
1 
 

 MINISTÉRIO DA EDUCAÇÃO 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS 

FACULDADE DE AGRONOMIA “ELISEU MACIEL” 

DEPARTAMENTO DE CIÊNCIA E TECNOLOGIA AGROINDUSTRIAL 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIA E TECNOLOGIA DE 

ALIMENTOS 

 

 

 

 

 

 

TESE 

 

Iogurte suplementado com Lactococcus lactis subsp. lactis R7 e extrato 

de araçá vermelho (Psidium cattleianum): caracterização e efeitos 

biológicos in vitro e in vivo 

 

 
 
 
 

 

Elisa dos Santos Pereira 

 

 
 

Pelotas, 2022 
 

 

 

 



2 
 

Elisa dos Santos Pereira 

 

 

 

Iogurte suplementado com Lactococcus lactis subsp. lactis R7 e extrato 

de araçá vermelho (Psidium cattleianum): caracterização e efeitos 

biológicos in vitro e in vivo 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Ciência e Tecnologia de Alimentos 

da Universidade Federal de Pelotas como 

requisito a obtenção do título de Doutora em 

Ciência e Tecnologia de Alimentos. 

 

 

Comitê de orientação:  

Prof. a Dr a. Ângela Maria Fiorentini 

                                    Prof.a Dr a. Simone Pieniz 

                                    Dr a. Márcia Vizzotto 

 

 

 

Pelotas, 2022 

 
 
 

 



3 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



4 
 

Banca examinadora: 

 

Presidente: 

Drª. Ângela Maria Fiorentini – Departamento de Ciência e Tecnologia de 

Alimentos/ Universidade Federal de Pelotas (UFPEL) 

Doutorado em Ciência dos Alimentos Universidade Federal de Santa Cataria 

(UFSC) 

 

 

Membros: 

Dr. Augusto Schneider – Médico Veterinário, Doutorado em Biotecnologia 

(UFPEL). 

Drª. Chirle de Oliveira Raphaelli – Nutricionista, Doutorado em Ciência e 

Tecnologia de Alimentos (UFPEL). 

Drª. Marjana Radunz – Nutricionista, Doutorado em Ciência e Tecnologia de 

Alimentos (UFPEL). 

Drª. Stela Maris Meister Meira - Química Industrial de Alimentos (UNIJUÍ-

UERGS), Doutorado em Ciência e Tecnologia de Alimentos (UFRGS). 

Drª. Simone Pieniz – Nutricionista (UNIFRA), Doutorado em Microbiologia 

Agrícola e do Ambiente (UFRGS). 

Drª. Márcia Vizzotto – Engenheira Agrônoma (UFSM), Doutorado em 

Horticulture Science (Texas A&M University). 

  

 

 

 

 

 

http://lattes.cnpq.br/8307184361863019
http://lattes.cnpq.br/8307184361863019


5 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Mantenha seus pensamentos positivos, 

 porque seus pensamentos tornam-se suas 

palavras. Mantenha suas palavras positivas, 

porque suas palavras tornam-se suas atitudes. 

Mantenha suas atitudes positivas, porque suas 

atitudes tornam-se seus hábitos. Mantenha 

seus hábitos positivos, porque seus hábitos 

tornam-se seus valores. Mantenha seus valores  

positivos, porque seus valores tornam-se  

seu destino.” 

 

Mahatma Gandhi 



6 
 

AGRADECIMENTOS 

À Deus por me guiar, proteger e me fazer forte. 

Aos meus pais Danilo e Maria Helena pelo grande esforço e apoio 

incondicional durante toda a minha vida e aos meus irmãos Ivan, Rafael e 

Charles por estarem sempre presentes quando eu precisei. 

Ao Diego por ser sempre meu companheiro, fazer os meus dias mais felizes e 

me alegrar mesmo quando algo não ia bem. 

Às minhas orientadoras, Ângela Maria Fiorentini, Simone Pieniz e Márcia 

Vizzotto, pela paciência, apoio, amizade e pelos grandes ensinamentos 

transmitidos. Muito obrigada! 

Aos meus queridos amigos que a pós-graduação trouxe, Taiane, Marjana e 

Jardel por estarem sempre comigo, deixando essa caminhada mais leve.  

Às queridas Vanize e Katerin pela parceria e amizade durante todo 

experimento in vivo.  

Ao Laboratório LPOA pela estrutura, e aos colegas pelo aprendizado, 

especialmente a Khadija pela parceria. 

Ao laboratório de Nutrição experimental da Faculdade de Nutrição da UFPEL, 

durante o período do experimento in vivo. 

À Universidade Federal de Pelotas e ao Programa de Pós-Graduação em 

Ciência e Tecnologia de Alimentos pela oportunidade de realização do curso de 

doutorado. 

À Embrapa Clima Temperado, pela disponibilização de sua estrutura, onde 

parte do meu trabalho de doutorado foi executado. 

À CAPES pela concessão da bolsa de doutorado. 

A todos os outros que de uma maneira ou outra contribuíram para a 

concretização deste trabalho, muito obrigada! 

 

 

 

 

 

 



7 
 

Resumo 

PEREIRA, Elisa dos Santos. Iogurte suplementado com Lactococcus lactis 
subsp. lactis R7 e extrato de araçá vermelho (Psidium cattleianum): 
caracterização e efeitos biológicos in vitro e in vivo. 2022. 144f. Tese 
(Doutorado em Ciência e Tecnologia de Alimentos) - Programa de Pós-
Graduação em Ciência e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas, 2022. 

O aumento na prevalência de diabetes tipo 2 tem incentivado o 
desenvolvimento de alimentos mais saudáveis e que proporcionem benefícios 
à saúde. Psidium cattleianum Sabine já demonstrou bioatividades, que podem 
estar relacionadas ao alto teor de vitamina C e antioxidantes. Além disso, 
evidências sugerem associações favoráveis entre o consumo de probióticos e o 
perfil metabólico de indivíduos com diabetes. O objetivo deste estudo foi avaliar 
o potencial de um iogurte probiótico suplementado com extrato de araçá 
vermelho, como agente modulador, no tratamento da diabetes tipo 2. Para isso, 
foi desenvolvido um iogurte suplementado com o isolado potencialmente 
probiótico Lactococcus lactis subsp. lactis R7 e extrato de araçá vermelho 
(IPA), e avaliado o efeito da digestão biológica in vitro sob o conteúdo de 
compostos fenólicos, atividade antioxidante e a atividade antihiperglicêmica; 
além da caracterização físico-química, e análises microbiológicas, sensorial e 
viabilidade da bactéria probiótica nas condições do trato gastrointestinal e 
durante o armazenamento. O estudo in vivo, foi realizado para avaliar o efeito 
da ingestão do iogurte, em camundongos induzidos à diabetes tipo 2. Após o 
processo de digestão in vitro, alguns compostos fenólicos permaneceram, 
como o ácido cafeico, hidroxibenzóico e sinápico; e a atividade inibitória de 
radicais como hidroxila e enzimas α-amilase e α-glicosidase aumentam após o 
processo de digestão. O iogurte IPA demonstrou teor elevado de sólidos 
solúveis totais, carboidratos e proteínas, e menor quantidade de gordura, 
comparado aos tratamentos sem adição do extrato de araçá. E ainda, 
quantidades superiores de compostos fenólicos e antocianinas, e maior 
atividade antioxidante, visto a presença do extrato da fruta. A bactéria 
probiótica incorporada no iogurte resistiu à passagem pelo trato 
gastrointestinal, e sua viabilidade ficou acima de 6 log UFC g-1, e ainda, 
demonstrou boa aceitabilidade sensorial. No experimento in vivo, não foi 
observada diferença para os parâmetros de estresse oxidativo em nenhum dos 
tratamentos - iogurte (I), iogurte e probiótico (IP), iogurte e extrato de araçá 
(IA), iogurte com probiótico e extrato de araçá (IPA), e com soro fisiológico 
(controle). Os tratamentos I, IA e IPA foram efetivos na redução da glicemia em 
60 minutos no TTG, evitando o risco de desenvolver resistência à insulina. Os 
tratamentos contendo araçá e o probiótico afetaram positivamente os níveis 
glicêmicos, de triglicérides, colesterol total, LDL e VLDL dos camundongos. 
Isso indica que a formulação do IPA poderá ser promissora para a população 
que busca um alimento funcional, fornecendo benefícios à saúde. 

Palavras-chave: Probióticos. Leite fermentado. Frutas nativas. Compostos 

fenólicos. Hiperglicemia. In vivo. 
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Abstract 

PEREIRA, Elisa dos Santos. Yogurt supplemented with Lactococcus lactis 

subsp. lactis R7 and red araça extract (Psidium cattleianum): characterization 

and biological effects in vitro and in vivo. 2022. 144f. Thesis (Doctorate in Food 

Science and Technology) - Graduate Program in Food Science and 

Technology. Federal University of Pelotas, Pelotas, 2022. 

The increase in the prevalence of type 2 diabetes has encouraged the 

development of healthier foods that provide health benefits. Psidium 

cattleianum Sabine has already demonstrated bioactivities, which may be 

related to the high content of vitamin C and antioxidants. Furthermore, evidence 

suggests favorable associations between probiotic consumption and the 

metabolic profile of individuals with diabetes. The objective of this study was to 

evaluate the potential of a probiotic yogurt supplemented with red araçá extract, 

as a modulating agent, in the treatment of type 2 diabetes. For this, a yogurt 

supplemented with the potentially probiotic isolate Lactococcus lactis subsp. 

lactis R7 and red strawberry extract (IPA), and evaluated the effect of in vitro 

biological digestion on the content of phenolic compounds, antioxidant activity 

and antihyperglycemic activity; in addition to physical-chemical characterization, 

and microbiological, sensory and viability analyzes of the probiotic bacteria 

under the conditions of the gastrointestinal tract and during storage. The in vivo 

study was carried out to evaluate the effect of yoghurt intake in mice induced to 

type 2 diabetes. After the in vitro digestion process, some phenolic compounds 

remained, such as caffeic, hydroxybenzoic and synapic acid; and the inhibitory 

activity of radicals such as hydroxyl and α-amylase and α-glucosidase enzymes 

increase after the digestion process. The IPA yogurt showed a high content of 

total soluble solids, carbohydrates and proteins, and a lower amount of fat, 

compared to the treatments without the addition of araçá extract. And yet, 

higher amounts of phenolic compounds and anthocyanins, and greater 

antioxidant activity, given the presence of the fruit extract. The probiotic bacteria 

incorporated in yogurt resisted passage through the gastrointestinal tract, and 

its viability was above 6 log CFU g-1, and also demonstrated good sensory 

acceptability. In the in vivo experiment, no difference was observed for the 

parameters of oxidative stress in any of the treatments - yogurt (I), yogurt and 

probiotic (IP), yogurt and araçá extract (IA), yogurt with probiotic and araçá 

extract (IPA ), and with saline solution (control). Treatments I, IA and IPA were 

effective in reducing blood glucose in 60 minutes in the GTT, avoiding the risk 

of developing insulin resistance. The treatments containing araçá and the 

probiotic positively affected the glycemic, triglyceride, total cholesterol, LDL and 

VLDL levels of the mice. This indicates that the IPA formulation could be 

promising for the population that seeks a functional food, providing health 

benefits. 

Keywords: Probiotics. Fermented milk. Native fruits. Hyperglycemic. In vivo. 
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1. INTRODUÇÃO 

O avanço do conhecimento sobre os componentes fisiologicamente ativos dos 

alimentos tem mudado a percepção do papel da dieta sobre a saúde. Com isso, 

aumenta o interesse da população em melhorar a qualidade da alimentação, 

reduzindo os gastos com saúde por meio da prevenção de doenças crônicas, da 

melhoria das condições e da expectativa de vida ativa (ROCHA et al., 2021). 

As doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) são hoje, um problema de 

saúde global e uma ameaça à saúde e ao desenvolvimento humano. No Brasil, 73% 

das mortes são atribuídas às DCNT, e 17% da população está em risco de morte 

prematura, alvo deste grupo de doenças. Segundo a pesquisa de Vigilância de 

Fatores de Risco e Proteção para Doenças Crônicas por Inquérito Telefônico 

(Vigitel), o número de pessoas com diabetes no Brasil, passou de 5,5% em 2006 

para 7,7% em 2018. O aumento na prevalência de diabetes tipo 2 é definido como 

um dos desafios mais importantes para os sistemas de saúde nos próximos anos 

(BRASIL, 2019). 

Devido a isso, o incentivo a uma alimentação mais saudável e que 

proporcione benefícios à saúde, está aumentando. Destaca-se a crescente procura 

e consumo de alimentos com alegações funcionais, ou seja, aqueles definidos como: 

“todo aquele alimento ou ingrediente que, além das funções nutricionais básicas, 

quando consumido como parte da dieta usual, produz efeitos metabólicos e/ou 

efeitos benéficos à saúde, devendo ser seguro para o consumo sem supervisão 

médica” (HILL et al., 2014). 

Dentre estes alimentos funcionais, destacam-se aqueles adicionados de 

probióticos, que são microrganismos vivos que quando administrados em 

quantidades adequadas, conferem benefícios à saúde do hospedeiro (FAO/WHO, 

2002; HILL et al., 2014). O uso de probióticos favorece o equilíbrio e a reconstrução 

da microbiota intestinal e participam da modulação da resposta imune, competindo 

com os patógenos por nutrientes e sítios de ação promovendo benefícios à saúde 

(KANMANI et al., 2013). Lactococcus lactis é atualmente, empregado como cultura 

iniciadora na fabricação de muitos produtos lácteos e já demonstrou potencial 

probiótico in vitro (dados não publicados), in situ (ROSOLEN et al., 2022) e in vivo 

(JASKULSKI et al., 2020). 

Além dos probióticos, compostos bioativos presentes nas frutas, também são 

importantes para a promoção da saúde. Os compostos fenólicos são amplamente 
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relacionados com atividades anticâncer, antiinflamatórias e antibacterianas, bem 

como redução do diabetes, doenças cardiovasculares e doenças 

neurodegenerativas (SHAHIDI e YEO, 2018). Por possuir uma estrutura variável, os 

compostos fenólicos são considerados multifatoriais, ou seja, capazes de modular 

algumas rotas metabólicas. Estes compostos são capazes de inibir enzimas 

digestivas responsáveis pela quebra dos carboidratos em glicose, como as α-

glicosidases e α-amilases, enzimas importantes na modulação do diabetes tipo 2 

(YAMASHITA et al., 2012).  

