIM, 2011;
SANTOS, 2015).

Entre as potenciais propriedades medicinais do jamboldo, a maioria esta
correlacionada a atividade antioxidante, que ¢ citada como decorrente da presenca de
compostos fenolicos ja identificados, como ¢ o caso de acidos fenodlicos, como o acido
elagico, os flavonoides, como a quercitina ¢ a rutina, ¢ antocianinas, como a delfinidina-3-
glicosideo, a petunidina-3-glicosideo e a malvidina-3-glicosideo (LIMA et al, 2007
REYNERTSON et al., 2008; VEIGAS et al., 2007).



13

Antocianidinas Calequinas - Flavondis
]
O _ O |
T Q
O |
0 0
Flavanonas Flavonas Isoflavonas
0. S B 0
Q i
Figura [, Fsrrsture gputmmice oy pemcipas o e Plav v ipe il s

Fonte: http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-40422008000500051

Com relacdo as substancias antioxidantes, elas podem operar em diferentes categorias
na protecdo do organismo. O primeiro mecanismo de defesa contra radicais livres ¢
impossibilitar sua formacao, especialmente pela inibigao das reagdes em cadeia com o ferro e
o cobre. Os antioxidantes sdo aptos a deter os radicais livres causados pelo metabolismo
celular ou por fontes exdgenas, evitando o ataque sobre os lipideos, os aminoacidos das
proteinas, a dupla ligacdo dos acidos graxos poliinsaturados e as bases do DNA, impedindo a
geracdo de lesdes e a perda da integridade celular (ABRAHAO, 2007; PEREIRA, 2011).

Outro mecanismo de protegdo ¢ a restauracao das lesoes causadas pelos radicais. Esse
processo ¢ semelhante a extragdo de danos da molécula de DNA e a recomposi¢cdo das
membranas celulares lesadas. Em determinadas situacdes pode acontecer uma adequacdo do
organismo em resposta a producdo desses radicais com o crescimento da sintese de enzimas
antioxidantes (BIANCHI; ANTUNES, 1999; PEREIRA, 2011).

Em conjunto com terpenoides e alcaloides, os compostos fenolicos correspondem aos
principais grupamentos de metabolitos secundarios de plantas, dos quais as fun¢des ndo estao
diretamente associadas a fotossintese, respiracdo, crescimento ou desenvolvimento do
organismo (metabolitos primarios), € sim no seu sistema de defesa (CROZIER, 2003;
SOARES, 2015). Podem ser classificados em dois grupos: os flavonoides e os nao
flavonoides. Os flavonodides, que possuem a maior classe de fendlicos vegetais, apresentam
em sua estrutura quimica dois anéis aromaticos unidos por um heterociclo oxigenado
(BARCIA, 2009); dependendo do grau de hidrogenagdo ¢ da substituicdo do heterociclo,
diferenciam-se em flavanois, flavonas, flavonois, flavanonas, antocianinas, antocianidinas e

isoflavonoides (KARAKAYA, 2004).
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2.2.1.1 Flavonoides

A atividade bioquimica dos flavondides e de seus metabolitos ¢ consequéncia da
estrutura quimica e da orientagdo relativa dos grupamentos na molécula. Nas plantas, os
flavonodides desempenham a funcdo de absorver a radiacdo UV nociva que pode provocar um
dano celular (SOARES, 2013;TAKAHASHI, OHNISHI, 2004).

Nos seres humanos, os flavonoéides sdo citados por determinarem efeitos benéficos em
algumas doengas incluindo cancer, desordens neurodegenerativas e doengas cardiovasculares.
Viarias agdes biologicas dos flavonoides sdo conhecidas por conferir propriedades
antioxidantes, através da capacidade de reducdo, doacdo de hidrogénio e influéncia no estado
redox intracelular. (HUSAIN et al., 1987; SOARES, 2013; WILLIAMS et al., 2004).

Eles sdo altamente metabolizados in vivo, gerando uma consideravel alteracao no seu
potencial redox. Desse modo, estudos revelam que independente da capacidade antioxidante,
os flavondides podem atuar do mesmo modo na cascata de sinalizacdo de varias proteinas
quinases e lipidios quinases, o que pode ter relagdo com os efeitos benéficos destes compostos
(SOARES, 2013; WILLIAMS et al., 2004).

2.2.1.2 Antocianinas

A palavra antocianina ¢ derivada de duas palavras gregas: anthos (flor) e kyanos
(azul). Estes compostos estdo entre os pigmentos flavonoides de maior disposi¢ao no reino
vegetal e sdo responsaveis pelas cores nas plantas, como azul, roxo, violeta, magenta,
vermelho e laranja. Sdo encontradas em frutas comestiveis, vegetais folhosos, raizes,
tubérculos, bulbos, ervas, temperos, legumes, cha, café¢ e vinho tinto (DAMODARAN et al.,
2010). Esses pigmentos apresentam a eficicia de captar radicais livres (atividade
antioxidante), como também efeitos na prevencao de doengas cardiovasculares e circulatorias,
cancerigenas , entre outras (KATSUBE et al., 2003; SOARES, 2015; STOCLET et al., 2004)

Como ja mencionado, as antocianinas sdo compostos naturais aptos a agir como
antioxidantes. Essa competéncia ¢ regulada por suas diferengas na estrutura quimica, dado
que varia a posicdo e os tipos de grupamentos quimicos em seus anéis aromaticos,
consequentemente, a capacidade de aceitar elétrons desemparelhados de moléculas de radicais
varia da mesma forma. Importante lembrar que seu potencial antioxidante ¢ dependente do

numero e da posicao dos grupos hidroxilas e sua conjugacao, do mesmo jeito que da presenca
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de elétrons doadores no anel da estrutura, devido a eficiéncia que o grupo aromatico dispde de
suportar o desemparelhamento de elétrons (SANTOS, 2015; VOLP et al., 2008).

Com relagdo a presenca de bioativos no jambolao, Veigas et al. (2007) e Soares (2015)
constataram em seus estudos a presenca de grandes teores de antocianinas. Esses resultados
insinuam que a atividade antioxidante do extrato de jamboldo, junto ao enorme potencial
corante do mesmo, com caracteristicas necessarias de solubilidade e estabilidade, poderia
levar a agregacdo de extrato como aditivo natural para ser utilizado em alimentos e em

formulagdes farmacéuticas.

