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RESUMO

O iogurte é um dos principais produtos lacteos consumidos mundialmente, por
apresentar beneficios nutricionais e a saude. O mel de abelhas sem ferrao
naturalmente apresenta compostos antioxidantes, perfil especifico de acucar e
caracteristicas sensoriais unicas. Dessa forma, o presente trabalho teve como
objetivo elaborar quatro formulagdes. A formulagdo IP foi considerada como
formulacao de iogurte padrao (sem adigao de antioxidantes), o iogurte da formulagao
IM3 continha 3% de mel, a formulacdo IM5 foi adicionado 5% de mel. A quarta
formulacdo IBHT continha antioxidante comercial BHT (Hidroxitolueno de butila). As
formulagcbes de iogurte foram analisadas quanto ao teor de bactérias lacticas
(Lactococcus e Lactobacillus) e oxidagao lipidica a cada 15 dias ao longo de 45 dias
a temperatura de refrigeragdo (6°C). Inicialmente o extrato de mel foi analisado
quanto ao teor de compostos fendlicos totais (CFT) pelo método de Folin Ciocalteau
e expresso em EAG.g"' (EAG: Equivalente em &acido gdlico) e a atividade
antioxidante (AA) determinada pelos métodos DPPH e ABTS expressos em
equivalente de Trolox (ET. g'). O poder redutor do ferro (FRAP) foi também
determinado no extrato de mel e expresso em Fe?*.g"). As quatros formulagbes de
iogurte foram submetidas a analises de viabilidade das bactérias lacticas, pH e
determinacao de oxidacao lipidica (TBARS). O extrato de mel apresentou teores de
3,21x10® mg EAG.g™" (CFT), 0,37 mmol de ET. g (DPPH), 88,86 mmol de ET. g™
(ABTS) e 44,62 uymol Fe?*. g' (FRAP). Os iogurtes apresentaram valores de pH que
variaram de 4,32 a 4,6 e esses resultados foram de acordo com a legislagado
brasileira vigente durante o tempo de estocagem. A presenca de bactérias lacticas
ficou abaixo do limite preconizado pela Legislagéo Brasileira que € de 107 a partir de
15 dias de estocagem. Nas analises de oxidacao lipidica as formulagbes acrescidas
com mel demonstram resultados satisfatérios até os 45 dias de estocagem em
comparagao as formulagdes que nao foram adicionadas mel. De acordo com a
legislacéo vigente, nem todas as analises apresentaram resultados esperados nos
parametros estabelecidos, sugerindo refazer as formulagdes e novas analises para
melhor resultado do produto.

Palavras-chave: Antioxidantes; bactérias laticas; iogurte; mel.



ABSTRACT

Yogurt is one of the main dairy products consumed worldwide, due to its nutritional
and health benefits. Honey from stingless bees naturally features antioxidant
compounds, a specific sugar profile and unique sensory characteristics. Thus, the
present work aimed to elaborate four formulations. The IP formulation was
considered as a standard yogurt formulation (without added antioxidants), the IM3
formulation yogurt contained 3% honey, the IM5 formulation had 5% honey added.
The fourth IBHT formulation contained commercial antioxidant BHT (butyl
hydroxytoluene). Yoghurt formulations were analyzed for lactic bacteria (Lactococcus
and Lactobacillus) content and lipid oxidation every 15 days over 45 days at
refrigeration temperature (6°C). Initially, the honey extract was analyzed for the
content of total phenolic compounds (TFC) by the Folin Ciocalteau method and
expressed in EAG.g"' (EAG: Equivalent in gallic acid) and the antioxidant activity
(AA) determined by the DPPH and ABTS expressed in Trolox equivalent (ET. g).
The iron reducing power (FRAP) was also determined in the honey extract and
expressed as Fe?".g"). The four yogurt formulations were subjected to lactic acid
bacteria viability, pH and lipid oxidation determination (TBARS) analyses. The honey
extract showed contents of 3,21x10°% mg EAG.g™" (CFT), 0,37 mmol of ET. g
(DPPH), 88,86 mmol ET. g' (ABTS) and 44,62 umol Fe?*. g*' (FRAP). Yoghurts had
pH values ranging from 4,32 to 4,6 and these results were in accordance with current
Brazilian legislation during storage time. The presence of lactic bacteria was below
the limit recommended by Brazilian legislation, which is 107 after 15 days of storage.
In the analysis of lipid oxidation, the formulations added with honey showed
satisfactory results up to 45 days of storage compared to the formulations that were
not added with honey. According to current legislation, not all analyzes showed
expected results in the established parameters, suggesting redoing the formulations
and new analyzes for better product results.

Keywords: Antioxidants; honey; lactic acid bacteria; yogurt.
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1 INTRODUGAO

O iogurte € um produto obtido por meio da fermentagéao lactica realizada pelos
micro-organismos Lactobacillus del bruecke subsp. bulgaricus e Streptococcus
thermophilus que exercem agao sobre a lactose do leite que € convertida em acido
lactico. Tem sido observado que a producdo de iogurte e outros tipos de leites
fermentados tem crescido significativamente no mercado brasileiro (OLIVEIRA et al.,
2019), podendo ser comercializado de forma natural, aromatizados e utilizagdo de

polpas e pedacos de frutas.