Dentre algumas frutas, o araçá (Psidium cattleianum Sabine) foi referido na 

literatura por possuir atividades biológicas, como atividade antihiperglicêmica 

(VINHOLES et al., 2017; PEREIRA et al., 2020), devido principalmente, a presença 

de compostos fenólicos (VERMA et al., 2013). 

Com tudo isso, dentro do nicho de desenvolvimento de novos produtos que 

apresentaram sucesso com a adição de compostos bioativos e que possuem um 

grande potencial de investimento, incluem-se principalmente os queijos, iogurtes e 

os leites fermentados. Verifica-se uma tendência em adicionar frutas aos produtos 

lácteos, como iogurte, no intuito de melhorar o valor nutricional e sensorial 

(KAILASAPATHY et al., 2008), e ainda, é considerada uma matriz ideal para a 

adição de bactérias probióticas.  

Diante do contexto, se faz necessário o desenvolvimento de novos produtos 

com alegações funcionais. O objetivo, portanto, foi desenvolver e caracterizar um 

iogurte probiótico suplementado com extrato de araçá, como agente modulador 

verificado in vitro e in vivo com camundongos induzidos à diabetes tipo 2. 

A tese está estruturada em cinco capítulos: No Capítulo 1, revisão da 

literatura, encontra-se uma abordagem sobre a diabetes tipo 2, as bactérias 

probióticas que atuam na modulação desta doença, e as bactérias ácido-láticas, 

especialmente Lactococcus lactis subsp. lactis R7, a aplicação tecnológica de 

probióticos, a bioatividade dos extratos de araçá e ainda, sobre iogurte probiótico 

suplementado com extrato de araçá vermelho (IPA). No capítulo 2, é abordado o 

estudo que avaliou a influência do processo de digestão simulado, nos níveis de 

compostos fenólicos, atividade antioxidante e antihiperglicêmica do IPA. No capítulo 

3, é apresentado o desenvolvimento, caracterização e análise sensorial do iogurte 

adicionado de probiótico e extrato de araçá. No capítulo 4, é abordada a influência 

do consumo de iogurte adicionado de probiótico e extrato de araçá, através de 
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pesquisa in vivo, utilizando camundongos C57BL/6 induzidos a diabetes tipo 2, 

sobre os parâmetros bioquímicos, resistência a insulina e estresse oxidativo. No 

capítulo 5, é apresentada revisão bibliográfica sobre a influência dos probióticos na 

modulação de doenças crônicas, como a obesidade, diabetes mellitus tipo 2 e a 

doença celíaca. 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar o potencial do iogurte probiótico suplementado com extrato de araçá 

vermelho e seu potencial hipoglicêmico in vitro e frente a camundongos induzidos à 

diabetes tipo 2.  

2.2 Objetivos específicos 

- Desenvolver um iogurte probiótico suplementado com L. lactis R7 e extrato de 

araçá vermelho; 

- Avaliar in vitro o potencial de inibição das enzimas α-amilase e α-glicosidase, do 

extrato de araçá vermelho e do iogurte probiótico suplementado com L. lactis R7 e 

extrato de araçá; 

- Avaliar o potencial antioxidante do extrato de araçá vermelho e do iogurte 

probiótico suplementado com L. lactis R7 e extrato de araçá; 

- Avaliar a influência da digestão gastrointestinal in vitro frente à atividade de inibição 

das enzimas alfa-amilase e alfa-glicosidase do extrato de araçá vermelho e do 

iogurte probiótico suplementado com L. lactis R7 e extrato de araçá. 

- Caracterizar o iogurte probiótico suplementado com L. lactis R7 e extrato de araçá 

quanto às propriedades físico-químicas e microbiológicas, bem como avaliar a 

aceitabilidade do produto; 

- Avaliar o potencial hipoglicêmico do iogurte probiótico suplementado com L. lactis 

R7 e com extrato de araçá, em ensaios in vivo. 
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3 CAPÍTULO 1  Revisão da literatura 

3.1 Diabetes mellitus tipo 2 

As doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) são um problema de saúde 

global, cujos dados apontam ser a causa de 17,8% das mortes, entre adultos de 30 

a 70 anos de idade, no mundo (WHO, 2021). No Brasil, estão entre as principais 

causas de morte, responsáveis por 54,7 % dos óbitos, em grande parte resultante de 

quatro grupos de doenças (cardiovasculares, cânceres, diabetes e respiratórias 

crônicas) e ainda, gerando alto custo referente a internações hospitalares no 

Sistema Único de Saúde (VIGITEL, 2021; WHO, 2010; BRASIL, 2011). 

A diabetes mellitus é caracterizada por hiperglicemia resultante de defeitos na 

secreção e/ou ação da insulina. Essa doença pode ser categorizada em duas formas 

principais, nomeada diabetes mellitus tipo 1 (DM1), causada pela ausência absoluta 

de produção de insulina devido à desintegração autoimune mediada de células β 

pancreáticas, e diabetes mellitus tipo 2 (DM2), que ocorre devido à deficiência 

relativa do mesmo hormônio envolvendo resistência à insulina, elevada síntese de 

glicose hepática e deterioração progressiva das funções das células β pancreáticas 

(SHARIFUDDIN et al., 2015).  

A hiperglicemia crônica da diabetes está associada a complicações em longo 

prazo, que incluem retinopatia com potencial perda de visão, nefropatia levando à 

insuficiência renal, neuropatia periférica com risco de úlceras nos pés e amputações, 

e neuropatia autonômica, causando sintomas gastrointestinais, genitourinários, 

cardiovasculares e disfunção sexual (SBD, 2019). A hipertensão e as anormalidades 

do metabolismo das lipoproteínas são frequentemente encontradas em pessoas com 

diabetes, e ainda, estes têm uma incidência aumentada de doença aterosclerótica 

cardiovascular, periférica arterial, cerebrovascular e atualmente, sabe-se que é um 

fator de risco aumentado para complicações da COVID-19. O aumento na 

prevalência de diabetes é definido como um dos desafios mais importantes para os 

sistemas de saúde nos próximos anos (SBD, 2019; HUANG et al., 2020).  

Ao contrário dos portadores da DM1, os diabéticos tipo 2 não dependem da 

injeção de insulina, e na maioria das vezes, a dieta e os agentes hipoglicêmicos são 

suficientes para o controle glicêmico eficaz. Evidências apontam que as DCNT, 

como o diabetes, podem ser largamente prevenidas por meio de ações de promoção 
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de saúde (WHO, 2010). Devido a isso, o incentivo ao consumo de alimentos mais 

saudáveis e que proporcionem benefícios à saúde está aumentando. 

A fibra dietética, como a pectina, está consistentemente correlacionada a uma 

incidência reduzida de DM2 (FERRIGO et al., 2020), assim como consumo de 

alimentos ricos em compostos antioxidantes. A inibição das atividades de α-amilase 

e α-glicosidase por extratos de frutas contendo quantidades elevadas de compostos 

fenólicos podem atenuar profundamente os níveis pós-prandiais da glicose 

sanguínea, após uma ingestão mista de carboidratos, e é uma abordagem lógica no 

gerenciamento do nível de glicose para portadores de DM2 e limítrofes (PEREIRA et 

al., 2020). 

A capacidade de inibição de enzimas digestivas demonstrada pelos 

compostos fenólicos ocorre pela capacidade de estruturas fenólicas se combinarem 

com enzimas, proteínas e outros polímeros (carboidratos e pectinas) formando 

complexos estáveis, impedindo a absorção dos nutrientes e assim, fazendo com que 

os compostos fenólicos sejam possíveis inibidores de algumas enzimas digestivas 

(COSTA et al., 2008). 

Cardoso et al., (2018) avaliaram a influência da ingestão de extratos de duas 

frutas nativas (pitanga e araçá), ricas em compostos fenólicos, comparando dois 

grupos de animais: saudáveis e diabéticos induzidos com dexametasona (DEX). Foi 

verificado que o grupo em uso de DEX + extrato de pitanga ou araçá, não 

demonstrou diferença significativa nos níveis de glicemia, quando comparados ao 

grupo de animais saudáveis. Isso demonstra, que os extratos foram capazes de 

impedir o aumento da glicose sanguínea, mesmo em uso de indutores. 

Além dos compostos bioativos presentes nos alimentos, um crescente corpo 

de evidências sugere que existam associações favoráveis entre o consumo de 

probióticos e o perfil metabólico de indivíduos com diabetes (KASINSKA e 

DRZEWOSKI, 2015). Os mecanismos sugeridos entre o consumo de probióticos e a 

atividade antihiperglicêmica, envolvem principalmente efeitos intraluminais, diretos 

na mucosa e na microbiota intestinal (DUAN et al., 2015; STENMAN et al., 2015; 

WEI et al., 2015). Além disso, a supressão da endotoxemia (aumento dos níveis 

circulatórios de lipopolissacarídeos bacterianos), estimulação da secreção de ácidos 

graxos de cadeia curta e incretinas (hormônios produzidos pelo TGI) e efeitos anti-

inflamatórios e imunomoduladores devido ao uso de probióticos são relatados 

(STENMAN et al., 2015).  
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A prevenção da produção de radicais livres, o aumento da atividade das 

enzimas antioxidantes e a inibição da peroxidação também já foram relatados como 

os principais efeitos antioxidantes dos probióticos em relação ao diabetes e ainda, 

alguns estudos sugerem que os probióticos podem ter efeitos através da alteração 

da expressão de genes envolvidos no estresse do retículo endoplasmático e 

homeostase da glicose e resistência à insulina (EJTAHED et al., 2012). 

Randhawa et al., (2015) compararam a capacidade antidiabética in vivo de 

três cepas probióticas como bactérias vivas com seu DNA genômico. Uma droga 

antidiabética (gliburida) foi dada sozinha e também em combinação com os 

probióticos e com seu DNA genômico. Assim, verificou-se que a combinação de 

gliburida e o DNA dos probióticos exerceram efeito anti-hiperglicêmico e 

apresentaram melhor redução nos níveis de glicose do que a gliburida isolada.  

Contudo, devido às crescentes pesquisas acerca das propriedades 

antihiperglicêmicas de compostos presentes em alimentos, assim como das 

bactérias com ação probiótica, são necessários mais estudos para o 

desenvolvimento de produtos alimentícios que forneçam benefícios à saúde do 

consumidor, associando a presença destes compostos e os microrganismos.  

3.2 Bactérias probióticas na modulação da diabetes tipo 2 

Probióticos são definidos como um conjunto de microrganismos vivos que, 

quando administrados em quantidades adequadas, conferem benefícios à saúde do 

hospedeiro (HILL et al., 2014). Para estes microrganismos serem considerados 

probióticos, as cepas devem atingir seu local de ação: o intestino, e assim sobreviver 

ao estresse fisiológico encontrado durante a digestão: estômago ácido, pH intestinal 

e presença de sais biliares. Além disso, sua ingestão não deve representar risco 

para o hospedeiro, deverá manter as características e permanecer estável durante o 

processo de fabricação e conservação na matriz em que foi incorporado, e ser livre 

de vetores capazes de transferir resistência a antibióticos e de fatores de 

patogenicidade ou toxicidade (LIONG et al., 2015; PRADO et al., 2015). 

Os mecanismos de ação dos probióticos envolvem colonização e 

normalização de comunidades microbianas intestinais; exclusão competitiva de 

patógenos e produção de bacteriocinas; modulação das atividades enzimáticas 

relacionadas à metabolização de uma série de carcinógenos e outras substâncias 

tóxicas; e produção de ácidos graxos voláteis. Além disso, os probióticos aumentam 
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a adesão das células intestinais e a produção de mucina e modulam a atividade do 

tecido linfóide associado ao intestino e do sistema imunológico. Da mesma forma, os 

metabólitos probióticos são capazes de interagir com o eixo cérebro-intestino e 

desempenhar um papel no comportamento (PLAZA-DIAZ et al., 2019). 

Os produtos adicionados de bactérias probióticas devem abordar questões 

importantes para manter a qualidade, como viabilidade (expressa em unidades 

formadoras de colônias ou UFC) até o final da vida de prateleira do produto e uso da 

nomenclatura atual para identificar gênero, espécie e linhagem de todos os 

organismos incluídos na o produto (GUARNER et al., 2017). Além disso, a dose 

necessária pode variar para cada cepa, embora muitos produtos forneçam entre 1 e 

10 bilhões de UFC / dose. Apesar de muitos estudos comprovarem que o alimento 

deve ter concentração ≥ 6 log UFC.g-1 ou mL-1 (COSTA et al., 2019; 

PAPADOPOULOU et al., 2018), não é possível estabelecer uma dose geral 

necessária de probióticos. A dose deve ser baseada em estudos humanos 

mostrando benefícios para a saúde (GUARNER et al., 2017). 

A linhagem probiótica utilizada deve ser segura para o uso, e deve ser 

demonstrada por meio de testes in vivo e in vitro capazes de evidenciar a inocuidade 

da linhagem. A segurança do composto deverá ser comprovada pela identificação 

do grupo ou classe de risco do micro-organismo, histórico de uso, revisão de 

literatura, ensaios in vitro, ensaios em animais, ensaios clínicos, e, quando 

disponível, vigilância pós-mercado. E ainda, uma análise in silico, ou seja, 

comparando a sequência genética do microrganismo probiótico com bancos de 

dados de genes associados a virulência, pode ser realizada de forma a 

complementar os ensaios de segurança (ANVISA, 2021). 

Os produtos com adição de probióticos não determinam resíduos e não 

desenvolvem resistência às drogas utilizadas em seres humanos, sendo uma 

característica muito positiva, visto que esta resistência representa do ponto de vista 

clínico e de saúde pública, um sério problema (COSTA et al., 2013). 