2.2.1.3 Taninos

Os taninos sdo relevantes componentes gustativos, responsaveis pela adstringéncia de
alguns frutos e produtos vegetais, sdo soliiveis em agua, possuindo massa molecular entre 500
e 3000 Da, mas podem gerar complexos insoluveis em agua com alcalodides, gelatina e outras
proteinas. Os mecanismos de agdo dos taninos no organismo estdo associados a trés
propriedades: a complexagdo com ions metalicos (ferro, manganés, vanadio, cobre, aluminio,
calcio, entre outros), a atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres, e a
capacidade de complexar com macromoléculas, tais como proteinas e polissacarideos
(NIEMETZ, GROSS, 2005; PEREIRA, 2011; SIMOES et al., 2007).

No organismo humano operam como antioxidante, anti-séptico, cicatrizante e
vasoconstritor. Porém, em excesso, podem restringir consideravelmente a biodisponibilidade
mineral e a digestibilidade protéica de uma refeicao (COZZOLINO, 2009; HASLAM, 1996;
PEREIRA, 2011).

Estas moléculas sao divididas em dois grupos principais: taninos hidrolisaveis e
taninos nao-hidrolisdveis (ou condensados). Os taninos hidrolisaveis sdo facilmente
hidrolisados com 4cidos, bases ou enzimas. O 4cido tanico, tanino hidrolisavel mais popular,
pode ser esterificado com cinco unidades de 4cido galico. Os taninos condensados ndo sao
espontanecamente hidrolisados com tratamento com acido, ¢ estabelecem a fragdo fenolica

mais importante responsavel pelas caracteristicas de adstringéncia dos frutos (GIADA, 2013).

2.2.1.4 Acidos fenolicos

Os acidos fenolicos sdo integrantes funcionais dos frutos, podendo constituir quase de

um terco dos compostos fenodlicos da alimentagdo humana. Além de impossibilitar a geragao
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de radicais livres e inutilizar espécies radicalares, certas vezes trabalham como quelantes de
metais, operando tanto na etapa de iniciagdo como na disseminacdo do processo oxidativo e,
consequentemente, prevenindo danos ao DNA (GRUZ et al., 2011; RAMALHO; JORGE,
2006).

Esses acidos possuem dois grupos principais, o acido hidroxibenzoico e acido
hidroxicindmico, ambos provenientes de dcidos ndo fenolicos: benzodico e cinamico,
respectivamente. Quimicamente, estes compostos apresentam ao menos um anel aromatico
em que pelo menos um atomo de hidrogénio ¢ trocado por um grupamento hidroxila
(GIADA, 2013; HELENO et al., 2015).

Os 4cidos hidroxibenzodicos sao os mais simples encontrados na natureza, tendo como
mais importantes: galico, p-hidroxibenzoico, protocatequinico, vanilico, sirigico, gentisico e
salicilico. Dentre os 4cidos hidroxicindmicos, o p-cumarico, fertlico, cafeico e sinapico sao os

mais comuns na natureza (GIADA, 2013; SAMPAIO, 2015).

2.3 Radicais livres

Radical livre (RL) ¢ todo atomo ou molécula que apresenta elétrons ndo pareados na
camada externa. Sao intermedidrios inconstantes que se proliferam em cascata, possuem uma
vida média bastante curta e podem ser impedidos de dois modos: pela acdo dos agentes
antioxidantes endogenos e/ou exodgenos, ou pelo mecanismo de oxidorreducao (OLSZEWER,
2008; PEREIRA, 2011).

Os RL cujo elétron localiza-se entre os atomos de oxigénio ou nitrogénio sao
chamados, respectivamente, de espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species, ROS)
e espécies reativas de nitrogénio (reactive nitrogen species, RNS). No organismo estdo
relacionados com a producdo de adenosina trifosfato (ATP), fagocitose, regulacdo do
crescimento celular, entre outros (ABRAHAO, 2007; PEREIRA, 2011).

A sintese de RL acontece espontaneamente como um processo fisiologico. Toda via,
em algumas condi¢des, pode haver aumento na producdo de ROS, gerando um estresse
oxidativo, durante o qual algumas destas espécies reativas, tais como o radical superoxido
(Oz°), radical hidroxil (OHe) e peroxido de hidrogénio (H20:2), podem ocasionar danos ao
organismo como a lipoperoxidacdo de lipidios insaturados das membranas celulares
(LEMOS, 2006; PEREIRA 2011).

Os RL, por serem bastante reativos e instaveis, envolvem-se em reagdes com

substdncias quimicas organicas e inorganicas, proteinas, lipideos, carboidratos,
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principalmente moléculas significativas nas membranas celulares e dcidos nucléicos
(LEMOS, 2006; PEREIRA 2011).

Nos ultimos anos, uma quantidade consideravel de evidéncias tem apontado o papel
chave dos radicais livres e outros oxidantes como grandes responséaveis pelo envelhecimento,
pelas doengas auto-imunes e doengas infecciosas e/ou inflamatorias e pelas doencas
degenerativas, como cancer, doencas cardiovasculares, hepatopatias, catarata, declinio do
sistema imune e disfungdes cerebrais (ABRAHAO, 2007; ATOUI et al., 2005; PEREIRA,
2011).

2.3.1 DPPH

Para avaliar atividade antioxidante utilizando DPPH se observa a capacidade do
radical livre estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazil em reagir com substancias doadoras de H
(DPPH’ + [AH]n—DPPH-H + [A’]n), como por exemplo, os compostos fenolicos, sendo um
método bastante empregado (FERREIRA, 2009; MENSOR et al, 200; SANCHEZ-
MORENO et al., 1998).

Esse novo radical formado (A") pode seguir a interacdo radical-radical para formar
moléculas estaveis, a partir da colisdo de radicais com a abstra¢cdo de um atomo de um radical
para outro (DPPH" + A'>DPPH" -A; A+ A'—>A-A), ainda que essas reacdes secundarias
sejam mais dificeis. O consumo de DPPH’ pode ser um indice para avaliar a capacidade
antioxidante na captura de radicais livres presentes no meio.

No ensaio espectrofotométrico, a absorbancia em 517 nm (nandmetros) resulta em
uma diminui¢do como um resultado da mudanca na coloragdo violeta para amarelo, visto que
o radical ¢ capturado por antioxidantes presentes na amostra através da doagdo de um atomo
de H para formar a molécula estavel DPPH-H (ESPIN et al., 2000; FERREIRA, 2009).