Os Lactobacillus, sao utilizados para a conservagcao de alimentos por
intermédio da fermentacdo durante milhares de anos. Eles exercem uma fungao
dupla, visto que além de agir como agentes fermentadores de alimentos e também
agregam beneficios a saude. Contribuem com o sabor e aroma dos alimentos

fermentados pela produ¢do de compostos volateis (KOMATSU et al., 2008).

A formacgéao de acido latico reduz o pH, selecionando o tipo de microrganismo
capaz de se desenvolver, provocando a hidrolise enzimatica bacteriana que melhora
a biodisponibilidade das proteinas e gordura, aumentando a digestibilidade do
produto (TAMIME; ROBINSON, 2000; OLIVEIRA, 2006). Além disso, a hidrolise
enzimatica amplifica a biodisponibilidade dos minerais como calcio, zinco, cobre,
fosforo, ferro e manganés. Com relacdo as vitaminas, ha um aumento na
concentracdo de acido fdlico, riboflavina e niacina, vitaminas do complexo B
(GOMES; MALCATA, 1999; TAMIME; ROBINSON, 2007).

As bebidas lacteas quando adicionadas de mel em sua composi¢cédo
apresentam considerado potencial nutricional, em funcdo de suas propriedades
antioxidantes, devido ao alto teor de acidos fendlicos e flavonoides (NAMIKI, 1990;
SIMIC; JAVANOVIC, 1994). Namiki (1990) e Simic e Javanovic (1994) reportaram
em seus estudos, agentes naturais antioxidantes presentes no mel. Todavia sabe-se
que o mel apresenta atividade antibacteriana, sendo necessaria a avaliagdo de sua
utilizagdo em um produto, pois deve ter 1x10” minima de células viaveis por grama

até o final de sua validade de acordo com a Legislagéo Brasileira.
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Neste estudo o objetivo do trabalho € desenvolver e avaliar um produto com
uma maior estimativa de tempo de vida de prateleira, devido ao acréscimo do mel de

abelha-Jatai (Tetragonisca angustula) em sua formulagao.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Elaborar um produto lacteo fermentado com um potencial redutor de
oxidacéo lipidica, para obter um tempo de vida maior de prateleira e agregar a saude

do consumidor.

2.2 Objetivos Especificos

e Elaboragao de formulagdes de iogurte acrescido de mel de abelha-Jatai
(Tetragonisca angustula);

e Caracterizagao do mel, por meio de teor de compostos fendlicos e
antioxidantes por trés métodos (DPPH, ABTS e FRAP);

e Avaliacdo da viabilidade microbiolégica do produto durante o armazenamento
por meio de analise de determinagao de bactérias lacticas;

e Avaliagao da oxidagao lipidica (TBARS) dos iogurtes elaborados.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Leite

De acordo com o Decreto n° 1.812 de 08/02/1952, o leite, sem outra
especificacao, € o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condi¢des
de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de outras
espécies de animais deve conter o nome da espécie de que proceda (BRASIL,
1952).

O leite bovino é composto por agua, gordura, proteinas, lactose, minerais e
vitaminas, possui uma composi¢cdo complexa. Sua composicado e propriedades
fisicas variam de acordo com a espécie. Os componentes do leite, com exce¢ao da
agua, constituem os solidos totais e sdo responsaveis pelo seu valor nutricional. Na
Tabela 1 pode-se observar a composicéo de leite bovino.

Além dos componentes principais do leite, também podem ser encontrados
no leite, em menores quantidades, outras substancias, como enzimas, vitaminas (A,
D, E, K, E e do complexo B) e gases (LONGO, 2006; TAMIME e ROBINSON, 2000).

Tabela 1. Média e variagdo dos componentes do leite de bovinos.

Componentes Média (%)
Agua 87,3
Gordura 3,9
Solidos ndo 8,8
gordurosos
Proteina 3,25
Lactose 4,6

Fonte: Adaptado de Goff, (2023).

E fundamental que o leite seja de alta qualidade para que o iogurte
apresente caracteristicas desejaveis e maior vida util. Necessario que haja uma
manipulagédo higiénica para que contenha baixa carga microbiana, além disto, ndo
pode haver alteragcao de sua composicao fisico-quimica e ser isento de antibioticos e
conservantes, inibidores do desenvolvimento da cultura lactica inoculadas (RODAS
et al., 2001; NEIROTTI E OLIVEIRA, 1988).

3.2 logurte

Os primeiros iogurtes comerciais foram produzidos na Franga e Espanha em

1920, em 1940 nos Estados Unidos, somente em 1960 houve um aumento deste
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produto devido as melhorias nas técnicas de processamento e reconhecimento da
qualidade nutritiva e terapéutica (LERAYER e SALVA, 1997). No Brasil o iogurte foi
introduzido nos anos 30, com a imigragao europeia, a partir de um pequeno grupo
de consumidores, tendo um aumento consideravel a partir de 1970 (KROLOW,
2008).