Portanto, muitos benefícios para a saúde são atribuídos aos probióticos, 

incluindo atividade antimicrobiana contra patógenos intestinais, modulação do 

sistema imunológico, redução dos níveis de colesterol e glicose no sangue, redução 

de colite e inflamação, prevenção de alguns tipos de câncer como colorretal, 

regulação de energia metabolismo, ação na disbiose intestinal, obesidade, 
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desequilíbrio microbiano e até melhora dos sintomas em pacientes celíacos 

(AMBALAM et al., 2016; ORLANDO et al., 2020; PONTES et al., 2021). 

Os probióticos foram investigados por seus efeitos na diabetes tipo 2 e na 

prevenção da diabetes gestacional. Um estudo avaliou 67 gestantes com diabetes 

gestacional, onde um grupo recebeu uma cápsula contendo quatro cepas probióticas 

(Lactobacillus acidophilus LA-5, Bifidobacterium BB-12, Streptococcus thermophilus 

STY-31 e Lactobacillus delbrueckii bulgaricus LBY-27), e outro grupo recebeu 

placebo. Os grupos foram avaliados durante 8 semanas, com ingestão de uma 

cápsula ao dia. A glicemia em jejum diminuiu significativamente mais no grupo 

probiótico (de 103,7 para 88,4 mg / dL) do que no grupo placebo (de 100,9 para 93,6 

mg / dL). Ainda, verificou-se que o ganho de peso no grupo probiótico foi 

significativamente menor do que no grupo placebo (DOLATKHAH et al., 2015). 

Randhawa et al., (2015), em estudo in vivo, compararam a capacidade 

antidiabética do DNA genômico de três cepas probióticas. Uma droga antidiabética 

(gliburida) foi administrada isoladamente e também combinada com probióticos e 

seu DNA genômico. Assim, verificou-se que a combinação da gliburida e o DNA dos 

probióticos exerceu efeito anti-hiperglicêmico e apresentou melhor redução nos 

níveis de glicose do que a gliburida isoladamente. 

Yan et al., (2020), rastreou potenciais cepas antidiabéticas in vitro e, em 

seguida, avaliou seus efeitos in vivo. Quatorze cepas de Lactobacillus spp. foram 

testados in vitro para as atividades inibitórias e antioxidantes da dipeptidil peptidase 

IV (DPP-IV), e então determinados ensaios de hidrofobicidade e tolerância a ácidos 

e sais biliares. A cepa mais promissora foi L. acidophilus KLDS1.0901 e, portanto, foi 

testada para verificar propriedades antidiabéticas in vivo com camundongos 

C57BL/6J, DM2 (induzidos por dieta hiperlipídica e injeção intraperitoneal de 

Estreptozotocina - STZ). A administração de L. acidophilus KLDS1.0901 diminuiu os 

níveis de glicemia de jejum, hemoglobina glicada, insulina sérica e índice glicêmico, 

e aumentou o nível de peptídeo 1, semelhante ao glucagon no soro em comparação 

com camundongos diabéticos (p < 0,05). 

Outros estudos avaliaram a eficácia do uso de probióticos na diabetes tipo 2, 

onde foi verificada a diminuição da hemoglobina glicosilada após o tratamento, 

assim como os níveis de glicemia em jejum e resistência à insulina, demonstrando 

efeitos benéficos da administração de probióticos, especialmente do gênero 

Lactobacillus (RAZMPOOSH et al., 2016; TAO et al., 2020). 
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Estudos clínicos com humanos também associam a modulação da microbiota 

intestinal a resultados benéficos no controle glicêmico. Em um estudo randomizado 

controlado por placebo com 50 indivíduos DM2, eles distribuíram aleatoriamente os 

indivíduos em dois grupos: grupo probiótico (n=25), grupo placebo (n=25). O grupo 

probiótico consumiu 120 g / dia de leite fermentado durante seis semanas, contendo 

L. acidophilus La5 e B. animalis subsp. lactis Bb12 (109 UFC mL-1). Com esta 

intervenção, o valor da hemoglobina glicosilada foi menor no grupo probiótico do que 

no grupo placebo (TONUCCI et al., 2017). 

3.2.1 Bactérias ácido-láticas: Lactococcus lactis subsp. lactis R7 

As bactérias ácido-láticas (BAL) compreendem um grupo de microrganismos 

com características morfológicas, metabólicas e fisiológicas semelhantes. Estas 

bactérias podem apresentar forma de bacilos ou cocos, são Gram positiva, catalase 

negativa, não esporuladas, anaeróbicas facultativas, capazes de realizar a 

fermentação tanto em anaerobiose como em aerobiose, porém de uma forma mais 

lenta. O principal produto da fermentação dos açúcares é o ácido láctico, e estão 

envolvidas na acidificação de produtos alimentares (BURGAIN et al., 2014; 

TAMANG et al., 2016). 

As BAL são essencialmente mesófilas, com algumas linhagens termófilas, 

sendo capazes de desenvolver-se em temperaturas entre 5 e 45 ºC, e possuem a 

capacidade de crescer a pH de 3,8 (LIMA et al., 2009). Estas bactérias são as 

principais constituintes de culturas iniciadoras artesanais utilizadas em indústrias, na 

fabricação de uma ampla gama de produtos lácteos fermentados, como soro de 

queijo e queijos. Essas culturas iniciadoras desempenham um papel fundamental na 

qualidade de produtos fermentados quanto ao aumento da vida útil, na preservação 

e qualidade sensorial (GONZÁLEZ REVELLO et al., 2016). 

Além disso, as BAL produzem bacteriocinas como lacticins, lactococcinas e 

nisina, sendo esta última, um peptídeo extracelular antagonista contra patógenos e 

microrganismos deteriorantes, constituindo uma ampla atividade antimicrobiana (LIU 

et al., 2005; WARDANI et al., 2006). 

De acordo com o produto final da fermentação, as BAL classificam-se em 

homofermentativas, que abrangem os gêneros Lactococcus, Pediococcus, 

Enterococcus, Streptococcus e alguns Lactobacillus, que utilizam a via glicolítica 

para transformar os carboidratos principalmente em ácido lático; e as 
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heterofermentativos, que utilizam a via da fosfoacetolase para produzir além do 

ácido lático, CO2, etanol, acetato e citrato a partir da glicose (CARR et al., 2002; 

FORSYTHE, 2002; VASILJEVIC e SHAH, 2008). 

Os microrganismos do gênero Lactococcus são considerados os principais 

responsáveis pela acidificação do leite (LOPEZ-DIAZ et al., 2000). Devido à sua 

capacidade em converter rapidamente a lactose em ácido láctico, estes 

microrganismos são os mais usados na fabricação de ácido nas fermentações 

lácticas, podendo ser empregados também, na fabricação de iogurtes. As cepas de 

Lactococcus lactis subsp. lactis produzem amônia a partir da arginina, crescem a 

temperaturas de 10, 15 e 40 ºC e em 4% de sal (FOX et al., 2000).  

Por ser uma bactéria de fácil manuseio, não comensal, não patogênica e não 

invasiva, L. lactis subsp. lactis tem sido utilizada como vetor in vivo para antígenos e 

proteínas imunomoduladoras (AVERY et al., 2015). Na literatura, já foi relatado a 

capacidade de sobrevivência e a passagem pelo trato gastrointestinal, ou seja, a 

capacidade destas cepas em sobreviverem às condições de baixo pH do estômago, 

bile intestinal, enzimas proteolíticas na cavidade oral e intestinal, que caracterizam 

uma bactéria probiótica (KIMOTO et al., 2004). 

Foi constatado ainda, que cepas de L. lactis, possuem efeito 

hipocolesterolêmico, antidiabético e antimutagênico (KIMOTO et al., 1999). Em uma 

pesquisa anterior ainda não publicada deste grupo de estudos, caracterizou-se L. 

lactis subsp. lactis R7, isolada de queijo ricota, e verificou que esta bactéria possui 

características probióticas e aspectos de segurança compatíveis para utilização 

como culturas em alimentos. O isolado R7, foi identificado molecularmente como 

Lactococcus lactis subsp. lactis, e apresentou características probióticas nas 

análises de tolerância ao pH ácido, sais biliares, suco gástrico simulado e suco 

intestinal simulado. Além disso, foi sensível aos seis antimicrobianos avaliados 

(Clindamicina, Eritromicina, Penicilina, Cloranfenicol, Meropenen e Vancomicina), 

não forma biofilme, é homofermentativo, e não apresentou atividade hemolítica. O 

isolado R7 apresentou ainda, capacidade de autoagregação, coagregação e 

hidrofobicidade e ainda, foi verificada atividade antagonista contra Salmonella 

Enteritidis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia coli 

(dados não publicados). 

Jaskulski et al., (2020), verificaram efeito positivo na estabilização de células 

cancerosas induzidas no epitélio colorretal, demonstrando potencial anticancerígeno 
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de L. lactis subsp. lactis R7 contra o câncer de colorretal. Verificaram também a 

estabilidade do ganho de peso, redução da adiposidade abdominal, melhora da 

resposta imune, atividade antioxidante frente ao estresse oxidativo e proteção à 

peroxidação lipídica. 

3.2.2 Aplicação tecnológica de probióticos 

Para a utilização de culturas probióticas na tecnologia de fabricação de 

produtos alimentícios, além da seleção de cepas probióticas para uso humano, as 

culturas devem ser empregadas com base no seu desempenho tecnológico. 

Culturas probióticas com boas propriedades tecnológicas devem apresentar boa 

multiplicação na matriz alimentar, promover propriedades sensoriais adequadas no 

produto e serem estáveis e viáveis durante o armazenamento. Desta forma, podem 

ser manipuladas e incorporadas em produtos alimentícios sem perder a viabilidade e 

a funcionalidade, resultando em produtos com textura e aroma adequados 

(OLIVEIRA et al., 2002; KOMATSU et al., 2008). 

O emprego apenas de bactérias probióticas em cultura pura é inviável 

industrialmente, visto que, quando estas culturas são empregadas isoladamente, o 

pH do leite continua acima de 5,4 após 20 horas a 42 ºC, ou seja, o tempo de 

produção aumentaria muito. Normalmente, para a fabricação de leites fermentados 

contendo probióticos, adicionam-se culturas iniciadoras como L. bulgaricus e S. 

thermophilus para facilitar o processo de fermentação (OLIVEIRA et al., 2002).  

Assim, o emprego de bactérias probióticas em produtos lácteos fermentados 

tem sido amplamente estudado, visto que é necessário avaliar a viabilidade destes 

microrganismos ao longo do armazenamento em refrigeração. Lactobacillus e 

Bifidobacterium são seguros e amplamente utilizados em alimentos (SALMINEN e 

ISOLAURI, 2008). Estes possuem a capacidade de se manterem viáveis no produto 

fermentado e de sobreviver à passagem pelo trato gastrointestinal, aderindo a 

mucosa do intestino, trazendo benefícios a microbiota de indivíduos que consomem 

esses produtos, periodicamente (SILVA, 2007). 

Células de Lacticaseibacillus casei CSL3 (anteriormente Lactobacillus casei) 

já foram imobilizadas em pedaços de frutas e usadas como adjuvantes aos 

probióticos na fabricação de queijo, o que conferiu sabor frutado, e muito bem aceito 

aos queijos (VITOLA et al., 2020). Ainda, verificou-se que as frutas foram eficazes 
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no suporte para a sobrevivência das células de L. casei durante o amadurecimento 

do queijo (KOURKOUTAS et al., 2006). 

A atividade probiótica do isolado Lacticaseibacillus casei CSL3, derivado de 

silagem de colostro bovino, foi avaliada em manteiga fermentada acrescida com 

bixina, um antioxidante natural encontrado nas sementes de urucum. Foi verificado 

que a manteiga suplementada de bixina e o probiótico foi eficiente para até 74 dias 

de armazenamento, o que evidencia que a concentração de bixina adicionada não 

afetou a viabilidade das cepas probióticas (BELLINAZO et al., 2019). 

Outro estudo avaliou as características funcionais e probióticas de um 

sorvete, com adição de frutas nativas (butiá), e Bifidobacterium lactis (Bl-04). 

Durante 90 dias de congelamento, houve uma redução de 10% no conteúdo fenólico 

total, uma redução de 5% no ácido L-ascórbico, e aumento na quantidade de 

carotenoides e flavonoides. A bactéria probiótica permaneceu viável (acima de 106 

UFC g-1) no sorvete de butia durante o armazenamento, confirmando a característica 

probiótica do produto e ainda, as análises sensoriais mostraram que o sorvete de 

butia teve alta aceitação, sendo uma boa opção para consumo (CRUXEN et al., 

2017). 

Devido as BAL serem responsáveis por provocar transformações na matéria-

prima, este é o principal grupo de bactérias utilizado na fermentação e/ou 

suplementação de alimentos, principalmente derivados do leite (IKEDA, 2013). 

Lactococcus lactis subsp. lactis, por exemplo, destaca-se no metabolismo do citrato 

e a capacidade de atribuir o sabor característico à manteiga e a alguns iogurtes 

(FORSYTHE, 2013).  

Um estudo utilizou Lactococcus lactis como adjuvante para produção de 

iogurte probiótico, utilizando células imobilizadas em abacaxi, inhame e pó de 

alcachofra; células livres de L. lactis e apenas de culturas iniciadoras. O iogurte 

produzido com a adição de células imobilizadas de abacaxi e inhame e o pó de 

alcachofra melhorou a viabilidade das células probióticas durante o armazenamento 

sob refrigeração em comparação com as células livres, especialmente o iogurte 

suplementado com imobilização celular em segmentos de abacaxi. Curiosamente, 

as amostras de iogurte suplementadas com células imobilizadas apresentaram um 

número maior de células probióticas do que os níveis mínimos recomendados. O 

que indica que as células imobilizadas foram benéficas e tecnologicamente 
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eficientes para uso na produção de iogurte por razões de saúde e funcionais 

(PHUAPAIBOON et al., 2013). 

