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RESUMO

Ao longo dos ultimos anos, a populacédo tem buscado por alimentos mais saudaveis.
As perspectivas no campo de novos produtos sao grandes, com isso, a industria se
sente motivada a desenvolver produtos que atendam a demanda do consumidor, na
procura por alimentos com propriedades funcionais. Baccharis dracunculifolia,
conhecida popularmente como vassourinha ou alecrim do campo, € reconhecida por
possuir alegacbes de atividades biologicas devido seus compostos. Com isso, 0
presente trabalho objetivou desenvolver e caracterizar um iogurte adicionado de
extrato de B. dracunculifolia. Foram desenvolvidas trés formulac¢des, sendo um iogurte
controle (T1), iogurte com 2,5% de extrato de B. dracunculifolia (T2) e iogurte com
5,0% de extrato de B. dracunculifolia (T3). As amostras foram submetidas a andlises
microbioldgicas, fisico-quimicas, teor de fendlicos totais, atividade antioxidante pelos
métodos ABTS, DPPH e FRAP nos tempos 0, 7 e 14 dias de armazenamento, andlise
sensorial e de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Os resultados foram
avaliados por teste t - Student e por método de Equacdes de Estimacbes
Generalizadas (GEE) com significancia de 95%. Todos os iogurtes desenvolvidos
apresentaram parametros microbiolégicos em conformidade com a legislacao
brasileira durante o periodo de armazenamento. Os resultados de pH e acidez titulavel
variaram entre 4,74 a 4,78 e 0,95 a 0,98% de acido latico, entre os tratamentos.
Verificou-se que houve efeito de tratamento para os parametros de composicao
centesimal (p<0,05), exceto para gordura e proteina. Quanto ao teor de compostos
fendlicos totais, os iogurtes apresentaram resultados variando entre 56,88 e 128,12
MgGAE/g entre os tratamentos, com aumento em fungdo do tempo de
armazenamento. Os iogurtes enriquecidos com extrato da planta apresentaram
maiores resultados de atividade antioxidante em relagéo ao iogurte controle durante o
periodo de armazenamento. A adicdo do extrato da B. dracunculifolia afetou
positivamente no teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante do iogurte sem
afetar suas caracteristicas de identidade e qualidade. Na anélise sensorial nao foi
verificada diferenca estatistica significativa entre os trés tratamentos em nenhum dos
parametros avaliados (aceitacdo global, cor, aroma, sabor, acidez, textura, aparéncia
e intencdo de compra). De maneira geral, todas as formula¢des apresentaram médias
em torno de 7,0 em uma escala de 1,0 a 9,0. A analise de CLAE, revelou o 4cido
cumarico como componente majoritario no extrato da B. dracunculifolia, o perfil
cromatografico da amostra de iogurte também indicou a presencga desse composto.

Palavras chave: Baccharis. Compostos fendlicos. Atividade antioxidante. Alimentos
funcionais.



ABSTRACT

Over the past few years, the population has been looking for healthier foods. The
perspectives in the field of new products are great, by the way, the industry feels
motivated to develop products that meet the consumer demand, in the search for foods
with functional properties. Baccharis dracunculifolia, popularly known as broom or field
rosemary, is recognized for having claims of biological activities due to its compounds.
Thus, the present work aimed to develop and characterize a yogurt added with B.
dracunculifolia extract. Three formulations were developed, being a control yogurt (T1),
yogurt with 2.5% B. dracunculifolia extract (T2) and yogurt with 5.0% B. dracunculifolia
extract (T3). The samples were submitted to microbiological, physical-chemical
analysis, total phenolic content, antioxidant activity by ABTS, DPPH and FRAP
methods at 0, 7 and 14 days of storage, sensory analysis and High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). The results were obtained by t-Student test and using the
Generalized Estimation Equations (GEE) method with a significance of 95%. All
developd yogurts presented microbiological parameters in compliance with brazilian
legislation during the storage period. The results of pH and titratable acidity varied
between 4.74 to 4.78 and 0.95 to 0.98% of lactic acid, between treatments. It was
found that there was a treatment effect for the parameters of proximate composition (p
<0.05), except for fat and protein. As for the content of total phenolic compounds,
yogurts showed results varying between 56.88 and 128.12 ugGAE / g between
treatments, with an increase as a function of storage time. Yoghurts enriched with plant
extract showed higher results of antioxidant activity compared to control yogurt during
the storage period. The addition of B. dracunculifolia extract positively affected the
content of phenolic compounds and antioxidant activity in yogurt without affecting its
identity and quality characteristics. In the sensorial analysis there was no statistically
significant difference between the three treatments in any of the evaluated parameters
(global acceptance, color, aroma, flavor, acidity, texture, appearance and purchase
intention). In general, all formulations showed averages around 7.0 on a scale of 1.0
to 9.0. The HPLC analysis revealed cumaric acid as a major component in the extract
of B. dracunculifolia, the chromatographic profile of the yogurt sample, also indicated
the presence of this compound.

Keywords: Baccharis. Phenolic compounds. Antioxidant activity. Functional foods.
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1. INTRODUCAO

A crescente prevaléncia de doencas crénicas ndo transmissiveis, evitaveis por
escolhas alimentares saudaveis, tem aumentado a busca por alimentos diferenciados
e pressionado a industria e a comunidade cientifica a desenvolver novos produtos,
ricos em compostos bioativos e com apelo funcional (DUNCAN et al., 2012;
CASTELO-BRANCO et al., 2016). Estudos demonstram que alguns dos fatores de
risco podem ser reduzidos por meio de intervencdes ndo farmacoldgicas, por isso, a
literatura tem destacado alimentos e bebidas funcionais eficientes no auxilio da
prevencao e/ou do tratamento de estados patologicos (LIMA, 2015; SENGUPTA et al.,
2018).

O iogurte é um leite fermentado obtido por coagulacéo e diminuicdo do pH do
leite pela acéo fermentativa de micro-organismos especificos (BRASIL, 2007). Trata-
se de um produto amplamente consumido, devido a sua qualidade nutricional, com
elevados teores de proteina, vitaminas e calcio (O'SULLIVAN et al., 2016).
Ingredientes como vegetais, antioxidantes, fibra dietética, minerais, probidticos e
vitaminas tém sido incorporados em iogurtes visando aumentar seu valor nutricional e
satisfazer as necessidades dos consumidores (SFAKIANAKIS; TZIA, 2014; CURTI et
al., 2017). Além disso, estudos tém investigado o iogurte como uma fonte para
incorporacao de diversas substancias como frutas e plantas, com o objetivo de
agregar compostos antioxidantes e aumentar os beneficios atribuidos a esse produto
(GAO et al., 2018; ZHANG et al., 2019).

A utilizacdo da natureza para fins terapéuticos € tao antiga quanto a civilizagéao
humana e, desde ha muito tempo, as plantas medicinais sdo usadas pela populagéo
na medicina tradicional (PIRES et.al.,, 2014; SANTOS et al.,, 2018). Baccharis
dracunculifolia € conhecida popularmente como alecrim do campo ou vassourinha, e
€ um membro da familia Asteraceae que compreende cerca de 500 espécies de ervas,
arbustos e arvores que apresentam uma enorme diversidade de metabdlitos
secundarios, principalmente polifendis. Plantas dessa familia sdo amplamente
utilizadas na medicina popular para controle e tratamento de algumas doencas
(SFORCIN et al., 2012; BELINI et al., 2016). O género é reconhecido como fonte de
varios compostos, tais como sesquiterpenos, diterpenos, taninos e flavonoides
(SFORCIN et al., 2012; LIMA, 2018).



12

Amplamente distribuidos na natureza, os compostos fendlicos s&o
constituidos por um anel aromatico unido a um ou mais grupamentos de hidroxila
(BARBI, 2016). Esses compostos estdo ligados a funcéo sequestrante de radicais livre
(antioxidantes) e por isso séo utilizados com intuito de auxiliar na reducéo do indice
de doencas crbnicas nado transmissiveis (CAVARSAN, 2015; SILVA, 2015). Estudos
envolvendo atividades biolégicas desses compostos demonstraram acgdo anti-
inflamatoria, hipoglicemiante e antioxidante (MALDANER, 2015; SOARES, 2015;
PEREIRA, 2014, GUIMARAES et al., 2012).

Com base nisso, 0 presente estudo teve como objetivo desenvolver e
caracterizar um iogurte prebidtico enriquecido com extrato de Baccharis
dracunculifolia com intuito de obter um produto com caracteristicas sensoriais e

bioativas inovadoras.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Entende-se por iogurte um “Produto fermentado mediante a ac&o de cultivos
de micro-organismos protosimbidticos de Streptococcus salivarius  subsp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, aos quais se podem
acompanhar, de forma complementar, outras bactérias &cido-lacticas que, por sua
atividade, contribuem para a determinacdo das caracteristicas do produto final’
(BRASIL, 2007). O iogurte é reconhecido e recomendado para o consumo por ser uma
importante fonte de nutrientes essenciais, pois trata-se de um produto rico em
proteinas, célcio, potassio, fésforo, zinco e magnésio, além de vitaminas do complexo
B (MAGALHAES, 2016; OLIVEIRA, 2017). Seus principais componentes est&o

descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Principais componentes do iogurte em 100g

Constituinte Integral Desnatado
Agua (g) 81,9 84,9
Valor energético (Kcal) 79 56
Proteina (g) 5,7 51
Gordura (g) 3,0 0,8
Carboidrato (g) 7,8 7,5
Célcio (mg) 200 190
Fésforo (mg) 170 160
Sadio (mg) 80 83
Potassio (mg) 280 250
Zinco (mg) 0,7 0,6

Fonte: (RIGO, CORDOVA e RAYMUND, 2013).

O iogurte possui a presenca de bacteérias laticas benéficas, que podem alterar
positivamente a microbiota intestinal, sendo eficaz para redugcdo dos niveis de
colesterol, digestao da lactose no caso de intolerancia a lactose, sindromes intestinais,
diarreia e cancer no coélon (MUNIANDY, SHORI e BABA, 2016; OLIVEIRA, 2017).
Com isso, torna-se benéfico em algumas func¢des do organismo, podendo reduzir o
risco de certas doencas e contribuir para o bom estado geral da saude (RIGO, 2013).

Shi et al., (2019) em um estudo envolvendo modelo animal de obesidade,
relataram que a suplementacdo com iogurte reduziu o peso corporal, percentual de
gordura e melhorou a tolerancia a glicose intraperitoneal, mostrando-se eficaz no

tratamento de comorbidades relacionadas a obesidade. Dados semelhantes foram
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relatados por Fabersani et al., (2018) em que a ingestao de iogurte de leite de cabra
suplementado com farinha de yacon por ratos em dieta rica em gordura, resultou em
menor peso corporal, indice de massa corporal, niveis de glicemia de jejum e indices
aterogénicos.

O consumo de produtos fermentados tem aumentado muito nos ultimos anos,
devido ao seu valor nutricional, propriedades sensoriais diversificadas e custo
moderado (SHIBY; MISHRA, 2013). Existem no mercado produtos que diferem entre
si quanto a composicao, sabor, consisténcia podem variar também de acordo com o
método de producédo, que resulta em produtos de diferentes texturas, como: iogurte
sélido (firme), homogéneo (batido) ou homogéneo de baixa viscosidade (liquido)
(RIGO, 2013).

Shi et al. (2019), em um estudo envolvendo modelo animal de obesidade,
relatou que a suplementacdo com iogurte reduziu o peso corporal, percentual de
gordura e melhorou a tolerancia a glicose intraperitoneal, mostrando-se eficaz no
tratamento de comorbidades relacionadas a obesidade. Dados semelhantes foram
relatados por Fabersani et al., (2018) em que a ingestao de iogurte de leite de cabra
suplementado com farinha de yacon por ratos em dieta rica em gordura, resultou em
menor peso corporal, indice de massa corporal, niveis de glicemia de jejum e indices
aterogénicos.