Entende-se por iogurte segundo a legislagéo brasileira, cuja fermentacéo se
realiza com cultivos protosimbiéticos de Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus, de forma complementar
podem ser adicionadas outras bactérias lacticas, contribuem nas propriedades do
produto final (BRASIL, 2007).

O iogurte apresenta valor nutricional superior ao leite, em razdo da presenga
de calcio, zinco, proteina e magnésio, sendo recomendado seu consumo devido ao
seu agregado valor nutricional. Recomendado especialmente a gestantes, lactantes
e pessoas idosas ou que necessitam de reposi¢ao de calcio (MEDEIROS, 2011).

Existem varios tipos de iogurte no mercado que se diferenciam ao sabor,
aroma, consisténcia, composicido, valor caldrico, processo de fabricacdo e pos
incubacgédo (RASIC e KURMANN, 1978). A elaboragéo do iogurte que vem crescendo
cada vez mais entre a sociedade, desde um preparo simples a um processo mais
aprimorado (BARBOSA et al., 2013).

3.3 Mel de abelha Jatai (Tetragonisca angustula)

O mel € um produto da Apicultura, de origem animal (abelhas) produzido a
partir do néctar de flores ou de outras secrecdes. E coletado por abelhas com e sem
ferrdo, que utilizam o néctar das flores para sua proépria alimentagcao, e o restante é
desidratado e armazenado nos favos em suas colmeias para servir de
abastecimento para posterior periodo de escassez (ARAUJO et al., 2006).

O mel é formado basicamente por agucares essencialmente a frutose
substancia mais doce que a sacarose, sendo cerca 38% frutose, 31% de glicose e
outros 31% de proteinas, fibras soluveis, vitaminas, minerais e acido folico (SILVA et
al. 2006). A composi¢cao do mel depende de muitos fatores tais como: espécies de
abelha, natureza, solo, estado fisioldégico da colénia, estado de maturagdo do mel,
condigbes meteoroldgicas etc. (VILHENA et al., 1999).

Segundo Gheldof, Wang e Engeseth (2002) e Liviu et al. (2009), o mel

também possui atividade antioxidante, isso devido a presenga de alguns compostos,
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sendo os principais: acidos fendlicos e flavonoides, os quais s&o dependentes da
origem floral, fatores ambientais, processamento, estes compostos podem
desempenhar importante papel na nutrigdo humana (GHELDOF et al., 2002).

A Tetragonisca angustula € uma abelha de pequeno porte, popularmente
conhecida como Jatai, possui ampla distribuigdo geografica no Brasil. E possivel
obter de 0,5 a 1,5 L de mel/ano de colénias fortes (NOGUEIRA-NETO, 1997).
Embora produza mel em menor quantidade do que as abelhas com ferrao (Apis
mellifera), obtém-se um produto diferenciado do mel, pela sua dogura e aroma
(CARVALHO et al., 2005).

O mel de A. melifera apresenta diferenca em alguns parametros fisico-
quimicos ao mel das abelhas sem ferrdo do Brasil. Um dos principais parametros a
umidade bastante elevada, tornando-o menos denso que o mel das abelhas

africanizadas, exigindo cuidados quanto a sua conservagado (AZEREDO et al., 2000).
3.4 Atividade antioxidante

Os antioxidantes atualmente utilizados nas industrias de alimentos em sua
maioria sao sintéticos, os mais aplicados sédo hidroxianisol de butila (BHA) e o
hidroxitolueno de butila (BHT), por apresentar estabilidade em varios alimentos,
custos menores e manter a qualidade do sabor dos alimentos. No entanto, alguns
estudos mostraram que o consumo desses antioxidantes sintéticos causa riscos a
saude humana (FERNANDES, 2019).

Compostos bioativos derivados das proteinas do leite, além da importancia
nutricional, estdo vinculados a atividade biolégicas, como a acao antioxidante. O
leite, devido as proteinas p e k-caseinas, € capaz de ser um substrato unico para
liberacdo de peptideos bioativos por meio da fermentagao de bactérias acido lacticas
(ELFAHRI et al., 2016; NAMDARI; NEJATI, 2016).

A oxidacdo afeta a qualidade dos alimentos, provocando alteragdes
nutricionais e sensoriais nos alimentos, além de reduzir a vida util do produto
(HERNANDEZ-LEDESMA; AMIGO, 2004). Varias reagdes de oxidagédo envolvem
componentes alimentares como carboidratos, proteinas e lipideos (SAH et al., 2017).
Os antioxidantes naturais tém se estendido para proteinas e peptideos de origem
animal e vegetal que dependendo podem possuir atividade antioxidante significativa
(DAMASCENO et al., 2016; NOVAES et al., 2014).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Obtencao do leite e mel

O leite de vacas mesticas e o mel da abelha Jatai empregado neste trabalho
foram adquiridos em uma propriedade rural localizada na cidade de Itapejara
D Oeste, na regido sudoeste do Parana. O mel coletado no més de janeiro, o agucar
tipo cristal obtido no comércio local e o fermento (YO MIX 496 LYO 100 DCU) e o
antioxidante comercial (BHT) cedidos pela professora orientadora Solange

Teresinha Carpes.