Lactococcus lactis subsp. lactis R7 já foi microencapsulado por spray drying, 

utilizando como material encapsulante a combinação de soro de queijo e inulina, a 

fim de verificar a estabilidade em diferentes matrizes alimentares, como suco de 

mirtilo, leite e creme de leite. Foi verificado que a acidez do suco de mirtilo levou a 

perda da integridade da microcápsula e exposição de L. lactis R7. Enquanto no leite 

e no creme de leite o microrganismo manteve sua estabilidade ao longo de 28 dias 

de armazenamento a 4 °C. Em relação a concentração, as células aplicadas no suco 

de mirtilo, ficaram em torno de 10 log UFC.mL-1 após a passagem pelo fluído 

gástrico. A ruptura da microcápsula no leite ocorreu apenas após 120 min (>11 log 

UFC mL-1), enquanto que no creme de leite a alta concentração celular foi 

encontrada em todas condições analisadas. Matrizes lácteas, portanto, 

apresentaram boas condições para estabilidade de L. lactis R7 (ROSOLEN et al., 

2020 e 2022). 

Ainda, demonstrando atividade funcional, Nishiyama et al., (2018) avaliaram 

dois tratamentos de iogurtes, sendo um controle (fermentado com Streptococcus 

thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Lactobacillus 

acidophilus), e outro teste (com cepas de L. lactis 11/19-B1 e Bifidobacterium lactis 

BB-12). Estes verificaram que dentre um grupo de 76 participantes que receberam 

os iogurtes (80 g) durante 8 semanas, o grupo que recebeu o iogurte teste, 

demonstrou queda nos índices da lipoproteína de baixa densidade (LDL), diminuindo 

significativamente (159,1 ± 25,7 para 149,3 ± 24,4; p = 0,02), o que não foi 

observado no grupo de iogurte controle. 

Novos produtos e matérias-primas para aplicação de probióticos são a 

principal área de pesquisa e desenvolvimento para o mercado de alimentos 

funcionais. As inovações tecnológicas atuais incluem a busca de soluções para os 

problemas de estabilidade e viabilidade de probióticos em novas matrizes 

alimentares, como lácteos, frutas, cereais e outros vegetais (FARNWORTH et al., 

2007). Dentre os produtos lácteos, os leites fermentados são muito utilizados, 

considerados bons veículos, para aplicação de probióticos.  

Em geral, pode-se dizer que o processamento de alimentos funcionais 

contendo bactérias probióticas, principalmente sua incorporação em iogurtes, leites 



26 

 

fermentados e queijos, vem resultando em produtos com alto grau de aceitabilidade, 

nos quais a sua viabilidade e funcionalidade são mantidas. 

3.3 Bioatividade de extratos vegetais de araçá 

O Brasil é um país com características geográficas e climáticas favoráveis 

para a produção de frutas. No entanto, um grande número de frutas permanece 

inexplorado, apesar de seus altos valores nutricionais, frequentemente relatados 

(SCHIASSI et al., 2018). 

Nos últimos anos, foi observado um aumento nos estudos com frutas, bem 

como o desenvolvimento de novos produtos alimentícios com base nelas, porém 

informações sobre as características químicas e valor nutricional das frutas 

brasileiras ainda precisam ser mais exploradas (SCHIASSI et al., 2018). 

Psidium cattleianum Sabine (Myrtaceae), popularmente conhecida como 

araçá, é uma espécie nativa brasileira ainda pouco explorada, e é encontrada da 

Bahia ao Rio Grande do Sul e também no vizinho Uruguai (PATEL, 2012). O araçá é 

uma fruta suculenta, com excelente sabor e polpa doce a subácida, com toque 

picante (BIEGELMEYER et al., 2011). Esta fruta pode ser consumida in natura ou 

processada, na forma de doces, geleias e sucos (REISSIG et al., 2016). Além disso, 

devido à bioatividade (antioxidante, anticâncer, antidiabética, anti-inflamatória, anti-

idade e antimicrobiana) do extrato da fruta, que pode estar relacionada ao alto teor 

de vitamina C e antioxidantes, o araçá também pode ser valioso para a indústria 

farmacêutica (FRANZON et al., 2009, PEREIRA et al., 2018). 

Um estudo in vivo com ratos alimentados com araçá liofilizado em pó 

apresentou notável redução nos parâmetros alterados pelo estresse oxidativo 

induzido pela cisplatina. Os animais apresentaram níveis reduzidos de glicose, 

colesterol LDL, colesterol LDL oxidado e colesterol total quando comparados aos 

animais controle (animais induzidos por cisplatina não alimentados com araçá). Além 

disso, os animais alimentados com araçá diminuíram a deposição de gordura no 

fígado apresentando melhora no perfil lipídico (DALLA NORA et al., 2014). Mais 

recentemente, a administração de extrato de araçá (200 mg / kg / dia, por 21 dias) 

em ratos resistentes à insulina evitou a peroxidação lipídica hepática e a formação 

de espécies reativas de oxigênio (SOUZA CARDOSO et al., 2017). 

O processo de extração dos compostos bioativos presentes em matrizes 

alimentares, como no araçá, pode ser utilizado a fim de obter concentrações desses 
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compostos, e assim, maior bioatividade (BURIOL et al., 2009). Por exemplo, extratos 

de araçá foram avaliados, como potenciais inibidores das enzimas digestivas, e 

verificou-se que os genótipos de araçás vermelho e amarelo foram capazes de inibir 

as enzimas α-glicosidase e α-amilase, sendo uma alternativa à modulação da 

hiperglicemia (PEREIRA et al., 2020).  

Além disso, a administração de extrato de araçá (200 mg / kg / dia, por 21 

dias) evitou a hiperglicemia e hipertrigliceridemia em ratos resistentes à insulina 

induzida por dexametasona (SOUZA CARDOSO et al., 2017). O mecanismo de ação 

do extrato não foi relatado pelos autores. No entanto, essa atividade pode estar 

relacionada com alguns dos compostos fenólicos presentes nos extratos de araçá, 

uma vez que esses compostos são responsáveis por inibir enzimas específicas 

(VALKO et al., 2007). A quercetina, por exemplo, é considerada um bom inibidor de 

enzimas digestivas, com IC50 quase 40 vezes menor que o controle positivo 

(VINHOLES et al., 2017). 

Diferentes estudos indicam propriedades farmacológicas promissoras 

principalmente relacionadas às suas propriedades químicas. Assim, os araçás 

podem ser úteis na prevenção e tratamento de patologias associadas ao estresse 

oxidativo e envelhecimento. Além disso, parece ser um potencial candidato para uso 

no tratamento do DM2. 

O consumo de antioxidantes naturais, como os compostos fenólicos que 

inibem a formação de radicais livres, tem sido associado a uma menor incidência de 

doenças relacionadas com o estresse oxidativo (SINGH et al., 2018). Os compostos 

fenólicos são originados do metabolismo especializado das plantas e essenciais 

para o crescimento e reprodução destas. Além disso, são formados em condições 

de estresse, como por exemplo, infecções, ferimentos, radiações UV, entre outros 

(NACZK e SHAHIDI, 2004). Há evidências de que o consumo de compostos 

fenólicos presentes nos alimentos pode diminuir o risco de transtornos graves de 

saúde devido a sua atividade antioxidante. O mecanismo de ação dos compostos 

fenólicos está relacionado com o efeito protetivo contra o estresse oxidativo, imposto 

por espécies reativas de oxigênio (ROS), o que desempenha papel crucial na 

fisiopatologia de neoplasias, aterosclerose e doenças neurodegenerativas (HEIM et 

al., 2002).  

Além disso, os compostos fenólicos também atuam no bloqueio de enzimas 

específicas (VALKO et al., 2007). Isso ocorre pela capacidade de estruturas 
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fenólicas se combinarem com enzimas digestivas, proteínas e outros polímeros 

(carboidratos e pectinas) formando complexos estáveis, impedindo a absorção dos 

nutrientes e assim, fazendo com que os compostos fenólicos sejam possíveis 

inibidores de algumas enzimas digestivas (COSTA et al., 2008). 

Dentre os compostos fenólicos, a epicatequina e a quercetina são 

consideradas bons inibidores de α-glicosidase e α-amilase, enzimas chave no 

controle de DM2 (TADERA et al., 2006). Estas enzimas atuam na absorção da 

glicose nos enterócitos através de transportadores específicos. Elas hidrolisam os 

carboidratos para que estes sejam absorvidos na corrente sanguínea, sendo que a 

α-amilase é responsável por hidrolisar as ligações glicosídicas α-1,4 da amilose e da 

amilopectina presentes no amido, e a α-glicosidase é responsável pela hidrólise dos 

dissacarídeos, liberando duas moléculas de glicose para serem absorvidas na 

corrente sanguínea (WILLIAMSON, 2013). A inibição destas enzimas digestivas 

demonstra grande importância visando o possível controle da DM2, cujo tratamento 

baseia-se em mudanças no estilo de vida como dietas, exercícios físicos e uso de 

antidiabéticos orais e injetáveis (WEINERT et al., 2015). 

O ácido clorogênico é um tipo de ácido hidroxicinâmico, que ocorre em 

diversos tipos de frutas, inclusive no araçá (PEREIRA et al., 2018). Estudos sugerem 

que os polifenóis, especialmente o ácido clorogênico, têm efeitos hipoglicêmicos 

(TUOMILEHTO et al., 2004). Este composto é um tipo de sensibilizador de insulina 

que tem desempenho semelhante à metformina em potencializar a ação da insulina, 

e também suprime a hiperglicemia pós-prandial ao inibir a alfa-glicosidase. O ácido 

clorogênico em uma dose de 5 mg / kg de peso corporal exerceu potencial 

antidiabético em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ) (45 mg / kg 

bw) (KARTHIKESAN et al., 2010). 

Shabbir et al., (2020) verificou potencial antidiabético de extratos de goiaba 

(também da família Mirtacea). Foi visto que a polpa apresentou maior atividade 

antihiperglicêmica, comparado às folhas e as sementes. Os resultados sugerem que 

a viabilidade da adição de 200–250 mg / kg bw de extratos polifenólicos da polpa de 

goiaba como uma alternativa aos medicamentos para diabetes. 

Visto o potencial dos compostos bioativos, torna-se importante a continuidade 

de pesquisas que utilizem estes compostos, seja na forma isolada, ou pela utilização 

de frutas ricas em compostos antioxidantes, a fim de prevenção ou tratamento das 

DCNT. 
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3.4 Iogurte probiótico suplementado com extrato de araçá 

O iogurte é definido como um produto obtido pela fermentação lática através 

da ação do Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus 

sobre o leite integral, desnatado ou padronizado, aos quais podem acompanhar 

outras bactérias ácido-láticas (BRASIL, 2007). Ele pode ser produzido a partir de 

leite com alto teor de sólidos, uma cultura láctica e açúcar e pode ser enriquecido 

com leite em pó, proteínas, vitaminas, minerais ou frutas (ALMEIDA et al., 2008). O 

iogurte é um alimento convencional conhecido por suas propriedades terapêuticas, 

nutricionais e sensoriais (GONZALEZ et. al., 2011).  

No iogurte ainda, podem acompanhar, de forma complementar, outras 

bactérias ácido-láticas ou não, que por sua atividade, conferem efeitos probióticos e 

contribuem para a determinação das características do produto final (MAPA, 2007). 

A aplicação das bactérias probióticas, pode se dar de modo que elas participem da 

fermentação do produto, atribuindo características sensoriais provenientes dos 

compostos gerados, ou ainda, sua adição pode se dar diretamente ao produto final, 

por suplementação, normalmente, não causa alteração sensorial, de modo a trazer 

os mesmos benefícios promovidos por estes microrganismos (ARAGON-ALEGRO et 

al., 2007). 

Os derivados do leite são meios adequados para o crescimento de bactérias 

probióticas, pois contém fatores e substratos indispensáveis para a fermentação, 

como açúcares e proteínas, sendo os microrganismos mais utilizados como 

probióticos, Lactobacillus e Bifidobacterium (WENDLING e WESCHENFELDER, 

2013). 

Os benefícios ao hospedeiro e as propriedades probióticas, são específicos 

para cada cepa (SHOKRYAZDAN et al., 2014), e a viabilidade das bactérias pode 

ser influenciada pela composição dos alimentos (DANTAS et al., 2016), como 

também precisam superar os obstáculos do trato gastrointestinal e aderir às células 

intestinais (FORSYTHE e BIENENSTOCK, 2010). Neste sentido, é recomendado a 

concentração de células probióticas viáveis no alimento, superior a 6 Log UFC g-1 ou 

mL-1 de microrganismos com potencial probiótico (PAPADOPOULOU et al., 2018). 

Portanto, estes microrganismos devem ser viáveis, ativos e abundantes no produto 

durante o período de vida útil do alimento (ANVISA, 2021). 
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Dentro do nicho de novos produtos que apresentaram sucesso com a adição 

de compostos bioativos e que possuem um grande potencial de investimento, 

incluem-se principalmente os queijos, iogurtes e os leites fermentados. Verifica-se 

uma tendência em adicionar frutas aos produtos lácteos, no intuito de melhorar o 

valor nutricional e sensorial (KAILASAPATHY et al., 2008).  

A ingestão de extratos de araçá, por exemplo, já foi relacionada com atividade 

antihiperglicêmica e antioxidante em modelos animais diabéticos (SOUZA 

CARDOSO et al., 2017). 

Nesta tendência, cada vez mais em ascensão, de alimentos lácteos 

funcionais, é de extrema importância os estudos das interações dos componentes 

do leite com os compostos bioativos que estão sendo aplicados, uma vez que essas 

interações podem afetar a bioatividade, a biodisponibilidade e a atividade 

antioxidante desses compostos. Além disso, existe o desafio de caracterização final 

dos produtos, em relação a qualidade sensorial, físico química e microbiológica 

(CUTRIM et al., 2018).  

A biodisponibilidade é a diferença entre o que se ingere e o que realmente é 

absorvido. As porções que são digeridas, absorvidas, metabolizadas e utilizadas em 

funções fisiológicas ou armazenadas pelo organismo são denominadas como 

biodisponíveis (SENA et al., 2017). A biodisponibilidade dos compostos bioativos 

pode ser avaliada por métodos in vitro e in vivo, e são extremamente importantes 

para verificar os nutrientes que são realmente absorvidos. Este último, não só serve 

para corroborar os resultados in vitro, como também pode ser usado para selecionar 

as dosagens utilizadas para a obtenção de uma melhor eficácia terapêutica. Se um 

composto apresentar benefícios à saúde do hospedeiro em ensaios in vitro, então se 

torna válida a realização de ensaios biológicos e funcionais in vivo, para confirmação 

dessas características (SHARIFI et al., 2012). 