O consumo de produtos fermentados, tem aumentado muito nos ultimos anos,
devido ao seu valor nutricional, propriedades sensoriais diversificadas e custo
moderado (SHIBY; MISHRA, 2013). Existem no mercado produtos que diferem entre
si quanto a composic¢ao, sabor, consisténcia podem variar também de acordo com o
método de producgédo, que resulta em produtos de diferentes texturas, como: iogurte
sélido (firme), homogéneo (batido) ou homogéneo de baixa viscosidade (liquido)
(RIGO, 2013).

As perspectivas no campo de novos produtos sdo grandes, com isso, a
indUstria se sente motivada a desenvolver variedades de produtos que atendam a
demanda do consumidor, na procura por alimentos com propriedades inovadoras
(VENICA et al., 2018; MAGALHAES, 2016).

Na literatura encontramos uma diversidade de produtos diferenciados com
adicado dos mais variados ingredientes, como: geleia de goji berry (LIMA et al., 2016),
iogurte de leite de cabra adicionado de polpa de cupuacu (SOUZA, et al., 2016),

iogurte suplementado com farinha de quinoa (CURTI et al., 2017), enriqguecido com



15

cha verde, branco ou preto (MUNIANDY, SHORI e BABA, 2016) e extratos de algas
marinhas (O’'SULLIVAN et al., 2016).

2.1.1. Etapas do processo produtivo

Segundo Ordénez (2005), Venturini Filho (2010) e Rigo (2013) a producao de
iogurte envolve as seguintes etapas:
- Padronizacao de sélidos lacteos: ocorre o aumento da concentracéao de solidos pela
adicdo de leite em po, melhorando as propriedades de consisténcia e viscosidade;
- Homogeneizacdo: etapa que permite a reducdo do tamanho dos globulos de
gordura, melhorando a estabilidade das proteinas e aumentando a capacidade de
retencdo de agua provocando melhor firmeza do coagulo e reducéo de sinérese.
- Tratamento térmico: Além de ser uma importante etapa para eliminacdo de micro-
organismos patogénicos, o aquecimento do leite permite o aumento da viscosidade
do iogurte pela unidao de B-lactoglobulinas e k-caseina por ligacbes dissulfeto (que
favorece a formacao de uma rede de gel com estrutura firme e menor susceptibilidade
de separacdo de soro) e contribui também na quantidade de oxigénio dissolvido,
criando condi¢des de microaerofilia favoraveis para o crescimento do cultivo iniciador.
- Adicao do starter: - o in6culo é constituido por quantidades suficientes de micro-
organismos viaveis, sendo Streptococus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus, que
sdo os responsaveis pela préxima etapa, a fermentacéo.
- Fermentacdo: Processo bioquimico que resulta na acidificacdo do leite pela
incubacédo das culturas termofilicas a temperaturas entre 42 a 45°C que permite uma
relacdo simbiotica entre as espécies. Nessas condi¢cdes, S. thermophilus e L.
bulgaricus convertem parte da lactose em acido lactico provocando uma reducéo
gradual do pH no meio (pH préximo a 4,6) até um ponto em que as cargas na
superficie das moléculas de caseina tornam-se nulas (ponto isoelétrico). Nesse
momento, a caseina se torna insollvel, ou seja, as moléculas perdem sua capacidade
de manter-se dispersas no meio e comecam a unir-se formando aglomerados que
torna o leite mais viscoso, obtendo-se, portanto, o coagulo (MARTINS, 2014;
ROBERT, 2008). Além da producao do acido latico, que é o responsavel pelo sabor
acido e refrescante da bebida, a fermentacéo resulta na producédo de outros &cidos

organicos e compostos aromaticos que contribuem para o sabor e textura, como o
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acetaldeido, componente responséavel pelo aroma tipico e agradavel do iogurte
(TAMINE; ROBINSON, 2007; RIGO et al., 2013).

- Resfriamento: Consiste em diminuir gradativamente a temperatura do coagulo até
atingir temperatura inferior a 10°C para interromper a fermentacéo e controlar a acidez
final do produto (TAMINE; ROBINSON, 1991). O resfriamento ndo deve ser rapido,
para ndo afetar a estrutura do coagulo, levando a separagéo do soro.

2.1.2. Tendéncias de mercado

Com faturamento de R$ 68,7 bilhdes em 2018, a industria de laticinios € o
segundo segmento mais importante da industria de alimentos brasileira. Além de ser
consumido na sua forma original, o leite também pode ser transformado em diversos
tipos de produtos, dentre os mais consumidos destacam-se: leite fluido, iogurte,
manteiga, queijos e leite em p6 (SIQUEIRA, 2019). No setor de iogurtes, houve um
crescimento de R$7,7 bilhdes para R$ 14,5 bilhdes entre 2010 a 2015 nas vendas dos
produtos disponiveis no mercado brasileiro (CRUZ et al., 2017). No entanto, as
exigéncias do consumidor estdo revolucionando o mercado lacteo, com isso, a
industria de laticinios esta tendo que se reinventar para agradar os consumidores
(SIQUEIRA, 2019).

Considerando o setor de inovagOes e tendéncias, o processo de fabricacéo
do iogurte pode variar, conforme a industria busca elaborar produtos diferenciados,
como é o caso do iogurte grego que trata-se de um iogurte com maior cremosidade e
textura firme, resultante do processo de dessoragem (remocao parcial do soro), que
o torna um produto com maior concentragdo de proteina e gordura (SILVEIRA et al.,
2016; CRUZ et al., 2017). Outra tendéncia é o iogurte “tipo sundae” que possui 0
mesmo processo de producdo de iogurtes com consisténcia firme, se diferenciando
apenas pela adicao inicialmente da polpa da fruta & embalagem e sobre ela o iogurte
base e a fermentacdo ocorre dentro da propria embalagem (BATISTA, 2015; CRUZ et
al.,, 2017). No ambito de produtos saudaveis, podemos encontrar ainda, leites
fermentados probidticos (com suplemento alimentar a base de microrganismos vivos)
e prebidticos (com componentes alimentares ndo digeriveis) que afetam
beneficamente a saude do individuo e produtos com baixa ou zero lactose para
atender consumidores intolerantes (MATTA; KUNIGK, 2009; CRUZ et al., 2017).
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2.2. Alimentos funcionais

Ao longo dos ultimos anos, a busca por mudancas nos habitos alimentares da
populacdo tem gerado uma crescente demanda na busca por alimentos mais
saudaveis, reconhecidos como promotores de saude e de bem-estar pessoal
(PEREIRA et al., 2018). Isso ocorre, porque dentre outros fatores, a alimentacéo
inadequada esta listada como um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) (DUNCAN et al.,
2012). As DCNT constituem uma das principais causas de morte nos paises
desenvolvidos e nas grandes cidades brasileiras, entre essas, quatro grupos de
doencas: cardiovasculares, cancer, doenca respiratoria crénica e diabetes,
respondem pela grande maioria dos 6bitos (DUNCAN et al., 2012).

Esse cenario gera uma grande oportunidade e um desafio para a industria
farmacéutica e de alimentos, sobre a qual cabe a responsabilidade de responder as
crescentes demandas por alimentos funcionais (ILLANES, 2015). Esse termo €
utilizado para caracterizar alimentos e/ou ingredientes alimentares que, além das suas
funcdes nutricionais normais (fonte de energia e substrato para a formacéo de células
e tecidos), possuem, na sua composi¢cao, uma ou mais substancias capazes de atuar
como moduladores dos processos metabdlicos, melhorando as condi¢cdes de saude,
promovendo o0 bem-estar e prevenindo o0 surgimento precoce de doencas
degenerativas (COELHO; WOSIACK, 2010; DAHMER; SIEBENEICHLER, 2011;
ELVAS, 2016).

O conceito de alimentos funcionais foi proposto no Japdo em meados da
década de 1980 e 90 onde recebeu a denominacdo em inglés de FOSHU (Food for
Specified Health Use, alimentos para uso especifico em saude), referindo-se aos
alimentos usados na dieta, que além de apresentarem func¢des nutricionais,
demonstram auxiliar na reducédo de doencas cronicas e ter beneficios fisiologicos
(COSTA, 2010; CHEUCZUK; ROCHA, 2014). No Brasil, o mercado de alimentos
funcionais esta regulamentado pela Resolu¢do n® 18/1999 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 1999), que define produto com alegacéo de propriedade
funcional como “refere-se ao papel metabdlico ou fisiolégico que o nutriente ou néo
nutriente desempenha no crescimento, desenvolvimento, na manutencao e em outras
fungbes normais do organismo” (BRASIL, 1999).

Alimentos funcionais podem ser naturais, alimentos aos quais algum

componente foi adicionado, removido ou modificado ou cuja biodisponibilidade de
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qualquer um deles foi modificada (ILLANES, 2015). Inicialmente, esses produtos
referiam-se principalmente a fortificacdo com vitaminas e minerais, hoje em dia, a
incorporacao de nutrientes como fibras solaveis, fitoesterodis e acidos graxos 6mega-
3 ganharam mais espaco no mercado (SIRO et al., 2008). Uma parte significativa dos
alimentos funcionais visam promover a saude intestinal, que € um determinante muito
importante da saude geral, portanto, dentro dos alimentos funcionais, probidticos e
prebioticos adquirem relevancia especial (ILLANES, 2015).

Uma revisdo sistematica desenvolvida por Silva e colaboradores (2016)
demonstrou que a fibra alimentar e os probiéticos estdo dentre os ingredientes mais
utilizados para a elaboracédo de produtos com alegacgédo funcional e com o propdésito
de melhorar a qualidade nutricional do alimento. Os trabalhos selecionados salientam
ainda a reducao do valor calorico e melhora no aporte de nutrientes dos produtos

desenvolvidos com esses ingredientes.

2.3. Inulina

Prebidticos séo fibras ndo degradaveis pelas enzimas salivares e intestinais
que atuam como substrato para as bactérias benéficas do intestino, estimulando sua
proliferacdo e desenvolvimento, promovendo dessa forma, o equilibrio da microbiota
intestinal, causando efeito benéfico ao hospedeiro (SANTOS; CANCADO, 2009;
WENDLING; WESCHENFELDER, 2013; SANTOS; BARBOSA; BARBOSA, 2011).
Dentre os prebidticos, destacam-se a oligofrutose, os frutooligossacarideos (FOS) e a
inulina, que pertencem a uma classe de carboidratos denominados frutanos, que séo
sintetizados por uma grande variedade de plantas (SAAD, 2006; REIS et al., 2015;
ROSA; CRUZ, 2017).

Comumente extraida da raiz da chicéria, a inulina € um FOS cuja estrutura
gquimica é formada por uma mistura heterogénea de polimeros de frutose unidos por
ligagdes glicosidicas B 2-1 (Figura 1) com uma molécula de glicose ligada na por¢ao
inicial da cadeia linear de frutose por uma ligacéo tipo (al - f2) e possui grau de
polimerizacdo de 2 a 60 unidades (ROBERFROID, 2005; SILVA, 2010). Devido a
configuragcédo B do andmero C2 nos seus mondmeros de frutose, os frutanos do tipo
inulina resistem a hidrélise por enzimas digestivas intestinais, por isso, classificam-se
como carboidratos "nédo digeriveis" (ROBERFROID; SLAVIN, 2000; ROBERFROID,

2005). Ao chegar ao colon, a inulina é fermentada pelas bifidobactérias que resulta
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em produtos de fermentacdo, entre os quais os acidos graxos de cadeia curta que
exercem efeitos sistémicos sobre o metabolismo lipidico (ROBERFROID, 1993).

Dentre suas principais propriedades funcionais, destaca-se sua contribuicdo
para o equilibrio da flora intestinal (YURRITA et al., 2014, BRASIL 2019) e estudos
demonstraram também que sua ingestdo melhora o perfil lipidico (REIS et al., 2015).
Um estudo de ALVARADO-LOZA et al., (2017) demonstrou que o consumo de inulina
extraida da planta Tequilana agave, afetou positivamente a digestibilidade e a
microflora intestinal em modelo animal. Contudo, segundo ANVISA, o consumo de
prebibticos deve estar associado a uma alimentacao equilibrada e habitos de vida
saudaveis (BRASIL, 2019).
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Figura 1. Estrutura quimica da inulina.
Fonte: (ROBERFROID, 1993).