4.2 Formulagao do iogurte

Foram elaboradas quatro formulagdes (Tabela 2) codificadas como: IP, IM3,
IM5, IBHT. Na formulacao IP (iogurte padrao), usada como padrao sem adicao de
mel e antioxidante comercial (Hidroxitolueno de butila- BHT). Para as formulag¢des
IM3 e IM5 iogurte com adigdo de mel de 3 e 5% em relagdo ao volume de leite,
respectivamente. A formulagdo IBHT iogurte com adicdo do antioxidante comercial
(BHT) na concentragéo de 1% e sem adi¢do do mel, usado para comparagao nas

formulacdes IM3 e IM5.

Tabela 2. Formulagédo do iogurte acrescido de mel de abelha Jatai.

Leite Leite Acgucar Mel Fermento Antioxidante
Fermentado  pasteurizado comercial (g) lacteo comercial (BHT)
(L) (9) (9) (9)
P 1,0 100 - 0,015 -
IM3 1,0 70 30 0,015 -
IM5 1,0 50 50 0,015 -
IBHT 1,0 100 - 0,015 0,01

IP= Sem adig¢ao de mel e antioxidante comercial (BHT). IM3= Adi¢cado de 3% de mel. IM5= Adigcao
de 5% de mel. IBHT= Adi¢ado do antioxidante comercial (BHT).
Fonte: Autoria propria, 2023.

Para o processamento do iogurte com e sem mel (Figura 1), o leite foi
pasteurizado a 95 °C por 5 minutos em uma panela e resfriado a 45 °C. Apds o
resfriamento a inoculagdo da cultura “starter’ foi procedida com YO MIX 496 LYO
100 DCU (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus).
O leite foi transferido para uma iogurteira elétrica que mantém a temperatura a 42 °C
(Izumi®) por aproximadamente 6 horas até o pH chegar a 4,5-4,7. Apbés a

fermentacgao lactea, ocorreu a adicao do mel e do antioxidante comercial (BHT).
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Figura 1. Fluxograma do processo de fabricagao das formulagdes de iogurtes.

Fonte: Autoria prépria, 2023

4.3 Preparo do extrato de mel

Para o preparo do extrato metandlico foram pesados 3,0g de mel de abelhas
Jatai em um tubo Falcon e adicionado posteriormente apos a pesagem 15mL de
metanol P.A, homogeneizado em vortex e colocado em banho-maria a 70°C, por 30
minutos. Em seguida a filtragdo do extrato em papel filtro e os sobrenadantes
transferidos em outro tubo Falcon. Apdés houve a realizacdo das analises de
antioxidantes (DPPH, ABTS, FRAP) e compostos fendlicos totais do extrato

metanolico de mel.

Leite Fermentagéo a 42°C por
pasteurizado aproximadamente 6 horas,
até pH 4,5-4,7
Divisio do leite IF-Ima IMS-BHT
miL d Inoculagéo do fermento tradicional
ef IP ara.caca ™ (Streptococcus thermophilus e
ormufagao em Lactobacillus bulgaricus)
cada iogurteira r )
1 Adigdo do mel ¢ o
— = Adicao do BHT
3% na formulagéo IM3 i o
Adicdo do aglcar 5% na formulacao IM5 0,01% na formulagéo IBHT
em cada
formulagéo . 7]
g ‘

Todas as formulagées
refrigeradas
4 a 6°C - 45 dias

4.4 Analises fisico-quimicas do iogurte
4.4 1 Avaliacéo da estabilidade fisico-quimica

A estabilidade fisico-quimica avaliou-se através das determinacdes de pH, e
oxidagao lipidica com a determinagao de substancias reativas de acido tiobarbiturico
(TBARS). As analises foram realizadas durante 45 dias, nos dias 0, 15, 30 e 45.

Sendo todas as analises realizadas em triplicata.

4411 Determinacio do pH

Apos os iogurtes prontos foram aferidos o pH a cada 7 dias, durante 42 dias,

utilizando pHmetro de bancada, modelo Simpla PH140, previamente calibrado.
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4.41.2 Determinacio de substancias reativas de acido tiobarbiturico (TBARS)

A oxidagao lipidica avaliou-se por meio da determinagcédo de substancias
reativas de acido tiobarbiturico (TBARS). Os leites fermentados armazenados
durante 45 dias em refrigeragdo, nos dias 0, 15, 30 e 45 que se realizaram as
analises pelo método adaptado de Miyagusku et al. (2007).

A curva padrdo realizou-se através dos preparos das solugdes de Acido
tiobarbiturico (TBA 0,02 M), acido tricloro acético (TCA 7,5%) e tetrametoxipropano
(TMP) (figura 3). Adicionado as solugbes em tubo de ensaio com rosca de acordo
com as concentragdes de 1,64x10“a 6,56x104. Apds, os tubos mantidos em banho-
maria (95°C) por 40 minutos e posteriormente realizada a leitura em

espectrofotbmetro em 538 nm.

Para analisar a amostra foram pesados 5g do iogurte em triplicata em tubos
Falcon, adicionado 25mL de TCA 7,5% e homogeneizado em ultraturrax por 1
minuto. Em seguida filtrado a vacuo, posteriormente, 4 mL do filtrado adicionados
em tubo Falcon com tampa, adicionado 1 mL de TCA 7,5% e 5 mL de TBA 0,02 M.

