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RESUMO

A jabuticaba, da espécie Myrciaria cauliflora, € uma fruta que apresenta grande
quantidade de antioxidantes em sua composicgao. Este fruto € consumido in natura e
também aproveitado para a elaboragéo de sucos, compotas, doce, geleias, bebidas
entre outros. Dessa forma, pode-se empregar a jabuticaba na produgéo de bebidas
lacteas com a finalidade de minimizar os custos de producgao, aumentar seu valor
nutritivo, suas caracteristicas sensoriais, bem como também atribuir funcionalidade a
este produto. Probidticos sdo adicionados especialmente em elaboragdes lacteas e
a subsisténcia desses microrganismos pode ser bem maior quando ingredientes
abundantes em compostos fendlicos sao integrados na formulagéo. O objetivo deste
trabalho foi investigar o teor de compostos fendlicos, assim como a capacidade
antioxidante de uma bebida lactea fermentada com o microrganismo Streptococcus
thermophilus TA-40, adicionada da cultura potencialmente probidtica de
Lactobacillus rhamnosus LR32 e produtos da casca de jabuticaba. Foram realizadas
as comparagbes desta bebida com uma bebida controle, sem a presenga do
microrganismo probidtico L. rhamnosus, sendo elaborada somente com o
microrganismo S. thermophilus os produtos da casca. Embora nao significativa (p
>0,05), houve uma tendéncia de aumento do teor de fendlicos totais e do sequestro
de radicais 1,1-difenil-2-picrilidrazii (DPPH) nas bebidas adicionadas do
microrganismo probiético. Quanto aos resultados de ECso, que é a quantidade de
bebida lactea necessaria para reduzir a absorbancia inicial em 50% (neste trabalho
expresso como a quantidade de bebida necessaria para a captura de 1g de radicais
DPPH), verificou-se que a bebida probidtica diferiu significativamente da bebida
controle aos 7 dias de armazenamento (p < 0,05). Ao longo de 21 dias de
armazenamento, houve uma tendéncia de menores valores de ECso para a
formulagdo com o probidtico. Tais resultados indicam que o produto probidtico
apresenta uma possivel vantagem em relagdo ao produto controle, uma vez que
seria necessaria uma menor quantidade desse produto para a captacdo de maior
quantidade de radicais livres.

Palavras chave: Myrciaria cauliflora. Lactobacillus rhamnosus. Fendlicos totais.
Capacidade antioxidante.



ABSTRACT

The jaboticaba, of the Myrciaria cauliflora species, is a fruit that shows a composition
rich in antioxidants. This fruit is consumed in natura and is also used for the
elaboration of juices, pastes, jams, jellies, beverages among others. Due to this fact,
the jaboticaba could be used in the production of dairy beverages in order to
minimize the production costs, to increase its nutritional value and its sensorial
features, as well as to attribute functionality to this product. Probiotics are added
especially in dairy formulations and the subsistence of these microorganisms may be
much higher when ingredients abundant in phenolic compounds are present in the
formulation. The aim of this study was to investigate the content of phenolic
compounds as well as the antioxidant capacity of a dairy beverage fermented with
the starter microorganism Streptococcus thermophilus TA-40, the potentially probiotic
culture of Lactobacillus rhamnosus LR32 used as adjunct and added of products of
processed with the jaboticaba peel. This beverage was compared with a control
beverage, not added of the probiotic microorganism, only with the S. thermophilus
microorganism and the jaboticaba products. Although not significant (p> 0.05), there
was a trend of an increasing in the total phenolic content and 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl radicals (DPPH) scavenging activity in the beverages containing the
probiotic microorganism. Regarding the ECso results, which is the amount of dairy
beverage required to reduce the initial absorbance by 50% (in this study expressed
as the amount of beverage required to scavenge 1 g DPPH radicals), it was found
that the probiotic beverage differed from the control at 7 days of storage (p <0.05).
Over 21 days of storage, there was also a trend of lower ECso values for the
formulation with the probiotic. These results indicate that the probiotic product has a
possible advantage over the control product, since a smaller amount of this product
would be necessary for the scavenging activity of a more free radicals concentration.

Key words: Myrciaria cauliflora. Lactobacillus rhamnosus. Total phenolics.
Antioxidant capacity.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € grande produtor de frutas e hortalicas e o desenvolvimento de
técnicas de preservacao desses vegetais, maximizando seus componentes
nutricionais e propriedades sensoriais, € uma forma de viabilizar o
aproveitamento racional desses produtos (ANDRADE, 2003).

O fruto da jabuticaba tem origem no centro sul do Brasil, com

concentragado de produgao nos estados de Sédo Paulo, Rio de Janeiro e Espirito
Santo (OLIVEIRA et al., 2003). Com casca vermelha purpura, polpa branca
mucilaginosa e agridoce, a jabuticaba é muito saborosa, podendo conter até
quatro sementes em seu interior. E um fruto extrem amente perecivel, com
periodo de comercializagdo pés-colheita em torno de trés dias (LIMA et al.,
2008). Esse elevado grau de perecibilidade é devido ao alto teor de agucares e
agua contidos em sua polpa (ASCHERI; ASCHERI; CARVALHO, 2006). Por
consequéncia disso, é comercializada geralmente na forma de geléias (LIMA et
al., 2008). Entre as espécies comerciais de jabuticaba hoje em dia conhecidas,
destacam -se a Myrciaria cauliflora (Mart.)
O. Berg. e a Myrciaria jaboticaba (Vell.) Berg. A espécie M. Jaboticaba,
conhecida como Sabara, uma das mais cultivadas no Brasil, possui os frutos
mais proprios para consumo in natura, assim como para a industrializagao
(DONALDIO, 2000). Dessa forma, a jabuticabeira € uma frutifera de forte
interesse para os produtores rurais de muitas regiées brasileiras devido a alta
produtividade, rusticidade e aproveitamento dos frutos das mais variadas
maneiras. A partir da jabuticaba também pode -se produzir sucos, fermentados,
compotas, licor e vinagre (ANDERSEN, 1989; BRUNINI et al., 2004).

A jabuticaba é um fruto tropical que possui um enorme valor nutricional,
por conter um alto teor de carboidratos, fibras, vitaminas, flavonoides, além de
sais minerais como ferro, calcio e fdosforo principalmente em sua casca
(ASCHERI; ASCHERI; CARVALHO, 2006). Segundo esse elevado valor
nutricional também se da em raz&o da presencga relevante de compostos
fendlicos em sua composicdao (LIMA et al., 2008). Tais compostos séo
responsaveis essenciais pela capacidade antioxidante dos frutos, agindo na
prevengao do estresse oxidativo e nos processos de inibigdo de algumas
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doengas e processos inflamatérios em humanos (ROCHA et al., 2011;
SOUSA; VIEIRA; LIMA, 2011).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios de plantas, que
englobam uma vasta diversidade de estruturas, diferenciando entre si, em
relacdo a estruturas quimicas, complexidade e reatividade. Esses compostos
podem ser separados em dois grupos: os flavonoides e os nao flavonoides
(SHAHIDI; NACZK, 1995; TEIXEIRA et al, 2011). Os compostos fendlicos
colaboram para o sabor, odor e coloragao de diversos vegetais, sendo inumeras
vezes usados como corantes de bebidas (AHERNE; O’BRIEN, 2002; SIMOES
et al., 2001). Aléem do mais, compostos fendlicos sdo primordiais para o
crescimento, reproducdo das p lantas, e ajudam também para o aumento da
resisténcia do vegetal perante situagdes de estresse, protegendo contra a agdo
de predadores e microrganismos patdégenos, de reagdes oxidativas e da acdo da
luz ultravioleta (UV) (SHAHIDI; NACZK, 1995; TEIXEIRA, 2011).

Estudos epidemiolégicos propéem que um elevado consumo de alimentos
abundantes em antioxidantes naturais aumenta a capacidade antioxidante do
plasma e diminu o risco de algumas apenas, como cancer, acidente vascular
cerebral, doengas coronarianas e a Igumas doencgas relacionadas a idade
(ARTS; HOLLMAN, 2005; GREENWALD et al., 2001; HEBER, 2004;
JOSHIPURA et al.,, 1999; ROUANET et al., 2010; SERAFINI, 2006; STAHL;
SIES, 2005; TEIXEIRA, 2011).

Alimentos que contribuem para a redugdo do risco de doengas sé& o
conhecidos por alimentos funcionais. Considera -se que os alimentos
funcionais (in natura ou produtos alimenticios) devem apresentar em sua
composic¢ao alguma substéncia biologicamente ativa que, ao ser integrada numa
dieta usual, modula processos metabolicos ou fisiologicos, resultando em
diminuigao do risco de doengas e manutengao da saude (FAGUNDES; COSTA,
2003; RODRIGUEZ; MEGIAS, 2003).

Dentre os alimentos funcionais, destacam -se os probidticos. Estes séo
definidos como alimentos ou suplementos contend o microrganismos vivos que
colaboram no melhoramento do equilibrio da microbiota intestinal (WORLD
HEALTH ORGANIZATION; FOOD AND AGRICULTURE
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ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2006; HILL et al., 2014;
MORAIS; JACOB, 2006).

O emprego de microrganismos probioticos, em conjunto com a adigdo da
polpa da jabuticaba, a bebidas lacteas fermentadas, tem como objetivo agregar
valor nutritivo ao produto, fazendo com que este seja um alimento funcional,
agindo de maneira que venha a trazer resultados benéficos ao organismo e
consequentemente a saude do cosumidor.

Dessa forma, o presente trabalho estuda a quantificagdo de compostos
fendlicos totais presentes em bebidas lacteas fermentadas com probidticos

durante sua vida de prateleira.