Na industria alimenticia, a inulina é empregada como substituto de gordura,
pois quando misturada a liquidos, forma microcristais que resultam em um produto de
textura cremosa com caracteristicas palataveis semelhantes a da gordura, com a
vantagem de nao resultar em incremento calérico (SILVA, 2010; DEBON, 2009). Além
disso, € utilizada para enriquecer o teor de fibras das formula¢des, sem incremento
de sabores adicionais (GALANTE,2008).
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2.4. Compostos fendlicos e atividade antioxidante

Os compostos fendlicos, ou polifendis, correspondem a um grupo de
metabalitos secundarios de plantas, que se caracterizam quimicamente pela presenca
de um anel aromatico unido a um ou mais grupos hidroxilicos, podendo variar de uma
simples molécula fendlica, como mostra a Figura 2, a um polimero complexo de alto
peso molecular (BARBI, 2016; SANTOS, SAGGIOMO e SILVA, 2017; NEVES, 2015).

OH

Figura 2. Estrutura quimica do fenol
Fonte: (BARBI, 2016).

Os compostos fendlicos sdo amplamente encontrados na natureza, sendo que
mais de 8000 substancias fendlicas ja foram identificadas em espécies vegetais
(SILVA et al., 2010; SCHAFRANSKI, 2019). Os que mais prevalecem sao o0s
flavonoides (antocianinas, flavondis e seus derivados), acidos fendlicos (acido
benzoico, cindmico e seus derivados), cumarinas, fendis simples, taninos, ligninas e
tocoferdis (JIMENEZ, 2010; BARBI, 2016; SANTOS, SAGGIOMO e SILVA, 2017).
Reconhecidos pela sua capacidade de inibir radicais livres (RLS) e prevenir oxidacao,
esses compostos sdo comumente utilizados com a finalidade de atuar como
antioxidantes naturais (SILVA et al., 2010; SCHAFRANSKI, 2019).

Os RLs séo oriundos do processo fisiolégico normal do organismo.O sistema
antioxidante desempenha a funcdo de controlar os danos indesejaveis que esses
radicais podem causar caso ocorra o chamado estress oxidativo, ou seja, quando
existe mais RLs sendo produzidos, do que eliminados (CAVARSAN, 2015). Embora
esses radicais livres desempenhem importantes fungcdes no metabolismo, seu
acumulo esta relacionado ao desenvolvimento de diversas patologias e doencas
cronicas ndo transmissiveis, devido ao dano celular (SILVA, 2015; CAVARSAN, 2015;
MACEDO et al., 2017; RODRIGUES et al., 2018).

Os compostos fenolicos atuam como doadores de elétrons ou ions de
hidrogénio, dessa forma, cooperam com a redu¢do dos danos oxidativos originados
pelos RLs, o resultado disso, € que também contribuem para a prevencdo das
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patologias relacionadas (CAVARSAN, 2015; SILVA, 2015; RODRIGUES et al., 2018).
Diante isso, tem-se aumentando o0 interesse pelos antioxidantes naturais,
principalmente aqueles extraidos de espécies vegetais (CAVARSAN, 2015; SILVA et
al., 2018) devido a sua importancia na prevencédo do desencadeamento das reacoes
oxidativas (BROINIZI, 2007).

A comunidade cientifica tem demonstrado grande interesse na avaliacdo da
possivel atividade antioxidante, atribuida a compostos fendlicos nas mais diversas
classes de plantas e frutas, como frutos do cerrado brasileiro (carnauba, murici e oiti)
(MOREIRA ARAUJO et al., 2019), extratos da folha de cherimoya (Annona cherimola)
(SANCHEZ-GONZALES et al, 2019), amoreira preta (Morus nigra L.)
(SCHAFRANSKI, 2019) e extrato de erva-mate (TONET, ZARA; TIUMAN, 2019).

Entre as varias espécies que sao reconhecidas por apresentarem atividade
antioxidante, estdo as do género Baccharis que pertence a familia Asteraceae que
possui cerca de 500 espécies distribuidas principalmente no Brasil, Argentina
Paraguai e Uruguai. Devido a sua importancia medicinal, varias espécies desse
género tém sido alvo de pesquisas, como é o caso da Baccharis dracunculifolia
(SFORCIN et al., 2012).

2.5. Baccharis dracunculifolia

A espécie Baccharis dracunculifolia De Candole, conhecida popularmente
como “alecrim do campo, alecrim vassoura, erva-de-sdo-jodo-maria, vassoureira ou
vassourinha”, € uma planta arbustiva, com caracteristica lenhosa, perene, didica,
possui folhas lanceoladas e pode chegar até 4 metros de altura (COSTA, 2009;
BELINI, 2015; SEUGLING, 2018) como mostra a Figura 3. Na medicina tradicional, é
comumente consumida na forma de chas para o tratamento de disturbios gastricos,
cansaco fisico, inflamagbes, anemia, diabetes e desintoxicacdo do organismo
(TREVISAN, 2007; COSTA, 2009; BELINI 2015).
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Figura 3. Baccharis dracunculifolia DC. |
Fonte: O autor, 2019

Entre os metabdlitos secundarios ja identificados na planta, podemos citar:
terpendides, fenilpropandides, flavonoides e compostos fendlicos (SFORCIN et al.,
2012; LIMA, 2018). Além disso, a B. dracunculifolia tem sido objeto de estudo de
diversos trabalhos por representar uma importante fonte de préopolis verde, uma
substancia resinosa, produzida por abelhas da espécie Apis melifera (COSTA, 2009;
RODRIGUES et al., 2020). Dentre os compostos encontrados na propolis, destaca-se
o artepilin C (3,5-diprenil-Acido 1,4-hidroxicinamico) e outros derivados do &cido
cindmico, que séo reconhecidos por apresentarem atividades biolégicas (ALVES,
2016; ROBERTO et al., 2016; SEUGLING, 2018).

Alencar et al. (2005), compararam o perfil fitoquimico da B. dracunculifolia
com amostras de propolis produzida nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais e 0s
resultados obtidos pela cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa,
demonstrou 18 substancias quimicas idénticas em ambas as amostras, sendo o
artepilin C o composto majoritario.

Funari et al. (2007), detectaram a presenca de acido clorogénico, acido
cafeico, acido p-cumarico, acido ferulico, acido trans-cinamico e entre outros, 0
Artepillin C em extrato de propolis e de B. dracunculifolia por CLAE. Compostos
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semelhantes foram detectados também por Resende et al., (2007) no extrato da
planta. Pasqualli (2016) identificou ainda a presenca de &cido gélico, catequina, rutina,
guercetina e luteolina no extrato aquoso das folhas de B. dracunculifolia por CLAE.

Na literatura, sdo atribuidos a B. dracunculifolia dados de atividade
antimicrobiana (SALAZAR et al., 2018; BONIN et al., 2020), anti-mutagénica
(ROBERTO et al., 2016), anti-inflamatoria (BACHIEGA et al., 2013), antidiabética
(PEREIRA, 2014; HOCAYEN et al., 2016) e antioxidante (GUIMARAES et al., 2012;
VEIGA et al., 2017; CASAGRANDE et al., 2018).

Hocayen et al. (2016), além de compostos fendlicos e atividade antioxidante,
observaram que o extrato de B. dracunculifolia promoveu um efeito protetor na perda
de area sobre as ilhotas pancreéticas, preveniu o dano celular e aumentou a secrecéo
de insulina sérica estimulada por glicose em modelo animal de obesidade e diabetes.
Oliveira et al., (2014) também observaram gue a ingestéo de B. dracunculifolia reduziu

os niveis de glicose no sangue de individuos saudaveis.
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo geral

Desenvolver e caracterizar um iogurte prebiotico com inulina adicionado com

diferentes concentracdes de extrato de Baccharis dracunculifolia.

3.2.0bjetivos especificos

Elaborar iogurte prebiotico adicionado de diferentes concentragdes de extrato de
B. dracunculifolia;

Caracterizar os produtos quanto a seus parametros fisico-quimicos,
microbiolégicos e composi¢cao centesimal;

Quantificar o teor de compostos fenodlicos e realizar testes de atividade
antioxidante durante o armazenamento dos produtos;

Analisar sensorialmente os produtos;

Determinar 0s principais compostos bioativos no iogurte e no extrato de B.

dracunculifolia por cromatografia liquida de alta eficiéncia;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Preparo do material vegetal

Partes aéreas de B. dracunculifolia foram colhidas nas dependéncias da
Universidade Estadual do Centro Oeste (UNICENTRO), campus Cedeteq, localizado
na Rua Camargo Varela de Sa, 03 — Vila Bela, Guarapuava — Parana, nas seguintes
coordenadas geograficas: 25°22’56” S 51°29°28” W.

O material vegetal foi submetido a secagem em temperatura ambiente (x23°C)
sem exposicao a raios solares por 15 dias. Uma exsicata foi depositada no Herbario
MBM do Museu Botanico Municipal de Curitiba e registrada com o nimero 52860
(anexo 1).

O processo de desidratacédo foi concluido em estufa (BIOPAR, S80BA) por 4
horas a 30°C. Em seguida, foi moida e peneirada em malha de 16 Mesh (1,19 mm) e
entdo adicionou-se a esse material preparado a proporgéo 1:4 (p/v) de alcool etilico
70% e procedeu-se maceracao em agitador mecanico (Gostirrer, 0S20-Pro) por 24
horas. O conteudo obtido foi filtrado, rotaevaporado (25 rpm a 65°C) e mantido em
banho maria a 65°C por 10 horas para evaporacdo completa do solvente (etanol).
Posteriormente, o conteudo foi ressuspendido em agua destilada na proporgéo 1:8
(v/v). As etapas estdo demonstradas na Figura 4. O extrato foi mantido em

refrigeracdo em temperatura de 4°C durante o tempo de uso.
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Figura 4. Processo de producgéo do extrato de B. dracunculifolia. A: Folhas secas; B: folhas moidas; C:
Rotaevaporacéo; D: extrato pronto.
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O processamento do extrato de B. dracunculifolia ja possui patente depositada
e publicada no INPI, sob registro n° BR102012020540-8 A2 (anexo 2). A pesquisa
envolvendo a B. dracunculifolia também possui cadastro no Sistema Nacional de
Gestdo do Patriménio Genético (SisGen) sob cadastro n° A2968AB (anexo 3), em

atendimento ao previsto na Lei n°® 13.123/2015 e seus regulamentos (BRASIL, 2016).

4.2. Processamento do iogurte

4.2.1. Ingredientes
Os ingredientes utilizados na elaboracdo do produto, estdo descritos na
Tabela 2. Todos os ingredientes foram adquiridos no comercio local de Guarapuava-

PR. Como cultura lactica foi utilizado iogurte natural comercial.

Tabela 2. Ingredientes utilizados na producdo do iogurte controle.

Ingrediente Proporc¢éo
Leite integral padronizado 72,97%
Leite em pé desnatado 4%
Cultura lactica 20%
Inulina Raftiline® 3%
Sorbato de potéassio 0,03%
Adocante a base de sucralose 5% 50uL/100g
Esséncia sabor mel 100uL/100g

Foram elaboradas trés formulagbes do iogurte que diferiam entre si pela
presenca ou nao de diferentes concentracdes do extrato de B. dracunculifolia, sendo:
e Tratamento 1 (T1): logurte controle: leite, leite em pd, cultura lactica, inulina ,
sorbato de potassio, adogante e esséncia.

e Tratamento 2 (T2): logurte controle adicionado de 2,5% (p/p) de extrato de B.
dracunculifolia

e Tratamento 3 (T3): logurte controle adicionado de 5,0%(p/p) de extrato de B.

dracunculifolia.