Com os tubos tampados homogeneizou-se em vortex e colocados em banho-maria
(95°C) durante 40 minutos.

Apos os 40 minutos estabelecidos, as amostras séo retiradas do banho-maria
e transferida em um banho de gelo até temperatura ambiente e levadas para a
realizagcao das leituras em espectrofotometro UV-visivel Kasvi k37. Para a leitura da
absorbancia em 538 nm o aparelho sera zerado com uma solugédo branco de 5 mL
de TBA mais 5 mL de TCA 7,5%.

Figura 3. Curva padrao de TBARS.
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Fonte: autoria proépria, 2023.
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4.4.1.3 Determinacdo de fenodlicos totais e determinacdo do teor da atividade
antioxidante pelo método DPPH, ABTS e FRAP.

O método aplicado para determinar o teor dos compostos fendlicos totais com
a curva padrao de acido galico (Figura 4), utlizando a metodologia
espectrofotométrica de Folin Ciocalteau. Nesta reagédo, o reagente é oxidado e
ocorrera a formacao da coloracdo azul que se forma na reacdo em meio alcalino.
Para essa tal condicdo ocorrer necessita-se da utilizacdo da adicdo de uma solugao
de Dbicarbonato de sédio. Essa formacdo, pode ser detectado

espectrofotométricamente.

Para o preparo da determinacdo de fendlicos totais nas amostras foram
transferidos 500 uL do extrato de mel em tubos Falcon e adicionados 2,5 mL da
solucao de Folin Ciocalteau 10%. Apo6s o repouso de 5 minutos, foram adicionados
2,0 mL da solugéo de bicarbonato de sodio 4%, as solugdes foram homogeneizadas
em vortex e colocadas em repouso ao abrigo da luz em temperatura durante 2
horas. Posteriormente, apds o repouso, foram realizadas as leituras da absorbancia
a 740nm (NACZK et al., 2004). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Figura 4. Curva padrao de acido galico.
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Fonte: autoria prépria, 2023.

A capacidade antioxidante € determinada pela reducédo do radical estavel DPPH*
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) pelos antioxidantes presentes na amostra, com a curva
padrao de uma solugao de Trolox (Figura 5). O Trolox € uma substancia proveniente
da vitamina E (a-tocoferol), soluvel em agua e etanol. Seu potencial antioxidante é
capaz de reagir com o DPPH' (FORREST et al., 1994).
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Foram elaboradas solucbes de DPPH' 0,5mM e de Trolox 1000 uM de
concentragbes. A curva padrdao de Trolox foi adquirida empregando o tempo de
reacdao de 30 minutos (SCHUBERT et al, 2007). As leituras com absorbancia
realizadas a 517nm, com a realizagdo da amostra branco com 500 uL de etanol P.A,
as analises foram feitas em triplicata. Do mesmo modo houve a realizagdo da
determinacdo do teor da atividade antioxidante na amostra, foram transferidos 500
ML do extrato de mel em tubos de Falcon, com a adi¢do de 2,8 mL de etanol P.A e
500 pyL da solucédo de DPPH’, apés homogeneizadas em vortex. Os valores da
determinacdo do teor da atividade antioxidante das amostras sdo expressos em
grafico, sendo as concentragbes das amostras no eixo (X) e respectivamente as

absorbancias no eixo (Y).

Figura 5. Curva padrao de Trolox - DPPH.
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Fonte: autoria propria, 2023.

A capacidade da atividade de captura de radical livre ABTS foi medida pelo
método de (ARNAO, et al., 2001) com a curva padrao de Trolox 2000uM (Figura 6).

O radical ABTS foi gerado por 5,0 mL de solugao-estoque de ABTS 7mM com
88,0 uL de solucédo de persulfato de potassio 140 mM. A solugado foi deixada em
repouso, no escuro, durante 16 h, a temperatura ambiente. A solucdo de ABTS foi
diluida em etanol até obter-se uma absorbédncia de 734 nm. Para a atividade
antioxidante foram transferidos 30 yL do extrato de mel, adicionados 3 mL da
solucao de ABTS corrigida e homogeneizada em vortex. Apés 6 min de repouso em
local com abrigo da luz, as leituras a 743nm foram registradas. Com os dados das
leituras e a equacgao da reta da curva padrao pode-se obter o teor de antioxidantes

do extrato de mel. Analises realizadas em triplicata.
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Figura 6. Curva padrao de Trolox 2000 uM- ABTS.
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Fonte: autoria prépria, 2023.

A atividade antioxidante para a reducédo do ferro foi procedida pelo método de
(FIRUZI et al., 2005), com a curva padrao de sulfato ferroso (FeSO4 .7H2) 2000uM
(figura 7).