Vinholes et al., (2018) verificaram diminuição da atividade antioxidante ao 

longo do processo digestivo in vitro de extratos de araçá, porém os fenólicos 

individuais se mostraram resistentes, e ainda, ocorreu o surgimento de novos 

compostos após o processo, provavelmente devido à quebra de compostos iniciais. 

Quando os extratos não digeridos foram comparados aos extratos digeridos de 

araçá, frente à inibição da enzima α-glicosidase, os resultados foram semelhantes, 

indicando seu potencial para uso no controle da DM2, inclusive após o processo 

digestivo. 
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A biodisponibilidade in vivo foi testada para a goiaba, que também é uma 

Mirtacea. Foi avaliada a administração de oito triterpenos (ácido oleanólico, ácido 

ursólico, ácido arjunólico, ácido asiático, ácido boswélico, ácido corosólico, ácido 

madecássico e ácido maslínico) a 0,5%, fornecidos a camundongos de 4 a 8 

semanas. O nível de cada triterpeno no plasma, cérebro, coração, fígado, rim, cólon 

e bexiga aumentou conforme o período de alimentação foi aumentado de 4 para 8 

semanas demonstrando que esses triterpenos foram absorvidos e depositados em 

suas formas intactas, que por sua vez exerceram proteção antioxidante in vivo (YIN 

et al., 2012). 

Além disso, as características físicas, químicas, microbiológicas, e sensoriais 

devem ser uma preocupação na elaboração de um novo produto, pois esses 

determinam, juntamente com o preço, a aquisição deste. O iogurte com frutas é bem 

aceito, por isso, o desenvolvimento de novos sabores tende a ser bem recebido 

pelos consumidores do produto (SCHMIDT et al., 2012). Entretanto, para uma nova 

elaboração, vários testes são necessários (LOURES et al., 2010). A legislação 

brasileira através da Instrução Normativa nº 46, de 23/10/2007 - MAPA (BRASIL, 

2007) estabelece os parâmetros físico-químicos do iogurte. Apesar disso, a análise 

sensorial, outro importante instrumento, é bastante usada para avaliar as 

características, como cor, aroma, sabor, consistência e preferência (LOURES et al., 

2010), antes de serem inseridos no mercado. 

Ainda, em virtude da demanda por produtos mais saudáveis, se faz 

necessária a redução da concentração de açúcares (sacarose) em derivados 

lácteos, ou a substituição por adoçantes naturais como o xilitol, que pode ser uma 

vantagem, visto que este poliol possui similar poder adoçante à sacarose, mas com 

menor fornecimento de calorias e ainda não necessita da insulina para ser 

metabolizado, sendo indicado para diabéticos (KUMAR et al., 2019). E ainda, 

segundo a ANVISA (2018), o xilitol pode ser utilizado “quantum satis”, ou seja, 

quanto for suficiente. 

Contudo, ainda persiste a necessidade de mais pesquisas acerca da 

aceitabilidade e das atividades biológicas de formulações, como o iogurte, 

acrescentadas de diferentes extratos de frutas e novas cepas probióticas, mesmo 

que para alguns produtos similares, os benefícios já foram comprovados pela 

literatura. 
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4. CAPÍTULO 2  

 

Probiotic yogurt supplemented with Lactococcus lactis R7 and red guava 

extract: In vitro biological digestion on the profile of phenolic compounds, 

antioxidant and antihyperglycemic activity 

 

As páginas  33  a 48 não serão disponibilizadas, por motivo de sigilo. 
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5 CAPITULO 3  

Iogurte funcional diet com adição de extrato de araçá vermelho e Lactococcus 

lactis R7: propriedades antioxidantes, físico-químicas, bioativa e sensorial e 

viabilidade da bactéria probiótica 

Manuscrito a ser submetido na revista Journal of Food Processing and Preservation 

 Fator de Impacto: 1,288 

 ISSN: 1745-4549  

 

Resumo 

O desenvolvimento de novos produtos alimentícios com potencial funcional vem 

sendo impulsionado, visto os benefícios relacionados à promoção da saúde. Os 

produtos lácteos, como iogurte, quando adicionados de bactérias probióticas e 

componentes de diferentes frutas, podem apresentar além de propriedades 

probióticas, também potencial bioativo e são bem aceitos pelos consumidores. O 

objetivo do estudo foi elaborar um iogurte funcional dietético com adição de L. lactis 

subsp. lactis R7, extrato de araçá vermelho e xilitol, bem como, avaliar as 

características físico-químicas, bioativas e antioxidantes, a viabilidade da bactéria 

probiótica e a aceitação sensorial. O iogurte dietético com adição de L. lactis R7 e 

extrato de araçá vermelho demonstrou teor mais elevado de sólidos solúveis totais, 

carboidratos e proteínas, e menor quantidade de gordura, comparado aos 

tratamentos sem adição do extrato de araçá. E ainda, quantidades superiores de 

compostos fenólicos e antocianinas, e maior atividade antioxidante, visto a presença 

do extrato da fruta. A bactéria probiótica L. lactis R7, incorporada no iogurte, resistiu 

à passagem pelo trato gastrointestinal, e sua viabilidade ficou acima de 6 log UFC g-

1 em 14 dias de armazenamento, e ainda, demonstrou alta aceitabilidade sensorial. 

Portanto, o iogurte funcional dietético com adição de extrato de araçá vermelho e L. 

lactis R7 tem potencial como veículo de probióticos e compostos bioativos. 

Palavras-chave: antioxidante, compostos fenólicos, bactérias ácido-láticas, 

probióticos, saúde. 
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5.1  INTRODUÇÃO 

Produtos alimentícios que contêm substâncias naturalmente presentes ou que 

foram adicionadas com propósito de fornecer benefícios à saúde, são considerados 

alimentos e bebidas funcionais (WILLIAMSON 2009). O mercado destes alimentos 

aumentou muito nos últimos anos e o foco no desenvolvimento de novos produtos 

também, visto a preocupação da população por uma alimentação mais saudável 

(GRANATO et al., 2020).  

Os alimentos funcionais podem auxiliar na redução do risco de diversas 

doenças, como dislipidemia, câncer, diabetes tipo 2, acidente vascular cerebral e 

doenças cardiovasculares. E dentre os alimentos com este potencial, pode-se 

destacar os produtos lácteos, pela possibilidade de adição de probióticos, 

prebióticos e/ou compostos bioativos de frutas, além do mais, são amplamente 

consumidos pela população em geral (GRANATO et al., 2020).  

Os probióticos, são microrganismos vivos que quando administrados em 

quantidades adequadas, conferem benefícios à saúde do hospedeiro (HILL et al. 

2014). Estes são capazes de favorecer o equilíbrio e a reconstrução da microbiota 

intestinal, aumentar o número de microrganismos benéficos e suas atividades 

(HEMARAJATA e VERSALOVIC 2013) e participar na modulação da resposta 

imune, competindo com os patógenos por nutrientes e sítios de adesão (KANMANI 

et al., 2013).  

Os microrganismos mais utilizados pertencem ao grupo de bactérias ácido-

láticas (BAL), como Lactococcus lactis, que são amplamente empregados como 

culturas iniciadoras na fabricação de diversos produtos lácteos. Outrossim, estudos 

realizados com o isolado L. lactis subsp. lactis R7, demonstraram seu potencial 

probiótico in vitro (dados não publicados), a viabilidade in situ (ROSOLEN et al., 

2022) e in vivo através da avaliação da estabilização de células carcinogênicas 

(JASKULSKI et al., 2020). 

Por outro lado, os compostos bioativos como compostos fenólicos, presentes 

em grande quantidade nas frutas, também são importantes para a promoção da 

saúde, e são provenientes do metabolismo especializado das plantas (DEL RIO et 

al., 2013). No organismo humano, estes compostos têm sido atribuídos à 

capacidade de aumentar o gasto energético e a oxidação lipídica, ajudando no 

combate a doenças, como obesidade e diabetes tipo 2 (SHAHIDI e YEO, 2018). 
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Dentre os tipos de frutas, o araçá (Psidium cattleianum Sabine) foi referido na 

literatura por possuir atividades biológicas, como atividades anticâncer, antidiabética, 

anti-inflamatória, anti-idade e antimicrobiana (PEREIRA et al., 2018, 2020), devido 

principalmente, a presença de compostos fenólicos (VERMA et al., 2013). Neste 

contexto, o desenvolvimento de novos produtos com potencial funcional, 

suplementados tanto com probióticos, como com extratos de frutas, é bastante 

promissor. E os derivados lácteos, além de serem muito bem aceitos pela 

população, permitem a adição de ingredientes na sua formulação e apresentam-se 

como adequada alternativa para entrega de probióticos através de alimentos 

(TERPOU et al., 2019).  

Ainda, em virtude da demanda por produtos mais saudáveis, se faz 

necessária a redução da concentração de açúcares (sacarose) em derivados 

lácteos, ou a substituição por adoçantes naturais como o xilitol, que pode ser uma 

vantagem, visto que este poliol possui similar poder adoçante à sacarose, mas com 

menor fornecimento de calorias e ainda não necessita da insulina para ser 

metabolizado, sendo indicado para diabéticos (KUMAR et al., 2019).  

Com este propósito, o objetivo do estudo foi elaborar um iogurte funcional 

dietético com adição de L. lactis subsp. lactis R7, extrato de araçá vermelho e xilitol 

bem como, avaliar as características físico-químicas, bioativas e antioxidantes, a 

viabilidade da bactéria probiótica e a aceitação sensorial. 

5.2  MATERIAL E MÉTODOS 

5.2.1 Material 

Lactococcus lactis subsp. lactis R7 foi isolada de ricota, identificada 

molecularmente (número de acesso KF87912.6) e caracterizada com potencial 

probiótico in vitro, em estudos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa (dados 

não publicados). As culturas iniciadoras utilizadas foram Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus (Chr. Hansen®). Os frutos de araçá 

vermelho (AC 87) foram obtidos no Campo Experimental da Embrapa Clima 

Temperado (31°40'47"S, 52°26'24"W, RS, Brasil). O leite de vaca integral UHT 

(marca comercial Santa Clara) e xilitol foram adquiridos no comércio local.  

5.2.2 Cultivo da bactéria probiótica e preparo do extrato de araçá (EA) 
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A bactéria foi inoculada em soro de leite reconstituído e pasteurizado, e 

incubada à temperatura de 37 ºC/12 h, sob agitação constante a 130 

oscilações/minuto. Após, o cultivo celular foi centrifugado a 4165 g por 15 min a 4 °C 

(Eppendorf®), o sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado leite em pó 

sem lactose reconstituído (10% m / v) e esterilizado e na sequência foi congelado e 

liofilizado (Liotop L101, Liobras®), permanecendo armazenado a -70 ºC (Indrel IULT 

335D) até sua utilização. 

Para o preparo do extrato de araçá (EA), foi utilizado etanol 95%, na 

proporção 1:4 (amostra:solvente) e triturados em ultra-turrax (Ultra-turrax® IKA® 

Werke GmbH and Co), para completa homogeneização. O EA foi centrifugado e o 

sobrenadante rota evaporado (Rotavapor® R II Brand Buchi) para total eliminação de 

resíduos de solvente. Foi então liofilizado e armazenado a -70 ºC (Indrel IULT 335D) 

até a utilização. 

5.2.3 Elaboração do iogurte 

Para obtenção do iogurte foi utilizada 0,1% de culturas iniciadoras 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus (~ 7 log 

UFC mL-1) em 1 litro de leite integral UHT, previamente submetido a tratamento 

térmico (95 ºC / 5 min) e resfriado até a temperatura de 42 ºC. A formulação foi 

incubada a 42 ºC em iogurteira (Fun Kitchen) até atingir pH entre 4,5 - 4,6 e, após o 

término do processo, o iogurte foi resfriado a 4 °C. Posteriormente, foram 

adicionados 0,1% de L. lactis R7 (12 log UFC mL-1), e EA (4%) e adoçado com xilitol 

(4,6%), sob homogeneização moderada, identificado como tratamento YPA. As 

concentrações de extrato de araçá e de xilitol foram definidas sensorialmente, por 

meio de testes prévios. Ainda, foram elaborados outros dois tratamentos, em 

duplicata: iogurte apenas com as culturas iniciadoras + xilitol (Y) e iogurte com as 

culturas iniciadoras + L. lactis R7 + xilitol (YP). Todos os tratamentos foram 

armazenados em refrigeração (~ 4 °C), pelo período de 21dias. 

5.2.4 Caracterização físico-química do iogurte 

5.2.4.1 Composição centesimal 

As determinações de umidade, cinzas, gordura e proteínas foram realizadas 

em triplicata, no período de até uma semana após a elaboração do iogurte, 
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conforme AOAC (2006). Carboidratos foram determinados através da soma dos 

resultados de umidade, cinzas, gordura e proteínas, diminuído de 100. 

5.2.4.2 Teor de sólidos solúveis  

Realizado em triplicata, através de ºBrix, com leitura em refratômetro digital 

(Atago Pocket PAL-3) a 20 ºC. O refratômetro foi calibrado com água destilada. As 

amostras foram pingadas individualmente sobre o prisma e posteriormente feita a 

leitura no período de até uma semana após a elaboração do iogurte. 

5.2.4.3 Acidez e pH  

A acidez foi realizada por titulometria, com NaOH 0,1N e expressa em % de 

ácido lático. As amostras foram tituladas com NaOH 0,1N até pH 8,1 (titulação 

potenciométrica). O pH foi realizado a 20 ºC em potenciômetro (Metrohm pH lab 

827) onde o eletrodo foi inserido na amostra e, uma vez estabilizado, foi feita a 

leitura (AOAC, 2006). As análises foram realizadas em 0, 7, 14 e 21 dias, em 

triplicata. 