4.2.2. Elaboracéo

O processamento do iogurte ocorreu conforme os parametros de qualidade e
identidade definidos pela IN n° 46 de 23 de outubro de 2007 (BRASIL, 2007) sendo
desenvolvido um iogurte controle do tipo batido. A producao ocorreu conforme método
descrito por Ordonez (2005), com adaptacbes para a adicdo do extrato de B.

dracunculifolia e da inulina, conforme demonstra a Figura 5.



27

Higienizacso e Acondicionamento da

P quantidade necessaria Correcdo de sélidos A
sar::ttgﬁsgﬁig;l 08 de leite comercial lacteos (leite em po) Homegeneizacao
pasteurizado
Homogenozaci A o s Tyt
Adicao da inuling, -
Incubacdo (42-45°C/5h) Resfriamento sorbato de potdssio e Aw“?ﬁgﬁ?enm
Extrato de Bd N

Figura 5. Etapas do processamento do iogurte.

4.3. Analises microbiologicas

As andlises microbioldgicas foram realizadas no laboratério de Microbiologia
de Alimentos do Departamento de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual
do Centro-Oeste. Foram realizadas as seguintes analises: Contagem de bactérias
laticas totais; Coliformes a 30° C; Bolores e leveduras; Enumeracédo de Estafilococos
coagulase positiva e Deteccdo de Salmonella sp. As andlises microbiolégicas de
contagem de bactérias laticas e bolores e leveduras foram realizadas em todos os
tratamentos, no tempo 0 (logo apés o preparo dos produtos), apds 7 e 14 dias, sendo
mantidos sob refrigeracdo (4°C). As demais andlises foram realizadas apds 14 dias
de armazenamento. Todas as analises foram realizadas em duplicata. As amostras
foram homogeneizadas e retiradas 10 g assepticamente para o preparo das diluicdes

decimais.

4.3.1. Contagem de bactérias laticas totais

A contagem de bactérias laticas foi realizada em agar de Man, Rogosa e
Sharpe (MRS, Himedia) pela técnica de profundidade e sobrecamada. As placas
foram incubadas a 32°C por 48h (SILVA et al., 2017). Os resultados foram expressos

em Unidades Formadoras de Coldnias por grama do produto (UFC/g).
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4.3.2. Contagem Coliformes Totais e Termotolerantes

O teste presuntivo de coliformes totais foi realizado utilizando o a4gar Vermelho
Violeta Bile pela técnica de plagueamento de profundidade por sobrecamada. As
placas foram incubadas a 35°C por 18-24h. O teste confirmativo de coliformes totais
foi realizado em caldo Verde Brilhante Bile Lactose com tubo de Durhan e incubado a
35°C por 24h. A confirmacéo de coliformes termotolerantes foi realizada em caldo EC,
incubado a 45°C por 24h (BRASIL, 2003).

4.3.3. Contagem de Bolores e leveduras

A contagem de bolores e leveduras foi realizada em agar Dicloran Rosa
Bengala Cloranfenicol (DRBC, Himedia). Foi espalhado 100uL de cada diluicdo na
superficie em duplicata, em seguida, as placas foram incubadas a 25°C por 5 a 7 dias
(SILVA et al., 2017). Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de

Coldnias por grama do produto (UFC/g).

4.3.4. Contagem de Estafilococos Coagulase Positiva

A contagem de estafilococos coagulase positiva foi realizada pela técnica de
semeadura em superficie utilizando o agar Baird-Parker (BP). As placas foram
incubadas a 35°C por 48h. Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras
de Coldnias por grama do produto (UFC/g) (SILVA et al., 2017).

4.3.5. Deteccédo de Salmonella sp.

Foram utilizadas 25g de amostra e diluidas em 225mL de caldo lactosado
(pré-enriquecimento) e incubado a 35°C por 24h. A etapa de enriquecimento seletivo
foi realizada utilizando os caldos Tetrationato (35°C/24h) e Rapapport-Vassiliadis
(42°C/24h). A partir dos tubos de enriquecimento seletivo foi realizado o plaqueamento
diferencial utilizando a técnica de estriamento nos seguintes meios de cultura: Agar
Xilose Lisina Desoxicolato (XLD), Agar Salmonella-Shigella (SS) e Agar Entérico de
Hectoen (HE). As placas foram incubadas a 35°C por 24h e observado o crescimento
de colbnias tipicas de Salmonella (SILVA et al., 2017).
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4.4. Andlises fisico-quimicas e composi¢ao centesimal

As analises fisico quimicas e de composi¢ao centesimal (pH, acidez titulavel,
umidade, cinzas, gordura, proteina, fibras e carboidrato) foram realizadas seguindo as
metodologias descritas no Instituto Adolfo Lutz (2008), em triplicata.

As analises de pH e acidez total, foram realizadas em todos os tratamentos,
no tempo 0O, 7 e 14 dias ap0s o preparo. As demais analises, somente nos tratamentos

T1 e T3, no tempo zero.

4.4.1. pH

O pH foi determinado de maneira direta por método eletrométrico utilizando
pHmétro de bancada (Medbio, PHS-3C) previamente calibrado com tampéao 4,00 e
7,00.

4.4.2. Acidez titulavel

Realizada baseada na reacdo de neutralizacdo dos acidos com solugéo
padronizada de NaOH 0,1 mol/L via titulacdo com indicador fenolftaleina. O resultado
foi expresso em grama de &cido latico % (m/v), conforme a equacgéo:

Vxfx09

g de acido latico por cento = P

Em que:

V = volume de NaOH gasto na titulagéo

f = fator de correcdo da solugdo de NaOH
0,9 = fator de converséo para acido latico

P = peso da amostra (g)

4.4.3. Umidade
Realizada por secagem da amostra (3g) em estufa (103°C) até peso

constante.

4.4.4. Cinzas

Realizada por incineracédo de 5g de amostra em forno tipo mufla a 550°C.

4.4.5. Gordura
Determinada a partir do método de Gerber, que se baseia na quebra da

emulsao do leite pela adicdo de acido sulfurico e alcool isoamilico.
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4.4.6. Proteina

Andlise realizada de acordo com método Kjeldahl, que se fundamenta na
determinacao de nitrogénio organico total. O método consiste em digestdes acidas e
basicas em que o nitrogénio é transformado em sal e amoénia. Em seguida, a amostra
é destilada e com indicador adequado as quantidades de nitrogénio presentes sao
quantificadas por titulacdo. O conteddo de nitrogénio é convertido em proteina

empregando a seguinte férmula:

0,014xNxVxFx100
P

% proteina bruta =

Em que:

N = normalidade da solu¢éo de HCI

V = volume gasto na titulagéo

F = fator de converséo, sendo 6,38 para o leite e derivados

P = peso da amostra

4.4.7. Fibra alimentar

Determinacéo realizada por método enzimatico, que consiste em tratar o
alimento com diversas enzimas fisiologicas, simulando as condicfes do intestino
humano, permitindo separar e quantificar gravimetricamente o contetdo total da

fracéo fibra.

4.4.8. Carboidrato
O conteudo de carboidrato total foi obtido por diferenca, isto é, a percentagem

de 4gua, proteina, gordura, cinza e fibra subtraida de 100. Ou seja, 100 — (% umidade

+ %cinzas + % proteinas + % gorduras + % fibras).

4.5. Determinacéo da atividade antioxidante e Quantificacdo de compostos fendlicos
totais

As analises de quantificacdo de compostos fendlicos totais e a determinacéo

da atividade antioxidante foram realizadas nos trés tratamentos de iogurte

desenvolvido neste estudo, todos em triplicata. As analises foram realizadas nos trés

tempos definidos como tempo de armazenamento (0, 7 e 14 dias) mantidos sob

refrigeracao (4+1°C).
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Para o preparo das amostras foi utilizada acetona acidificada como solvente
(ROCKENBACH, et al., 2008; VIZZOTTO; PEREIRA, 2011). Em 1g de amostra, foram
adicionados 9mL do solvente, homogeneizado e deixado em repouso durante 15
minutos. Em seguida, a amostra foi centrifugada (CENTRIBIO, 80-2B) a 3000 rpm por
20 minutos. O sobrenadante foi utilizado para as analises.

4.5.1. Compostos Fendlicos Totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, descrito por Singleton, Orthofer e Lamuela
(1999), utilizando &cido gélico como padrao de referéncia. Em um tubo de ensaio, foi
transferida uma aliquota de 500 yL de amostra e 2,5 mL do reagente de Folin-
Ciocalteau (10%v/v) e ap6s 5 minutos, foram adicionados 2 mL de carbonato de sédio
(Na2COs3) 4% (m/v). Os tubos foram entéo agitados e deixados em repouso em local
escuro a temperatura ambiente por 2 horas. Realizaram-se as leituras das
absorbancias, em espectrofotdmetro (Pré-analise modelo V-1100D a 740 nm. Como
branco foi utilizada uma amostra contendo agua destilada submetida as mesmas
condicdes de analise.

A curva analitica foi construida com diferentes concentra¢gdes de acido galico
(entre 2,4 a 63,0 ug acido galico/mL). Os resultados foram plotados e linearizados,
obtendo-se a equacéo de reta: y = 0,0199x - 0,0369 com Rz = 0,9971 (anexo 4).

Os dados obtidos das amostras foram comparados a curva de acido galico e

0s resultados expressos em miligramas de GAE/por grama de amostra (mg GAE/Q).

4.5.2. Determinagdo da atividade antioxidante pelo método de DPPH

A atividade sequestrante do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazina) foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Brand-Williams; Cuvelier; Berset
(1995). Para a realizacdo da analise foram adicionados em um tubo de ensaio, 500
ML de amostra nas diluicbes cabiveis, 3 mL de etanol PA e 300 pL do radical DPPH
(0,6 Mm preparado em etanol). As leituras das absorbancias foram realizadas ap6s
30 minutos de reacdo em ambiente escuro, em espectrofotdbmetro (Pro-analise modelo
V-1100D) em comprimento de onda de 517 nm zerado com etanol PA. Os dados de
absorbéancia x concentracéo da curva (0,005 a 0,05 ymol de Trolox) foram plotados e
linearizados. Os resultados expressos em pmol de Trolox/g de amostra, de acordo
com a curva analitica: y = -5,1834x + 0,3168 com R2 = 0,9874 (anexo 5).
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4.5.3. Determinacao da atividade antioxidante pelo método de ABTS*

A atividade antioxidante pelo método ABTS* (2,2-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) foi realizada conforme metodologia descrita por
Re et al., (1999) e Rufino et al., (2007). Primeiramente, o cation radical ABTS foi
preparado atraves reacdo da solucdo ABTS 7 mM com persulfato de potassio 140
mM, incubados & temperatura ambiente ao abrigo da luz, durante 16h.
Posteriormente, a solugéo obtida foi diluida em etanol absoluto até a obtencéo do valor
de absorbancia de 0,700 em 734 nm. Para a realizacdo da analise, uma aliquota de
30 pL de amostra foi adicionada em um tubo de ensaio seguido de 3 mL da solucdo
ABTS. As leituras das absorbancias foram realizadas apds 6 minutos de reacdo em
espectrofotometro (Pro-analise modelo V-1100D) a 734 nm. O espectrofotémetro foi
zerado com etanol PA. A curva analitica foi construida nas concentracées de 2000,
1500, 1000, 500 e 100 pMol de trolox e os resultados expressos em pmol de trolox
por grama de amostra (umol TEAC/g) calculados a partir da equacao da reta da curva
analitica de trolox (y = -0,0003x + 0,6267 com Rz = 0,9924 (anexo 6)).