2.4 Alimentos funcionais

Os alimentos funcionais podem ser definidos como sendo aqueles alimentos que
beneficiam uma ou mais fungdes organicas, além da nutricdo basica, colaborando para
melhorar o estado de satide e bem-estar e reduzir o risco de doencas (DIPLOCK et al., 1999;
ZERBIELLI, 2014). Sao consumidos em dietas convencionais, mas apresentam capacidade de

regular fungdes corporais de forma a auxiliar na protecao contra doencas como hipertensao,
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diabetes, cancer, osteoporose e coronariopatias (SOUZA, NETO, MAIA, 2003; ZERBIELLI,
2014).

Representacdes que afirmem ou sugiram a existéncia de uma relacdo entre o consumo
de determinado alimento ou seu constituinte e a satde podem ser veiculadas quando forem
atendidas as diretrizes bdsicas para comprovagdo de propriedades funcionais ou de saude
estabelecidas na Resolugdo n. 18, de 30 de abril de 1999. Além da seguranca do alimento,
essas diretrizes visam que as alegagdes sejam comprovadas cientificamente e ndo induzam o
consumidor ao engano. As alegacdes podem descrever o papel fisiologico do nutriente ou ndo
nutriente no crescimento, desenvolvimento e nas fungdes normais do organismo. As alegacgoes
podem, ainda, fazer referéncia a manutencao geral da satde e a reducdo do risco de doengas
(ANVISA, 2016).

Propriedade funcional sdo aquelas que descrevem o papel metabolico ou fisiologico
que o nutriente ou outros constituintes (ex. substancias bioativas emicrorganismos) possuem
no crescimento, desenvolvimento, manutencdo e outras fun¢des normais do organismo
humano. Ja as alegacdes de propriedades de saude afirmam, sugerem ou implicam na
existéncia de relagdo entre o alimento ou ingrediente com determinada doenga ou condigao
relacionada a saude. (ANVISA, 2016).

Esses produtos surgiram de uma geracao de alimentos langada no Japdo na década de
80, por meio de um programa de governo que tinha como proposito o desenvolvimento de
alimentos sauddveis para uma populacdo que mostrava uma grande expectativa de vida
(ANJO, 2004; MARQUES, 2012).

As propriedades que alguns alimentos funcionais possuem referentes a satide podem
ser resultantes de componentes normais destes alimentos, ou através do acréscimo de
ingredientes que mudam as propriedades originais. Podem incluir fibras alimentares,
oligossacarideos, proteinas modificadas, peptideos, carboidratos, antioxidantes, minerais e
outras substancias naturais e microrganismos (VIEIRA, 2001).

Produtos enriquecidos, fortificados, alterados e commodities (alimentos genéricos,
como ovos ou frutas) com suas caracteristicas naturalmente intensificadas por condi¢des
especiais de germinagdo e crescimento, podem fazer parte da categoria de alimentos
funcionais. No entanto, ndo h4 um acordo mundial para o termo, o que cria dificuldade nos
estudos, visto que os parametros podem ser multiplos (FOOD AND AGRICULTURAL
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2007; SIRO et al., 2008).
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2.4.1 Probidticos

O termo probidtico foi proposto primeiramente por Lilly e Stillwell, em 1965, que
determinaram como “substancias secretadas por um microorganismo para estimular o
crescimento de outro” (ANTUNES et al., 2007; MARQUES, 2012).

Em 1989, Fuller propds uma definicdo de que probidticos seriam suplementos
alimentares que incluisse bactérias vivas capazes de provocar efeitos benéficos no hospedeiro,
colaborando com o equilibrio da microbiota intestinal. Havenaar e Huis In’t Veld, em 1992,
propuseram outra definigdo recomendado que probidticos fossem culturas tinicas ou mistas de
microrganismos que aplicados a animais ou humanos desempenhariam efeitos benéficos no
hospedeiro por melhora das propriedades da microbiota nativa (COPPOLA, TURNES, 2004;
MARQUES, 2012).

Em 2014, Hill, Garner e Reid propuseram uma atualizacdo da definicdo da
Organizacdao das Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo/Organizacdo Mundial da
Saude, estabelecendo que probidticos seriam microrganismos Vvivos que, quando
administrados em quantidades aceitaveis, sdo capazes de conferir beneficios a saude do
hospedeiro. Os géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sdo os mais empregados como
probioticos, sendo as espécies mais frequentemente utilizadas na fabricacdo de derivados
lacteos L. acidophilus, L. casei (LEE; SALMINEN, 1995; MARQUES, 2012) e L. rhamnosus
(FERREIRA; TESHIMA, 2000).

Para que um microrganismo seja considerado um probiotico, alguns critérios devem
ser observados: (1) ainda que determinadas cepas probiodticas comercialmente acessiveis nao
sejam de origem humana, imagina-se que se um probidtico estiver isolado do trato
gastrointestinal (TGI) dos humanos ¢ estavel para o consumo humano e pode ser mais ativo
no ecossistema intestinal; (2) as culturas probioticas precisam ser declaradas como seguras
(status GRAS - geralmente reconhecido como seguro) para consumo humano mediante
evidéncias cientificas ou experiéncia, baseada na historia do consumo de bactérias do género
Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. sem qualquer relacdao de efeitos prejudiciais para a
saude; (3) a preparagdo de probiodticos em grande escala deve ser possivel, e ¢ relevante que
esses microorganismos sejam vidveis e ativos nos produtos em que sao incorporados; (4) os
probioticos devem apresentar resisténcia aos sucos gastricos e intestinais, ja que o baixo pH ¢
um dos meios de prote¢do do hospedeiro contra os microrganismos ingeridos, incluindo os
probioticos; (5) probidticos devem incorporar-se as c€lulas intestinais humanas, o que

aumenta a sua persisténcia e concede o crescimento no intestino e beneficia a exclusdo
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competitiva de possiveis agentes patogenicos na superficie da mucosa; (6) os probidticos teém
de sintetizar substincias antimicrobianas contra patdgenos intestinais para restituir a
composicao saudavel da microbiota; (7) probidticos devem apresentar seguranca quando
ingeridos através do consumo de alimentos e durante o uso clinico, mesmo para individuos
imunocomprometidos; (8) probidticos devem ter sua defesa e eficacia especificada a partir de
ensaios clinicos randomizados e controlados por placebo (TANNOCK, 1998; KOLIDA;
GIBSON, 2011).