5.2.5 Análises de viabilidade ao trânsito gastrointestinal (TGI) in vitro e 

viabilidade sob armazenamento refrigerado 

A simulação do TGI in vitro foi realizada pelo método contínuo e apenas com 

amostras do tratamento YPA, aos 7 dias de armazenamento em refrigeração. Para 

simular efeitos peristálticos, foram utilizadas diferentes intensidades de agitação nas 

quatro fases (antes da fase gástrica – BG; após a fase gástrica – AG; duodeno – D; 

e íleo - I), além da utilização de enzimas e variações de pH, específicos. A análise 

seguiu conforme descrito por Madureira et al. (2011). As contagens para verificação 

da estabilidade de L. lactis R7 foram realizadas em triplicata nas quatro fases, por 

contagem em ágar de Man Rogosa & Sharpe (MRS, Acumedia®), após incubação de 

72h. 

Para avaliar a viabilidade de L. lactis R7 sob armazenamento refrigerado, foi 

realizada contagem, em triplicata, nos períodos 0, 7, 14 e 21 dias de 

armazenamento em refrigeração (~ 4 0C). Diluições seriadas foram realizadas 

utilizando 10 g de amostra, inoculadas em placas de Petri contendo ágar MRS 

suplementado com 0,02% de sais biliares (Himedia®), para a contagem de L. lactis 

R7 e, em placas contendo ágar MRS para contagem das culturas iniciadoras, sendo 

incubadas for 72 h a 37 ºC, em anaerobiose (APHA, 2002).  
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5.2.6 Análises microbiológicas 

A presença de Salmonella spp. e as contagens de Staphylococcus coagulase-

positiva e bolores e leveduras, foram realizadas conforme preconizado pela 

legislação brasileira (BRASIL, 2022), após 15 dias de armazenamento em 

refrigeração (APHA, 2002), antes da avaliação sensorial. 

5.2.7 Antocianinas totais 

Realizada de acordo com Fuleki e Francis (1968), com algumas adaptações. 

Para a extração de antocianinas foi utilizado etanol acidificado com HCl 1,5 N, e a 

leitura realizada em espectrofotômetro (Genesys 10UV), a 535 nm utilizando cubeta 

de quartzo. Cianidina-3-glicosídeo foi utilizada como referência para a curva de 

calibração (0 - 0,04 mg mL-1) e os resultados expressos em mg de equivalente em 

cianidina-3-glicosídeo por 100 g de amostra. 

5.2.8 Compostos fenólicos totais 

O protocolo seguiu conforme Swain e Hillis (1959), com algumas adaptações, 

utilizando Folin-Ciocalteau (0,25 N). A absorbância foi medida em espectrofotômetro 

(Genesys 10UV), utilizando cubeta de quartzo, a 725 nm. A quantidade de 

compostos fenólicos totais foi expressa em mg de ácido clorogênico por 100 g de 

amostra. 

5.2.9 Atividade antioxidante 

5.2.9.1 Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) 

Determinada através da inibição do radical DPPH, pelo método de Brand-

Williams et al. (1995) e adaptado por Vinholes et al. (2011), utilizando o radical 

estável 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Trolox foi usado como referência para a 

curva de calibração e os resultados expressos em percentual. Resumidamente, 20 

μL de cada extrato ou metanol (controle) foram adicionados a 280 μL 0,10 mM de 

solução metanólica de DPPH. As placas foram incubadas no escuro por 30 min e 

posteriormente, analisado em espectrofotômetro de microplacas (Spectra-Max 190, 

Molecular Devices, EUA), no comprimento de onda de 515 nm. 

5.2.9.2 Radical hidroxila 
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A capacidade de sequestro de radicais hidroxila foi determinada de acordo 

com a metodologia proposta por Vinholes et al. (2011), com adaptações. Para isso, 

25 µL de amostra, 110 µL de solução de FeSO4H2O (8 mM), 50 µL de solução de 

H2O2 (7,18 mM) e 74,2 µL de solução salicílica solução ácida (3 mM), foram 

adicionadas às amostras. A placa foi agitada, manualmente, e incubada por 30 min a 

37 °C em espectrofotômetro (SpectraMax 190, Molecular Devices, EUA). Em 

seguida, a leitura foi feita no comprimento de onda de 515 nm. 

5.2.10 Análise sensorial 

A análise sensorial foi realizada por 100 avaliadores não treinados, conforme 

metodologia de ASTM e ISO 11136:2014 (ASTM, 2011; Internacional Norma ISO 

11136, 2014). Cada provador recebeu 15 mL do iogurte YPA. No teste de aceitação 

foi usada uma escala hedônica de 9 pontos variando de desgostei a gostei 

muitíssimo, para os atributos cor,  sabor, textura e aroma, e para o teste de intenção 

de compra, uma escala de 5 pontos, variando de certamente compraria e 

certamente não compraria. Protocolo aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

em Seres Humanos / Universidade Federal de Pelotas sob CAAE: 

26087219.0.0000.5317 e, os provadores assinaram o termo de consentimento livre e 

esclarecido (TCLE), antes do início da pesquisa. 

O Índice de Aceitabilidade (IA) foi calculado, para cada atributo avaliado, 

através da seguinte fórmula:  

 

Onde, A = nota média obtida no atributo para o produto; B = nota máxima 

dada ao produto no respectivo atributo.   

5.2.11 Análise estatística 

Os dados, em triplicata, foram submetidos à análise de variância e as 

variáveis com efeito significativo foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). A 

análise estatística foi realizada pelo programa Winstat – versão 2.11. 

5.3  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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Iogurtes dietéticos contendo a bactéria com potencial probiótico e extrato de 

araçá vermelho foram elaborados e apresentaram resultados promissores quanto a 

viabilidade de L. lactis R7 durante o armazenamento e quanto a tolerância ao 

sistema gastrointestinal, bem como características físico-químicas, de compostos 

bioativos e aceitação sensorial do produto. 

5.3.1 Caracterização físico-química do iogurte  

Na tabela 3, estão apresentados os valores médios encontrados para as 

análises físico-químicas dos tratamentos de iogurte (Y- iogurte; YP- iogurte 

probiótico; YPA- iogurte probiótico com extrato de araçá vermelho). 

Foi observado que os resultados de umidade diferiram estatisticamente, 

apresentando uma redução em YPA, em relação a Y e YP. Para o teor de cinzas, o 

valor encontrado foi maior em YPA, com 0,83%; seguido de Y (0,77%) e YP (0,72%). 

Após a retirada de toda umidade, foi possível observar valores de matéria seca, 

sendo maior em YPA, corroborando com o resultado de umidade, que foi menor 

nesta amostra. As amostras de Y e YP não diferiram entre si.   

O teor de sólidos solúveis totais e o percentual de carboidratos foi maior em 

YPA, devido ao extrato da fruta. A adição de ingredientes à base de frutas pode 

levar a um maior teor de açúcar no iogurte de frutas que corresponde a presença de 

glicose, frutose e sacarose, o que pode influenciar em uma maior aceitação do 

consumidor (SENADEERA et al., 2018). O iogurte YP não diferiu do controle (Y). 

O conteúdo de SST em todos os tratamentos ficou, em média, similar a outros 

iogurtes adicionados de frutas como, suco de aronia (12,6 °Brix) e suco de mirtilo (10 

°Brix) (DIMITRELLOU et al., 2020). 

A quantidade de proteína variou de 1,38 ± 0,01 a 2,49 ± 0,53, para YP e YPA, 

respectivamente, e YP apresentou 1,82 ± 0,12. Frutas de araçá demonstram cerca 

de 0,75 – 1,03 g / 100 g de proteína na composição (Pereira et al., 2018), o que 

influenciou na quantidade de proteína superior no iogurte YPA. Shori et al. (2021), 

também verificaram quantidade superior de proteínas em iogurte com adição de 

extrato de frutas, comparado ao iogurte natural.  

O teor de gordura foi maior em Y, seguido de YP e YPA, o que pode ser 

resultado do fato de que bactérias ácido-láticas, incluindo L. lactis R7 (YP e YPA), 

podem hidrolisar lipídios e produzir compostos responsáveis pelo flavor, durante o 
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processo de fermentação do iogurte (HOLLAND et al., 2005). Consequentemente, o 

valor calórico de YP e YPA foi menor que Y, devido ao menor teor de gordura.  

Provavelmente, a adição de 4% de extrato de araçá e o baixo teor de gordura 

no EA, também contribuiu para o menor teor de gordura. Em estudo realizado por 

Jung et al. (2016), verificaram um decréscimo no teor de gordura após a adição de 

extrato de ginseng vermelho (Panax ginseng), de 3,72% no iogurte natural, para 

2,6% no iogurte suplementado com o extrato. 

Com referência aos valores inferiores para proteínas e gorduras obtidos para 

o iogurte YPA, de acordo com a IN 46/2000, “os leites fermentados com agregados, 

açucarados e/ou saborizados poderão ter conteúdo de matéria gorda e proteínas 

inferiores, não devendo reduzir-se a uma proporção maior do que a porcentagem de 

substâncias alimentícias não-lácteas” (BRASIL, 2007). 

Tabela 3. Caracterização físico-química dos diferentes tratamentos de iogurte 

adicionado ou não de Lactococcus lactis R7 e extrato de araçá vermelho. 

Análises Iogurtes 

Y YP YPA 

Umidade (%) 80,43 ± 0,33ª 81,60 ± 0,68ª 78,31 ± 0,80b 

Cinzas (%) 0,77 ± 0,02ab 0,72 ± 0,03b 0,83 ± 0,02a 

Matéria Seca (%) 19,56 ± 0,33b 18,40 ± 0,68b 21,68 ± 0,80ª 

*SST (oBrix) 15,00 ± 0,40b 14,41 ± 0,25b 17,61 ± 1,21ª 

Carboidratos (%) 14,15 ± 0,35b 14,80 ± 0,60b 17,77 ± 0,61ª 

Proteína (%) 1,82 ± 0,12ab 1,38 ± 0,01b 2,49 ± 0,53ª 

Gordura (%) 2,79 ± 0,01ª 1,71 ± 0,2b 0,85 ± 0,09c 

Valor calórico (kcal/100g) 40,97 ± 0,88ª 32,34 ± 1,25b 33,72 ± 3,00b 

*SST: Sólidos solúveis totais. Y: iogurte; YP: iogurte probiótico; YPA: iogurte probiótico 

suplementado com extrato de araçá vermelho. Médias (n=3) seguidas da mesma letra 

minúscula na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 Os resultados das análises de acidez e pH dos iogurtes estão apresentados 

na figura 1. A acidez é responsável pela estabilidade dos iogurtes, impedindo que 

ocorram condições favoráveis para o crescimento de bactérias patogênicas. Pode-se 

observar (Fig.1) que a acidez foi maior em YPA aos demais tratamentos, durante o 

armazenamento, apresentando acidez variando de 1,4, 1,05, 0,98 e 1,22 em 

percentual de ácido lático nos períodos de 0, 7, 14 e 21, respectivamente.  
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Figura 1. Acidez e pH dos tratamentos durante 21 dias de armazenamento em refrigeração. 
Y: iogurte; YP: iogurte probiótico; YPA: iogurte probiótico suplementado com extrato de 
araçá vermelho. ***p<0,001 e ****p<0,0001 comparando com os demais tratamentos após 
Two-way ANOVA e teste post hoc Bonferroni. 

A acidez do iogurte deve-se, principalmente, à conversão da lactose em ácido 

lático pelas culturas bacterianas (CHEN et al., 2017; BORGONOVI; CASAROTTI; 

PENNA, 2021) , e pela influência da adição do EA, que possui pH ácido, em torno de 

3,53 (HAMINIUK et al., 2006). Consequentemente, a diminuição do pH ocorreu em 

YPA e valores de pH foram superiores em Y e YP. Em iogurte preparado com 

extrato da folha de araçá, o pH diminuiu conforme o aumento da concentração  de 

compostos fenólicos do extrato (ZIENA e ABD-ELHAMID, 2009).  

Os maiores valores de acidez no tratamento contendo extrato de araçá (YPA) 

pode-se dar pela maior disponibilidade de fontes de carboidratos dos frutos para a 

atividade metabólica das culturas iniciadoras do iogurte (S. thermophilus e L. 

delbrueckii subsp. bulgaricus), e da bactéria probiótica L. lactis R7, resultando em 

maior quantidade de ácidos orgânicos. Senadeera et al. (2018) e Espírito Santo et 

al. (2012), também relataram que a acidez total em iogurte com extrato de frutas foi 

maior, do que em seus respectivos iogurtes controle. 

Os resultados médios de pH para YPA (4,09 a 4,17), se enquadram na faixa 

recomendada segundo a Instrução Normativa nº 46 de 24 de outubro de 2007, que 

estabelece o pH ideal para identidade e qualidade do iogurte entre 3,6 e 4,5 

(BRASIL, 2007). Não houve variação significativa no pH, durante o período de 

armazenamento. 

5.3.2 Compostos fenólicos totais, antocianinas e atividade antioxidante 

https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/metabolic-activity
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/carboxylate
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 Na tabela 2, observa-se que a adição de extrato de araçá vermelho ao iogurte 

com probióticos (YPA), aumentou significativamente o conteúdo fenólico total e 

exerceu alta atividade antioxidante quando comparados aos demais tratamentos. 

Assim, pode-se observar que o tratamento YPA apresentou quantidade 

superior, aos demais, de compostos fenólicos (404,79 ± 22,96 mg GAE.100 g-1). Já é 

referido na literatura, um teor elevado destes compostos em frutos de araçá deste 

genótipo (AC87), como kaempferol (4,86 ± 0,02 μg / g), quercetina (44 ± 1 μg / g), 

malvidina-3-O-glicosídeo (19,9 ± 0,1 μg / g) e ácido elágico (43 ± 2 μg / g) (PEREIRA 

et al., 2020). Enquanto os compostos fenólicos presentes em Y e YP são, 

provavelmente, devido à presença de polifenóis no leite, que derivam principalmente 

dos compostos proteicos e redutores (CHOUCHOULI et al., 2013) e da ração bovina 

(BESLE et al., 2010). 

Em iogurtes suplementados com polpas de diferentes frutas (caqui, manga e 

goiaba) em proporções variadas (5, 10 e 15%, p / p), foi verificado aumento nos 

compostos fenólicos totais e nos compostos flavonoides totais conforme o aumento 

das proporções de polpa (AMIN GOUDA e MERVAT HAMED 2020).  

