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APRESENTACAO

A Ciéncia e Tecnologia de Alimentos é uma area que envolve o conhecimento
da fabricacdo dos alimentos. Para isso, torna-se necesséario e imprescindivel o
conhecimento acerca das propriedades fisico-quimicas, nutricionais, microbiolégicas
e sensoriais das matérias-primas, ingredientes e dos produtos elaborados.

A Coletanea Nacional “Desafios da Ciéncia e Tecnologia de Alimentos” é um
e-book composto por 10 artigos cientificos que abordam assuntos atuais, como a
analise sensorial de alimentos, anélises microbiol6gicas, determinacao de pesticidas
em alimentos, utilizac&do de novos ingredientes e/ou matérias-primas no processamento
de produtos, avaliagao de rotulagem, entre outros.

Mediante a importancia, necessidade de atualizacéo e de acesso a informacdes
de qualidade, os artigos elencados neste e-book contribuirdo efetivamente para
disseminagado do conhecimento a respeito das diversas areas da Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, proporcionando uma visdo ampla sobre esta area de conhecimento.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Prof. Dra. Vanessa Bordin Viera
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CAPITULO 8

AVALIACAO DO PERFIL DOS

METODOS ANALITICOS EMPREGADOS NA
DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE
BEBIDAS LACTEAS FERMENTADAS,
PROVENIENTES DE UMA REVISAO SISTEMATICA
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Universidade Estadual do Estado do Parana
Cascavel-PR
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Luciana Bill Mikito Kottwitz
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RESUMO: O dano causado pela formacéo,
acao e acumulo de radicais livres no organismo
humano tem apresentado resultados
significativos, uma vez que a fisiopatologia
de diversas doengas possui relacdo direta
com tais compostos. Como alternativas néo
medicamentosas, produtos séo desenvolvidos
para complementar a protecao do organismo,
atuando como adjuvantes terapéuticos ou
profilaticos. Assim, o objetivo da revisdo foi
reunir evidéncias sobre o aspecto antioxidante
de bebidas lacteas fermentadas pela acéo
de Lactobacillus acidophilus, com dados
provenientes de uma revisdo sistematica,
sumarizando  informagdes acerca  das
metodologias analiticas para avaliacdo dos
procedimentos preferencialmente utilizados.
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A pesquisa foi desenvolvida partindo das
bases de dados: Medline, Cochrane, Scopus,
Science Direct, Scifinder, Web of Science,
Scielo e Agricola, considerando os termos de
busca: “antioxidant activity”, “oxidative stress”,
“Lactobacillus acidophilus”, “lactic beverage”,
“fermented milk”, “yogurt”, “in vitro techniques”e
‘in vivo”, ApOs a avaliacdo e selecéo dos dados,
o conteudo dos artigos foi resumido em trés
subgrupos de interesse: A (leites fermentados),
B (leite acidéfilos) e C (iogurtes), e no que se
refere a avaliagdo da atividade antioxidante,
a técnica analitica empregada com maior
frequéncia foi a capacidade eliminatoria do
radical DPPH, seguida pelo método ABTS. O
teste de atividade quelante dos ions metélicos
apresentou a mesma tendéncia de uso em
relagcdo ao teste do poder redutor, seguidos
por outros testes empregados com menor
frequéncia. Partindo dessas constatagdes,
enfatiza-se a importancia da associacéo entre
diferentes metodologias para a avaliagdo da
atividade antioxidante, devido a maior precisao
dos resultados recuperados e consequente
respaldo cientifico conferido ao estudo.
PALAVRAS-CHAVE: Estresse  oxidativo,
iogurte, leite acidofilo, Lactobacillus acidophilus,
saude baseada em evidéncias.

ABSTRACT: The damage caused by the

formation, action and accumulation of
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free radicals in the human organism has presented significant results, since the
pathophysiology of several diseases has direct relation with such compounds. As non-
medicated alternatives, products are developed to complement the protection of the
organism, acting as therapeutic or prophylactic adjuvants. Thus, the objective of the
review was to gather evidence on the antioxidant aspect of dairy drinks fermented by
Lactobacillus acidophilus, with data from a systematic review, summarizing information
about the analytical methodologies to evaluate the preferable used procedures. The
research was developed from the databases: Medline, Cochrane, Scopus, Science
Direct, Scifinder, Web of Science, Scielo and Agricola, considering the search terms:

b LN 11

“antioxidant activity”, “oxidative stress”, “Lactobacillus acidophilus”, “Lactic beverage”,
“fermented milk”, yogurt”, “in vitro techniques” and “in vivo”. After the evaluation and
selection of the data, the content of the articles was summarized in three subgroups of
interest: A (fermented milks), B (acidophilic milk) and C (yoghurt), and with regard to
evaluation of antioxidant activity, most frequently used was the eliminatory capacity of
the DPPH radical, followed by the ABTS method. The chelation activity test of the metal
ions presented the same tendency of use than reducing power test, followed by other
tests used less frequently. Based on these findings, it is emphasized the importance of
the association between different methodologies for the evaluation of the antioxidant
activity, due to the greater accuracy of the results recovered and consequent scientific
support given to the study.