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho foi investigar a influéncia da adigéo

da polpa da jabuticaba e de uma cultura potencialmente probidtica sobre os
parametros de atividade antioxidante em bebida lactea.
1.1.2 Objetivos especificos

Foram objetivos especificos deste trabalho:

a) investigar a influéncia da polpa de jabuticaba em conjunto com o
microrganismo probidtico sobre a concentragdo de compo stos f
enolicos totais da bebida;

b) investigar a influéncia da polpa de jabuticaba em conjunto com o

microrganismo probiotico sobre a capacidade de captagdo de radicais
1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH);
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C) guantificar a concentracédo de bebida lactea fermentada responsavel
pela metade da resposta antioxidante maxima (EC so0) expressa em g
de bebida lactea/g de DPPH.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Jabuticaba

Segundo Guedes (2009) e Luna et al. (2005), a fruticultura é a area que mais
se expande no contexto da agricultura brasileira. Estd em constante
desenvolvimento, quando relacionadas a novas opgdes de cultivo, tanto pela procura
por parte dos produtores, como pela busca de novas opgdes de frutas pelos
consumidores, ajudando para o crescimento de produgédo e mercado (ANDRADE et
al., 2008; GUEDES, 2009).

A jabuticabeira que faz parte da familia das mirtaceas, € uma planta oriunda
do Brasil, proveniente da regido de Minas Gerais (MORTON 1987; SILVEIRA at al.,
2006). Atualmente encontra-se abundantemente distribuida na maioria das regides
brasileiras (GOMES 1980; LORENZI 1992; SILVEIRA et al., 2006), desde o Estado
do Para até o Rio Grande do Sul; entretanto, é nos Estados de Sdo Paulo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo que ocorrem as maiores producdes
(BRUNINI et al., 2004; LIMA, 2002; SOUZA, 2014). Também é cultivada em outros
paises como Bolivia, Argentina, Uruguai e Peru (GOMES, 1980; LORENZI, 1992;
SILVEIRA at al., 2006).

Em geral, as jabuticabeiras sdo arvores de tamanho médio (de 3 a 15 m de
altura) de grande rusticidade e longevidade (OLIVEIRA, 2016; SASSO, 2009). Sua
madeira apresenta elevada dureza, sendo utilizada no preparo de vigas, esteios,
dormentes e outras obras. Porém, € necessario um longo periodo para que elas
possam dar seus primeiros frutos que se formam diretamente no tronco. Estes
frutos, que sao muito apreciados também por passaros e animais silvestres, sao do
tipo baga globosa de até 3 cm de didmetro, com casca preta-avermelhada,
variedades verde-claras e verde-bronzeadas e com listras roxas ou vermelhas
(GOMES, 1987; LIMA, 2009).

Os frutos da jabuticabeira, que possuem polpa suculenta geralmente doce,
sdo consumidos, principalmente in natura, sendo muito apreciadas na forma de licor,
geleia e aguardente (CARVALHO, 2013; LORENZI et al., 2006). Sua polpa é rica em
vitamina C e minerais, especialmente potassio e calcio (SOUZA, 2016; TEIXEIRA et
al., 2011) e apresenta comumente uma unica semente, podendo, entretanto, possuir
até quatro (GOMES, 1987; LIMA, 2009). A casca da jabuticaba & adstringente,



16

utilizada contra diarreia e irritagbes de pele, sendo também indicada na medicina
popular contra asma, inflamagdo dos intestinos e hemoptise (HERBARIO, 2006;
LIMA, 2009). Na Figura 1 € apresentada uma foto dos frutos de jabuticaba, sua
polpa em fruto recém aberto e suas sementes.

Figura 1 — Frutos de jabuticabeira, polpa e sementes.

Fonte: Temporada (2012).

Segundo Ascheri et al. (2006) e Boesso (2014), a jabuticaba é um fruto
tropical de grande valor nutricional, devido a sua fonte consideravel de carboidratos,
fibras alimentares, vitaminas e sais minerais como ferro, calcio e fésforo, bem como
possui elevado teor de agua. Na Tabela 1 é apresentada a composigdo média os
frutos da jabuticaba in natura.

Tabela 1 — Composicao por 100 g de jabuticaba in natura.

Componentes Teor (g 100 g)
Umidade (%) 83,60
Energia (kcal) 58,00

Proteina (g) 0,60
Lipideos (g) 0,10
Carboidrato (g) 15,30
Fibra alimentar (g) 2,30
Cinzas (g) 0,40
Calcio (mg) 8,00
Ferro (mg) 0,10
Faosforo (mg) 15,00
Potassio (mg) 130,00
Vitamina C (mg) 16,20

Fonte: Universidade Estadual de Campinas (2011).
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Essa abundancia em constituintes nutricionais também esta relacionada a
presenga de compostos fendlicos, especialmente em sua casca (LIMA et al., 2008;
SOUZA, 2016), que compreendem uma concentragdo 25 vezes maior que a sua
polpa. Os flavonoides, que apresentam propriedades antioxidantes, sdo os fendlicos
mais importantes presentes na jabuticaba (SIMOES et al., 2000).

As duas espécies mais importantes de jabuticaba s&o Myrciaria jaboticaba
(jabuticaba Sabara), possuindo frutos pequenos de pedunculo escuro, € Myrciaria
cauliflora (jabuticaba paulista), com frutos grandes e sésseis (GOMES, 1983; JESUS
et al.,, 2004). Todavia, a jabuticabeira “Sabard” & evidenciada por ser a mais
conhecida, apreciada e comercializada no Brasil (RAMOS, 2016; SASSO, 2009).

Pesquisas apontaram que o fruto completo da jabuticaba apresenta atividade
antioxidante e conteudo significativo de antocianinas, sendo estes os pigmentos
responsaveis por uma variedade de cores atrativas e brilhantes de frutas, flores e
folhas que variam do vermelho vivo ao violeta e azul, os quais também séao
apontados como grande benfeitor da saude das artérias. Na jabuticaba, as
antocianinas apresentam maior concentracdo na casca (HERBARIO, 2010; MOURA,
2016).

As caracteristicas sensoriais da jabuticaba sdao um atrativo que expande o
potencial de venda, especialmente em mercados que procuram novidades em época
de escassez de outros frutos. Ela também pode ser utilizada pela industria
farmacéutica e pela alimenticia, além dos produtos anteriormente citados, em razéo
do alto teor de substancias antioxidantes (DANNER et al., 2006; SOUZA, 2016).

2.2 Alimentos funcionais

Em geral, alimentos funcionais sdo todos os alimentos ou bebidas que,
consumidos na alimentagdo cotidiana, podem trazer beneficios fisiologicos
especificos, gracas a presenca de ingredientes fisiologicamente saudaveis
(CANDIDO, CAMPOS, 2005; MORAES, COLLA, 2006). As afirmacdes, segundo a
AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (2016), podem relatar o papel
fisioldgico do nutriente ou ndo nutriente no crescimento, desenvolvimento e nas
fungdes normais do organismo. Essas alegacbes podem, além disso, fazer
referéncia a manutencgéo geral da saude e a redugéo do risco de doencas.
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Os alimentos de competéncia da ANVISA que conduzem essas afirmacdes
devem ser enquadrados e registrados na categoria de alimentos com alegagées de
propriedades funcionais ou de saude (Resolucdo n. 19, de 30 de abril de 1999) ou
na categoria de substancias bioativas e probidticos isolados (Resolugao n. 02, de 07
de janeiro de 2002) (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016)

Os alimentos funcionais originaram-se de um ponto de vista de alimentos,
novo para aquela época, langado pelo Japdo na década de 1980, a partir de um
programa de governo que tinha como propdsito desenvolver alimentos saudaveis
para uma populacao que envelhecia e apresentava uma elevada expectativa de vida
(ANJO, 2004).

Ha varios anos, é de consenso que para um alimento ser considerado
funcional ele precisa, além de fornecer a nutricdo basica, também promover a saude
(OLIVEIRA at al., 2002; SANDERS, 1998), podendo afetar beneficamente uma ou
mais fungdes alvo no corpo (MORAES, COLLA, 2006; ROBERFROID, 2002).
Também €& consenso que esses alimentos devam ser potencialmente capazes de
promover a saude a partir de mecanismos nao esperados pela nutricado
convencional, podendo-se enfatizar que esse efeito limita-se a promocao da saude e
nao a cura de doencgas (OLIVEIRA, at al., 2002; SANDERS, 1998).

Portanto, os alimentos funcionais necessitam apresentar propriedades
benéficas além das nutricionais basicas, contidos na forma de alimentos comuns. Os
alimentos funcionais s&o consumidos em dietas convencionais, mas demonstram
aptiddo em regularizar fungbes corporais de forma a ajudar na protegdo contra
doengas como hipertensdo, diabetes, cancer, osteoporose e coronariopatias
(MORAES; COLLA, 2006; SOUZA, et al., 2003).

Os alimentos funcionais provém a oportunidade de combinar produtos
comestiveis de facil mudanca de sua formulgcdo com moléculas biologicamente
ativas, como estragégia de corregdo de disturbios metabdlicos (MORAES, COLLA,
2006; WALZEM, 2004). Entretanto, & necessario salientar que eles ndo podem ser
destinados ao tratamento de doengas agudas ou a utilizagdo de cuidados paliativos
(JONES, 2002).

Os alimentos e ingredientes funcionais sao classificados de duas maneiras:
quanto a fonte, de origem vegetal ou animal, ou quanto aos beneficios que
oferecem, agindo em seis areas do organismo: no sistema gastrointestinal; no

sistema cardiovascular; no metabolismo de substratos; no crescimento, no
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desenvolvimento e diferenciagao celular; no comportamento das fungdes fisioldgicas
e como antioxidantes (MORAES, COLLA, 2006; SOUZA, et al., 2003).

Um fator importante na avaliagdo de alimentos funcionais é a
biodisponibilidade dos antioxidantes presentes, que & considerado como um fator
chave na atividade biolégica de substancias no trato gastrointestinal e sua absorgéo
através das paredes intestinais para a circulagdo do sangue (GRAJEK; OLEJNIK,
SIP, 2005).