 A presença de antocianinas foi verificada apenas no tratamento YPA (30,50 ± 

7,42 mg.100 g-1), novamente, devido a adição do extrato de araçá, conferindo 

coloração avermelhada ao iogurte. Szołtysik et al. (2021) referem que adição de 

bagas de madressilva proporcionou iogurtes de coloração roxa o que ampliou o 

potencial antioxidante do produto. 

Medina et al. (2011) relataram que os extratos de araçá com teor mais 

elevado de compostos fenólicos foram aqueles com maior atividade antioxidante. 

Isso também pode ser observado para os diferentes tratamentos de iogurte, pois 

demonstraram que a presença do EA no iogurte melhorou o desempenho de 

eliminação de radicais livres. 

O tratamento YPA foi responsável pela maior inibição dos radicais DPPH e 

hidroxila, apresentando assim, maior atividade antioxidante. Extratos de araçá 

vermelho são potentes eliminadores de espécies reativas de oxigênio e de 

nitrogênio, que provavelmente estão associados ao seu elevado conteúdo fenólico, e 

esta propriedade bioativa foi mantida quando os extratos foram adicionados ao 

produto lácteo (RIBEIRO et al., 2014).   
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Tabela 4. Compostos fenólicos totais, antocianinas e capacidade de inibição dos 

radicais DPPH e hidroxila dos diferentes tratamentos de iogurtes armazenados sob 

refrigeração. 

Análises 
Iogurtes 

Y YP YPA 

Compostos fenólicos1 189,01 ±16,04b 232,17 ± 20,82b 404,79 ± 22,96a 

Antocianinas2 *nd nd 30,50 ± 7,42ª 

DPPH (%)** 6,14 ± 0,91b 4,77 ± 0,58c 15,35 ± 0,45a 

Hidroxila (%)** 20,47 ± 0,46b 19,79 ± 2,16b 48,00 ± 1,51a 

*nd: Não detectado.1Compostos fenólicos totais expresso em mg do equivalente ácido 
clorogênico.100g-1 amostra; 2Antocianinas expressa em mg equivalente a cianidina-3-
glicosídeo.100g-1; **Resultados foram expressos em porcentagem de inibição. Médias (n=3) 
seguidas da mesma letra minúscula na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey 
(p<0,05). Y: iogurte; YP: iogurte probiótico; YPA: iogurte probiótico suplementado com 
extrato de araçá vermelho. 

 Prestes et al., (2021) caracterizaram leite fermentado probiótico com adição 

de polpa de guabiroba (Campanesia xanthocarpa O. berg), também uma fruta nativa 

do Brasil, e verificaram teor de compostos fenólicos de 824,8 mg GAE.100 g-1, ainda 

superior ao encontrado na amostra de YPA, neste estudo. 

 Em iogurte preparado com leite integral UHT, suplementado com farinha de 

casca de uva, foi verificado teor mais elevado de fenólicos (+55%) e atividade 

antioxidante (+80%) do que os obtidos no iogurte controle, resultados semelhantes 

ao deste estudo (MARCHIANI et al., 2016). 

Em sorvete probiótico suplementado com polpa de butiá (Butia odorata), foi 

verificada inibição de 17,6 ± 1,1% do radical DPPH, a uma concentração de 30% da 

polpa (CRUXEN et al., 2017). Potencial este, semelhante ao verificado para YPA, 

considerando que o iogurte foi suplementado com apenas 4% de EA. O potencial 

antioxidante observado em YPA poderá inibir ou inativar a ação dos radicais, 

auxiliando na prevenção e tratamento de doenças, como por exemplo, 

neurodegenerativas (SILVA et al., 2022), aterosclerose, enfisema e câncer 

(HAYASHI e IGUCHI, 2010). 

  Na sequência, os resultados das análises de viabilidade da bactéria 

probiótica L. lactis R7, e aceitação sensorial, referem-se ao iogurte referente ao 

tratamento YPA. 
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 5.3.3 Viabilidade do probiótico em YPA sob armazenamento e após o 

trânsito gastrointestinal (TGI) in vitro 

A viabilidade de L. lactis R7 em YPA durante 21 dias de armazenamento sob 

refrigeração está apresentada na Figura 2.  
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Figura 2. Viabilidade de L. lactis R7 em iogurte contendo probiótico e extrato de araçá 

vermelho (YPA), durante 21 dias de armazenamento em refrigeração. ****p<0,0001 para 
efeito tempo. 

É possível observar que L. lactis R7 adicionada no tratamento YPA 

apresentou redução das células viáveis durante o período de 21 dias de 

armazenamento em refrigeração (~ 4 ºC) (Figura 2). O decréscimo ocorrido, no 

período, foi de 3,47 log UFC g-1, sendo que L. lactis R7 variou de 8,96 log UFC g-1 no 

dia 0 (zero) para 5,49 log UFC g-1 no 21º dia, no entanto, aos 14 dias a viabilidade 

estava em 6,05 log UFC g-1. 

No iogurte, a viabilidade dos probióticos pode ser afetada por componentes 

alimentares, como açúcares, proteínas, gorduras, minerais, vitaminas, agentes 

aromatizantes, aminoácidos e antioxidantes; fatores relacionados ao 

processamento, como tratamentos térmicos, homogeneização e temperatura de 

fermentação; e fatores microbiológicos, como tipo de cepas e nível de inóculo 

(MEYBODI et al., 2020). 

É relatado ainda, que a adição de material à base de frutas como suco ou 

polpa pode afetar negativamente o crescimento e a viabilidade de bactérias 

probióticas em produtos alimentícios devido à acidez e à presença de compostos 
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antimicrobianos, o que pode explicar a redução da viabilidade de L. lactis R7 ao 

longo dos 21 dias de armazenamento (BURITI et al., 2007). 

Em leite fermentado com Lactobacillus acidophilus La-5 e suplementado com 

extrato de tâmara, também foi verificada redução na viabilidade do probiótico, de 

8,16 log UFC g-1 no tempo 0, para 6,44 log UFC g-1 após 14 dias de armazenamento 

a 4 °C (ABDOLLAHZADEH et al., 2018). 

Para conferir benefícios à saúde, recomenda-se no momento do consumo do 

alimento, uma concentração de bactérias probióticas, acima de 6 log UFC g-1 de 

produto (PAPADOPOULOU et al., 2018). Entretanto, não significa que ao consumir 

um alimento com concentração inferior de determinada bactéria probiótica, a sua 

ação esteja inviabilizada, segundo Fontana et al. (2013), essa concentração mínima 

garantirá que a bactéria supere as barreiras do trato gastrointestinal (TGI), e possa 

colonizar o intestino, o sítio de ação da bactéria, comportamento esse que é 

dependente da cepa utilizada. 

Durante a passagem pelo trânsito no trato gastrointestinal simulado, L. lactis 

R7 não sofreu alterações (Tabela 5), mantendo uma alta viabilidade de 8,69 ± 0,075 

log UFC g−1 ao atingir a porção intestinal.  

Essas bactérias produzem concentrações de exopolissacarídeos durante o 

crescimento, o que pode ser essencial para a sobrevivência destas, com efeito 

protetor contra a acidez extrema ou em contato com sais biliares do intestino (BOKE 

et al., 2010). Ainda, a gordura do leite pode ter um efeito protetor ao redor das 

células, e a fração lipídica contribui para a biossíntese de ácidos graxos 

concentrados ao redor da membrana plasmática probiótica (FLORENCE et al., 2016; 

VERRUCK et al., 2015), sendo assim, o iogurte é um produto considerado o mais 

adequado transportador de probiótico (TERPOU et al., 2019). 

Tabela 5. Viabilidade de L. lactis subsp. lactis R7 em iogurte funcional diet com 

extrato de araçá, em trato gastrointestinal simulado. 

Fase L. lactis subsp. lactis R7 (log UFC g-1) 

Antes da fase gástrica (BG) 8,38 ± 0,145ª 

Gástrica (G) 8,67 ± 0,095ª 

Duodeno (D) 8,55 ± 0,070ª 

Íleo (I) 8,69 ± 0,075ª 
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Médias (n=3) seguidas da mesma letra minúscula na linha não diferem entre si pelo teste de 
Tukey (p<0,05). Resultados expressos em média ± desvio padrão.  

 A contagem de L. lactis R7 foi semelhante ao verificado por Prestes et al., 

(2021), que avaliaram a viabilidade do probiótico Bifidobacterium animalis subsp. 

lactis BB-12 presente em leite fermentado probiótico com adição de polpa de 

guabiroba. Não foi verificada diminuição na contagem após o processo digestivo, 

sendo a contagem inicial de 9,29 ± 0,09 log UFC g-1 e a final de 9,41 ± 0,08 log UFC 

g-1, assim como verificado neste estudo. Desta forma, L. lactis R7 mostrou-se 

resistente às condições do TGI, mantendo superior concentração, quando 

relacionada aos estudos que evidenciam a necessidade de uma concentração, de 

pelo menos, 6 log UFC g-1 ou mL-1do probiótico no alimento (COSTA et al., 2019). 

Em relação à qualidade microbiológica, o iogurte YPA demonstrou resultados 

satisfatórios, segundo os parâmetros microbiológicos estabelecidos pela legislação 

brasileira (BRASIL, 2022). 

5.3.4 Análise sensorial 

A avaliação sensorial foi realizada a fim de verificar o aroma, cor, sabor e 

textura de YPA. No total, foram 100 avaliadores não treinados. O índice de 

aceitabilidade (IA) dos atributos de YPA avaliados é considerado muito bom, tendo 

em vista que, todos os parâmetros tiveram IA superior a 80%, além do mais um 

produto é considerado aceitável desde que obtenha um índice ≥ 70% (DUTCOSKY, 

1996). O maior IA foi para aroma (96,1%), seguido de sabor (86,7), cor (83,7) e 

textura (81,1%). 

 Foi ainda, realizado o teste de intenção de compra para o iogurte YPA, onde 

81% dos avaliadores relataram que certamente ou provavelmente comprariam o 

produto. 

Embora YPA tenha apresentado nível mais elevado de acidez em relação aos 

demais tratamentos sem a adição de extrato de araçá, houve boa aceitabilidade do 

consumidor. A adição de frutas pode levar a um maior teor de açúcar natural do 

iogurte, levando a uma maior aceitação do consumidor, porém Şengül et al. (2012), 

observaram quanto ao aspecto global uma maior aceitabilidade para o iogurte 

contendo polpa de fruta azeda.  

Hoje, muitos consumidores buscam produtos mais saudáveis, com teor 

reduzido de açúcares e propriedades funcionais. Normalmente, os iogurtes 
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adoçados podem conter entre 10 e 13% de açúcar adicionado (MOORE et al., 

2020). Estudo que avaliou amostras de iogurte preparadas com sacarose e 

adoçantes naturais como o xilitol demonstrou que o iogurte preparado com xilitol (10 

g / 100 g), obteve o maior índice para o atributo sabor (CHADHA et al., 2022). O 

iogurte avaliado neste estudo foi adoçado com xilitol, que quando adicionado em 

iogurtes como substituto da sacarose, tem bom poder adoçante (GASMI 

BENAHMED et al., 2020). 

Produtos de iogurte comercializados no Reino Unido, por exemplo, reduziram 

pelo menos 13% do teor médio de açúcar em 2 anos. No Brasil com a mudança 

atual na legislação da rotulagem de alimentos (RDC n° 429 / 2020), onde constará 

uma lupa alertando sobre o alto teor de açúcar e uma tarja preta com informação do 

produto, será urgente a demanda por novos produtos com menor adição de açúcar. 

5.4  CONCLUSÃO 

O iogurte funcional dietético com adição de extrato de araçá vermelho e 

Lactococcus lactis R7 tem potencial como veículo de probióticos e compostos 

bioativos. Os parâmetros físico-químicos apresentados foram adequados, com teor 

mais elevado de sólidos solúveis totais, carboidratos e proteínas, e menor 

quantidade de gordura, se comparado aos demais tratamentos (sem adição do 

extrato de araçá). Além disso, apresentou elevado teor de compostos fenólicos e 

antocianinas, e maior atividade antioxidante, demonstrando a influência da adição de 

extrato de araçá vermelho.  

Lactococcus lactis R7 resistiu à passagem pelo trato gastrointestinal, 

indicando sua viabilidade em YPA após o processo de digestão, e manteve no 

produto a viabilidade em 14 dias de armazenamento em refrigeração.  

O iogurte YPA teve uma ótima aceitação, com maior IA para aroma (96,1%) 

entre os atributos avaliados, provavelmente, influenciada pela adição do extrato de 

araçá, e consequente aumento dos sólidos solúveis totais. 
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6 CAPITULO 4  

Iogurte suplementado com probiótico Lactococcus lactis R7 e extrato de araçá 

vermelho no tratamento de camundongos C57BL/6 induzidos à diabetes tipo 2 
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Resumo 

O aumento na prevalência de doenças crônicas não transmissíveis, como diabetes 

tipo 2, tem incentivado o desenvolvimento de alimentos mais saudáveis e que 

proporcionem benefícios à saúde. Psidium cattleianum Sabine (Myrtaceae), 

popularmente conhecido como araçá, já demonstrou bioatividades, que podem estar 

relacionadas ao alto teor de vitamina C e antioxidantes. Além disso, evidências 

sugerem que existam associações favoráveis entre o consumo de probióticos e o 

perfil metabólico entre indivíduos com diabetes, devido principalmente, a efeitos 

intraluminais. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antihiperglicêmico 

de iogurte suplementado com o probiótico Lactococcus lactis subsp. lactis R7 (L. 

lactis R7) e extrato de araçá vermelho, em ensaio in vivo, utilizando como modelo 

biológico, camundongos C57BL/6 adultos, e avaliando parâmetros de estresse 

oxidativo (espécies reativas de oxigênio, tióis não proteicos e substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico), teste de tolerância a glicose e teste de tolerância a insulina, 

hemograma e perfil bioquímico. Os animais alimentados com dieta padrão (grupo 

saudável) e dieta hipercalórica (induzidos à DM2) foram tratados com iogurte (I), 

iogurte e probiótico (IP), iogurte e extrato de araçá (IA), iogurte com probiótico e 

extrato de araçá (IPA), e com soro fisiológico (controle). Não foi observada diferença 

para os parâmetros de estresse oxidativo em nenhum dos tratamentos. Os 

tratamentos I, IA e IPA foram efetivos na redução da glicemia em 60 minutos no 

TTG, indicando que estes animais foram afetados positivamente, evitando o risco de 

desenvolver resistência à insulina. Os tratamentos contendo araçá e a bactéria 

probiótica L. lactis R7, afetaram positivamente os níveis glicêmicos, de triglicérides, 

colesterol total, LDL e VLDL dos camundongos. Isso indica que a formulação do IPA, 

poderá ser promissora para a população que busca um alimento funcional, e que 

forneceça benefícios à saúde. 