Ja4 estd bem definido, na literatura cientifica, que o consumo de microrganismos
probiodticos pode aumentar a composicdo da microbiota intestinal. Os probidticos geram
diversos beneficios para a salide, desempenhando atividades importantes para funcdes
digestivas, imunes e respiratorias no nivel intestinal. Os microrganismos probiodticos tém sido
inseridos sobretudo em produtos lacteos (ALEXANDRAKI, 2013) e observou-se que a
sobrevivéncia de culturas probiodticas nesses alimentos pode ser melhorada por ingredientes

ricos em compostos fenolicos (MA, 2015).

2.4.2 Soro de leite

O soro ¢ o subproduto liquido decorrente do processo de fabricagdo de queijos,
representando, em média, 85% a 90% do volume de leite empregado na elaboragdo desses
produtos retém cerca de 55 % dos nutrientes do leite, sendo considerado relevante, tendo em
vista o volume produzido e sua composicao nutricional (LEITE et al., 2012).

Nesses nutrientes estdo contemplados a lactose, as proteinas soluveis, os lipideos, os
sais minerais e as vitaminas. O sabor do soro pode tender de acido a doce e a sua composicao
depende do tipo de coagulacao do leite e do processo de fabricagdo do queijo. Obtém-se o
soro doce a partir da coagulacdo enzimatica do leite pela adigcdo de renina, atingindo pH entre
6,3 e 6,6 (GIRALDO-ZUNICA et al., 2004; MARQUES, 2012).

As proteinas de soro apresentam quase todos os aminoacidos essenciais em
quantidades maiores as recomendadas, com exce¢do dos aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, tirosina) que nao se mostram em excesso; entretanto, correspondem as
recomendacdes para todas as idades. Tais proteinas apresentam altas concentracdes de
triptofano, cisteina, leucina, isoleucina e lisina (SGARBIERI, 2004; ZERBIELLI, 2014) e
também possuem um dos mais altos coeficientes de eficacia proteica (protein efficiency ratio -
PER) conhecidos, 3,2, excedendo a caseina que ¢ de 2,5 e o da proteina da carne que ¢ de 2,9
(ANTUNES, 2003; ZERBIELLI, 2014).
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Segundo Haraguchi et al. (2006) e Oliveira (2012), as proteinas do soro do leite (a-
lactalbumina, B-lactoglobulina, albumina de soro bovino, imunoglobulinas) demonstram um
excelente perfil de aminodcidos essenciais, caracterizando-as como proteinas de alto valor
biologico. Além disso, as proteinas do soro apresentam peptideos bioativos (exorfinas,
imunopeptideos e fosfopeptideos), que dao a essas proteinas diferentes propriedades
funcionais (OLIVEIRA, 2012).

Um dos meios de utilizagdo do soro ¢ a producdo de bebidas lacteas, que de acordo
com a legislagao brasileira (BRASIL, 2005), ¢ decorrente da mistura do leite e soro de leite ou
substancia alimenticia, cuja base lactea represente no minimo 51% no total de ingredientes. A
aromatizacdo dessas bebidas ¢ geralmente otimizada com a adicdo de polpas de frutas,
fazendo com que a aceitacdo sensorial do produto seja mais expressiva. Além disso, usar
polpa de fruta em bebidas lacteas fermentadas ¢ uma opgao para resolver o problema do
excedente de producdo e/ou pouco aproveitamento de frutos que ndo sdo normalmente de

consumo “de mesa” ou para exportacao (SANTOS et al., 2008).

2.4.3 Bebida lactea fermentada

Segundo a legislacdo brasileira, a bebida lactea fermentada ¢ o produto lacteo
subsequente da mistura do leite (in natura, pasteurizado, esterilizado, UHT, reconstituido,
concentrado, em po, integral, semidesnatado, ou parcialmente desnatado e desnatado) e soro
de leite (liquido, concentrado e em po) fermentado através da agdo de microrganismos
especificos e/ou incorporado de leite (s) fermentado (s) e que ndo pode ser submetido a
tratamento térmico depois da fermentacdo. A contagem total de bactérias lacticas vidveis deve
ser no minimo de 10°UFC/g no produto final, para o (s) cultivo (s) lactico (s) especifico (s)
empregado (s), durante todo o prazo de validade (BRASIL, 2005).

Para laticinios, a conversdo do soro liquido em bebidas, fermentadas ou ndo, ¢ uma
opcao bastante interessante para o aproveitamento do soro para consumo humano, devido a
simplicidade do processo, utilizagdo de equipamentos de beneficiamento do leite, além das
excelentes propriedades funcionais da proteina do soro (GANDHI; PATEL, 1994,
MARQUES, 2012). Além disso, bebidas lacteas de maneira geral fornecem energia e agua
para a digestdo, controlam a temperatura corporal, previnem a desidratagdo, aliviam a sede e

diminuem tensdes psicologicas (MARQUES, 2012; MEENA et al., 2012).
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Também pode ser feita a adicdo de ingredientes as bebidas lacteas como meio de
reduzir seu custo de producdo, melhorar seu valor nutritivo e suas caracteristicas sensoriais e

também conferir funcionalidade a este produto (THAMER, PENNA, 2006).

2.5 Produtos lacteos para intolerantes a lactose

A lactose, acucar predominante no leite, ¢ um dissacarideo do qual a absorcdo requer
hidrolise por B-galactosidase (lactase) no intestino delgado. A deficiéncia desta enzima pode
gerar digestdo inadequada e consequentemente intolerancia. Estima-se que em média 75% da
populacdo mundial perde a capacidade de digerir lactose em algum momento (MATTAR et
al., 2012).

Leites com baixo teor de lactose sdo fabricados para pessoas intolerantes a lactose e
que querem continuar consumindo leite e produtos lacteos, ja que estes produtos sao as mais
importantes fontes de célcio. A hidrolise enzimatica ¢ o método mais utilizado para diminuir o
teor de lactose nos produtos lacteos, visto que ndo modifica as concentracdes dos outros
nutrientes dos leites (HENG; GLATZ, 1994). O leite sem lactose (ou com lactose hidrolisada)
¢ comumente vendido como produto ultrapasteurizado (ADHIKARI et al., 2010). No entanto,
outras possibilidades de produtos lacteos sem lactose também existem.