Segundo Moraes e Colla (2006) e Roberfroid (2002), alimentos funcionais
apresentam as seguintes caracteristicas:

a) necessitam ser alimentos convencionais e serem consumidos na dieta

normal/usual,

b) devem ser constituidos por componentes naturais, algumas vezes, em
alta concentragdo ou presentes em alimentos que geralmente ndo os
supririam;

c) necessitam conter efeitos positivos além do valor basico nutritivo, que
pode aumentar o bem-estar e a saude e/ou reduzir o risco de ocorréncia
de doencas, propiciando beneficios a saude além de elevar a qualidade
de vida, inclusive os desempenhos fisico, psicolégico e comportamental,

d) aalegacao da propriedade funcional deve ter embasamento cientifico;

e) pode ser um alimento natural ou um alimento no qual um dos
constituintes tenha sido removido;

g) pode ser um alimento onde a natureza de um ou mais constituinte tenha
sofrido modificagéo;

h)  pode ser um alimento no qual a bioatividade de um ou mais constituintes
tenha sofrido modificagao.

Destacam-se entre os alimentos que possuem cepas de microrganismos
probidticos aqueles com justificagdo de propriedades benéficas a saude e que
apresentam estudos para a sua utilizacdo tecnoldogica e industrial (LOURENS-
HATTINGH; VILJOEN, 2001).

2.3 Probidticos

O termo probidtico foi inicialmente proposto por Lilly e Stillwell em 1965 que

definiram como “substancias secretadas por um microorganismo para estimular o
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crescimento de outro” (ANTUNES et al.,, 2007). Posteriormente, Fuller (1989)
considerou como probioticos os suplementos alimentares que possuissem bactérias
vivas e que provocassem efeitos benéficos no hospedeiro, favorecendo o equilibrio
de sua microbiota intestinal. J& Havenaar e Huis In’t Veld (1992), consideraram que
probidticos fossem culturas unicas ou mistas de microrganismos que, administrados
a animais ou humanos, gerassem efeitos benéficos no hospedeiro por incremento
das propriedades da microbiota nativa. Ha alguns anos, Hill et al (2014), atualizou a
definicdo da Organizagdo Mundial de Saude e Organizagdo das Nagdes Unidas para
a Alimentagdo e Agricultura, considerando os probidticos como microrganismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem um
beneficio de saude sobre o hospedeiro.

Os probidticos sdo encontrados como bactérias, fungos ou leveduras,
entretanto, a maioria s&o bactérias. Entre as bactérias, as que mais se destacam em
preparagbes probidticas sao as produtoras de acido latico (SINGH et al., 2011).

As culturas mais aplicadas como probidticas fazem parte dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium. As bifidobactérias sdo microrganismos Gram
positivos, que compreendem 30 espécies distintas. As de origem humana usam a
galactose, lactose e frutose como fontes de carbono. Ja os lactobacilos dispéem de
56 espécies, sendo que as mais utilizadas sao L. acidophilus, L. rhamnosus e L.
casei (STURMER et al., 2012). As principais espécies de microrganismos utilizados

como probidtico sdo apresentadas no Quadro 1.
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Quadro 1 — Espécies comumente empregadas em produtos probidticos.

Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp. Outras
L. acidophilus B. bifidum Saccharomyces boulardii
L. plantarum B. longum Enterococcus faecium
L. rhamnosus B. infantis Leuconostoc

mesenteroides subsp.

dextranium
L. brevis B. breve Propionibacterium
freudenreichii
L. fermentum B. adolescentis Pediococcus acidilactici

L. helbeticus
L. johnsonii

Fonte: Adaptado de Collins et al (1998)

Lactobacilos e bifidobactérias sdo produtores de compostos organicos,
resultantes da atividade fermentativa, como acido lactico, perdoxido de hidrogénio e
acido acético que aumentam a acidez intestinal, e substéncias nomeadas de
bacteriocinas, proteinas metabolicamente ativas, que ajudam na destruicdo de
microorganismos indesejaveis inibindo proliferacado bacteriana e os danos ao epitélio
intestinal (MORAIS, JACOB, 2006). Isso viabiliza o processo digestivo, e também
reforca o sistema imunoldgico, pela fungdo de barreira desempenhada pela
microbiota intestinal (KAILASAPATHY; CHIN, 2000). Tanto Lactobacillus como
Bifidobacterium tém a habilidade de promover a lise de proteinas com potencial
alergénico no trato gastrintestinal. Esse processo auxilia na redugédo da
alergenicidade das proteinas, reduzindo o risco de alergia alimentar (MORAIS;
JACOB, 2006).

Para serem classificados como probidticos, estes microrganismos precisam
apresentar algumas caracteristicas: auséncia de toxicidade e patogenicidade;
propriedades adequadas a fim de que sejam produzidos e incorporados em
alimentos sem perder sua efetividade e funcionalidade; viabilidade ao longo da vida
util do produto; capacidade de sobrevivéncia as defesas inatas do organismo no
trato gastrintestinal superior, incluindo a sobrevivéncia a exposi¢éo a acidez gastrica
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e aos sais biliares; habilidade de colonizar a mucosa intestinal e aptidédo de executar
um efeito de melhoria da saude do hospedeiro (O'MAY; MACFARLANE, 2005).

De uma perspectiva tecnologica, € necessario que 0Ss microrganismos
probidticos tenham sua producdo em larga escala facilitada; resistir ao
processamento (FERREIRA; TESHIMA, 2000; PRADO, et al., 2008); preservar a
acidez do produto estavel, resultar em sabores, textura e/ou aromas apropriados e
agradaveis apos a fermentacdo, além de manter um numero elevado de células
viaveis ao logo de toda a vida util do produto (LEE; SALMINEN, 1995; MATTILA-
SANDHOLM et al., 2002; PRADO et al., 2008; PUUPPONEN-PIMIA et al.; 2002).

As culturas probioticas, em sua grande parte, sdo originarias do intestino
saudavel humano ou animal. Desta forma, estas culturas tém a capacidade de
constituir a microbiota do hospedeiro, ainda que temporariamente, apds serem
consumidas. E possivel dizer que, uma linhagem probidtica ird exercer melhor sua
acao benéfica quando se encontrar em ambiente semelhante ao qual foi isolada,
considerando que é hospedeiro-especifica (SAARELA et al.,, 2000). Essas agoes
podem estar relacionadas ao aumento do metabolismo de lactose, a atividade
antimicrobiana e anticarcinogenia, a prote¢cdo contra disturbios gastrintestinais, a
redugcdo dos niveis de colesterol, a manutencdo do balango gastrintestinal, a
atividade e a estimulacao da resposta imune (AWAISHEH; HADDADIN; ROBINSON,
2005; CHOU; HOU, 2000; DOLEYRES; LACROIX, 2005; MADUREIRA et al., 2005;
SABOYA; OETTERER; OLIVEIRA, 1997; SCALABRINI et al., 1998).

Para que haja a produgdo de beneficios funcionais, € recomendado um
minimo de 10% a 10° UFC mL"' de bactérias probidticas em alimentos (JARDIM,
2012; SAMONA; ROBINSON, 1994). O valor de 108 UFC mL"' de bactérias
probidticas seria o limite minimo estabelecido pelo International Standard IDF/FIL
para um produto ser considerado probiotico (MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2006;
JARDIM, 2012). Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2016), o
fabricante deve indicar a quantidade viavel para os probidticos no produto pronto
para o consumo e esta empresa deve confirmar a eficacia dessa concentragéo a
partir de ensaios clinicos.

A industria de alimentos, principalmente a area voltada para os laticinios, tem
adicionado culturas probidticas para atribuir propriedades funcionais aos seus
produtos. Os principais produtos comercializados no mundo com alegagdo de
promover a saude, séo os leites fermentados e iogurtes contendo probidticos, porém
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existem também sobremesas a base de leite, leite em po destinados a recém-
nascidos, sorvetes, manteiga, maionese, diversos tipos de queijos, produtos em
capsulas ou em po para serem dissolvidos em bebidas frias e alimentos de origem
vegetal fermentados (ANTUNES et al., 2017; SAAD, 2006). Algumas bebidas lacteas
fermentadas possuem microrganismos probidticos que conferem um efeito de
modulacdo e ativacdo de processos metabdlicos, melhorando as condigbes de
saude. Entre os potenciais valores nutritivos efetuados por este grupo constam:
regulacdo e estabilizacdo da microbiota intestinal; promogdo da resisténcia
gastrintestinal a colonizagao por patégenos; reducdo da populagdo de patdgenos e
acao antagobnica a partir da producdo de acidos aceético e lactico, de bacteriocinas e
de outros compostos antimicrobianos; melhor utilizagdo da lactose e promogéao da
digestdo do agucar em individuos intolerantes a lactose; estimulagédo e modulagéo
do sistema imune; alivio da constipagdo; aumento da absor¢cdo de minerais e
producdo de vitaminas; melhora na digestibilidade; agdo anticarcinogénica; acao
hipocolesterolémica (JARDIM, 2012; MARTEAU; RAMBAUD, 1993; SAAD, 2006;
YAESHIMA, 1996).

Os probidticos sao disponiveis e ofertados para comercializacdo na forma de
preparagbes farmacéuticas (capsula ou sachés) ou naturais (leite fermentados,
iogurte, sorvete, variados tipos de queijos, sucos fortificados e outros alimentos de
origem vegetal fermentados) sendo possivel existir em sua composi¢do um unico ou
um conjunto de microrganismos. A correta preservacao do produto favorece a
manutengdo da viabilidade durante um bom tempo em temperatura ambiente
(STEFE; ALVES; RIBEIRO, 2008).

Sendo assim, os probidticos mantém-se vivos no célon, se multiplicam, porém
nao permanecem como colonizadores perenes da mucosa intestinal, deixando de
ser detectados alguns dias depois de interrompido seu consumo (BOUHNIK et al.,
1992). Isto se deve, especialmente, a periddica descamacao e regeneragao celular
do epitélio intestinal, carregando grande numero de culturas aderidas. Por esse fato,
€ sugerivel o consumo continuo de produtos que possuam tais culturas (ANTUNES
et al., 2017; BEZKOROVAINY, 2001).

2.4 Bebida lactea a base de soro
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A presencga da bebida lactea no mercado tem se expandido, bem como: valor
nutricional com a presenga de calcio e proteinas de alto valor bioldgico; papel dos
componentes bioativos e de bactérias lacticas para a saude; custo reduzido do
produto para o fabricante e prego final acessivel para o consumidor (FERREIRA,
1997; 2002; JARDIM, 2012; NIELSEN, 1997; SANTOS; FERREIRA, 2001; UNITED
STATES DAIRY EXPORT COUNCIL, 2002).