KEYWORDS: Oxidative stress, yogurt, acidophilus milk, Lactobacillus acidophilus,

evidence-based healthcare.

11 INTRODUGCAO

O iogurte, um dos alimentos de consideravel versatilidade e consumo, &
amplamente conhecido e estudado devido ao seu aspecto nutricional, em funcéao
principalmente dos beneficios gerados pela fermentacao bacteriana do leite, beneficios
estes que podem variar de acordo com a cepa ou mesmo com a combinacao de cepas
bacterianas utilizadas no processamento (FISBERG & MACHADO, 2015; NIKKHAH,
2014).

Além do iogurte, outros leites fermentados com aspectos semelhantes estdo
incluidos na atual legislacdo brasileira, os quais também possuem importéncia
nutricional e fisiologica, representando uma consideravel parcela do consumo dos
derivados lacteos no Brasil e no mundo, e, portanto, com potencial interesse comercial,
sendo eles, o leite acidéfilo, o kefir, 0 koumys e a coalhada (BRASIL, 2007). Em
paralelo a tais informacdes, a insercdo de probidticos no preparo dessa classe de
alimentos configura uma importante aposta das industrias e dos grandes centros de
pesquisa, por aprimorarem as caracteristicas fisicas, quimicas, sensoriais e funcionais
dos alimentos (JANKOVIC et al., 2010; RIUKERS et al., 2011; VANDENPLAS; HUYS;
DAUBE, 2015).
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Dentre as principais propriedades funcionais de interesse das bebidas lacteas
fermentadas, pode-se considerar, devido a producdo de metabdlitos ao longo da
fermentacao, a atividade antioxidante, aspecto que, quando presente em um alimento,
atua com a finalidade de evitar o processo de rancificacao e manutencao da qualidade
nutricional, entre outros aspectos (HALLIWELL, 1995).

Nesse sentido, a importancia dos compostos com atividade antioxidante se da em
diversos ambitos, o que engloba a acéo anti-envelhecimento (PALIDORI & SCHOLTES,
2016), a prevencao e o combate de doencas relacionadas a atividade dos radicais
livres (HEYLAND et al., 2005), a prevencao da oxidacao dos alimentos, bem como a
manutencao da viabilidade e de suas propriedades funcionais (LIN & YEN, 1999). A
importancia destes compostos, ainda, € baseada na eficiéncia da atividade antioxidante
gue possuem, a qual pode ser mensurada de diversas maneiras (SONGISEPP et
al., 2005; THAIPONG et al., 2006), o que possibilita classificar substancias, produtos,
alimentos, medicamentos e microrganismos de acordo com o potencial antioxidante.

Quanto a possibilidade de mensuragcdo da atividade antioxidante in vitro, uma
consideravel variabilidade de metodologias analiticas sao disponiveis, as quais,
atuando por meio de diferentes mecanismos, auxiliam na estimativa e na caracterizacao
do perfil antioxidativo das entidades quimicas ou microbiolégicas em estudo. Dentre
estes métodos, alguns podem ser destacados em fungéo de sua extensa aplicabilidade
na pratica laboratorial, como por exemplo: a captura do radical 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH), a captura do radical 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid) (ABTS), a atividade eliminatéria do radical hidroxila, o poder redutor, a
atividade eliminatéria dos ions metalicos, entre outros.

No que se refere ao procedimento, o método do radical DPPH é preparado em
meio alcoodlico, e devido a intensa coloragcédo purpura, ao interagir com compostos
antioxidantes reduzem a coloragao do meio para amarelo claro, atuando por meio da
transferéncia de elétrons (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). Apesar
de ser popular, 0 método DPPH possui como desvantagem o fato de nao favorecer a
avaliacao de compostos hidrofilicos (SAH et al., 2014).