4.5.4. Determinacdo da atividade antioxidante pelo método de FRAP

Para a determinacado da atividade antioxidante, por meio da reducao do ferro
(FRAP - Ferric Reducing Antioxidant Power), foi utilizada a metodologia descrita por
Rufino et al., (2006). O reagente FRAP foi preparado no momento da analise, através
da mistura de 83,3% de tampéao acetato (300 mM, pH 3,6), 8,35% de solucdo TPTZ
(10 mM TPTZ em 40 mM HCI) e 8,35% de FeCls (20 mM) em solucdo aquosa. Para a
realizacdo da analise uma aliquota de 90 puL da amostra foi adicionada ao tubo de
ensaio, em seguida acrescentados 270 yL de agua destilada e por fim, 3 mL do
reagente FRAP. A curva de calibracédo foi realizada através da utilizacdo de uma
solucéo padrao de sulfato ferroso a 2000 pM. Os pontos da curva consistiram em:
200, 500, 1000, 1500 e 2000 puM. Os resultados foram expressos em pmol sulfato
ferroso/g de amostra, através da equacgdo da reta (y = 0,0005x - 0,0463 com R2 =
0,9985) (anexo 7).

Os tubos de ensaio foram incubados a 37 °C em banho-maria por 30 minutos
e em seguida, realizou-se a leitura das absorbancias em espectrofotdmetro marca

Pro-analise modelo V-1100D a 595 nm zerado com a solugdo FRAP.
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4.6. Andlise sensorial

A analise sensorial consistiu em um teste afetivo de aceitabilidade dos
iogurtes sendo realizado nas dependéncias da Unicentro. O teste foi conduzido em,
cabines individuais com ambiente controlado. Participaram da pesquisa 64
avaliadores voluntarios nédo treinados, membros da comunidade académica. Os
participantes receberam aproximadamente 20 g de cada uma das trés formulacdes de
iogurte, sendo servidas em recipientes transparentes descartaveis (50 mL)
previamente codificados com numeros de 3 digitos de forma casualizada,
acompanhados por um copo de 4gua mineral para limpeza do palato.

Foi realizado o teste de aceitacdo, em que cada avaliador analisou os
produtos por meio de uma escala hedbnica de nove pontos (DUTCOSKY, 2011),
tendo como limites: um (desgostei muitissimo) e nove (gostei muitissimo) na qual os
avaliadores atribuiram valores as caracteristicas de: cor, aroma, sabor, acidez, textura
e aparéncia dos iogurtes.

O teste de intencdo de compra também foi aplicado, sendo estruturado em
sete pontos (DUTCOSKY, 2011), em que os avaliadores atribuiram nota entre um
(nunca compraria) e nota sete (compraria sempre), visando avaliar a intencao de
compra desses produtos. Como informac¢ao complementar, havia um campo para que
o0 avaliador descrevesse sobre o seu hébito de consumo referente ao iogurte natural

comercial (anexo 8).

4.6.1. Questdes éticas

Para a realizacdo da pesquisa, os participantes assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Sendo respeitadas as questfes éticas, no qual o
pesquisador responsavel se responsabiliza por assegurar a integridade fisica e moral
aos sujeitos que participaram do estudo (COMEP/UNICENTRO). A anélise sensorial
foi aprovada pelo Comité de ética em Pesquisa (COMEP-UNICENTRO) sob o0 nimero
de parecer: 3.527.728 de 2019.

4.7. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
A identificacdo dos compostos fendlicos por CLAE foi realizada no extrato da
Baccharis dracunculifolia e no iogurte T3 (com 5,0% do extrato da planta). Os perfis

cromatograficos foram realizados por equipamento Cromatdgrafo liquido modelo
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920LC system (VARIAN Inc., Walnut Creek, CA, USA) utilizando uma coluna C18 RP
(250 x 4,6 mm x 5 ym) (Microsorb MV, Agilent Techonologies, Wilmington, DE, USA).

A fase movel foi constituida de solvente A (agua acidificada com &acido
fosforico) e solvente B (metanol) com taxa de fluxo de 1,0 mL/min. O gradiente de

solventes utilizados esta descrito na tabela 3.

Tabela 3. Gradiente de solventes para analise de
HPLC em amostra do extrato e do iogurte T3.

Tempo (min) %A %B
0.1 70 30
15.1 36 64
26.1 25 75
28.1 5 95
31.1 5 95
32.1 70 30
40.1 70 30

Os compostos foram identificados por comparacéo do seu tempo de retencéo
com seu padrdo puro. As areas dos picos foram determinadas em 280 nm para &cido
galico, acido vanilico, catequina e epicatequina; 300 nm para o acido p-cumarico,
acido salicilico e resveratrol; 320 nm para acido cafeico e ferulico; e 360 nm para 0s

flavonoides rutina, quercetina, miricetina e pinocembrina.

4.8. Andlise estatistica

O conjunto de dados das analises de composi¢cdo centesimal e analise
sensorial foram analisados pelo teste t-student. O conteudo de compostos fendlicos
totais, atividade antioxidante, pH e acidez titulavel foi analisado pelo método de
Estimacdo de Equacdes de Generalizadas (GEE) considerando nivel de significancia
de 5%, utilizando o programa STATISTICA 8.0. Os dados dos teores de compostos
fendlicos totais e atividade antioxidante foram submetidos a Analise de Componentes
Principais (ACP). Os graficos mostrando as médias de cada resposta analisada e os

perfis cromatogréaficos foram gerados no programa Origin 8.5.
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5.RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Produto obtido

A formulacdo do iogurte controle ocorreu envolvendo as etapas basicas de
producao (tratamentos prévios do leite, incubacéo, resfriamento e acondicionamento
(ORDONEZ, 2005). Sendo desenvolvido um iogurte do tipo batido, ou seja, quando
h& quebra do coagulo apos o resfriamento (RIGO, 2013).

Foram realizados testes de formulacdo, envolvendo diferentes tipos de leite,
marca de iogurte natural comercial (usado como cultura latica), etapa de adicdo da
inulina e tempo de fermentacao até chegar a formulagédo base de escolha.

A partir dos ingredientes e da metodologia de producéo escolhida e
empregada, obteve-se um iogurte com caracteristicas de aroma e sabor
caracteristicos, de cor branca, com coagulo firme e pouca sinérese, como mostra a

figura abaixo.

Figura 6. logurte elaborado. A: iogurte pds fermentagéo; B: iogurte apds quebra do coagulo; C: Adi¢éo
do extrato de B. dracunculifolia e D: iogurte pronto.

5.2. Analises microbiolégicas
Os resultados das andlises de contagem de bactérias laticas e bolores e

leveduras estéo representados na Figura 7.
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Figura 7. Resultados das médias das analises de bactérias lacticas (em A) e de bolores e leveduras
(em B) expressas em log/UFC/g, em fungdo do periodo de armazenamento (0, 7 e 14 dias) em amostras
de iogurte. T1 (iogurte controle), T2 (iogurte com 2,5% de extrato de B. dracunculifolia) e T3 (iogurte
com 5,0% de extrato de B. dracunculifolia). n=2.

A viabilidade das bactérias laticas foi observada durante todo periodo de
armazenamento (Figura 6, A), sendo que apds 14 dias, verificou-se contagem de
células viaveis de 2,44x107, 2,5x107 e 1,89x10’ UFC/g para os tratamentos 1, 2 e 3
respectivamente, estando em conformidade com a IN n° 46 de 2007 que estabelece
padrées minimos de 107 UFC/g para iogurte (BRASIL, 2007). Resultados
semelhantes foram encontrados por Magalhdes (2016) em iogurte de blueberry
enriquecido com fitoesterdis, que apresentaram contagem de bactérias laticas entre
1,2x107 a 2,5x107 UFC/g.

Apesar da atividade antimicrobiana atribuida a B. dracunculifolia (SALAZAR
et al. 2018), a incorporacao do extrato da planta ndo afetou a viabilidade das bactérias
laticas no iogurte durante o tempo de armazenamento (14 dias).

Em relagdo a andlise de bolores e leveduras (Figura 7, B), verificou-se uma
variacdo na contagem durante o tempo de armazenamento do produto. Apés 7 dias

de armazenamento as amostras apresentaram contagens entre 5x10* e 2x10? UFC/g
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e apbs 14 dias nota-se um aumento desses valores, passando a variar entre 1x102 a
4x102. Os resultados encontram-se dentro dos limites estabelecidos pela IN n° 60 de
2019, que regulamenta os padrdes microbiologicos para alimentos e estabelece
valores de bolores e leveduras de até 2x10° UFC/g para leites fermentados (BRASIL,
2019).

Os resultados das anélises de coliformes totais (30°C), coliformes
termotolerantes (45°C), estafilococos coagulase positiva (ECP) e Salmonella sp. estao

descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Pardmetros microbiolégicos do iogurte elaborado com diferentes concentracdes de extrato
de B. dracunculifolia.

Andlise T1 T2 T3 Legislacéo
Coliformes 30°C <10 UFC/g <10 UFC/g <10 UFC/g 10? UFC/g*
Coliformes 45°C <10 UFC/g <10 UFC/g <10 UFC/g 10 UFC/g*
ECP <100UFC/y <100UFC/g < 100 UFC/g -

Salmonella sp ausente ausente ausente ausente**

*Segundo BRASIL, 2007; **Segundo BRASIL, 2001. T1 (iogurte controle), T2 (iogurte com 2,5% de
extrato de B. dracunculifolia) e T3 (iogurte com 5,0% de extrato de B. dracunculifolia).

ApoOs 14 dias de armazenamento, as amostras apresentaram resultados
microbioldgicos satisfatérios, ndo apresentando contagem de coliformes totais e
coliformes termotolerantes nem col6nias tipicas de estafilococos coagulase positiva e
Salmonella sp estando em conformidade com a legislacdo vigente (BRASIL, 2007,
BRASIL, 2001). Os trabalhos de Pegoraro (2011) Lucatto et al., (2013) e Goncalves
et al., (2018) também apresentaram padrdes microbioldégicos em conformidade com a

legislagc&o na analise de iogurtes.

5.3. pH e acidez titulavel

Os resultados das andlises de pH e acidez titulavel estdo representados na
Figura 8. A analise estatistica por meio de estimagéo de equacao generalizada (GEE)
indicou que houve diferenca estatistica significativa entre tratamentos e no decorrer

do tempo de armazenamento ao intervalo de 95% (Tabelas 5 e 6).



Tabela 5. Teste de efeito de modelo para pH.
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Fonte de variacdo Qui-quadrado de Wald gl p-valor
Intercepto 100106563,8 1 0,000
Tratamentos 16,67 2 0,000
Tempo (dias) 278,13 2 0,000
Tratamento * Tempo (dias) 27,54 3 0,000
Tabela 6. Teste de efeito de modelo para acidez titulavel.
Fonte de variacdo Qui-quadrado de Wald gl p-valor
Intercepto 84,79 1 0,000
Tratamentos 22,40 2 0,000
Tempo (dias) 28,86 2 0,000
Tratamento * Tempo (dias) 388,79 4 0,000
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Figura 8. Valores médios de pH (A e B) e acidez titulavel expressa em % de &cido latico (C e D) em
amostras de iogurte. Em A e C esté representado a média de cada tratamento no decorrer de 14 dias,
e em B e D a médias de todos os tratamentos, em cada tempo. T1 (iogurte controle), T2 (iogurte com
2,5% de extrato de B. dracunculifolia) e T3 (iogurte com 5,0% de extrato de B. dracunculifolia).
Resultados expressos em média + desvio padrao (n=3). Letras diferentes acima dos pontos, indicam

diferenca estatistica (p<0,05).

Para analise de pH, houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os
tratamentos, sendo que o tratamento T3 com pH = 4,76 diferiude T1 (4,75) e T2 (4,75),

estando superior aos demais. Em relacdo ao tempo (Figura 8, B), observa-se num
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primeiro momento, uma diminuicdo do pH, que é comumente chamada de pos
acidificacao devido a acdo das bactérias acido-laticas (BEAL, 1999; SILVA, 2010) e a
partir do 7° dia de armazenamento, nota-se 0 aumento desse parametro alcancando
pH = 4,78 no 14° dia. Padua et al., (2017) obteve comportamento semelhante na
andlise do pH de iogurte sabor banana enriquecido com farinha de jabuticaba, sendo
que observaram um decréscimo e em seguida um aumento do pH apds 29 dias de
armazenamento.