A solugdo do reagente FRAP foi preparada por adicdo de 50 mL de tampéo
acetato 0,3 M a 5 mL de cloreto férrico hexa-hidratado 20,0 mM e 5 mL de TPTZ
10,0 mM. Em um tubo de ensaio, 90 uL da amostra do extrato foram transferidas e
adicionadas a 270 pL de agua destilada e 2,70 ml de reagente FRAP.
Homogeneizadas em voértex, apés 30 min de banho-maria a 37° C, as leituras de
absorbancia foram realizadas a 595 nm. O potencial antioxidante dos extratos do
mel, foi determinado com base em uma curva padrdo com a equacao de reta

realizado os calculos posteriormente. Analises todas realizadas em triplicata.

Figura 7. Curva padrao de sulfato ferroso 2000 uM.
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Fonte: autoria prépria, 2023.
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4.5 Analises microbiolégicas do iogurte
4.5.1 Avaliagao da viabilidade celular da cultura lactea do produto desenvolvido

A analise de viabilidade celular da cultura lactea do iogurte seguiu o Manual
de Métodos de Analise Microbiolégica de Alimentos (SILVA et al., 2007).

A viabilidade celular das bactérias laticas determinou-se pela contagem total
de células viaveis em placas. Diluigbes de 10" a 10-° da amostra foram realizadas
em agua peptonada 0,1% (m/v), para que seja possivel a contagem das colbnias.
Assim, 1 mL de amostra, nas diluicbes estabelecidas, inoculou-se pela técnica de
Pour Plate em placa de Petri com meio agar para a contagem de bactérias lacticas,
Man, Rogosa e Sharpe (MRS). As placas foram invertidas e incubadas em jarras de
anaerobiose, contendo gerador de atmosfera CO2, dentro de uma estufa a 38 °C por
72 horas (KEMPKA et al. 2008).

Para a viabilidade microbiologica de Streptococcus thermophilus, utilizou-se
como meio o agar M17, utilizando as mesmas diluigdes de 10" a 10° da amostra
foram realizadas em agua peptonada 0,1% (m/v), inoculou-se 0,1 ml/placa de cada
diluicdo pelo método de plaqueamento em superficie. As placas foram invertidas e
colocadas em estufa microbiolégica a 40°C por 48 horas. A confirmagao do
crescimento das col6nias realizou-se através da contagem das bactérias lacticas
encontradas nas placas de Petri apés o tempo estipulado pelo manual e expressa

em unidade formadora de colénia por grama (UFC/g).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Determinagao de antioxidantes e compostos fenélicos no mel

O extrato do mel foi analisado buscando quantificar a atividade antioxidante
e compostos fendlicos. Os resultados obtidos nas analises realizadas podem ser

observados na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados das analises de antioxidantes e compostos fenélicos do extrato de mel.

Fendlicos DPPH ABTS FRAP
Amostra (umol Fe?*. g-1)
(mg EAG*.g™) (mmol de Trolox. g) (mmol de Trolox. g)

Mel 3,21x10%+1,18x107 0,37+0,02 88,86+7,47 44,62+3,75

*EAG- Equivalente em acido galico. IP= Sem adicdo de mel e antioxidante comercial (BHT). IM3=
Adicéo de 3% de mel. IM5= Adicdo de 5% de mel. IBHT= Adigao do antioxidante comercial (BHT).
Fonte: Autoria prépria, 2023.

A quantidade de compostos fendlicos totais por grama da amostra de extrato
metanolico do mel analisado foi de 3,21x10° mg EAG (equivalente em acido galico)
/g. Resultado calculado a partir da equacgao da reta da curva padréo de acido galico
y= 0,004x + 0,0025, R?> = 0,9914 e pela leitura das absorbancias no
espectrofotometro.

Na analise do teor da atividade antioxidante pelo método DPPH que
consistiu em resultado de 0,37 mmol TE (equivalente em Trolox)/g de mel. Valor foi
calculado com base na curva padrao de Trolox com a equacgao da reta y = -0,0057x
+ 0,8139, R? = 0,9882 e absorbancias lidas no espectrofotbmetro a 517 nm. Na
andlise de atividade antioxidante pelo método DPPH do extrato metandlico, foi
possivel observar um valor consideravelmente baixo para o extrato de mel.

A quantia de ABTS por grama da amostra de extrato metandlico de mel foi
de 88,86 mmol TE (equivalente em Trolox) /g de mel. Resultado calculado a partir da
equacdo da reta da curva padrao de Trolox 2000uM y = - 0,0002x + 0,6073, R? =
0,9964 e pelas leituras das absorbancias no espectrofotometro.

O método FRAP é realizado para observar o potencial de redugao das
amostras, por reacbes de transferéncias de elétrons. A quantidade de FRAP por
grama da amostra de extrato metandlico do mel analisado foi de 44,62 ymol Fe?*g.
Resultados calculados a partir da equacao da reta da curva padrao de sulfato
ferroso y = 0,0005x — 0,0516, R? = 0,9926 e pelas leituras das absorbancias no

espectrofotdmetro.
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Os valores encontrados para as analises de teor de compostos fendlicos
totais e atividade antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP, foram
consideravelmente baixos para o mel, obtendo a conclusdo que o mel analisado e
adicionado no iogurte ndo possuindo uma significante atividade antioxidante. A
capacidade de atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos presentes no
mel variam em funcado das procedéncias florais utilizadas pelas abelhas durante a
coleta e como também de outros aspectos os fatores climaticos predominantes no
local (MENEZES et al., 2010; SHUEL, 2010).