E importante ressaltar também que as bactérias probidticas sdo extensivamente
conhecidas por reduzir os sintomas da ma absor¢do de lactose (PRASANNA et al., 2014),
ainda que o mecanismo do efeito dos probioticos na ajuda a hidrolise da lactose ndo esteja
totalmente compreendido. Contudo, sabe-se que o pH no intestino varia assim como a
atividade da enzima [-galactosidase, gerando um efeito positivo na microbiota intestinal e

uma consequente melhora do funcinonamento intestinal (HE et al., 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar o efeito da adi¢do da polpa do jamboldo e de uma cultura potencialmente

probiotica sobre os parametros de atividade antioxidante em bebida lactea isenta de lactose.

3.2 Objetivos especificos

Foram objetivos especificos deste estudo:

a) avaliar o efeito da polpa de jambolao e do microrganismo probidtico sobre a
concentragao de compostos fendlicos totais da bebida;

b) avaliar o efeito da polpa de jamboldo e do microrganismo probidtico sobre a
capacidade de captacgao de radicais 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH);

c) obter a concentracdo de bebida lactea fermentada responsavel pela metade da
resposta antioxidante maxima (EC50) expressa em g de bebida lactea/g de
DPPH.
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4 METODOLOGIA

4.1 Local da pesquisa

Todas as andlises foram feitas no Nucleo de Pesquisa e Extensdo em Alimentos
(NUPEA), tendo sido desenvolvida em parte, também, no Laboratorio de Genética (CCBS),
no prédio das Trés Marias, ambos localizados na Universidade Estadual da Paraiba (UEPB),

Campus L.

4.2 Matérias-primas

Soro de queijo Minas frescal, leite em po desnatado (Molico®, Nestlé®), -
galactosidase (Prozyn® Lactase), sacarose (agucar granulado Estrela, Biosev), polpa de
jamboldo, cultura iniciadora de Streptococcus thermophilus (TA40, DuPont) e culturas

potencialmente probidtica de Lactobacillus casei (BGP93, Sacco).

4.3 Obtencao dos frutos e polpa de jamboliao

A coleta dos frutos de jambolao foi realizada no Estado da Paraiba, no municipio de
Lagoa Seca, no periodo de safra do ano de 2017. Estes frutos foram selecionados, lavados e
higienizados com hipoclorito de sodio. Apds triturag@o e pasteurizacao, foram imediatamente
congelados a —18°C.

Ja no preparo da polpa, retirou-se manualmente os carogos € a parte comestivel do
fruto foi destacada e, posteriormente, processada em liquidificador industrial. A polpa
homogeneizada foi separada em porgdes de 500 mL cada, em embalagens de PVC e selados.
Antes do armazenamento em freezer a polpa foi tratada termicamente em banho-maria a 85°C

por 3 minutos.
4.4 Obtencao do soro de queijo
O soro lacteo foi obtido a partir do processamento de queijo Minas frescal, no NUPEA

da Universidade Estadual da Paraiba, segundo a metodologia descrita por Almeida (2016)
adaptada da producao de queijo coalho descrita por Florentino (1997).
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O soro coletado foi tratado termicamente e armazenado a —18+3°C até o momento do
seu uso para o preparo da base lactea desenvolvida com base em ensaios pilotos previamente
realizados no projeto “Obtencdo de bebida lactea funcional com baixo teor de lactose”
PROPESQ/UEPB, Edital 2015, em andamento.

4.5 Preparo da base lactea

O soro, apos seu descongelamento sob refrigeracdo a 4+1°C, foi transferido para
frascos de vidro de borosilicato e aquecido a 85°C por 5 minutos para inativa¢do das enzimas
do coagulante utilizado na fabricacdo de queijos. Em seguida, adicionou-se leite em po
desnatado e sacarose, ambos na propor¢ao de 8g/100g. A mistura foi agitada até a completa

dissolugao dos ingredientes e tratada termicamente a 85°C por 30 minutos.

4.6 Hidroélise da lactose da base lactea

A Dbase lactea tratada termicamente permaneceu mantida em frascos de vidro de
borosilicato e adicionada da enzima [B-galactosidase, segundo a recomendagdo do fabricante.
Para a hidrolise da lactose, a base lactea foi mantida na presenga da enzima durante 24 h, sob
refrigeracdo a 4+1°C. O teor de lactose foi determinado nas bases lacteas com a adicdo da
enzima [-galactosidase a partir de cromatografia liquida de alta eficiéncia na Embrapa
Agroindtstria de Alimentos (Rio de Janeiro, RJ), tendo sido obtido resultados desse
dissacarideo abaixo do limite de detecgdo do método (menor que 100 mg/100 g), sendo
portanto consideradas isentas de lactose segundo a legislacio vigente (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

4.7 Fabricacao de bebidas lacteas probioticas fermentadas sem lactose

Para esta etapa foi realizada uma adaptacao das metodologias de producdo de bebidas
lacteas probidticas utilizada por Ferreira et al. (2011), Buriti et al. (2014) ¢ Almeida et al.
(2015), de forma que o soro com baixo teor de lactose pudesse ser usado na formulacao.

A base lactea adicionada da enzima B-galactosidase foi aquecida a 43 + 1°C para a

adi¢do das culturas. Para a fermentacdo, utilizou-se a cultura starter de Streptococcus
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thermophilus (TA 40) na propor¢ao de 0,003g/100 g e a cultura probidtica comercial de
Lactobacillus casei (BGP93), na proporcao de 0,02g/100 g.

A base lactea foi fermentada a 43 + 2°C até atingir acidez superior a 0,7 g de acido
latico/100g, sendo imediatamente adicionada da polpa da fruta jamboldo, na propor¢do de
15g/100g de produto final. As bebidas lacteas foram embaladas em garrafas plasticas de 150
ml previamente sanitizadas e armazenadas a 4 = 1 °C durante 21 dias. As bebidas lacteas
foram produzidas em trés lotes (triplicatas independentes). As varidveis utilizadas para a

elaboracdo das bebidas lacteas deste trabalho sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Variaveis utilizadas na elaboracao das bebidas lacteas

Tratamentos
Cultura
Controle Probidtico
BGP93 - +
TA 40 + +

+ = presente; - = ausente; BGP93= Lactobacillus casei (Sacco), TA 40 = S. thermophilus TA 40 (DuPont).
Fonte: dados da pesquisa.