O método de captura do radical ABTS, por sua vez, atua a partir da capacidade
antioxidante dos compostos avaliados, na concentracdo, bem como na duragédo das
reacbes quimicas a que € submetido. Quanto maior a estabilizacédo dos radicais
ABTS, menor sera a absorbancia do sistema devido a mudancga de coloracdo (verde
escuro para verde claro) (RE et al., 1999; RUFINO et al., 2007). Como caracteristica
adicional, maior € a abrangéncia do método, ja que o radical ABTS é soluvel em meios
hidrofilicos e lipofilicos, e também é eficiente na avaliacdo de amostras em diferentes
faixas de pH (BOLIGON, A.A.; MACHADO, M,M.; ATHAYDE, M.L., 2014; OU et al.,
2002; TANG et al., 2010).

Com base no exposto, o0 objetivo da presente pesquisa foi reunir evidéncias sobre
0 aspecto antioxidante de bebidas lacteas fermentadas pela acdo de Lactobacillus
acidophilus (LA), com dados provenientes de uma revisao sistematica, e sumarizar as
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informacgdes acerca das principais metodologias analiticas utilizadas na avaliagédo do
potencial antioxidante desse grupo de amostras.

2 | MATERIAIS E METODOS

A revisdao sistematica teve o seu delineamento realizado com base nas
recomendacdes PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analysis) (LIBERATI et al., 2009), sendo que os artigos que deram origem a
pesquisa foram provenientes das seguintes bases: Medline, Cochrane, Scopus,
Science Direct, Scifinder, Web of Science, Scielo e Agricola. Ainda nesse sentido, a
estratégia de interesse da pesquisa envolveu uma populagéo (amostras obtidas a partir
de leites fermentados com Lactobacillus acidophilus, podendo conter adicionalmente
outras espécies), intervencéao (a utilizagdo de L.A. na fermentagéo dos leites), controle
(resultados obtidos a partir da literatura cientifica para leites nédo fermentados ou
fermentados com semelhante constituicdo microbioldgica), desfecho (o potencial
antioxidante das amostras preparadas pela fermentacdo em presenca de L.A.) e o tipo
de estudo (de desenho analitico “in vitro” e “in vivo”).

A busca textual nas bases de dados incluiu os termos: “antioxidant activity”,
“oxidative stress”, “Lactobacillus acidophilus”, “fermented milk”, “lactic beverage”,
“yogurt”, “in vitro techniques” e “in vivo”, associados aos operadores booleanos “AND”
e “OR”, combinados conforme a necessidade de cada base de dados.

Reunidos todos os artigos que atenderam aos requisitos prévios, a selecéo inicial
envolveu a avaliacéo de titulos e resumos. Os textos que se mantiveram de acordo
com os objetivos foram selecionados para a etapa seguinte, em que todos os artigos
foram cuidadosamente avaliados na integra quanto ao conteudo, metodologias e
desenho experimental, sendo excluidos ou mantidos na pesquisa.

A partir dessa selecao, todos os aspectos de interesse contidos nos artigos
selecionados (caracteristicas das amostras, modo de preparo, constituicdo
microbiolégica, métodos analiticos gerais e especificos, resultados, entre outros dados)
foram extraidos e organizados de modo a favorecer as analises comparativas entre
0s proprios textos objetos da pesquisa, e também com demais dados da literatura
cientifica.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nototal, 1751 artigos foram recuperados a partir das bases de dados selecionadas,
dos quais 624 foram excluidos devido a publicacao, e portanto, 1127 estudos tiveram
os seus titulos e resumos avaliados conforme o interesse principal da pesquisa. Nessa
etapa, 1091 estudos foram excluidos e os restantes (36) foram selecionados para a
leitura de seus conteudos na integra, resultando em uma revisao sistematica baseada
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em dados provenientes de oito artigos, considerando nessa etapa estudos estes

especificamente com desenho experimental in vitro.

3.1 Amostras e Sub-grupos

No total, 83 amostras de bebidas lacteas fermentadas constituiram os oito artigos

selecionados, no entanto, apenas 20% delas (n=17) cumpriram com 0S requisitos

da pesquisa. Com base na analise constitucional, foram obtidos diferentes produtos

finais de acordo com o perfil bacteriano utilizado na fermentacdo de cada amostra,

envolvendo iogurtes, leites fermentados e leites acidoéfilos, conforme definicbes da

legislacéo brasileira (BRASIL, 2007). Assim, ao atender os requisitos prévios da

pesquisa, embora com caracteristicas intrinsecas diferentes, as amostras foram

separadas em subgrupos de acordo com a classificacdo dos diferentes produtos,

como apresentado na Tabela 1 abaixo.