Ao longo dos anos, a industria admitiu também que o soro lacteo € muito
versatii e colabora na elaboracdo de alimentos lacteos fermentados por
microrganismos probiéticos e, por esse motivo, esses produtos estdo assumindo
uma vasta popularidade frente aos que buscam por alimentos funcionais
(BALDISSERA et al., 2011; BOENIO, 2014). O emprego de soro de queijo na
produgdo de bebidas lacteas compde uma forma racional de aproveitamento além
de apresentar um 6timo valor nutritivo e proporcionar elevada qualidade proteica
com um teor de gordura e lactose reduzido (ALMEIDA et al., 2001; SMITH, 2003)

O soro lacteo é a fragdo aquosa do leite que é separada do coagulo através
da adigao de acido (soro acido) ou de enzima (soro doce), ao longo da produgéo
convencional de queijos (TEIXEIRA; FONSECA, 2008). Este subproduto preserva
aproximadamente 55 % dos nutrientes contidos no leite, sendo considerado
significativo, tendo em vista o volume produzido e sua composi¢ao nutricional
(LEITE et al., 2012). PESCUMA et al. (2008) explica que os beneficios da utilizagao
de bactérias laticas na fermentacdo do soro estdo relacionados a forte atividade
metabdlica sobre carboidratos, lipideos, proteinas e peptideos alergénicos que nele
sao existentes. Com isso, as bactérias promovem colaboragdoo na digestibilidade,
conservacgao, melhoria da textura e perfil sensorial do alimento, uma vez que que ha
a minimizagao do teor de lactose, producao de acido latico que contribui para o
flavor e textura do produto final.

Sendo assim, para os lacticinios, a transformagao do soro liquido em bebidas
fermentadas ou ndo, é uma das mais atrativas alternativas para o aproveitamente do
soro para consumo humano, em razdo da simplicidade do processo, utilizagdo de
equipamentos de beneficiamento do leite, além das 6timas propriedades funcionais
da proteina do soro (GANDHI; PATEL, 1994). A producdo de bebidas a partir do
aproveitamento do soro liquido necessita de investimentos relativamente baixos,
com equipamentos e acessorios, que sao, inclusive, usados em outras operagdes de
um laticinio, como camaras frias, fermenteiras e padronizadoras. Por isto, a
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fabricagéo deste produto é altamente viavel, tendo-se em vista que a maioria dos
laticinios ja dispde destes itens (RIBEIRO, 2013; SIVIERI; OLIVEIRA, 2002).

Dessa forma, de acordo com a Instrugcdo Normativa n°® 16 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, a bebida lactea fermentada € um produto
lacteo alcangado a partir da mistura de leite e soro de queijo, constituido ou n&o de
outras substancias alimenticias, e fermentado por micro-organismos ou agregado de
leite fermentado. Este produto precisa ter no minimo 51% de base lactea e
contagem total de bactérias laticas viaveis de 10°® unidades formadoras de colbnia
por grama (UFC g') por todo o periodo do prazo de validade e ndo deve ser tratada
termicamente apos a fermentagdo (BRASIL, 2005). Portanto, a aplicagdo de soro,
bactérias probioticas e prebidticos a uma bebida lactea possibilita o resultado de um
alimento funcional, que serve como uma nova opgao para a industria de laticinios e
para os consumidores interessados em uma dieta saudavel e nutritiva, aliado a um
produto com novas caracteristicas sensoriais (MOURA, 2016). Sdo considerados
os ingredientes obrigatérios das bebidas lacteas fermentadas, o leite, soro de queijo
e cultura de bactérias lacteas ou leite fermentado. Como opgao, é possivel utilizar
também o creme de leite, solidos de origem lactea, manteiga, gordura anidra do
leite, caseinados alimenticios, proteinas lacteas, leitelho e outros produtos de origem
lactea; agucares e/ou dlicidios, maltodrextrina, edulcorantes, frutas, mel, cereais,
gorduras vegetais, chocolate, amidos, gelatina ou outras substancias alimenticias
(BRASIL, 2005).

De acordo com o tratamento térmico a que é submetida, as bebidas lacteas
podem ser classificadas em pasteurizadas, esterelizadas, UHT ou tratadas
termicamente apds fermentagdo. com o acréscimo ou ndo de outro(s) produto(s)
alimenticio(s) ou substancia(s) alimenticia(s). Neste ultimo caso, quando ndo é
realizada nenhum acréscimo, a base lactea deve representar 100% (m/m) do total
de ingredientes. Sobre a fermentagéo lactea pode-se classifica-la em fermentada ou
nao fermentada com adigdo ou sem adi¢do de ingredientes nao lacteos (BRASIL,
2005; RECCHIA, 2014).

O procedimento na elaboragdo de bebidas lacteas fermentadas pode ser
realizado por meio da inoculagdo de cultura lactea contida de Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (FRANCO; LANDGRAF,
2004; RIBEIRO, 2013; TEBALDI, 2005; WANG et al., 2013). Essas bactérias se
desenvolvem na bebida lactea por meio da simbiose. Durante essa etapa, o
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lactobacilo, libera aminoacidos e peptideos provindos das proteinas do leite, que
estimulam o crescimento do estreptococo, o qual provoca a producdo de acido
formico e dioxido de carbono, viabilizando a multiplicagdo do lactobacilo (OLIVEIRA;
DAMIN, 2003; RIBEIRO, 2013). O estreptococo inicia seu desenvolvimento,
alcancando uma densidade populacional maxima em, em cerca de 2 horas,
beneficiado pela baixa acidez inicial do leite (aproximadamente 20 °D, equivalente a
0,2 g de acido latico 100 g'). Neste ponto, a relagédo entre a populacdo dos dois
microrganismos €, em media, de 4:1. A partir do momento que a acidez do meio
tende a um valor aproximado de 46 °D (0,46 g de acido latico 100 g'), inicia-se o
desenvolvimento do lactobacilo, atingindo entdo, uma densidade populacional
maxima em 3 horas e meia. Apos esse tempo, a relagdo entre as populagbes se
aproxima a 1:1 (ABREU, 2005; AQUARONE et al., 1983; RIBEIRO, 2013).

A bebida lactea a base de soro pode apresentar variagdes quanto ao
tratamento térmico, fermentagédo e adicdo de produtos originando uma gama de
diferentes produtos. Sendo assim, bebidas lacteas fermentadas a base de soro séo
em base uma mistura de iogurte e soro (PENNA, 1997).

Para producao de bebidas com soro liquido os custos para investimentos sao
consideradas relativamente baixos, com equipamentos e acessoérios, que sao,
inclusive, utilizados em outras operagbes de um laticinio, como caémaras frias,
fermenteiras e padronizadoras. Por isso, a fabricacdo deste produto é bastante
viavel, em razao da maioria dos laticinios ja disponibilizarem destes itens (RIBEIRO,
2013; SIVIERI; OLIVEIRA, 2002).

Segundo Pescuma et al. (2008), os beneficios do emprego de bactérias
laticas na fermentacao do soro estéo relacionados a forte atividade metabdlica sobre
carboidratos, lipideos, proteinas e peptideos alergénicos que nele estdo presentes.
Com isto, as bactérias promovem auxilio na digestibilidade, conservagao e melhoria
da textura e perfil sensorial do alimento, uma vez que que existe a reducdo do teor
de lactose e producédo de acido latico que contribui para o flavor e textura do produto
final. Além dos beneficios tecnolégicos e probidticos, sua utilizagdo, também
possibilita a prolongagéo da vida util de componentes do leite e colaboram para a
sua inocuidade, pois estes microrganismos produzem metabdlitos tdxicos a
bactérias deterioradoras e patogénicas, como acido latico, acido propibnico, alcoois,
diéxido de carbono, peroxido de hidrogénio e substancias antagonisticas
(HELANDER et al., 1997; RIBEIRO, 2013; RODAS et al., 2001; WANG et al., 2013).
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2.5 Radicais livres e antioxidantes

Pode-se dfinir como radicais livres moléculas ou atomos com capacidade
independente de possuir existéncia apresentando um ou mais elétrons néao-
pareados em seu orbital. Sdo extremamente instaveis, com meia-vida curta e
quimicamente muito reativos, podendo gerar danos por reagir com basicamente
qualquer molécula que entra em contato (GONCALVES, 2008; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1998).

De acordo com Valko et al., 2007, os radicais livres e as espécies reativas de
oxigénio sdo resultados do metabolismo celular liberados no decorrer do processo
de diminuicdo de oxigénio, sendo este usado para transformar em energia os
nutrientes absorvidos dos alimentos. Durante sua evolugdo, 0s organismos
aerdbicos, além de se adaptarem a presenga de radicais livres, eles também
desenvolveram mecanismos que permitiam a utilizagdo vantajosa destes radicais em
diversos processos fisioldgicos nas células.

Devasagayam et al. (2004) e Gongalves (2008) destacam a ideia de que néo
sO as especies reativas de oxigénio (Reactive oxygen species — ROS) como também
as espécies reativas de nitrogénio (Reactive nitrogen species — RNS) desenvolvem-
se para ajudar na manutengdo da homeostase celular ou aquelibrio de reagbes de
reducdo e oxidacao (redox) em tecidos saudaveis. Em baixas concentracdes, estes
radicais livres atuam em beneficio da defesa contra agentes infecciosos, formagao
de adenosina trifosfato (ATP) através da adenosina difosfato (ADP) na mitocondria,
regulacdo do crescimento celular e producdo de oxigenases (lipooxigenase e
ciclooxigenase) para formacao de prostaglandinas e leucotrienos.

A producgao desordenada de radicais e ROS ou a falta de mecanismos de
defesa em razdo da desnutricdo podem ser prejudiciais e, por consequéncia, induzir
a oxidacao de lipidios de membrana, proteinas, enzimas, carboidratos e &acido
desoxirribonucleico (DNA), afetando o equilibrio acarretando o estresse oxidativo ou
danos oxidativos (GONCALVES, 2008; HALLIWELL, 1994; PIETTA, 2000; VALKO et
al., 2007). Esses danos causados a esses componentes celulares se acumulam,
com o passar dos anos, e favorece a degeneragao de células somaticas e indugao
de doengas crdnico-degenerativas, principalmente as que estdo relacionadas com o
avancgo da idade, enfatizando-se o cancer, aterosclerose, doengas inflamatérias, mal
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de Parkinson, mal de Alzheimer e catarata. (GONCALVES, 2008; LANGSETH, 2000;
SCALBERT et al., 2005).