5.2 Determinagao do pH

O pH, desempenha um papel na seguranca alimentar, principalmente nos
alimentos que apresentam alto teor de agua livre, proteinas e lipideos em sua
composicao, devido aos seus valores altos que podem induzir o crescimento e

desenvolvimento de microrganismos patogénicos (LOPER et al., 2022).

Tabela 3. Afericao do pH durante 42 do iogurte elaborado com e sem adigdo de mel e adigao de
antioxidante comercial (BHT) em sua formulacéo.

Armazenamento
Amostra =, jias) (7dias) (14dias) (21 dias) (28 dias)  (35dias) (42 dias)
P 46 455 445 450 445 443 T2
IM3 4.6 4,48 4,39 4,48 4,43 4,37 4,35
IM5 45 4.48 4.41 4,46 4,42 435 4,32
IBHT 46 4,57 4,45 4,51 4,42 4,42 4,40

IP= Sem adigdo de mel e antioxidante comercial (BHT). IM3= Adi¢cdo de 3% de mel. IM5= Adigédo de
5% de mel. IBHT= Adi¢ao do antioxidante comercial (BHT).
Fonte: Autoria prépria, 2023.

Analisando os valores médios de pH dos iogurtes, Carvalho et al. (2019); Fagnani e
Boniattic (2020) e Silva et al., 2021: onde mencionam valores de pH, variando de 3,8
a 4,7, que comparados aos aferidos correspondem entre os valores dos iogurtes
elaborados e analisados. Portanto, todas as formulagbes enquadraram-se na faixa
entre 3,6 e 4,5, recomendada para iogurtes (BRASIL, 2007).

5.3 Substéncias reativas ao acido 2-tiobarbiturico (TBARS)

As analises de TBARS foram realizadas nos tempos 0, 15, 30 e 45 dias, de
armazenamento sob refrigeracao, nas quatros formulagdes do iogurte, os resultados

expressos na Tabela 4.
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Tabela 4 — Resultados referentes as analises de TBARS (mg de malonaldeido. g') nos

diferentes periodos de armazenamento e nas diferentes formulagdes do iogurte.

Armazenamento
Amostra
(0 dias) (15 dias) (30 dias) (45 dias)
P 233,81+40,94 277,56+£11,94 226,31+11,36 461,28+21,03
IM3 323,81+3,13 195,06+1,92 148,81+3,63 265,06+24,40
IM5 337,56+16,28 267,50+26,45 137,56+15,89 303,81+15,85
IBHT 310,06+18,28 272,56+16,09 276,28+27,41 411,31+5,08

1 desvio padrdo. IP= Sem adicao de mel e antioxidante comercial (BHT). IM3= Adi¢do de 3% de mel.
IM5= Adicdo de 5% de mel. IBHT= Adicdo do antioxidante comercial (BHT).
Fonte: Autoria propria, 2023.

Nos tempos 0 e 15 ndo houve uma grande diferenca entre as formulag¢des
IMS e IBHT, ja nos tempos 15, 30 e 45 as formulagdes IP e IBHT mais proximas em
seus valores. Para a formulacao IP ndao houve diferenga consideravel entre os
tempos 0, 15 e 30 dias, no entanto no tempo 45 dias percebeu-se uma diferenca
expressiva em seu valor. Para a formulagdo IM3 houve diferenca em todos os
tempos. Na formulagdo IM5 observou-se diferenga nos tempos 15 e 30 dias, ja nos
tempos 0 e 45 dias nao houve diferenga entre seus valores. Para a formulagdo IBHT
nao houve variagao significante nos tempos 15 e 30 dias, porém nos tempos 0 e 15
dias constatou discrepancia nos valores.

Em relagcdo ao temp 45 dias nota-se que a formulacdo IM3 apresentou no
apresenta um menor valor em comparagao as outras formulag¢des. Considerando o
tempo de armazenamento de 45 dias as amostras IP sem adicdo de mel e
antioxidante comercial e a amostra IBHT com adicdo de antioxidante comercial se
demostraram com maior quantidade de malonaldeido, no entanto as formulagdes
IM3 composta por 3% de mel e IM5 apresentaram os menores resultados da analise
(quanto menor quantidade de malonaldeido, menor quantidade de oxidagao lipidica),
0 que pode indicar que o mel e seus componentes bioativos inibiram a formacgao de
malonaldeido e oxidacdo do produto, demonstrando-se eficiente de forma natural

contra a oxidagao lipidica.

5.4 Viabilidade das bactérias lacticas

Os valores médios unidade formadora de colbénia por grama (UFC/g) das
contagens de bactérias lacticas esta apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Contagem de bactérias lacticas (Streptococcus salivarius subsp.