N° do Microrganismos Tipo de Classificacao em
Amostra Autor . .
artigo constituintes produto subgrupos
Virtanen et al., Lactococcus {act/s, Leite
1 1 e Lactobacillus
2007 . . fermentado
acidophilus
Leuconostoc cremoris
5 Virtanen et al., 1 B, Lactococcus Leite
2007 lactis, e Lactobacillus fermentado A
acidophilus
Streptococcus subsp.
3 Ivanov G., 3 salivarius thermophilus Leite
2007b e Lactobacillus fermentado
acidophilus
Virtanen et al., Lactobacillus . e
4 2007 1 acidophilus Leite acidofilo
Virtanen et al., Lactobacillus . e
5 2007 1 acidophilus F Leite acidofilo
Ivanov G., Lactobacillus . e
6 50072 2 acidophilus Leite acidéfilo
Ivanov G., Lactobacillus . e
7 2007b 3 acidophilus Leite acidoéfilo 5
Apostolidis et Lactobacillus . e
8 al., 2007 4 acidophilus Leite acidofilo
Parrela et al., Lactobacillus . e
9 5012 5 acidophilus Leite acidofilo
10 Li et al., 2015 7 Lactobacillus Leite acidéfilo
acidophilus
Zhang et al., Lactobacillus . e
1 2015 8 acidophilus Leite acidofilo
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12

Sah et al.,
2014

Lactobacillus
bulgaricus,
Streptococcus subsp.
salivarius thermophilus,
e Lactobacillus
acidophilus

logurte

13

Sah et al.,
2014

Lactobacillus
bulgaricus,
Streptococcus subsp.
salivarius thermophilus,
Lactobacillus
acidophilus, e
Lactobacillus casei

logurte

14

Sah et al.,
2014

Lactobacillus
bulgaricus,
Streptococcus subsp.
salivarius thermophilus,
Lactobacillus
acidophilus, e
Lactobacillus paracasei

logurte

15

Sah et al.,
2014

Lactobacillus
bulgaricus,
Streptococcus subsp.
salivarius thermophilus,
Lactobacillus
acidophilus,
Lactobacillus casei, e
Lactobacillus paracasei

logurte

16

Zhang et al.,
2015

Lactobacillus
bulgaricus,
Streptococcus subsp.
salivarius thermophilus,
e Lactobacillus
acidophilus

logurte

17

Zhang et al.,
2015

Lactobacillus
bulgaricus,
Streptococcus subsp.
salivarius thermophilus,
Lactobacillus
acidophilus, e
Bifidobacterium

logurte

Tabela 1 Descricéo e classificacdo das amostras de interesse a partir de suas constituicdes

microbiolégicas

3.2 Metologias analiticas — Avaliacao da atividade antioxidante

A partir das informacgdes extraidas dos artigos incluidos na pesquisa, o teste que

avalia a capacidade eliminatoria do radical DPPH foi, no geral, o teste empregado

com maior frequéncia dentre as determinacées das amostras estudadas, com uma

frequéncia de utilizacdao de 70,59%, seguido do teste que mensura a capacidade

eliminatoria do radical ABTS, utilizado para a avaliacdo de 47,06% das amostras

em estudo. Em seguida, a atividade quelante dos ions metalicos alcangcou o mesmo

nivel de abordagem quando comparado ao teste do poder redutor (29,41%), seguido

por testes empregados com menor frequéncia, tais como: Inibicdo da auto-oxidacéo

do ascorbato, Atividade eliminatéria do radical hidroxila, Capacidade de absorcao

do radical oxigénio, Doseamento de fendis totais e Inibicdo da peroxidacéo lipidica,

conforme pode ser observado na Figura 1.
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Inibicdo da peroxidagao lipidica
Doseamento de fendis totais
Capacidade de absorgao do radical..

Atividade eliminatéria do radical hidroxila

Inibicdo da auto-oxidagao do ascorhato

Testes

Poder redutor I
Atividade quelante dos ions metalicos I
Capacidade eliminatdria do radical ABTS I
Capacidade eliminatéria do radical DPPH I

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Numero de eventos

Figura 1 Testes de atividade antioxidante e nUmero de eventos em que foram empregados,
considerando o total de 17 amostras de bebidas fermentadas de origem lactea, selecionadas a
partir de oito artigos incluidos na reviséao sistematica

O uso pronunciado do método de DPPH na avaliacdo das amostras em questéo
pode ser fundamentado em razao de ser um método usual, de baixo custo e que possui
um simples procedimento metodolégico para a avaliacao da atividade antioxidante.
Apesar disso, este é reconhecidamente um método fragil, capaz de conferir resultados
variaveis de acordo com as interferéncias que pode sofrer ao longo do preparo do
procedimento, como foi 0 caso dos experimentos desenvolvidos e resultados obtidos
por Muller, Frohlic & Bohm (2011).