Todo esse estresse redox esta ligado a variados fatores, tais como habitos de
vida julgados inapropriados (consumo de alcool, tabagismo, dieta inadequada,
exercicio fisico praticado em excesso e exposicdo a radiagdo nao ionizante
ultravioleta e outras ondas curtas); condicées ambientais impréprias ( temperatura
alta e poluicdo ambiental, domiciliar e ocupacional); envelhecimento e estados
psicolégicos que possa causar estresse emocional. Existem também patologias
cronicas (diabetes mellitus, hipertensdo arterial, cancer, entre outras) e patologias
degenerativas (Alzheimer e Parkinson) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Antioxidantes sdo substancias que possuem a capacidade de retardar ou
inibir a oxidagdo de substratos oxidaveis e ttm como fung¢édo fundamental proteger
os componentes celulares e conservar o estado redox celular (HALLIWELL, 2001;
SIMAO, 2010). Eles previnem os efeitos deletérios da oxidacao, inibindo o inicio da
lipoperoxidagdo, sequestrando radicais livres e/ou quelando ions metalicos, e
protegem organismos aerobicos do extresse oxidativo, definido como elevagao na
formagdo de espécies reativas de oxigénio (RODRIGUES et al., 2003; SIMAO,
2010).

Para ser um bom antioxidante € necessario que ele possua substituintes
doadores de elétrons ou de hidrogénio ao radical, em funcdo de seu potencial de
reducdo; capacidade de deslocamento do radical formado em sua estrutura;
capacidade de quelar metais de transi¢do envolvidos no processo oxidativo e acesso
ao local de acao, de acordo com sua hidrofilia ou lipofilia e de seu coeficiente de
particdo (LAGE, 2014; MANACH et al, 2004). Esses agentes que defendem as
células contra os efeitos dos radicais livres podem ser classificados em antioxidantes
enzimaticos ou ndo-enzimaticos (BIANCHI; ANTUNES 1999; SIES, 1993).

» De acordo com Bianchi e Antunes (1999), os antioxidantes agem em variados
niveis na protecdo dos organismos. Tais niveis podem ser: 0 mecanismo de
defesa primordial utilizado contra os radicais livres é impossibilitar a sua
formacéo, especialmente pela inibicdo das reagbes em cadeia com o ferro e o
cobre;

> o0s antioxidantes tém capacidade de interceptar os radicais livres produzidos
pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impossibilitando o ataque
sobre lipideos, aminoacidos das proteinas, dupla ligagdo dos acidos graxos
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poli-insaturados e as bases do DNA, impedindo a formacao de lesbes e perda

da integridade celular. Os antioxidantes adquiridos da dieta, bem como as

vitaminas C, E e A, os flavondides e carotendides sdo altamente importantes
na intercepcao dos radicais livres;
> outro mecanismo de protecao € o reparo das lesdes causadas pelos radicais.

Tal processo esta associado com a remocao de danos da molécula de DNA e

a reconstituicdo das membranas celulares danificadas.

Com fundamentacdo nos estudos sobre os antioxidantes tem-se ressaltado,
particularmente, a utilizagdo de nutrientes isolados no tratamento e prevencdo de
doengas. Porém, nos alimentos sdo encontrados uma vasta diversidade de
substancias que podem agir com sinergismo na protecdo das células e tecidos
(BIANCHI; ANTUNES, 1999; HERCBERG et al., 1998; JACOB, 1995; NIKI et al.,
1995). Esses enbasamentos tém proposto que a incidéncia de doengas crénico-
degenerativas provocadas pelo estresse oxidativo em sistemas bioldgicos pode ser
retardada pelo consumo de antioxidantes naturais identificadas na dieta,
especialmente os compostos fendlicos (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004;
OLIVEIRA, 2015; SIMOES, 2000).

2.6 Compostos fenélicos

Os compostos fendlicos sdo substancias se encontram largamente
distribuidos na natureza e ja foram detectadas em um numero de 8000 plantas. Eles
formam um grupo extremamente complexo que faz parte dos componentes de uma
diversidade de vegetais, frutas e produtos industrializados. Podem ser pigmentos,
que conferem a aparéncia colorida aos alimentos, ou produtos do metabolismo
secundario. Esses compostos atuam como antioxidantes, tanto pela sua capacidade
em doar hidrogénio ou elétrons, como também em razdo dos seus radicais
intermediarios estaveis, que impedem a oxidacdo de ingredientes do alimento,
especialmente de lipideos (SILVA et al., 2010).

As propriedades redutoras e a estrutura quimica dos compostos fendlicos sao
principais caracteristicas da razao por qual estes possuem uma excelente atividade
antioxidante. Estas suas particularidades desenvolvem um papel bastante
importante na neutralizagdo ou sequestro de radicais livres e quelagdo de metais de

transi¢cdo, atuando tanto na fase de iniciagdo, como na propagagcédo do processo
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oxidativo. Os intermediarios formados através da acado de antioxidantes fendlicos
sao relativamente estaveis, em virtude da ressonancia do anel aromatico presente
na estrutura destas substancias (CHUN et al., 2005; SANTOS, 2011).

Os principais compostos fendlicos presentes nas frutas e hortalicas podem
ser agrupados em diversas classes, de acordo com o tipo e o numero de anéis
fendlicos, e em subclasses, segundo as substituicbes especificas na estrutura
basica, combinagées com carboidratos e formas polimerizadas (ALMEIDA, 2007;
FARAH; DONANGELO, 2006).

Segundo os autores Matilla et al. (2011) e Silva (2014), os compostos
fendlicos englobam trés grandes grupos sendo eles os flavonadides, acidos fendlicos
e taninos. Os flavondides compdem o principal grupo integrado a estes compostos e
os demais subgrupos como as antocianinas, flavononas, flavondis, flavanas e os
isoflavonoides (MORAES; COLLA, 2006; SIMAO, 2010). A ampla variedade
estrutual desses composto é justificada pelas alteragdes que esses eles sofrem,
como hidroxilagdo, metilagdo e acilagdo entre outras. Nas plantas, esses séo
essenciais para a pigmentagdo, o crescimento, a reproducdo e a resisténcia a
patdgenos, também sendo definidos como fortes antioxidantes (MORAES; COLLA,
2006; SIMAO, 2010). De uma perspectiva nutricional, os flavondides sao,
consideravelmente, agentes antioxidantes com capacidade de impedir a oxidagdo de
lipoproteinas de baixa densidade, além destes diminuirem relevantemente as
tendéncias a doengas trombdéticas (RAUHA et al., 2000).

Por outro lado, sabe-se que os acidos fendlicos apresentam-se em dois
grupos, sendo eles os derivados do acido hidroxicindmico e derivados do acido
hidroxibenzdico. Os derivados do acido hidroxicinAmico sdo compostos fendlicos de
origem natural que sdo contidos de um anel aromatico juntamente com uma cadeia
carbdnica, esta composta por 3 carbonos unidos ao anel. Os acidos p-cumarico,
ferulico, caféico e sinaptico sdo os hidroxicinamicos mais ocorrentes na natureza.
Habitualmente eles estdo presentes nas plantas em forma de ésteres, como por
exemplo o acido clorogénico, éster do acido quinico, cuja molécula é constituida
pelo acido quinico esterificado ao acido caféico. Existem também como glicosideos
ou ligados a proteinas e a demais polimeros da parede celular e, dificilmente, como
acidos livres. Isbmeros do acido clorogénico e do acido cafeico sdo descritos com
antioxidantes (BELITZ; GROSCH, 1988; DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2014;
DURAN; PADILLA, 1993; HARBORNE, 1973). No grupo dos &cidos
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hidroxibenzdicos, compostos que contém grupo carboxilico ligado ao anel aromatico,
destacam-se os acidos protocatecuico, vanilico, siringico, gentisico, salicilico,
elagico e galico. Esses dois grupos de acidos fendlicos tém apresentado
propriedades antioxidantes (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2014; HARBORNE,
1973). Apesas de outras caracteristicas também ajudem na atividade antioxidante
dos acidos fendlicos e seus ésteres, esta €, de modo geral, determinada pelo
nuamero de hidroxilas presentes na molécula (RAJALAKSMI; NARASIMHAN, 1995;
DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2014).

Equando os taninos sao substancias secundarias fendlicas, responsaveis pela
adstringéncia dos vegetais, apresentando massa molecular em torno de 500 e 3000
Dalton e soluveis em agua (SANTOS; MELO, 2004). O termo taninos € amplamente
aproveitados para designar qualquer grande composto polifendlico constituindo um
numero satisfatério de grupos hidroxila e outros grupos quimicos, como a carboxila,
que possibilitem a formacdo de complexos fortes com proteinas e outras
macromoléculas (DESHPANDE et al., 1986). Eles apresentam a habilidade de
atuarem como captores de radicais livres, e possuem atividade antimicrobiana,
antiviral, antifingica, anti-dicarréica e anti-séptica (ARAUJO , 2008; MONTEIRO et
al., 2005).

O complexo formado entre taninos e proteinas ou outros compostos s&o, na
maioria das vezes, instaveis, e suas ligagcdes quimicas sdo constantemente
quebradas e refeitas, e séo divididos conforme com o tipo de ligagdo: 1) ligacao de
hidrogénio (reversivel e dependente de pH) entre o radical hidroxila do grupo fenol e
0 oxigénio do grupo amida nas ligagbes de proteina; 2) ligacdo hidrofébica
(reversivel e dependente do pH) entre o anel aromatico e a regido hidrofébica da
proteina; 3) ligagdes ibnicas (reversivel) entre o ion fenolato e o sitio catiénico da
proteina (exclusivo para taninos hidrolisaveis) e 4) ligagdes covalentes
(irreversiveis), resultante da oxidacdo de polifendis que gera quinonas, as quais
reagem e se condensam com grupos nucleofilicos de proteinas (CORDAO et al.,
2010; FRUTOS et al., 2004).