Os valores de pH sdo importantes para as caracteristicas sensoriais do
produto lacteo, pois suas variagdes podem levar a separacdo do soro e a rejeicao do
consumidor (BRANDAO, 1995; VINDEROLA, et al., 2000).

Os resultados desse estudo estdo acima dos encontrados na literatura.
Mendes et al., (2018) analisando amostras de iogurte suplementado com xarope de
yacon e extrato de caju obteve valores de pH entre 3,75 e 4,06 e Silva e colaboradores
(2014) obtiveram pH de 4,43 em iogurte com Bifidobacterium lactis e fibra soltvel apés
14 dias de armazenamento.

Quanto aos resultados de acidez titulavel (Figura 8, C e D), houve diferenca
estatistica significativa (p<0,05) entre os tratamentos T1 (0,98%) e T3 (0,96%), que
condiz com os resultados de pH. Ao longo do tempo, houve um aumento de 3,15%
desse parametro no 14°dia em relagéo ao tempo zero, passando de 0,95 para 0,98%.
Os resultados obtidos nesse trabalho, encontram-se em conformidade com a
legislacao vigente, cujos os limites estabelecidos de acidez é de 0,6 a 2,0 g de &cido
lactico/100g) (BRASIL, 2007).

Valores semelhantes de acidez titulavel foram encontrados por Magalhées
(2016) em iogurtes de blueberry enriquecido com fitoesterdis que apresentaram
resultados entre 0,94 e 0,95% de &cido latico. Vieira (2017) obteve acidez entre 0,79
e 0,88% de acido latico em iogurtes elaborados com extrato hidrossolivel de

améndoas de baru.

5.4. Composicao centesimal do iogurte
Os resultados das analises de composicao centesimal dos Tratamentos 1 e 3

estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Composicao centesimal do iogurte elaborado com diferentes concentracdes de extrato de B.
dracunculifolia.

Porcentagem (%) T1 T3 p - value
Umidade 83,39° + 0,1079 83,862 + 0,0608 0,0028
Cinzas 1,092 + 0,0058 1,08° + 0,0000 0,0161
Proteina 4,61% £ 0,3700 4,35 + 0,3360 0,4185
Gordura 2,96°+ 0,0577 3,002 + 0,0000 0,3739
Carboidrato 5,122+ 0,2701 4,05° + 0,4093 0,0192
Fibra alimentar 2,81° + 0,2346 3,662 + 0,1480 0,0061

Resultados expressos em média + desvio padrdo.T1 (iogurte controle); T3 (iogurte adicionado de 5,0%
de extrato de B. dracunculifolia). Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo. Letras
diferentes acima dos resultados da média na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05) pelo
teste de t (n=3).

Dentre as andlises, podemos observar (Tabela 7) que somente para gordura
e proteinas ndo houve diferenca estatistica significativa. O que demonstra, que para
as demais, houve influéncia do extrato de B. dracunculifolia em comparagao ao iogurte
controle.

O conteudo de umidade foi superior em T3, devido provavelmente a adi¢cao
do extrato que € aquoso. Gao et al., (2018) obteve uma média de 87,87% de umidade
em iogurte funcional com extrato de Gnaphalium affine e Macedo et al., (2019) teor de
umidade de 78,33% em iogurte com farinha de banana verde e cenoura.

O iogurte com extrato de B. dracunculifolia apresentou uma quantidade
inferior de cinzas (1,08%) em relag&o ao iogurte sem extrato (1,09%), os dados obtidos
nesse estudo encontram-se superiores aos resultados encontrados na literatura que
estdo em torno de 0,65% (GAO, et al., 2018), 0,90% (MUNDIM, 2008), 0,40 %
(MACEDO et al., 2019) de cinzas em iogurtes. Magalhdes (2016) obteve resultado
semelhante de cinzas (1,04%) na analise de iogurte de blueberry atribuiu um valor
mais alto devido a adi¢cao da polpa, e ainda relaciona esse aumento, ao leite e a adi¢ao
de sorbato de potassio e leite em p6. Segundo IAL (2008), as cinzas do leite sdo
constituidas principalmente por 0xidos de potassio, sédio, célcio, magnésio, fésforo e
por cloretos.

Os resultados de proteina obtidos, encontram-se dentro dos padrbes
estabelecidos pela legislagcdo vigente que determina que o iogurte apresente no
minimo 2,9 g de proteinas/100g de produto (BRASIL, 2007).

Considerando uma média de 2,98% de gordura, o iogurte desenvolvido nesse

trabalho pode ser classificado como integral segundo a IN n° 46 de 2007 que
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estabelece valores entre 3,0 e 5,9 g/100g de matéria gorda para essa classificacéo
(BRASIL, 2007).

Silva et al., (2010) na andlise de iogurte de leite de cabra adicionado de extrato
de soja e cultura probiotica obteve valores de gordura entre 2,35 e 3,86% e na analise
de proteinas, obteve resultados variando entre 2,00 e 2,57% ap0s 29 dias de
armazenamento. Enquanto Curti et al., (2017) na analise de iogurtes suplementados
com farinha de quinoa obteve gordura de 4,1% e 6,7% de proteinas.

A analise de carboidrato demonstra uma diferenca estatistica significativa
(p<0,05) entre os tratamentos, sendo que o iogurte com extrato de B. dracunculifolia
apresenta uma reducdo de 20,8% em relagdo ao iogurte controle. Com média de
4,58% de carboidratos, os dados desse trabalho sédo inferiores aos encontrado por
Gallina et al., (2018) em iogurte probiotico de frutas vermelhas (12,90%) e Capitani et
al., (2014) em iogurte elaborados com probiéticos e fibra soltvel (16,0 a 23,0%). Isso,
porque com o intuito de obter um produto voltado para dietas de ingestdo controlada
de acucares (BRASIL 1998), nao foi adicionado acucar nas formulacdes de iogurte,
como nos trabalhos citados acima.

O teor de fibras obtido nesse estudo (média 3,23%) é superior aos dados
obtidos por Fabersani et al., (2018) em iogurte suplementado com farinha de yacon,
gue apresentou 0,5% de fibras e ao estudo de Elvas (2016) que reportou teor de fibras
de 0,2% em iogurte com extrato de bagaco de maca. A adicdo da inulina, contribuiu
significativamente para esse resultado, pois trata-se de um frutano que resiste a
digestao no trato gastrointestinal superior, que atua aumentando a biomassa fecal e o
teor de agua das fezes, melhorando a motilidade intestinal. Dessa forma, é
considerado parte do complexo de fibras alimentares (ROBERFROID, 1993; BRASIL,
1999).

O estudo desenvolvido por Santos et al., (2014) demonstrou 0 aumento de
1.344,4% do teor de fibras de um iogurte adicionado de 2,5% de inulina em

comparacao a formulagcdo sem adi¢éao da inulina.

5.5. Compostos fendlicos totais (CFT)

Na Figura 9 estdo apresentados os resultados da analise dos teores de
compostos fendlicos totais conforme modelo de equacbes de estimagles
generalizadas (GEE). Todos os fatores isolados (tratamentos, tempo) e sua interacao
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(tratamento x tempo) foram significativos ao intervalo de confianga de 95% como

demonstra a Tabela 8.

Tabela 8. Teste de efeito de modelo para CFT.

Fonte de variacdo Qui-quadrado de Wald gl p-valor
Intercepto 336200,75 1 0,000
Tratamentos 2696,86 2 0,000
Tempo (dias) 8,39 2 0,015
Tratamento * Tempo (dias) 74,45 4 0,000
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Figura 9. Compostos fendlicos totais expressos em ugGAE/g. Resultados de tratamentos (A) (média
no decorrer de 14 dias), tempo (B) (média de todos os tratamentos) e interagdo (C). Letras diferentes
acima das colunas indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05). T1 (iogurte controle), T2 (iogurte
com 2,5% de extrato de B. dracunculifolia), T3 (iogurte com 5,0 % de extrato de B. dracunculifolia) tO
(tempo zero) t7 (tempo sete dias) t14 (tempo quatorze dias), n=3.

Conforme pode ser observado (Figura 9, A), a concentragao representa um
fator importante na determinacéo de CFT, pois nota-se que, nas condi¢des estudadas
guanto maior a adicdo de extrato de B. dracunculifolia, maior € a concentracdo de
compostos fendlicos totais na amostra, apresentando resultados de 56,88 ; 89,07 e
128,12 ygGAE/g para T1, T2 e T3 respectivamente.
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Entre niveis do fator tempo, também se apresentou diferenca estatistica
significativa (p<0,05) para CFT, sendo que houve um aumento na dosagem desses
compostos entre o tempo 7 (85,25 ugGAE/qQ) e 14 dias (89,16 ngGAE/qg) (Figura 9, B).

Helal e Tagliazucchi (2018) relatam que os polifendis se ligam as proteinas do
leite e precipitam, esse fato pode justificar a baixa recuperacdo de compostos
fendlicos no decorrer do tempo de armazenamento. Helal et al., (2014) também
demonstrou em seu estudo que a adicao de leite em uma bebida de canela, levou a
diminuicdo de aproximadamente 28% do conteudo de polifendis devido a formacgéao
de complexos insoluveis entre taninos e proteinas do leite.

O modelo por meio de GEE demonstra que houve interagédo significativa entre
as concentracbes no decorrer do tempo. Ou seja, durante o periodo de
armazenamento houve comportamentos diferentes, sendo que as respostas para CFT
para ambos tratamentos demonstraram um aumento do O para 14° dia como pode ser
observado na Figura (9, C). Porém dentro do fator tempo, 0s niveis para os valores
de CFT aumentam do tempo zero (t0) para o tempo t3, dentro do tratamento T3. No
tratamento T2 e T1 para o controle, este comportamento ndo se repetiu.

Esse aumento do teor de CFT em funcdo da adicdo do extrato da planta,
justifica-se pelo fato de que a B. dracunculifolia € reconhecida por apresentar dentre
seus metabdlitos secundarios, diversos compostos fendlicos. Principalmente, artepilin
C (derivado do acido cinamico), acido p-cumarico, acido cafeico, crisina, bacarina,
canferide e outros ja foram identificados em seu extrato (ALENCAR et al., 2005;
RESENDE et al., 2007; PAULA et al., 2017).

Leite (2015) na andlise do conteudo de compostos fendlicos de iogurte
verificou o aumento do conteddo desses compostos com a adicdo da polpa de acai
(variando de 18,17 a 117,84 mgGAE/100g — equivalente a: 181,7 e178,4 ugGAE/qQ)
durante 28 dias de armazenamento, porém, nesse caso, relatou que o fator tempo e
interacdo nao foram significativos.

Moura e colaboradores (2016) também detectaram a presenca de compostos
fendlicos (56,42 a 78,97 mg/GAE/100g — equivalente a: 564,2 e 789,7 uygGAE/g) em
iogurte com diferentes concentracbes de noni e acerola. Magalhdes (2016) em
iogurtes de blueberry enriquecido com fitoesterois, com resultados entre 161,68 a
170,93 mg/GAE/100g — equivalente a 1616,8 e 1709,3 ugGAE/qQ).

No estudo realizado por Carvalho (2017), o conteudo de CFT foi superior em

amostras de iogurte adicionado de extrato de estévia liofilizado em relacéo ao iogurte
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controle, durante 30 dias de armazenamento. O autor relata ainda, que o teor de
compostos fendlicos de todas as amostras ndo alterou significativamente durante o

armazenamento.