Desse modo, levando em conta as caracteristicas metodologicas para o método de
DPPH, sugere-se que o método de ABTS seja preferivelmente utilizado em avaliagdes
in vitro, em funcdo se ser também caracterizado por um simples procedimento
analitico, mas apresentar menor variacdo metodoldgica, e com isso, tender a conferir
resultados mais confidveis. Tais constata¢des foram também apresentadas por Floegel
et al. (2011), quando compararam os métodos de ABTS e DPPH na avaliacdo da
capacidade antioxidante de alimentos americanos populares, ricos em antioxidantes,
tendo concluido que o perfil antioxidante foi melhor reproduzido pelo método ABTS em
relacdo ao método de DPPH.

Quanto aos demais testes utilizados, estes foram aplicados com menor
frequéncia e néo representaram grande potencial de uso na avaliacédo das amostras
selecionadas, tendo sido os métodos de: inibicdo da auto-oxidagcdo do ascorbato,
atividade eliminatéria do radical hidroxila, capacidade de absorcao do radical oxigénio,
doseamento de fendis totais e a inibicdo da peroxidacao lipidica.

Assim, os métodos analiticos aqui considerados foram também segmentados
de acordo com cada subgrupo avaliado, de modo a favorecer o entendimento geral
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acerca do perfil de caracterizagéo antioxidante das amostras, conforme o conteudo da
Tabela 2.

Testes atividade Subgrupos
antioxidante A B c
DPPH 1 5 6
ABTS 2 1 0
Atividade quelante
, o - 3 2
dos ions metalicos
Poder redutor - 3 2
Inibicdo da auto-
oxidacao do - 1 -
ascorbato
Atividade eliminatoria i 1 4
do radical hidroxila
Capacidade de
absor¢éo do radical - - -
oxigénio
Doseamento de i 1 )
fenois totais
Inibicdo da
. o e e 1 - -
peroxidacdo lipidica
Total 3 15 14

Tabela 2 Classificagao das metodologias de avaliagao da atividade antioxidante e nUmero
de eventos em que foram empregados nas bebidas fermentadas estudadas, conforme os
subgrupos de amostras em questao

Com base no exposto, é possivel verificar que o subgrupo que englobou os leites
aciddfilos (B) foi melhor caracterizado quanto ao perfil antioxidante, seguido pelo
subgrupo dos iogurtes (C), e entdo, pelos leites fermentados (A), no que se refere ao
numero de testes analiticos aplicados. No entanto, é valido ressaltar que tal verificacéo
possui relacdo direta com o numero de amostras que constitui cada subgrupo.

Desse modo, ao levar em conta os dados apresentados até o momento, é possivel
inferir que muito ainda precisa ser esclarecido a respeito da atividade antioxidante
de bebidas lacteas fermentadas, em especial aquelas incorporadas por bactérias
probidticas. O conjunto dos resultados recuperados, por sua vez, demonstra que as
metodologias analiticas podem se comportar de forma variavel, de acordo com 0 modo
de preparo das amostras, ou mesmo por outras variagdes possiveis nos procedimentos
analiticos, ainda que as metodologias empregadas sejam semelhantes.

Nesse contexto, destaca-se a importéncia da associacdo de procedimentos
analiticos distintos ao longo de estudos direcionados a determinacéo da atividade
antioxidante, uma vez que diferentes mecanismos de reagcdo podem auxiliar na
interpretacéo do resultado final (MULLER, L.; FROHLICH, K.; BOHM, V.; 2011).
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41 CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos e avaliados na presente pesquisa, as metodologias
utilizadas com maior frequéncia na caracterizacdo do potencial antioxidante das
bebidas lacteas fermentadas foram: “Capacidade eliminatéria do radical DPPH?”,
“ABTS”, “atividade quelante de ions metalicos” e “poder redutor”’. Adicionalmente,
as amostras dos subgrupos B e C foram as mais bem caracterizadas em termos
de atividade antioxidante, dado o numero de testes a que foram submetidas. Tais
resultados sugerem alternativas e melhorias futuras em trabalhos na mesma linha
de pesquisa, de modo a direcionarem a caracterizacdo antioxidante dos analitos
de interesse de forma mais completa e precisa possivel, ao se lancar mao de um
numero satisfatorio de testes analiticos. Dessa forma sera possivel garantir maior
seguranca e confiabilidade ao sugerir o uso de determinados grupos de alimentos na
complementacao do tratamento bem como na prevengao de acometimentos relativos
ao acumulo de radicais livres.
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