4.8 Periodos de amostragem

Foram analisadas amostras congeladas a —18°C das bases lacteas antes e apos a
fermentacdo (TO e Tf, respectivamente) e das bebidas lacteas apos 1, 7, 14 e 21 dias de

armazenamento (D1, D7, D14 e D21, respectivamente).

4.9 Preparacao das amostras

Nessa etapa, foi utilizada a metodologia de Santos et al. (2017), adaptada as condigdes
¢ equipamentos dos laboratorios onde esse estudo foi feito.

Para o preparo dos extratos para as andlises de fendlicos totais e atividade antioxidante
eram retiradas 5 aliquotas, de cada amostra (de cada tempo da bebida: TO, Tf, D1, D7, D14,
D21) e pesados em balanga analitica, +0,2500g de cada, em criotubos de 2mL, totalizando
+1,2500g. Para este fim, também foi preparado metanol acidificado na proporcao de 100 ul de
acido cloridrico P.A. para cada 100 ml de metanol. Posteriormente, eram adicionados 1mL do
metanol acidificado em cada aliquota de amostra, seguido de agitacdo no vortex para a

homogeneizagdo do contetido. As amostras com adi¢do de metanol acidificado eram entdo



27

armazenadas, sendo necessario permanecer no minimo 12 h em repouso, refrigeradas a 4°C, e
também protegidas da luz.

Apods o tempo em repouso, as amostras eram agitadas em vortex e em seguida
centrifugadas (Eppendorf 5810R), na rotagdo de 13500 g, durante 5 min na temperatura de 4
°C. Ao final da primeira centrifugacdo, os sobrenadantes das 5 aliquotas correspondentes ao
periodo de amostragens das bases e bebidas eram passados para um baldo volumétrico de 10
ml. Para a segunda centrifugacdo era realizada adicdo de 250 pl de metanol acidificado em
cada precipitado remanescente nos tubos, que em seguida eram agitados em vortex (para
homogeneizagdo) e levados a centrifuga sob as mesmas condi¢des da primeira centrifugagao.
Novamente, o sobrenadante era transferido para o balao volumétrico.

Para a terceira centrifugacdo, apos a retirada do sobrenadante, eram adicionados 170
ul de metanol acidificado aos precipitados remanescentes da segunda centrifugacdo, que
posteriormente passavam por agitacio em vortex. Em seguida foram submetidos a
centrifugacdo, sob as mesmas condi¢des de rotacdo, temperatura e tempo, que a primeira e
segunda centrifugacdo. Ao final, o sobrenadante era passado para o baldao volumétrico e,
entdo, realizava-se a aferi¢ao do seu menisco com adi¢do de metanol acidificado.

Apo0s aferir o menisco, era feita a homogeneizacao do contetido e retirado 1,5 ml do
contetido do baldo, sendo transferido para um novo tubo tipo Eppendorf. Esse procedimento
foi realizado para todas as amostras de cada base lactea e bebida dos diferentes lotes e tempos
de amostragens. Na ultima centrifugacao, apenas a condi¢do do tempo era alterada, de 5 min

passava para 1 min.

4.10 Determinacio de compostos fenolicos totais

A andlise foi adaptada e realizada a partir da metodologia de Santos et al. (2017).

Para esta andlise, utilizando tubos de ensaio plasticos de 15 mL, foram adicionados
sequencialmente: 60 pL. da amostra (obtido do sobrenadante da tltima centrifugacao descrito
na etapa anterior), 2340 pulL. de 4gua destilada ¢ 150 pL do reagente de Folin — Ciocalteu
(Sigma-Aldrich).

Nessa metodologia, inclui-se uma prova em branco que foi preparado utilizando 60 pL.
de metanol acidificado (na propor¢ao de 100 ml de metanol para 94 pL de acido cloridrico
apenas para o branco) no lugar da amostra, 2,340 pL de agua destilada e 150 puL do reagente

de Folin — Ciocalteu.
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Ap0s adi¢do do reagente de Folin — Ciocalteu em cada amostra e na prova em branco,
realizou-se agitacdo rapida de forma manual e, apds 8 min foram adicionados 450 pL de
solucdo aquosa de carbonato de sodio (NaxCOs) a 30%. Posteriormente, agitou-se
manualmente mais uma vez e deixava em repouso por 30 min, no escuro € em temperatura
ambiente. Apos o tempo de 30 min, era medida a absorbancia no comprimento de onda de
750 nm.

4.11 Determinacio da atividade antioxidante total pela captura do radical livre DPPH

Nesta etapa, foi realizada uma adaptagdo do protocolo de Rufino et al. (2007). Para o
preparo de 50ml da solugdo mae de DPPH, pesou-se 0,0020g deste reagente, o qual foi
diluido em etanol P.A. Foram utilizados trés tubos de ensaio plasticos, sendo no primeiro tubo
pipetados 2,950 pL da solucdo mae de DPPH e 0,05 pL. de amostra. No segundo e no terceiro
foram pipetados 2,900 puL e 2,800 pL de solucdo mae de DPPH, respectivamente e, em
seguida, adicionados de 100 pL e 200 pL de amostra, respectivamente. Foram realizadas
provas em branco para cada concentracdo de DPPH, em que a amostra era substituida por
igual volume de etanol P.A.

Apos a adicdo da amostra foi realizada a leitura da absorbancia rapidamente em 517
nm, onde era anotado o primeiro valor e a hora (tempo 0 min). As amostras foram lidas apos
30 min e 60 min (em relagao ao tempo 0 min).

A partir dos resultados obtidos foram calculados a porcentagem de sequestro de
radicais DPPH e o EC50 para cada amostra.

A porcentagem de sequestro de radicais DPPH foi calculada segundo a equacao (1)

(ABSC 60min__ ABSA60min )

% de sequestro de DPPH = ABSC
60min

x100, onde:

ABSCeo min € a absorbancia do controle no tempo de 60 min, ABSAgo min € a absorbancia da
amostra no tempo de 60 min.

Para a obteng¢do do EC50 foram realizados calculos de retorno a partir do ensaio de
calibracdo com diferentes concentragdes de DPPH e das equacdes obtidas a partir da massa de
DPPH correspondente a metade da absorbancia do controle, dos graficos de dispersao das
absorbancias das diferentes amostras nas diferentes concentracdes de extrato, conforme
descrito no protocolo de Rufino et al. (2007). O resultado final foi expresso em g de amostra/g
de DPPH captado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos das andlises de compostos fendlicos totais estdo apresentados na

Tabela 2.