Thermophilus) nos diferentes periodos de armazenamento e nas diferentes formulagdes do

iogurte.
Armazenamento
Amostra

(0 dias) (15 dias) (30 dias) (45 dias)

UFC/g* UFC/g* UFC/g* UFC/g*
P 4,83x108 4,19x108 4,42x10° -
IM3 5,27x108 4,31x108 7,95x108 -
IM5 2,87x107 1,35x107 2,24x108 -
IBHT 1,95x108 2,63x108 3,93x108 -

*UFC/g- unidade formadora de colénia por grama. IP= Sem adicdo de mel e antioxidante comercial
(BHT). IM3= Adigcao de 3% de mel. IM5= Adicdo de 5% de mel. IBHT= Adigcdo do antioxidante
comercial (BHT).- = Sem presenga de bactérias lacticas.

Fonte: Autoria prépria, 2023.

Tabela 6 - Contagem de bactérias lacticas (Lactobacillus delbrueckii subsp.

Bulgaricus) nos diferentes periodos de armazenamento e nas diferentes formulagdes do

iogurte.
Armazenamento
Amostra

(0 dias) (15 dias) (30 dias) (45 dias)

UFC/g* UFC/g* UFC/g* UFC/g*
P 2,04x107 1,04x107 2,08x10¢ -
IM3 1,75x107 4,25x105 4,2x10° -
IM5 1,73x107 2,44x106 4.94x108 -
IBHT 1,35x108 7,45x108 9,9x105 -

*UFC/g- unidade formadora de colénia por grama. IP= Sem adicdo de mel e antioxidante comercial
(BHT). IM3= Adicao de 3% de mel. IM5= Adicdo de 5% de mel. IBHT= Adicdo do antioxidante
comercial (BHT). - = Sem presencga de bactérias lacticas.

Fonte: Autoria propria, 2023.

A contagem da viabilidade de bactérias lacticas € importante para que seja
possivel a verificagdo da estabilidade da cultura microbiana frente a condigdes de
estocagem sob refrigeragdo, bem como a manutengdo de adequado numero de
células, necessario para que o produto tenha atividade probidtica, considerando que
0s microrganismos que constituem o fermento empregado no iogurte sao
considerados probidticos (PERIN et.al., 2013)

A legislagao (Brasil, 2007) determina que as bactérias laticas (Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) devem

estar viaveis, ativas e abundantes no produto final durante seu prazo de validade,
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especificando contagem minima equivalente a 10’ UFC/g de produto. De acordo
com a tabela 6, verifica-se que amostras se encontram dentro dos padrbes
estabelecidos, para Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus no tempo 0, exceto
para a amostra IBHT, a amostra IP se mantém dentro da legislacéo até o tempo 15
dias. Porém Caldeira et al. (2018) em seu estudo com iogurtes observou que o mel
de Jatai e de abelha africana nas concentracbes de 5 e 10% favoreceram na
viabilidade de L. acidophilus LA-5 avaliados apés 35 dias de armazenamento.

Nota-se de acordo com a Tabela 5 para a contagem minima de
Streptococcus salivarius subsp. Thermophilus, as amostras se encontram fora dos
padroes estabelecidos, exceto a amostra IM5 que se manteve dentro dos padrdes
até 15 dias.

Alguns fatores podem ter influenciado para que a partir de 15 dias os
iogurtes ndo se enquadrassem mais aos parametros segundo a legislagcéo. A partir
de 45 dias houve contaminacéo por fungos e leveduras na maioria das amostras,
contaminagao que pode estar relacionada ao ambiente de analise de viabilidade das
bactérias lacticas. De acordo com Macedo et al., 2008 e Gallina et al., 2015 os
motivos que podem interferir na qualidade do produto fermentado sdo por exemplo,
condigbes de estocagem, acidos que sdo produzidos durante o armazenamento,
passagem do oxigénio por meio da embalagem, compostos antimicrobianos e perda
de nutrientes do leite sdo razbes que influenciam na sobrevivéncia da microbiota

probiética em produtos lacteos fermentados.
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6 CONCLUSAO

Atualmente ha um grande interesse na incorporacéo de aditivos naturais ao
iogurte com a finalidade de agregar sabor, aumentar a atividade antioxidante e
aumentar o tempo de vida util de prateleira, formulando um produto com
caracteristicas organolépticas que beneficiam a saude do consumidor.

Apesar do extrato de mel ter apresentado uma atividade antioxidante
relativamente baixa pelos métodos, sabe-se que o mel possui alta atividade
antioxidante. Porém alguns fatores de composigdo fisico-quimica podem ter
influenciado nos resultados do presente trabalho. No entanto, ainda sao necessarios
outros estudos para analisar melhor a composicdo do mel e avaliar outras
metodologias para atividade antioxidante.

O iogurte desenvolvido no presente trabalho apresentou pH dentro dos
parametros da legislagao brasileira, no entanto a estabilidade do produto durante o
tempo de estocagem em relagdo a viabilidade celular da cultura lactea ndo se
enquadrou dentro dos parametros da legislacdo brasileira a partir de 15 dias.
Contudo, foi verificado que os iogurtes adicionados com mel agiram de forma eficaz
frente ao controle da oxidacgao lipidica durante os 45 dias de armazenamento.

Os resultados deste trabalho representam contribuicdo, uma vez que ha
poucos estudos sobre a elaboragdo de iogurte com mel de abelhas Jatai. Além
disso, os resultados do presente estudo podem contribuir para a elaboragao de

novas formulagdes e pesquisas futuras.
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