Tanto quanto as diversas doengas degenerativas (cancer, esclerose multipla,
arteroesclerose, etc.) como também o processo de envelhecimento estdo
relacionados as altas concentragées de radicais livres. Como os taninos agem como
captadores de radicais, interceptam o oxigénio ativo formando radicais estaveis
(MELLO; SANTOS, 2001).
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Os taninos podem ser classificados como: taninos hidrolisaveis, estes
encontrados em dicotiledéneas herbaceas e lenhosas; e taninos condensados que
ocorrem mais largamente em gmnospermas e angiospermas (SANTOS; MELO,
2004).

Os taninos hidrolisaveis sao apontados como galotaninos e elagitaninos. Os
galotaninos sao caracterizados pela presengca de varias moléculas de acidos
organicos, bem como galico e digalico, esterificados a uma molécula de glicose. Os
elagitaninos sdo compostos por unidades de acido elagico ligadas a glicosideos.
Estes compostos sdo simplesmente hidrolisados por acidos ou enzimas em suas
unidades monomeéricas (AGUILAR et al.,, 2007; BHAT; SINGH; SHARMA, 1998;
MELO, 2012; MUELLER-HARVEY, 2001; REED, 1995).

Na Figura 2 apresenta-se uma estrutura modelo dos taninos hidrolisaveis.

Figura 2 — Estrutura de taninos hidrolisaveis

fLm.# =017 ou 3

Fonte: Nakamura et al. (2003)

Ja os taninos condensados, representados na figura 3, compreendem
moléculas compostas por unidades flavondides unidas entre si por ligagées carbono-
carbono; possuem estruturagdo complexa e sédo resistentes a hidrélise, mas podem
ser soluveis em solventes organicos polares, dependendo de sua estrutura (REED,
1995; SCHOFIELD; MBUGUA; PELL, 2001; MELO, 2012).
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Figura 3 — Estrutura de taninos condensados.

R = (flavan«3«ol)

Fonte: Lekha e Lonsane (1997).

2.7 Métodos para a quantificagcdo de antioxidantes

A determinacdo da atividade antioxidante dos alimentos € interessante pelo
fato de, além de indicar o potencial antioxidante dos mesmos antes de ser
consumido, € importante par para analisar a protecdo contra a sua oxidacéo e
deterioracao, reacdes que acarretam a diminuicdo da sua qualidade e do seu valor
nutricional (LIMA, 2008; RIBEIRO, 2011).

De acordo com as reacGes quimicas envolvidas, a maioria dos métodos
utilizados para analisar a capacidade antioxidante dividem-se em dois tipos: (1) com
base na reagéo de transferéncia de elétrons, representados pelo método de Folin-
Ciocalteau e sequestro de radicais livres, tais como o 1,1-difenil-2-picrilidrazil
(DPPH) e (2) com fundamento na reacgéo de transferéncia de atomos de hidrogénio,
representado pelo ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) e sistema [3-
caroteno/acido linoléico (HUANG et al., 2005).

O método de Folin-Ciocalteau foi determinado por Otto Folin e Vintila
Ciocalteau em 1927, o qual mede a capacidade redutora das amostras e € 0 mais
extensivamente empregado, popularmente reconhecido como o teste para medir o
conteudo total de fendis. Sendo um método espectrofotométrico que detecta todos
os grupos fendlicos presentes no extrato (FOLIN; CIOCALTEU, 1927; PIRES, 2014).
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O reagente de Folin-Ciocalteu constitui-se do &cido fosfotungstico-
fosfomolibdico e quando interagindo com os composto fendlicos, em condigbes
alcalinas, ha uma desagregacdo de um proton fendlico ocorrendo a formagéo do
anion fenolato. Esse anion tem a habilidade de diminuir o reagente, formando o
complexo azul de molibdénio (GENOVESE et al., 2003; HUANG et al., 2005),
favorecendo com isso, a determinacdo da concentracdo por absorbancia na
espectrometria. A leitura pode ser realizada na regido do visivel em torno de 760 nm
(GOULART et al., 2009).

Ja o método do radical DPPH baseia-se na determinacdo da capacidade de
captura do radical livre 2,2-difenil-1-picrihidrazil pelos compostos antioxidantes. Em
meio a presenga de compostos contendo atividade antioxidante, ocorre uma redugéo
da absorbancia, correspondente a concentracdo e a atividade antioxidante da
amostra (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). Para essa analise usa-
se uma solugdo metandlica de DPPH, que absorve no comprimento de onda por
volta de 517nm e, a medida que seu elétron deixa de ser desemparelhado, a
absorcdo baixa ocasionando a mudanca de coloragcdo diante das moléculas
antioxidantes ensaiadas (DI MAMBRO; MARQUELE; FONSECA, 2005; RIBEIRO,
2011).

A reducéo e a absorbancia obtidos pela quantidade do radical DPPH alteram
consideravelmente de acordo com os diferentes tipos e concentracbes de
antioxidantes. A técnica do ECso foi sugerida para determinar a eficiéncia antirradical
por meio da quantidade de antioxidante necessaria para cair em 50% a
concentragao inicial do radical DPPH e o tempo necessario para alcancar a
estabilidade na concentragdo do mesmo (SANCHEZ-MORENO; LARRAURI;
SAURA-CALIXTO, 1998).
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3 METODOLOGIA

Os itens citados na metodologia, tém como referéncias o trabalhos de
Almeida (2016), Cruz (2013), Florentino (1997), Karaaslan et al. (2011) Rufino et al
(2008) e dos Santos et al. (2017).

3.1 Obtencao dos frutos e residuos da jabuticaba

Os frutos da jabuticaba foram comprados no comércio local da cidade de
Campina Grande-PB, na estacado de sua safra referentes ao periodo dos meses de
marco a abril dos anos de 2014 e 2015. Os mesmos foram selecionados, lavados e
higienizados com uma solugao hipoclorito de sddio (200 mg L' de cloro livre), e por
despolpamento manual As fragbes da jabuticaba foram separadas (polpa, casca e
semente) e suas cascas foram acondicionadas a uma temperatura de —18 °C em

freezer horizontal.

3.2 Preparo do extrato aquoso

Em meio acido e em temperatura ambiente, as cascas da jabuticaba foram
tratadas por meio da adigdo de suco de limao na proporcao de 0,15: 1,0: 2,0 (suco
de limao: casca de jabuticaba: agua destilada) por um tempo de 45 minutos para
que houvesse a hidrélise parcial e solubilizacdo dos taninos, estes sendo os
responsaveis pelo gosto adstringente. Posteriormente, as cascas foram enxaguadas,
trituradas com agua destilada na proporcédo de 90,5 para 170 g (casca: agua) e
filtradas em redes de nylon (abertura em cerca de 0,300 mm) para que ocorresse a
separacao do residuo das cascas do filtrado. O filtrado foi usado para trituragdes
sequenciais de outras cascas, até a obtengdo de um extrato aquoso contendo 2,5 g
100 g de solidos soluveis, para que, posteriormente, houvesse a producédo de
geleia e calda de jabuticaba. O residuo obtido a cada trituragédo foi armazenado a 4 °C,
para que este fosse reaproveitado na produgéo do extrato hidroalcodlico, em etapa
subsequente.

3.3 Preparo do extrato hidroalcodlico
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O residuo da obtencao do extrato aquoso removido da casca da jabuticaba foi
hidratado durante o tempo de 1 h com agua autoclavada e distribuido em frascos de
Erlenmeyer, juntamente com alcool potavel (alcool etilico extra-neutro, Usina Giasa,
Biosev, Pedras de Fogo, Brasil). Utilizou-se a proporcao de 1:9 (residuo: alcool
potavel a 30% em agua com acidificacdo até pH 4,0). A extracdo foi realizada em
banho de ultrassom por 2 h, em uma temperatura de 50 °C. Logo ap6s, o residuo foi
filtrado em rede de nylon (abertura de, aproximadamente, 0,300 mm). O extrato
hidroalcodlico obtido de trés filtragdes foi disposto em béqueres de 1000 mL para a
secagem em estufa de circulagdo de ar, em uma temperatura constante de 50 °C,
até a evaporagédo do etanol e atingir 5% a 6% do volume inicial. O extrato foi
armazenado em tubos criogénicos a -18 °C, sendo acrescentado nas formulagdes
na proporcgao de 2% (18,7 g de extrato hidroalcodlico para 935 g de base lactea), de
maneira a ajudar na coloragdo, como também no aumento do teor de compostos

fendlicos do produto final.

3.4 Preparo da geleia da casca de jabuticaba

Para o preparo da geleia utilizou-se o extrato aquoso com 2,5 g 100 g-' de
solidos soluveis, obtido conforme descrito na subsecgéao 4.2, adicionado de acgucar
(sacarose) e pectina (GrindstedPectin YF 310, Danisco Mexicana, DuPont,
Apatzingan de la Constitucion, México). A formulagdo usada para os ensaios foi
produzida pela fervura, sob baixo aquecimento, dos ingredientes citados até a
obtengdo de 60% de sodlidos soluveis, no qual a geleia apresentou consisténcia
firme, porém espalhavel, apropriada para o acompanhamento de bebida lactea
cremosa. Na Tabela 2 sdo apresentadas as propor¢des dos ingredientes utilizados
no preparo da geleia. A geleia foi distribuida em potes plasticos na quantidade de 12

a13g.
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bebidas lacteas:
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Componentes Proporcao (g 100 g')
Extratro aquoso (2,5% de sdlidos soluveis) 66,4116
Acucar comercial (sacarose) 33,174
Pectina (YF310, DuPont) 0,41
Corante natural carmim de cochonilha 0,0044
Total 100

Fonte: dados da pesquisa

3.5 Preparo da calda de casca de jabuticaba

A calda de casca de jabuticaba foi empregada para incorporagdo na bebida

lactea tendo em vista o incremento do teor de compostos fendlicos. O preparo da

calda foi similar ao preparo da geleia, no qual foi utilizado o extrato aquoso (2,5 g

100 g' de sdlidos sollveis), aglcar e pectina nas proporgdes apresentadas na

Tabela 3. Posterior a cocgao, sob leve aquecimento, foi obtido o teor de sodlidos

soltiveis, com cerca de 40 g 100 g, sendo a calda armazenada sob refrigeragdo a 4 °C

até a sua incorporacgdo na bebida lactea fermentada.