5.6. Atividade antioxidante
Os resultados das analises da atividade antioxidante in vitro (DPPH, ABTS e
FRAP) nas amostras de iogurte, foram analisados também, pelo modelo de equacdes

de estimacdes generalizadas (GEE). Esses resultados estéo representados na Figura

10.
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Figura 10. Atividade antioxidante por método DPPH (uM/Trolox/g) (Figuras A, B e C), ABTS
(MM/Trolox/g) (Figuras D, E e F) e FRAP (uM/Sulfato ferroso/g) (Figuras G, H e I). Resultados de
tratamentos (figuras A, D e G) (média no decorrer de 14 dias), tempo (dias) (Figuras B, E e H) (média
de todos os tratamentos) e interacao (tratamento*tempo) (Figuras C, F e I). Letras diferentes acima das
colunas indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05). T1 (iogurte controle), T2 (iogurte com 2,5%
de extrato de B. dracunculifolia), T3 (iogurte com 5,0 % de extrato de B. dracunculifolia) tO (tempo zero)
t7 (tempo sete dias) t14 (tempo quatorze dias), n=3.

Para ambos os ensaios, todos os fatores analisados (tratamentos, tempo e

interagc&o) foram significativos ao intervalo de confianca de 95% (Tabelas 9, 10 e 11).



45

Tabela 9. Teste de efeito de modelo para DPPH.

Fonte de variacdo Qui-quadrado de Wald al p-valor
Intercepto 41834,15 1 0,000
Tratamentos 8898,24 2 0,000
Tempo (dias) 219,22 2 0,000
Tratamento * Tempo (dias) 319,11 4 0,000

Tabela 10. Teste de efeito de modelo para ABTS.

Fonte de variacdo Qui-quadrado de Wald al p-valor
Intercepto 246508,13 1 0,000
Tratamentos 173,25 2 0,000
Tempo (dias) 118,50 2 0,000
Tratamento * Tempo (dias) 13,92 4 0,008

Tabela 11. Teste de efeito de modelo para FRAP.

Fonte de variacdo Qui-quadrado de Wald al p-valor
Intercepto 211200,64 1 0,000
Tratamentos 546,95 2 0,000
Tempo (dias) 6,69 2 0,035
Tratamento * Tempo (dias) 17,11 4 0,002

O estresse oxidativo, comumente definido como um desequilibrio entre a
geracdo de compostos oxidantes e a atuacdo do sistema de defesa antioxidante a
nivel celular, é prejudicial a saude do ser humano, podendo causar doengas crbnicas
nao transmissiveis, como degenerag¢do muscular, doenca cardiovascular, diabetes e
doenca neurologica (BARBOSA et al., 2010; SITI, KAMISAH; KAMSIAH, 2015). Com
isso, a atividade antioxidante do iogurte enriquecido com extrato de B. dracunculifolia
foi determinada a partir de diferentes metodologias.

Conforme pode ser observado na Figura 10 (A, D e G), a concentracdo de
extrato afeta significativamente (p<0,05) a atividade antioxidante, pelas metodologias
baseadas na captura dos radicais DPPH, ABTS e na reduc¢édo de ions de ferro (FRAP).
Observou se gque o tratamento T3, que representa o iogurte com 5,0% de extrato de
B. dracuncufolia apresenta os maiores valores para atividade antioxidante, seguido do
iogurte com 2,5% (T2) e do iogurte controle (T1), em ambas metodologias.

Observa-se que o fator tempo também apresentou diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre os tempos analisados. Nota-se e destaca-se que houve um

aumento da captura dos radicais utilizados pelas metodologias de DPPH e ABTS em
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funcdo do tempo (Figura 10, B e E). Para anélise de FRAP, a diferenca encontra-se
entre o tempo 0 (2748,98 uM/Sulfato ferroso/g) e 7 dias (3194,37 yM/Sulfato ferroso/g)
e nota-se uma diminuicéo da atividade antioxidante no 14° dia.

A andlise da interacédo entre os fatores tempo * tratamento demonstrou que
durante o periodo de estudo, a combinacédo de respostas entre ambos tratamentos no
decorrer do periodo de armazenamento obtiveram comportamento inesperado,
apresentando nesse caso, diferentes padrbes de respostas dentro do nivel do fator
concentracéo (Figura 10, C, F e I).

Nota-se que apesar de nao ter adicao do extrato de B. dracuncufolia, o iogurte
controle (T1), constituido basicamente de leite e bactérias laticas, também apresentou
resultados para as metodologias de atividade antioxidante. Isso justifica-se pelo fato
de que, segundo Rutella, et al., (2016), a atividade proteolitica das bactérias laticas
utiizadas na producdo do iogurte gera peptideos bioativos com capacidade
antioxidante. Abdel-Hamid et al. (2019) no estudo de algumas propriedades do
Lactobacillus casei, uma cepa probi6tica, verificou que sua capacidade de produzir
peptideos bioativos a partir das proteinas do leite, aumentou significativamente
durante o periodo de estudo, apresentando maior atividade antioxidante apds 21 dias
de armazenamento. Souza e colaboradores (2019) também detectaram a acéo
antioxidante por diferentes métodos em proteinas do soro do leite concentradas por
ultrafiltracao e hidrolisadas por diferentes proteases comerciais.

B. dracunculifolia ja& demonstrou ser uma importante fonte de atividade
antioxidante em outros trabalhos (FABRI, et al., 2011; GUIMARAES, et al., 2012;
REZENDE, 2014). Portanto, como esperado, houve um aumento da atividade
antioxidante frente aos sequestros dos radicais DPPH e ABTS e na reducéo de ions
ferro nos iogurtes enriquecidos com o extrato da planta, que ocorre provavelmente,
devido ao aumento do conteldo de compostos fendlicos disponiveis no meio, como
ja foi demonstrado no item 5.5. Esses dados indicam que a B. dracunculifolia
representa uma boa fonte para o incremento de compostos bioativos em produtos
alimenticios, como o iogurte.

Observa-se na literatura que muitos pesquisadores avaliaram a atividade
antioxidante em iogurte através do método de radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH), sendo esse, 0 mais empregado (O'SULLIVAN, et al., 2016; SOUZA, et al.,
2016; MORAIS, 2016; OLIVEIRA, 2017; CARVALHO, 2017; PEREIRA, et al., 2018;
ARELHANDO, et al., 2019). A molécula de DPPH é bastante conhecida e aplicada por


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0958694618302784?via%3Dihub#!
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ser um radical organico livre estavel e tem vantagens, tais como uma boa estabilidade
na auséncia da luz, aplicabilidade, simplicidade e viabilidade (OLIVEIRA, 2015).

A partir do método de ABTS, Leite (2015) verificou um aumento na atividade
antioxidante em iogurte, variando de 0,71 a 6,95 umol/trolox/g com o incremento de
diferentes concentracdes de polpa de acai em relacdo ao controle. Carvalho (2017)
também verificou um aumento da atividade antioxidante em iogurte com extrato de
estévia liofilizado quando comparado ao controle, durante 30 dias de armazenamento,
por esse método. O autor relata ainda que houve uma diminuicdo da atividade em
funcdo do tempo, passando de 5,34 para 5,12 pmol/trolox/g apds 30 dias.

Dados da literatura também descrevem a atividade antioxidante pelo método
de reducdo de ions de ferro (FRAP) em iogurtes suplementados com diferentes
substancias Como polpa de jujuba (FENG et al., 2019), cha verde, branco e preto
(MUNIANDY, SHORY; BABA, 2016) e Spirulina platensis (SENGUPTA et al., 2018).

5.7. Analise de Componentes Principais

Os resultados dos valores médios das respostas das analises dos teores de
compostos fendlicos, da atividade antioxidante e das analises fisico-quimicas foram
analisados e representados graficamente por andlise de componentes principais
(ACP) (Figura 11).
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Figura 11. Projecbes das varidveis respostas e tratamentos por ACP de amostras de iogurte. A)
Escores, B) pesos utilizados na ACP.

Na ACP a soma dos componentes principais 1 e 2, indicam que 86,51% da
variabilidade dos dados pode ser explicada por esse modelo. Houve a formacao de
dois grupos, em que se enfatiza o primeiro grupo distribuido entre o segundo e terceiro
quadrante (Figura 11, A), formado por amostras dos tratamentos com a incorporacao
de 5,0% do extrato da B. dracunculifolia. Este grupo apresentou os maiores teores de
compostos fendlicos e atividade antioxidante pelos métodos de DPPH, ABTS e FRAP
(Figura 11, B). Altos valores de pH também estdo atribuidos a este grupo. Por outro
lado, o segundo grupo, composto basicamente do iogurte controle, no quarto
quadrante (Figura 11, A), representa apenas valores maiores de acidez titulavel
(Figura 11, B). A andlise de componentes principais condiz com resultados
encontrados nesse trabalho, em que, os iogurtes com adicdo do extrato de B.
dracunculifolia representam maiores teores de CFT e atividade antioxidante em

relacéo ao iogurte controle.

5.8 Anélise sensorial
A anélise sensorial foi realizada com 64 avaliadores néo treinados, sendo 31
homens e 33 mulheres com idade entre 19 e 60 anos. Os avaliadores atribuiram nota

de 1 a 9 as amostras quanto aos aspectos de impresséao global, cor, aroma, sabor,
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acidez, textura e aparéncia de acordo com as diferentes concentracdes de planta (O,
2,5 e 5,0%) incorporada nas formulagdes. Os resultados estéo descritos na tabela 12.

Tabela 12. Dados da andlise sensorial de iogurte elaborado com diferentes concentracdes de
extrato de B. dracunculifolia.

T1 T2 T3 p- value
Impresséo global 6,422+0,21 6,512%0,22 6,752+ 0,19 0,526
Cor 7,70#+0,17 7,782+0,15 7,752+0,16 0,945
Aroma 7,232+0,19 7,182+0,17 7,312+0,17 0,888
Sabor 6,042+0,22 6,042+0,24 6,502 + 0,22 0,286
Acidez 6,322+0,22 6,512+0,22 6,822+ 0,20 0,268
Textura 6,712+0,22 6,922+0,21 7,042+ 0,20 0,552
Aparéncia 7,172+£020 7,482+0,17 7,532+0,15 0,309

Resultados expressos em média + erro padrdo. Letras iguais acima dos resultados na mesma linha
indicam que ndo houve diferencga estatistica (p<0,05). T1 (iogurte controle), T2 (iogurte com 2,5% de
extrato de B. dracunculifolia) e T3 (iogurte com 5,0% de extrato de B. dracunculifolia). n=64.

Baseando-se nos valores de média dos parametros avaliados, pode-se
observar que nao houve diferenca estatistica significativa em nenhum dos parametros
avaliados (Tabela 12) sendo que a incorporacdo do extrato de B. dracunculifolia ao
iogurte ndo afetou as caracteristicas sensoriais do produto. Com excec¢ao do atributo
cor, o iogurte T3 obteve valores de aceitacdo superiores as amostras T1 e T2. E
relevante ressaltar que a amostra T3 trata-se da formulacdo que obteve os maiores
indices de compostos fendlicos e atividade antioxidante por possuir quantidades
superiores de B. dracunculifolia, ingrediente responsavel por atribuir ao produto as
possiveis caracteristicas terapéuticas.

De maneira geral, todas as formula¢des apresentaram médias em torno de
7,0 para os atributos avaliados, o que representa uma aceitabilidade satisfatoria,
considerando que a nota 7 na ficha de avaliagdo representava a opgao “gostei
moderadamente”.

Além dos atributos descritos, os avaliadores também atribuiram notas entre 1
a 7 para avaliar a possibilidade de compra para cada amostra. Os resultados
demonstraram que ndo houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) para a
intencdo de compra das amostras de iogurte, as médias obtidas para essa analise
(4,03; 4,18 e 4,45 respectivamente), correspondem ao intermédio entre 0os pontos 4 e
5 da ficha de avaliacdo sensorial, que correspondem as opc¢des compraria ocasional
e frequentemente.

A aceitacao de iogurtes condimentados com as folhas de moringa, (Moringa

oleifera Lam), uma planta perene da familia Moringaceae foi avaliada por Silva e
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colaboradores (2018). A analise dos iogurtes com diferentes concentracdes da
moringa (0,0; 2,0; 6,0 e 8,0 gramas de planta/2L de produto) demonstraram uma
preferéncia pelas concentracdes de 0,0 e 2,0 gramas, ambos diferenciando-se dos
tratamentos com as maiores concentracdes, demonstrando a preferéncia por um
produto menos condimentado. Quanto a intencdo de compra, os iogurtes obtiveram
uma pontuacao positiva independente do tratamento.