Tabela 2 — Teor de fenodlicos totais (mg Eq de 4cido galico/100 g de amostra) obtidos para as
amostras de base lactea antes e ap0Os a fermentagdo (TO e Tf, respectivamente) e nas bebidas

lacteas durante o armazenamento de 1, 7, 14 e 21 dias (D1, D7, D14 e D21, respectivamente).

Tratamento
Periodos de amostragem Controle (TA40) Probiotico (TA40 + BGP93)
T0 1581 £ 4.67Aa 1745 2.45Aa
Tf 16.45 + 2.79Aa 19.36 + 3.13Ab
DI 41.93 % 10.01Ab 43.88 4 2.67Ad
D7 40.22+7.71Ab 36.80 = 3.07Ac
D14 36.77 = 3.49Ab 35.98 = 5.14Ac
D21 38.61 = 12.14Ab 35.75 + 4.44Ac

A,B letras maitisculas iguais na mesma linha ndo diferem significativamente (p > 0,05) para um mesmo periodo
de amostragem, comparando os dois tratamentos.

a.b letras mintsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente (p > 0,05) para um mesmo
tratamento ao longo dos diferentes periodos de amostragem.

Fonte: dados da pesquisa

Na analise de fenolicos totais, com base na Tabela 2, observa-se que as bases lacteas
com e sem adicdo do microrganismo, dentro de um mesmo tempo de amostragem, nao
diferem significativamente entre elas (p > 0,05). Segundo Mustonen et al., (2009) compostos
fenolicos podem ser obtidos a partir dos constituintes vegetais que fazem parte da dieta da
vaca. Além do mais, esses compostos fenolicos de origem bovina sdo geradaos pela atividade
da microbiota intestinal sobre os compostos fenolicos da planta, gerando metabolitos
secunddrios que provavelmente serdo detectados no leite de vaca leiteira, o que pode justificar
o teor de fenodlicos encontrados na base lactea.

Ainda na Tabela 2 observa-se que houve uma tendéncia de aumento do teor de
fenolicos totais das bases lacteas durante a fermentacdo, sendo que para o tratamento
probiotico este aumento foi significativo (p < 0,05). Dentre os constituintes das bases lacteas
produzidas, destacam-se proteiinas do soro, segundo Libardi (2010) proteinas do soro como a

B-lactoglobulina e a soroalbumina podem assumir conformagdes diferentes de acordo com as
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variacdes de pH do meio. Sabe-se que durante a fermentacdo da base lactea ocorre uma
reducdo do seu pH devido ao seu processo fermentativo. Estas mudancas de pH e de
conformacdo protéica poderiam favorecer a complexacdo dos compostos fenolicos com as
proteinas da base lactea, o que explicaria o aumento da concentragdo de fenolicos em massa.
No entanto, ainda segundo Libardi (2010) esse aumento em massa nem sempre ¢
acompanhado de aumento da capacidade redutora dos polifenodis, uma vez que as ligacdes
intramoleculares podem comprometer certos grupos funcionais dos compostos fenolicos

responsaveis pela atividade antioxidante.

Por outro lado, partir da adicdo da polpa de jamboldo, percebe-se uma maior
concentragdo de fendlicos totais nas bebidas quando comparadas as respectivas bases lacteas
(ausente de polpa) antes apos a fermentagdo, sendo que os tempos TO e Tf diferiram
significativamente de todos os periodos de amostragem dos produtos finais (p<0,05). Porém,
dentro de cada tempo analisado, ndo houve diferencas significativas entre os dois tratamentos

de bebida lactea, controle e probidtico (p > 0,05).

Observa-se também a auséncia de diferenca significativa entre os dias de
armazenamento do tratamento controle, o que pode significar que a bactéria desse tratamento
ndo influencia diretamente na concentracdo de compostos fendlicos ao longo dos tempos
analisados. Ao contrario, no caso do tempo D1 e D7 do tratamento probiodtico, ha diferenca
significativa e uma queda na concentracao de fenolicos, sugerindo que houve uma possivel
modificacdo e consumo dos compostos fenolicos pelo microrganismo L. casei. Isto poderia
significar que o probiotico teria provocado a hidrdlise dos polifendis de maior massa molar,
utilizando-os em parte e, dessa forma, diminuindo a sua quantidade. Porém a qualidadade dos
compostos ainda disponiveis teria sido aumentada, uma vez que a hidrolise exporia os grupos
funcionais capazes de desempenhar atividade antioxidante. Tal fato pode ser comprovado
pelos resultados da Tabela 3, em que ¢ observado um maior sequestro de DPPH no mesmo

tempo em que a reducao dos compostos fenolicos foi verificada.
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Tabela 3 — Sequestro de radicais DPPH (%) obtido para as amostras de base lactea antes e
apos a fermentacao (TO e Tf, respectivamente) e nas bebidas lacteas durante o armazenamento

de 1,7, 14 e 21 dias (D1, D7, D14 e D21, respectivamente).

Tratamento
Periodos de amostragem Controle (TA40) Probiotico (TA40 + BGP93)
T0 10.90 = 8.11Aa 1734%711Aa
TF 3.66+2.93Aa 7.64+ 1.84Aa
DI 18.92 = 4.11Aa 2827+ 3.25Ba
D7 2146 + 5.84Aa 37.50 + 0.40Ba
D14 2497+ 336Aa 36.99 + 5.58Ba
D21 2296 +7.16Aa 31.10 + 0.49Aa

A,B letras maitsculas iguais na mesma linha nao diferem significativamente (p > 0,05) para um mesmo periodo
de amostragem, comparando os dois tratamentos.

a,b letras mintsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente (p > 0,05) para um mesmo
tratamento ao longo dos diferentes periodos de amostragem.

Fonte: dados da pesquisa

Observando os dados da andlise de sequestro de DPPH, pode-se afirmar que ndo
houve diferenca significativa ao longo da fermentagao das bases lacteas, bem como durante
todo o decorrer dos dias de armazenamento das bebidas lacteas. Contudo, houve uma
tendéncia de maior capacidade de seqiiestro de radicais na presenca de jamboldo nas bebidas
lacteas quando comparadas as respectivas bases, especialmente no término da fermentacdo em

que os menores valores foram observados.