Tabela 3 — Producao da calda da casca de jabuticaba:

Componentes Proporgao (g 100 g')
Extratro aquoso (2,5% de sdlidos soluveis) 66,39
Agucar comercial (sacarose) 33,19
Pectina (YF310, DuPont) 0,420
Total 100

Fonte: dados da pesquisa.

3.6 Desenvolvimento das bebidas lacteas fermentadas

3.6.1 Preparo da base lactea

Para se obter a base lactea foram utilizados soro de queijo Minas frescal, leite

em po (Molico, Nestlé, Aracatuba, Brasil) reconstituido e agucar. O soro foi, de

antemao, obtido apds a coagulagao do queijo, este produzido previamente utilizando
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leite pasteurizado Cariri Light (Cooperativa Agropecuaria do Cariri Ltda., Campina
Grande, Brasil), coagulante Hannilase (Chr. Hansen, Valinhos, Brasil) e cloreto de
calcio. Em seguida do preparo do queijo, o soro de queijo foi acondicionado em
sacos de plastico de nylon e armazenado a -18 °C até a sua utilizagao.

Os ingredientes do soro de queijo, agucar e leite em p6 desnatado passaram
por um tratamento térmico onde se deu a elaboragcdo da base lactea para
sequecialmente serem adicionadas culturas microbiologicas para a fermentagao e
produgado das bebidas lacteas. O soro de queijo foi tratado termicamente a 85 °C por
5 minutos para inativagdo das enzimas coagulantes ainda presentes no soro e evitar
a coagulacao da base lactea. Sao apresentados na Tabela 4 os ingredientes da base
lactea (antes da adicdo das culturas). Esta base foi tratada termicamente a 85 °C
durante 30 minutos e armazenada a 4 °C até o processo de fermentacgéo.

Tabela 4 — Ingredientes utilizados no preparo da base lactea

Componentes Proporcéo (g 100 g)
Soro de queijo 84,00
Acucar (sacarose comercial) 8,00
Leite em pd desnatado (Molico, Nestlé, Aragatuba, Brasil) 8,00
Total 100

Fonte: dados de pesquisa.

3.6.2 Processo de fermentacao

Precedente a fermentacao, a base lactea pasteurizada foi aquecida a 40 °C,
para a adigdo da cultura starter liofilizada, composta de Streptococcus thermophilus
TA40 (DuPont) e das bactérias probidticas, sendo condicionada a 43 + 2 °C durante
o tempo necessario para alcangar valor de pH menor ou igual a 5,0 e acidez igual ou

superior a 0,6 g 100 g-' de acido latico.

3.6.3 Producao da bebida lactea cremosa fermentada probiédtica

A bebida lactea foi elaborada com as proporcdes estipuladas em ensaios
pilotos, as quais sdo apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5 — Ingredientes utilizados no preparo da base lactea.

Componentes Proporcéo (g 100 g™)
Base lactea 90
Pectina YF310 (DuPont) 1,75
Extrato hidroalcodlico 2

Corante natural carmim de cochonilha 0,045
Acido latico alimenticio (85%, Purac Sinteses) 0,48
Calda 5,725

Total 100

Fonte: dados da pesquisa.

Preparou-se 2 formulagdes em 3 lotes cada (triplicatas verdadeiras):
formulacdo controle F1 — produzida com a cultura iniciadora de S. thermophilus
TA40; formulacdo probiodtica F2 — elaborada com S. thermophilus TA40 e a cultura
comercial potencialmente probidtica de Lactobacillus rhamnosus LR32. Com esse
objetivo, foram elaboradas 935 g de base lactea de cada formulagado para mistura
aos outros ingredientes, para a obtencao da bebida lactea cremosa.

Em seguida com ajuda de um liquidificador misturou-se todos os
componentes (base lactea, acido latico, corante carmim de cochonilha, calda da
casca de jabuticaba, extrato hidroalcodlico e pectina). Apods, 75 g de cada
formulacdo, separadamente, foram embaladas em potes plasticos ja incluindo a
geleia da casca de jabuticaba (12 - 13 g) e acondicionadas a 4 °C, totalizando uma
quantidade de, aproximadamente, 100 g de produto final em cada pote. Foram

preenchidos 12 potes para cada formulagao (F1 e F2) em cada lote.

3.7.1 Preparacao dos reagentes

3.7.1.1 Metanol acidificado 0,01 mol L-"

Com a ajuda de um funil, completou-se, até a afericdo do menisco, um baldo
de 1000mL com uma solugdo de alcool metilico P.A. Em seguida, em uma capela,
mediu-se 1 mL de acido cloridrico P.A. (0,01 mol) e adicinou-o ao metanol contido
no baldo. Homogeneizou-se e transferiu-se a solugdo de metanol acidificado para
um recipiente de vidro ambar.
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3.7.1.2 Metanol acidificado 9,4 mmol L

Preparou-se uma solugdo de metanol acidificado 9,4 mmol. L' adicionando-se
em um baldo volumétrico de 200 mL, 12 mL de agua destilada e completando-se o

volume do baldo com o metanol acidificado 0,01 mol L.

3.7.1.3 Solugéo de acido galico

Pesou-se 0,0200 g de acido galico anidro purissimo (Vetec, Sigma-Aldrich,
Duque de Caxias, Brasil) dissolveu-se essa massa com uma pequena quantidade de
metanol acidificado 9,4 mmol L-'. A seguir, transferiu-se para um baldo de 100 mL e
completou-se o volume com o metanol acidificado 9,4 mmol L.

Essa solugao foi utilizada como “solugdo mée” para os padrbes da curva de
calibragéo.

3.7.1.4 Carbonato de sédio a 30%

Utilizando uma balanca analitica, em um bécker, pesou-se 30 g de carbonato
de sodio P.A., diluiu-o com um pouco de agua destilada. Sendo esta uma reagéo
exotérmica, esperou-se esfriar a diluicdo e transferiu-a para um baldo de 100 mL.
Completou-se o baldo, aferindo-se o menisco com agua destilada e transferiu-se a

solugao para um recipiente de vidro ambar.

3.7.1.5 Solugéo de DPPH 0.1 nmol L

Utilizando uma balanga analitica, em um bécker, pesou-se 0,0010 g de DPPH
(Aldrich Chemistry, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA), adicionou-se uma
pequena quantidade de alcool etilico P.A., homogeneizou-se com a ajuda de um
bastdo de vidro e transferiu-se essa diluicdo para um baldo de 25 mL. Fez-se
necessario a realizagéo de varias lavagens do bécker com o etanol para a completa
transferéncia do DPPH. Por fim, completou-se o baldo com o etanol até a aferigcao
do menisco.
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3.7.2 Curvas de calibragao

3.7.2.1 Preparo dos padrées da curva

Pipetou-se, em sequéncia, 0,125 mL, 0,25 mL, 0,5mL, 1,0 mL, 1,5 mL, 2,0
mL, 2,5 mL, 3,0 mL, 3,5 mL, 4,0 mL, 4,5 mL da solugdo de acido galico (200 mg L-
em metanol acidificado), transferiu-se, respectivamente, para 11 balées volumétricos
de 10 mL, e completou-se o volume, de cada um, com metanol acidificado 9,4 mmol
L-'. Zerou-se o espectrofotdmetro (SP — 2000UV, Spectrum, Tucuman, Argentina)
com o metanol acidificado 9,4 mmol L' e mediu-se a absorbancia de todas as
diluigbes em seus respectivos balbes.

3.7.2.2 Determinagéo da curva do DPPH

A partir de uma solugdo-méae de DPPH a 0,1 nmol L' em etanol, realizou-se a
curva de calibragdo para a analise de antioxidantes totais por DPPH. Pesou-se
0,004 g de DPPH e transferiu-se quantitativamente para um baldo volumétrico de
100 mL toda a massa pesada, e, em seguida, completou-se com etanol P.A.

Os volumes utilizados para a construgéo da curva de DPPH foram 0 pL, 2,5
ML, 5 L, 10 pL, 20 pL, 30 pL, 40 pL, 50 pL, 60 pL, 70 yL, 80 pL, 0 uL e 100 yL e a
leitura da absorbancia foi realizada no espectrofotdbmetro em um comprimento de

onda de 517 nm.

3.7.3 Obtencao dos extratos da amostra

Com a ajuda de uma balanga analitica, pesou-se, em 5 criotubos diferentes,
aproximadamente 0,2500 g da amostra da bebida lactea. Com uma pipeta
automatica de 1000 L, adiciou-se 1 mL do metanol acidificado 0,01 mol L', em
cada um deles. Os tubos foram agitados no vortex por alguns segundos para que
houvesse homogeneizagdo e foram acondicionados em refrigeragdo a uma
temperatura de 4 °C por, no minimo, 12 horas. No dia seguinte, as amostras foram
levadas ao Laboratério de Genética, no Departamento de Biologia (Complexo
Integrado das Trés Marias/UEPB), para a realizagdo da centrifugagcédo, em centrifuga
refrigerada Eppendorf (5810R, Eppendorf, Hamburg, Germany). Centrifugou-se as
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amostras 6 vezes, por 5 minutos, em uma rotagao de 13.500 g, a uma temperatura
de 4 °C. Entre as centrifugagdes transferiu-se o sobrenadante de cada criotubo para
um baldo de 25 mL, adiciou-se 500 yL do metanol acidificado a cada amostra e
homogeneizou-os no vortex por alguns segundos. Apds as 6 centrifugagdes,
completou-se o volume do baldo até o trago de afericdo com o metanol acidificado,
retirou-se 2mL dessa solugao e transferiu-a para um criotubo vazio. Centrifugou-se
novamente o extrato coletado por 1 minuto e transferiu-se o sobrenadante dessa
centrfugagdo para outro criobubo vazio, assim obtendo o extrato final a ser
analisado.