Preci (2010) na avaliacdo sensorial de iogurtes tradicional e probiético com
diferentes concentragdes de extrato de erva-mate (llex paraguariensis St. Hil) verificou
gue as menores meédias de sabor e cor corresponderam as duas formulagdes que
receberam maior adicdo de extrato em sua formulagéo (0,25%), e relaciona esse
resultado ao maior percentual de compostos presentes nessas amostras, como
polifendis e flavonoides que conferem gosto adstringente ao iogurte.

O perfil do consumidor também foi avaliado na ficha de analise sensorial, 0s

resultados estdo demonstrados na Figura 12.

Il sempre

I Frequentemente
[ Ocasionalmente
Il Raramente
[_INunca

39,06%

10,94%

31,25% 3,13%

15,63%

Figura 12. Dados de consumo de iogurte pelos avaliadores
FONTE, O autor, 2020

Os dados demonstram que o iogurte € um produto que esta inserido na dieta
dos individuos, sendo que a maioria dos avaliadores declararam consumi-lo de forma
ocasional (39,06%) ou frequente (31,25%).

Segundo a Embrapa (2019), atualmente, 816 milhdes de toneladas de leite
sao produzidas por ano no mundo e, em meédia, 116,5 equivalentes kg de leite sdo
consumidos por habitante, sendo esses numeros aumentados a cada ano. Uma

pesquisa do IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica demonstrou que o
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leite longa vida foi o derivado lacteo de maior valor de vendas do setor em 2016,
seguido pelos queijos, leite em pé e iogurte. Contudo, as demandas de consumo estao
se renovando, e pesquisas indicam que os consumidores estdo cada vez mais
preocupados em consumir alimentos direcionados a saude e o bem-estar. Isso
significa um aumento de interesse por alimentos ditos funcionais, e nesse sentido, 0s
iogurtes que sdo uma boa opcdo de veiculo para inclusdo, dentre outros, de
prebioticos e probioticos, estdo cada vez mais em alta (SIQUEIRA, 2019).

Um estudo do perfil de consumidores de iogurte foi desenvolvido por Ribeiro
e colaboradores (2010) envolvendo 387 consumidores de iogurte, residentes em Belo
Horizonte - MG, com idade média de 38 anos. Os dados de consumo, mostraram que
93,7% dos entrevistados disseram consumir iogurte pelo menos uma vez por semana
e 54,0% utilizam o produto na versao light/ diet. Quando questionados quanto aos
principais atributos observados na hora da compra, os entrevistados alegaram
verificar o preco, a qualidade e a marca.

5.9 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Diversos trabalhos demonstram que a B. dracunculifolia possui dentre seus
metabdlitos secundarios, principalmente compostos fendlicos, que podem ser
responsaveis pela sua acdo antioxidante (GUIMARAES et al., 2012; REZENDE,
2014). O acido p-cumarico e seus derivados prenilados, por exemplo, ja
demonstraram atividade antioxidante (BRANSKOTA et al, 2001). Tapia et al., (2004)
em seu estudo, também demonstrou que sete derivados de acido p-cumarico e seis
flavonoides oriundos de partes aéreas de Baccharis grisebachii, mostraram atividade
como sequestradores de radicais livres e inibicdo da lipoperoxidagdo em eritrocitos.

Como pode ser observado na Figura 13 dentre os compostos fendlicos
analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia, o acido cumarico foi o
componente majoritario encontrado no extrato da B. dracunculifolia (46,49 mg/L),
seguido da crisina, da pinocembrina e do acido caféico cujas concentracdes estédo
descritas na Tabela 12.

Andlise por CLAE também demonstrou presenca de acidos fendlicos (acido
cafeico, acido p-cumarico, acido cinamico, drupanina, bacarina e artepilin C), acidos
hidroxicindmicos e compostos flavondides na composicdo de extrato de B.

dracunculifolia no trabalho desenvolvido por Rezende (2014). Acido cafeico, acido p-
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cumarico, aromadendrina-4’- O-metil eter, acido 3-prenil-p-cumarico (drupanina), 3,5-
diprenil-p-cumarico (artepelin C) e acido 3-prenil-4-diidrocinamoiloxi-cinamico
(bacarina) também foram identificados em extrato hidroalcoolico de B. dracunculifolia
obtido por maceracéo simples, por CLAE (DEL LAMA, 2013).

Contudo, o perfil cromatografico do iogurte T3 (Figura 13) demonstrou apenas
a presenca do acido cumarico (Tabela 13). Segundo Arts et al., (2002) existe uma
afinidade entre as proteinas do leite e grupos hidroxila presentes nos compostos
fendlicos, que leva a precipitacdo dos polifendis. O pH acido do iogurte pode aumentar
a afinidade de ligacdo entre compostos fendlicos e proteinas do leite (HELAL E
TAGLIAZUCCHI 2018). Por isso, alguns compostos podem néo ter sido identificados
na amostra de iogurte.

Muniandy., et al (2016) também observaram que a maioria das catequinas e
seus derivados presentes nos extratos de chas verde, branco e preto ndo foram
detectados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas nas
amostras de iogurte contendo 0os mesmos.

A interagao de a- e B-caseinas com polifendis de cha, também foi observada
por Hasni et al (2011), através de andlises de nivel molecular, usando FTIR, UV-
visivel, CD e métodos espectroscépicos de fluorescéncia. As analises mostraram que
os polifendis ligam-se a caseina por meio de interacdes hidrofilicas e hidrofdbicas,
justificando o mecanismo pelo qual a atividade antioxidante de compostos fendlicos é

afetadas pela adicéo de leite.
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Figura 13. Cromatograma dos compostos fendlicos da formulacéo de iogurte T3 (iogurte com 5,0% de
extrato) e do extrato de B. dracunculifolia. Os resultados indicam a presenca dos compostos: acido
caféico, &cido cumarico, pinocembrina e crisina.

FONTE: O autor, 2020

Tabela 13. Padrées cromatograficos dos compostos fendlicos presentes nas amostras de iogurte T3 e
extrato de B. dracunculifolia.

Acido caféico  Acido cumarico Pinocembrina Crisina
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Extrato 10,99 46,49 15,94 18,02
logurte T3 - 1,59 - -
Tempo de retencao (min). 5,09 6,79 17,28 18,56
Comprimento de onda (nm) 323 309 289 267-313

FONTE: O autor, 2020
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A elaboracdo do iogurte prebiotico enriquecido com extrato de B.
dracunculifolia torna-se vidvel do ponto de vista nutricional, uma vez que suas
caracteristicas microbiolégicas e fisico quimicas encontraram-se em conformidade
com as legislagbes vigentes e de acordo com dados da literatura. Além disso, as
formulacdes enriquecidas com extrato da planta, demonstraram aumento significativo
do teor de compostos fendlicos e da atividade antioxidante em comparacao ao iogurte
controle durante o periodo de armazenamento. A analise sensorial revelou que a
incorporacdo do extrato da B. dracunculifolia ao iogurte ndo prejudicou as
caracteristicas sensoriais do produto. Além disso, o perfil cromatografico do iogurte
desenvolvido revelou a presenca do acido cumarico, presente também no extrato da
planta, indicando a incorporacdo deste, ao produto desenvolvido. Torna-se viavel
portanto, mais pesquisas para melhor as qualidades sensoriais do iogurte e para
buscar formas de melhorar a interacdo produto/extrato para obter um alimento com

melhor potencial antioxidante e funcional para ser inserido na dieta dos consumidores.
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Asteraceae
Baccharis dracunculifolia DC.

Det.. Malfati, CR.M. 23 VI 2019
Brazil, Parana, Guarapuava, UNICENTRO.

25°22'56" S 51°29'28" W
Goes, A.K.S. 2; 23 VI 2019

Arbusto com 2 m de altura; com poucas flores e odor caracteristico suave

Duplicatas: MBM
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ANEXO 2
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(54) Titwlo: PROCESSO DE EXTRAGAD E USO DE
BACCHARIS DRACUNCULIFOLIA PARA AMPLIFICAR
A SECRECAD DE INSULINA IN VIVO

(51) nt.CL: AB1KIE28, ABTPA10

{73) Thulanies): Universidade Estadual do Cantro Deste
= Uniceniro

{T2) inventones): Carkos Ricardo Maneck MaFatti,
Ricardo Aparecido Peraira

(57) Resumo: PROCESSO DE EXTRAGAO E USO DE
BACCHARIS DRACUNCULIFOLIA PARA AMPLIFICAR
A SECREGAO DE INSULINA IN VIVO. O objtetivo da
prasants patents de wvencdo ¢ apresentalr uma nova
possibiidade no auxilio do conirole de glicemia do
pacients com Diabsles melitus, demonstrando que o
axtralo d& uma planta Bacchans dracunculifolia, nas
doses utilizadas (200mg'kg a B0D mg/g), & capaz de
amplificar a sinalizalo da sacreclo de insulina em ratos
obasos & com resistdncia a insulina. O mecanismo de
producho de insulina pode ser falho ou com sinal
subsensibilizado em pacientes com diabetes meliitus.
sendo este amplificado pelo extralo supracitado.
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ANEXO 3
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ANEXO 4

Curva de calibracdo da analise de Compostos Fendlicos Totais, utilizando acido
galico como padrao.
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ANEXO 5



Curva de calibracdo da anélise de ABTS, utilizando Trolox como padréo.
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ANEXO 6

ANEXO 7

Curva de calibracdo da andlise de FRAP, utilizando Sulfato ferroso como padréo.
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ANEXO 8
AVALIACAO SENSORIAL

Idade: Sexo: ( ) Feminino ou ( ) Masculino Data: [/ /

1) Vocé esté recebendo amostras de logurte com extrato de Baccharis
dracunculifolia (alecrim do campo). Avalie globalmente cada uma das
amostras codificadas e use a escala abaixo para indicar o quanto vocé gostou
ou desgostou de cada uma das amostras.

9 — Gostei muitissimo AMOSTRA NOTA

8 — Gostei muito

7 — Gostei moderadamente 801
6 — Gostei ligeiramente

5 - Nem gostei/nem desgostei 724
4 — Desgostei ligeiramente

3 — Desgostei moderadamente 653

2 — Desgostei muito

1 — Desgostei muitissimo

2) Agora avalie as amostras que vocé recebeu com relacéo aos atributos a
seguir, sendo escore um “1” para “péssimo” e nove “9” para “excelente”:

9 — Gostei muitissimo 801 724 653
8 — Gostei muito ATRIBUTOS NOTA NOTA NOTA
7 — Gostei moderadamente Cor
6 — Gostei ligeiramente Aroma
5 — Nem gostei/nem desgostei Sabor
4 — Desgostei ligeiramente :

g g Acidez
3 — Desgostei moderadamente

Textura

2 — Desgostei muito
1 — Desgostei muitissimo Aparéncia
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3) E em relacdo a essas amostras deste produto, qual sua intencdo de compra?
Notifique entre um “1” se vocé nunca compraria e sete “7” se vocé compraria
sempre.

_ AMOSTRA NOTA
7 — Compraria sempre
6 — Compraria muito frequentemente
801
5 — Compraria frequentemente
4 — Compraria ocasionalmente
124
3 — Compraria raramente
2 — Compraria muito raramente
653

1 - Nunca compraria

4) Agora eu gostaria de saber se vocé costuma consumir iogurte natural no seu
dia a dia, e qual a frequéncia. Vamos la? Notifique entre um “1” se vocé
nunca consome e cinco “5” se vocé consome sempre.

5 - Consumo sempre

4 — Consumo frequentemente CONSUMO:
3 — Consumo ocasionalmente

2 — Consumo raramente

1 - Nunca consumo

Algum comentario/observagdo?
Fique a vontade:

Obrigada pela participagdo!!
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