Embora sem diferencas significativas (p>0,05), ao comparar todos os tempos entre si,
observa-se uma diferenciacdo do tempo D1 dos tempos D7 e D14, e dos valores da segunda e
terceira semana em comparacao ao D21. Conforme explicado anteriormente, o aumento do
sequestro na primeira semana poderia ser devido ao metabolismo dos microrganismos sobre
os fendlicos. E conhecido que a biodisponibilidade ¢ o impacto dos polifendis sobre o
consumidor de pende em grande parte de sua transformagdo por bactérias especificas da
microbiota intestinal, via mecanismos de desmetilagdo, desidroxilagao, descarboxilagdo, além
da acdo das enzimas esterase e glicosidade (DUDA-CHODAK et al., 2015). Uma vez que as
bebidas lacteas fermentadas contém bactérias vidveis e metabolicamente ativas, parte dos
mecanismos citados também poderia ocorrer em produtos fermentados contendo compostos

fenolicos.
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Os resultados de EC50 para as bases lacteas e bebidas dos tratamentos controle e

probiotico estao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Valores de EC50 (g de bebida lactea/g de DPPH) obtidos para as amostras de base
lactea antes e apoOs a fermentagdo (TO e Tf, respectivamente) e nas bebidas lacteas durante o

armazenamento de 1, 7, 14 e 21 dias (D1, D7, D14 e D21, respectivamente).

Tratamento

Periodos de amostragem

Controle (TA40) Probiotico (TA40 + BGP93)
TO 554.29 + 184.49Abc 600.26 + 180.61Ad
Tf 1294.46 + 065.01Ac 6239.68 + 4860.29Be
D1 316.85 +£37.50Ab 312.56 +28.34Ac
D7 321.59 +42.25Bb 251.00 £ 9.33Aa
D14 272.20 +13.43Aa 278.56 = 25.79Abc
D21 310.02 + 42.50Bab 271.53 £ 10.28Ab

A,B letras maitsculas iguais na mesma linha ndo diferem significativamente (p > 0,05) para um mesmo periodo
de amostragem, comparando os dois tratamentos.

a,b letras mintsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente (p > 0,05) para um mesmo
tratamento ao longo dos diferentes periodos de amostragem.

Fonte: dados da pesquisa

Analisando os valores do tempo TO nos tratamentos controle e probiotico, verifica-se
que ndo houve diferencas significativas entre esses tratamentos nesse periodo de amostragem
quanto ao EC50 (p>0,05). Quando se observa o tempo Tf, nos tratamentos controle e
probidtico, existe uma diferenca bastante significativa, a partir da adicdo do probiotico.
Segundo os dados obtidos seria necessario um consumo muito maior da base lactea probidtica
fermentada para seqiiestrar 1g de DPPH. Ainda, comparando os valores de TO dos dois
tratamentos com o Tf do probiodtico, observa-se que a quantidade de base lactea desse
tratamento que deveria ser consumida para garantir captacao de 1g de DPPH, ¢ quase 10
vezes maior que a das bases antes da fermentagao.

Porém quando ¢ analisado o efeito da adicao de jambolao, percebe-se que a partir do
D1 ocorre uma redugao significativa do EC50 (p<0,05), o quer dizer que nesse periodo de
amostragem confirmou-se o aumento no sequestro de DPPH, tornando aceitavel o nivel

(quantidade) de consumo da bebida, aproximadamente 300 g para capturar 1 g de DPPH.
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Ap0s a adi¢ao do jambolao (D1), ao longo da primeira semana (D7) pode-se constatar
uma redugao significativa do EC50 no tratamento probiotico (p<0,05). No tratamento controle
o valor de EC50 ndo diferiu significativamente durante a primeira semana; apenas aos 14 dias
foi verificado um valor significativamente menor em relagdo a D1 e D7 (p<0,05). Estes
resultados mostram que o microrganismo L. casei teve uma importancia bastante significativa
para melhor aproveitamento dos fenolicos da bebida lactea.

Considerando que teria havido biotransformag¢do dos polifendis no tratamento
probidtico, o uso destes compostos pelos microrganismos da bebida provavelmente ocorreu
entre D7 e D14, uma vez que foi verificado um leve, porém, significativo aumento dos
valores de EC50 (p<0,05) Uma tendéncia semelhante, porém ndo significativa, foi verificada
entre os valores de EC50 do controle aos 14 e 21 dias. Isso significaria dizer que os
microrganismos passaram a consumir os compostos fenolicos para combater radicais livres
que os mesmos acabam gerando durante o tempo de armazenamento. Segundo Li et al.,
(2016), alguns metabolitos oxigénicos podem ser produzidos pelas bactérias lacticas em
produtos lacteos fermentados, os quais poderiam prejudicar a viabilidade destes
microrganismos ao longo do armazenamento. Ainda segundo os autores, certas bactérias
lacticas sdo aptas a utilizar os polifendis adicionados em produtos lacteos fermentados sendo
um método efetivo para manter a viabilidade destes microrganismos, combatendo os radicais
livres que prejudicariam a sua sobrevivéncia nos produtos. Por outro lado, observa-se que
entre D14 e D21 ocorre a estabilizacdo do EC50.

Assim, observou-se neste estudo que a adigdo da polpa de jambolao a essa base lactea
torna a bebida uma 6tima fonte de obtencio de compostos antioxidantes. E importante
ressaltar que a bebida desenvolvida, pelo fato de ser isenta de lactose, pode ser consumida
pela populacdo intolerante a esse dissacarideo, sendo uma importante fonte de fenolicos para

esse publico.
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6 CONCLUSAO

Pode-se afirmar que a adi¢do da polpa de jamboldo em bebida lactea fermentada,
isenta de lactose, gerou um aumento do teor de fendlicos bem como uma maior atividade
antioxidante a bebida.

Destaca-se, também, que a cultura probiotica L. casei foi importante para potencializar
uma resposta antioxidante ainda mais significativa as bebidas lacteas, particularmente na
primeira semana de armazenamento.

Sabendo que compostos fendlicos, quando ingeridos, podem interagir e ser
metabolizados por bactérias intestinais, produzindo metabolitos biologicamente ativos, as
bebidas analisadas neste trabalho poderdo exercer multiplos efeitos benéficos no organismo,

incluindo aqueles com intolerancia a lactose.
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