3.7.4 Analise do extrato final
3.7.4.1 Analise de compostos fenblicos totais

No Laboratério de Quimica Aplicada, do Departamento de Quimica do Centro
de Ciéncias e Tecnologia (CCT/UEPB), analisou-se o extrato obtido a partir das
centrifugacdes. Todos os procedimentos foram realizados no escuro e em
temperatura ambiente. Separou-se 4 tubos de ensaios plasticos de 15 mL cada,
sendo 3 para a amostra e 1 para o branco. Iniciou-se a preparagao dos 3 primeiros
tubos adicionando a cada um deles 60 pL da amostra e, em sequéncia, foi
adicionado ao tubo do branco 60 uL da solugdo de metanol acidificado 9,4 mmol.L-"
Em seguida, aos 4 tubos foram incluidos 2.340 uL de agua destilada e 150 pL do
reagente de Folin-Ciocauteu (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Alemanha).
Agitou-se os tubos no vortex até completa homogeneizagdo e aguardou-se 8
minutos. Apds esse tempo, adicionou-se 450 uL da solugdo aquosa de carbonato de
sodio a 30% a todos os tubos. Agitou-se os tubos novamente no vortex e aguardou-
se 30 minutos. Por fim, mediu-se a absorbancia em um espectrofotdmetro (MARCA,
CIDADE, PAIiS?) em comprimento de onda de 750 nm, tendo sido o equipamento
zerado com metanol acidificado 0,01 mol L.

3.7.4.2 Analise de DPPH

No Laboratério de Quimica Aplicada, do Departamento de Quimica do
CCT/UEPB, realizou-se a analise de DPPH utilizando o extrato obtido a partir das
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centrifugagées. Inicialmente, no escuro e em temperatura ambiente, preparou-se 25 mL
da solugao de DPPH. Em seguida, separou-se 6 tubos de ensaios plasticos de 15 mL
cada, sendo 3 para o branco e 3 para a amostra, fazendo-se 3 diluigbes diferentes
para cada grupo de tubos. Adicionou-se 2,95 mL, 2,90m L e 2,80 mL da solucao de
DPPH aos tubos, tanto para a amostra, como para o branco. Apés isso, adicionou-se
0,05 mL, 0,1 mL e 0,2 mL de etanol aos seus respectivos tubos do branco (com 2,95
mL, 2,90m L e 2,80 mL da solugdo de DPPH) e, por fim, adcionou-se 0,05 mL, 0,1
mL e 0,2 mL de extrato da amostra aos seus respectivos tubos (om 2,95 mL, 2,90m
L e 2,80 mL da solugdo de DPPH. Em um espectofotbmetro (marca) zerado com
etanol P.A., em comprimento de onda em 517nm, leu-se os valores da absorbancia
de cada solug&o contida nos tubos. Fez-se essa leitura apds 0, 30 e 60 minutos.

3.7.4.2.1 Calculo do sequestro de radicais DPPH

Com base nos resultados obtidos no intem anterior calculou-se a
porcentagem de sequestro de radicais DPPH e o ECso para cada amostra..

Foi possivel calcular a porcentagem de sequestro de radicais DPPH através da

equacgao (1):

(ABSC60min - ABSA60min)

ABSC

% de sequestro de DPPH = x100 (1),

60min

onde:

ABSCso min € a absorbancia do controle no tempo de 60 min, ABSAeso min € a
absorbancia da amostra no tempo de 60 min.

3.7.4.2.2 Obtencgéo do ECso

Para a obtengdo do ECso realizou-se os calculos de retorno com base no
ensaio de calibragdo com diferentes concentragbes de DPPH e das equages
obtidas a partir da massa de DPPH equivalente a metade da absorbancia do
controle, dos graficos de dispersdo das absorbancias das diferentes amostras nas
diferentes concentragdes de extrato, de acordo com a descricdo no protocolo de



Rufino et al. (2008), expressando o resultado final em g de amostra g-' de DPPH
captado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos das analises de compostos fendlicos totais estao
apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Teor de fendlicos totais (mgEq acido galico 100 g-' de amostra) obtidos
para as amostras de bebida lactea controle TA-40 (F1) e probidtica TA-
40 + LR32 (F2) durante o armazenamento de 1, 7, 14 e 21 dias (D1,
D7, D14 e D21, respectivamente).

Tratamento
Tempo de armazenamento (dias) Controle (F1) Probidtico (F2)
TA-40 TA-40 + LR32
54,09 £ 9,27Aa 45,08 + 9,97Aa
7 75,34 £ 37,11Aa 58,361+20,34Aa
14 68,35 + 31,29Aa 60,69+20,84Aa
21 62,77 + 21,60Aa 61,61+10,14Aa

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

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

Fonte: dados de pesquisa.

Na analise de fendlicos totais, com base na Tabela 6, observa-se que as
bases lacteas com e sem adicdo do microrganismo probiotico L. rhamnosus LR32,
dentro de um mesmo tempo de amostragem, ndo diferem significativamente entre
elas (p > 0,05), como também, verifica-se a auséncia de diferenga significativa entre
os dias de armazenamento do tratamento controle e do probidtico (p > 0,05). Ou
seja, nas duas bebidas existe aproximadamente a mesma quantidade de compostos
fendlicos em fungéo do desvio-padrao alto ao longo do armazenamento. No entanto,
existe uma tendéncia de aumento dos valores médios de fendlicos aos 7 dias, o que
pode estar associado a complexagdo com os compostos da base lactea, sendo
ligeiramente maior na bebida controle.

Analisando-se a Tabela 7, percebe-se que ndo ocorrem diferengas
significativas entre a bebida controle e a bebida adicionada do probiético L.

rhamnosus comparando-as entre si nos mesmos periodos de armazenamento (p >
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0,05). Observando-se também cada bebida individualmente em seus respecitvos
tempos de armazenamento é visto que nao ha diferenca significativa (p > 0,05).
Embora nédo tenha havido diferengas significativas existe uma tendéncia de aumento
da capacidade de captagdo de radicais DPPH na primeira semana de

armazenamento para a bebida com L. rhamnosus.

Tabela 7 — Captagdo de radicais DPPH (%) pelas amostras de bebida lactea
controle TA-40 (F1) e probidtica TA-40 + LR32 (F2) durante o
armazenamento de 1, 7, 14 e 21 dias (D1, D7, D14 e D21,

respectivamente).
Tratamento

Tempo de armazenamento (dias) Controle (F1) Probidtico (F2)

TA-40 TA-40 + LR32
29,65 + 13,23 Aa 35,90 £ 15,58 Aa

7 27,45 £ 15,61 Aa 43,32 £ 1,40 Aa
14 28,26 £ 14,39 Aa 26,45 = 10,68 Aa

21 35,03 £ 15,21 Aa 35,66 + 9,06 Aa

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

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

Fonte: dados de pesquisa.

Na Tabela 8, observa-se que as bases lacteas, com e sem adigdo do
microrganismo probidtico L. rhamnosus, dentro de um mesmo tempo de
amostragem, nao diferem significativamente entre elas aos 1, 14 e 21 dias de
armazenamento (p > 0,05) quanto ao ECso. No entanto, no sétimo dia, verificou-se
que o tratamento com o probiodtico apresentou valor de ECso significativamente
reduzido em relacdo ao controle (p < 0,05). Uma possivel explicacéo para isto pode
ser devido a importdncia da capacidade de captagcdo de radicais livres pelos
fendlicos totais. Mesmo sem diferengas significativas entre os dias 1 e 7 no
tratamento probidtico para fendlicos totais e capacidade de captagdo de radicais
DPPH, estes dois parametros também apresentaram os valores mais elevados no
dia 7 nesta bebida. Por esta razdo, aos 7 dias seria necessaria uma menor
quantidade de bebida lactea para a captura de 1g de DPPH.
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Tabela 8 — Valores de ECso (g de bebida g' de DPPH) obtidos para as amostras
de bebida lactea controle TA-40 (F1) e probiotica TA-40 + LR32 (F2)
durante o armazenamento de 1, 7, 14 e 21 dias (D1, D7, D14 e D21,

respectivamente).
Tratamento
Tempo de armazenamento (dias) Controle (F1) Probidtico (F2)
TA-40 TA-40 + LR32
329,75 + 121,61Ab 287,53+124,11Aac
7 349,72+137,83Bc 207,10+10,23Aa
14 300,05+£108,05Aa 289,55+248,52Ac
21 387,81+270,42Aabc 242,41+£17,21Ab

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

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

Fonte: dados de pesquisa.

Para o tratamento do controle, houve diferencgas significativa entre os valores
de ECso0 na primeira e segunda semana de armazenamento (p < 0,05). Comparando-
se os tempos de armazenamento dessa formulagdo, nota-se que no dia 14 uma
menor quantidade de bebida lactea seria exigida para captar 1g de DPPH.
Comparando as duas formulagdes, possivelmente, a bebida controle teria menor
capacidade de transformacgao dos compostos fendlicos que a bebida probidtica, pelo
fato dessa ultima conter dois microrganismos presentes para trabalhar na
modificagéo estrutual dessas moléculas existentes na bebida, conseguindo resultar
em menores valores de ECso ao final da primeira semana de armazenamento.

Na ultima semana de armazenamento do tratamento controle e a partir da
segunda semana de armazenamento da bebida probidtica, € possivel que os
fendlicos totais exergam maior interagdo com outras moléculas, reduzindo os grupos
funcionais disponiveis para a captagdo dos radicais livres presentes no meio,
reduzindo-se assim, o ECso.
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5 CONCLUSAO

A bebida lactea adicionada da casca da jabuticaba e fermentada com o
microrganismo Streptococcus thermophilus TA-40 tendeu a um aumento do teor de
fendlicos, assim como uma maior potencialidade de sua atividade antioxidante.

A adigao da cultura probidtica L. rhamnosus LR32 foi essencial para promover
uma melhora significativa dos valores de ECso bebidas lacteas.

Dessa forma, € viavel o aproveitamento da casca de jabuticaba em conjunto
ao uso da cepa probidtica LR32 para a produgado de bebidas lacteas fermentadas

adicionadas com potencial funcional.
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