 

Palavras-chave: Psidium cattleianum Sabine, estreptozotocina, glicemia, in vivo. 

 

 

 



66 
 

6.1 Introdução 

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma doença caracterizada por hiperglicemia 

resultante de defeitos na secreção de insulina, ação de insulina ou ambos. A 

hiperglicemia crônica da DM2 está associada a complicações em longo prazo, como 

hipertensão e anormalidades do metabolismo das lipoproteínas, causando incidência 

aumentada de doença aterosclerótica cardiovascular, periférica arterial e 

cerebrovascular (HUANG et al., 2020). O aumento na prevalência de diabetes é 

definido como um dos desafios mais importantes para os sistemas de saúde nos 

próximos anos (KAISER et al., 2018). 

Evidências apontam que as doenças crônicas não transmissíveis, como 

diabetes, podem ser largamente prevenidas por meio de ações de promoção de 

saúde. Devido a isso, o interesse da população acerca de alimentos mais saudáveis 

e que proporcionem benefícios à saúde é uma demanda crescente (SINGH e JAYA, 

2021). 

O consumo de alimentos ricos em compostos antioxidantes está 

consistentemente, correlacionado a uma incidência reduzida de DM2 (FUSTER et 

al., 2021). Ainda, a inibição das enzimas digestivas α-amilase e α-glicosidase por 

extratos de frutas contendo quantidades elevadas de compostos fenólicos, podem 

atenuar profundamente os níveis pós-prandiais da glicose sanguínea (PEREIRA et 

al., 2020). Psidium cattleianum Sabine (Myrtaceae), popularmente conhecido como 

araçá, já demonstrou bioatividade, como antioxidante, anticâncer, antidiabética, anti-

inflamatória, anti-idade e antimicrobiana, que pode estar relacionada ao alto teor de 

vitamina C e antioxidantes, podendo ser valioso para a indústria farmacêutica e de 

alimentos (PEREIRA et al., 2018). 

Além dos compostos bioativos presentes nos alimentos, um crescente corpo 

de evidências sugere que existam associações favoráveis entre o consumo de 

probióticos e o perfil metabólico entre indivíduos com diabetes (KASINSKA e 

DRZEWOSKI, 2015). Vários são os benefícios proporcionados pelo consumo de 

probióticos, incluindo atividade antimicrobiana contra patógenos intestinais, 

modulação do sistema imunológico, redução dos níveis de colesterol e glicose 

sanguíneos, redução nos níveis inflamatórios, prevenção de alguns tipos de câncer, 

e melhora do desequilíbrio microbiano (AMBALAM et al., 2016; ORLANDO et al., 

2020; PONTES et al., 2021). 
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Os mecanismos sugeridos entre o consumo de probióticos e a atividade 

antihiperglicêmica, envolvem principalmente efeitos intraluminais, diretos na mucosa 

intestinal e na modulação da microbiota (DUAN et al., 2015; STENMAN et al., 2015). 

Contudo, devido às crescentes pesquisas acerca das propriedades bioativas de 

compostos presentes em alimentos, assim como das bactérias com potencial 

probiótico, são necessários mais estudos para o desenvolvimento de produtos 

alimentícios que forneçam benefícios à saúde do consumidor. Porém, para o 

desenvolvimento e caracterização de novos produtos, é necessário que ocorra 

experimentos que comprovem essa alegação funcional, e os modelos de 

experimentação animal constituem uma importante ferramenta para essa pesquisa.  

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial hipoglicêmico de iogurte 

suplementado com o probiótico Lactococcus lactis subsp. lactis R7 (L. lactis R7) e 

extrato de araçá vermelho, em ensaio in vivo, utilizando camundongos C57BL/6. 

6.2. Material e Métodos 

6.2.1Animais e procedimentos experimentais 

O experimento foi aprovado pelo Comitê de Ética e Experimentação Animal 

da Universidade Federal de Pelotas, Brasil (CEEA 18783-2020). Foram utilizados 

camundongos C57BL/6 machos e fêmeas, provenientes do Biotério Central da 

Universidade Federal de Pelotas, e mantidos em gaiolas, em ambiente com controle 

de temperatura (19 ± 2 °C), luz (12:12 horas ciclo escuro/claro) e água ad libitum. 

Setenta e dois (n=72) animais, com dois meses de idade, foram divididos em dois 

grupos: Grupo saudável e Grupo induzido à diabetes tipo 2 (Figura 1). Cada grupo 

recebeu cinco tratamentos por gavagem: controle (soro fisiológico); iogurte - I; 

iogurte + araçá - IA; iogurte + probiótico - IP; iogurte + araçá + probiótico - IPA. 
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Figura 3. Experimento in vivo representando os dois grupos de animais e respectivos 

tratamentos 

Para o desenvolvimento de diabetes no grupo induzido à DM2, foi 

administrada dieta hipercalórica (10 meses) e uma injeção intraperitoneal de 

estreptozotocina (STZ) (150 mg/kg de peso, dividido em duas doses, sendo a 

primeira após 3 meses, e a segunda após o quinto mês).  

A composição da dieta hipercalórica administrada para o grupo induzido à 

DM2 consistiu em 25% de ração padrão + 34% de leite condensado + 23% de amido 

de milho + 8% de sacarose + 10% de lipídios. Essa mistura era elaborada uma vez 

por semana, durante todo o período experimental, com textura sólida e seca, 

formando tabletes. Enquanto que para o grupo saudável, era administrada apenas 

ração padrão. Após a indução ao DM2 (10 meses), foi iniciado o tratamento com o 

iogurte, por gavagem, durante 30 dias.  

Para a formulação do iogurte, o leite UHT integral foi fermentado com 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus (~7 log 

UFC/g) e após interrompida a fermentação (pH 4,5-4,6), foi suplementado com L. 

lactis R7 (12 log UFC.g-1) (0,1%); extrato de araçá vermelho AC87 (4%), de acordo 

com os respectivos tratamentos, sendo todos os tratamentos adoçados com xilitol 

(4,6%), armazenados sob refrigeração (~ 4 °C). 

Lactococcus lactis subsp. lactis R7 foi isolado de ricota, identificado 

molecularmente (acesso KF87912.6) em estudos anteriores (dados não publicados). 

O extrato de araçá vermelho foi preparado utilizando etanol 95% (1:4, p/v), a partir 

da polpa/casca do fruto. Os homogeneizados (Ultra-turrax® IKA® 

WerkeGmbHandCo) foram centrifugados (Eppendorf), o sobrenadante coletado e, 

em seguida, concentrados por evaporação à vácuo (Rotavapor® R II Marca Buchi), 

até a eliminação total do etanol, congelados e, posteriormente liofilizados.  

6.2.2 Teste de tolerância à glicose (GTT) e teste de tolerância à insulina (ITT) 

Ao final do experimento (indução ao DM2 + tratamento = 11 meses), a 

glicemia de jejum foi avaliada (jejum de 4 horas) por meio de glicosímetro (Accu-

ChekPerforma, Roche, São Paulo, Brasil). Em seguida, 2 g de glicose/kg de peso 

corporal foram injetados intraperitonealmente e o sangue da veia da cauda foi 

coletado novamente aos 15, 30 e 60 minutos, para medir os níveis de glicose. Para 

ITT, a glicemia foi avaliada (jejum de 4 horas) e após, a insulina (0,5U / kg de peso 
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corporal (Novolin Regular, Novo Nordisk, São Paulo, Brasil) foi administrada por via 

intraperitoneal e amostras de sangue da cauda foram obtidas aos 15, 30 e 60 

minutos, para avaliar os níveis de glicose no sangue. Os resultados foram expressos 

pela taxa constante de decaimento da glicose (KITT), índice que corresponde à 

queda da glicose expressa em % / minuto. Quanto maior o KITT, maior a 

sensibilidade à insulina. 

6.2.3 Eutanásia 

Os animais foram submetidos a um jejum de 4 horas e, posteriormente, 

sedados com isoflurano e eutanasiados por punção cardíaca, seguindo os princípios 

éticos da experimentação animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (COBEA, 2004). Os órgãos foram retirados, pesados e armazenados a -80 

°C, para posterior análises.  

6.2.4 Ensaios ex-vivo 

6.2.4.1 Análises de Estresse Oxidativo 

As análises de estresse oxidativo foram realizadas a partir do fígado dos 

camundongos, utilizando 0,06 g de tecido homogeneizados em 150 µL de tampão 

fosfato pH 7,4, e centrifugadas. O sobrenadante foi ainda, diluído em 1:10 em 

tampão fosfato pH 7,4 para posteriores análises. 

6.2.4.1.1 Níveis de Espécies Reativas (ERO)  

Os níveis de ERO foram determinados por um método espectrofluorimétrico, 

usando o ensaio de 2',7'-diclorofluoresceindiacetato (DCHF-DA). A oxidação de 

DCHF-DA para diclorofluoresceína fluorescente (DCF) foi medida para a detecção 

de ERO intracelular. A emissão de intensidade de fluorescência DCF foi registrada 

em 520 nm (com excitação de 480 nm), 60 minutos após a adição de DCHF-DA ao 

meio (fluorômetro Shimadzu RF-5301 PC) (LOETCHUTINAT et al., 2005). Os níveis 

de ERO foram expressos por fluorescência DCF unida. 

6.2.4.1.2 Níveis de Espécies Reativas de Ácido Tiobarbitúrico 

(TBARS) 

Os níveis de TBARS foram usados como medida de peroxidação lipídica e 

foram determinados de acordo com um método previamente descrito (OHKAWA et 
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al., 1979). Uma alíquota do sobrenadante foi adicionada à mistura reacional: ácido 

tiobarbitúrico (0,8 %), dodecil sulfato de sódio e ácido acético (pH 3,4), e incubada a 

95ºC por 1 hora. A absorbância foi medida a 532 nm. Os resultados foram expressos 

como nmol de malondialdeído (MDA) / mg de proteína.   

6.2.4.1.3Tióis Não Proteicos (NPSH) 

Os níveis de NPSH foram determinados pelo método de Ellman (1959). Este 

método é utilizado para avaliar os níveis de defesas antioxidantes não enzimáticas. 

O sobrenadante foi misturado (1:1, volume / volume) com 10 % de ácido 

tricloroacético (TCA). Os tubos foram centrifugados a 900 x g por 10 minutos. Em 

seguida, o pellet de proteína foi descartado e os grupos de tiol livre (SH) foram 

determinados no sobrenadante. Adicionou-se uma alíquota do sobrenadante a 

tampão fosfato de potássio 1 M pH 7,4 e ácido 5,5'ditiobis-(2-nitrobenzóico) 10 mM 

(DTNB). A reação de cor foi medida a 412 nm em um espectrofotômetro. Os níveis 

de NPSH foram expressos como nmol NPSH / g de tecido. 

6.2.4.1.4 Quantificação de Proteínas 

A concentração de proteína foi medida pelo método de Bradford (1976), 

usando albumina de soro bovino (1 mg . mL-1) como padrão. Os resultados obtidos 

serviram de base para o cálculo das demais dosagens. 

6.2.4.2 Perfil Bioquímico 

O sangue total dos camundongos foi coletado por punsão cardíaca e 

transferido para tubos Vacutainer® (BD Diagnostics, Plymouth, UK) contendo EDTA. 

Após, os tubos foram centrifugados a 2500 rpm por 15 minutos. O plasma foi 

separado e utilizado na avaliação dos parâmetros bioquímicos utilizando kits 

comerciais da marca Labtest (Minas Gerais, Brazil), no analisador automático Cobas 

MIRA® (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). Os parâmetros mensurados no 

estudo foram: colesterol total, lipoproteína de alta densidade (HDL), lipoproteína de 

baixa densidade (LDL), triglicérides, aspartato aminotransferase (AST), alanina 

aminotransferase (ALT) e glicemia de jejum. 

6.2.4.3 Análise Estatística 

A análise estatística foi realizada por meio de two-way ANOVA seguida do 

teste de Tukey. Para comparação de apenas dois grupos, foi usado o teste t-
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Student. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. Para os testes de 

tolerância à glicose e à insulina foram feitas análises comparando cada tempo nas 

curvas. Para o teste de sensibilidade à insulina foi usado adicionalmente a constante 

de decaimento de glicose (KITT) entre os tempos 0 e 15 minutos após a injeção de 

insulina. 

6.3. Resultados e discussão 

Não houve diferença estatística entre as fêmeas saudáveis e as induzidas à 

DM2 no peso inicial, final e no ganho de peso. Também não foi verificada diferença 

entre estes grupos no consumo médio de ração e CEA. Os camundongos machos 

saudáveis apresentaram peso inicial superior aos induzidos à DM2 (p < 0,05), porém 

o ganho de peso mensal foi menor (p < 0,05), o que resultou em um peso final sem 

diferença entre os grupos. O consumo médio de ração e CEA não diferiram entre os 

grupos. 

Tabela 6. Consumo de ração, peso inicial e final, ganho de peso e CEA dos grupos 

de animais saudáveis e induzidos à DM2 

 

Parâmetros 

Grupos de animais do estudo 

Saudáveis 

(n=36) 

Induzidos à 

DM2 

(n=36) 

P 

 Fêmeas 

Peso inicial (g) 20,49±0,51 20,17±0,30 0,614 

Peso final (g) 25,17±0,48 26,33±1,45 0,419 

Ganho de peso mensal (g) 0,58±0,31 0,77±0,41 0,613 

Ganho de peso total (g) 4,62±0,53 6,16±1,26 0,340 

Consumo médio de ração (g) 80,81±1,42 91,25±5,21 0,056 

CEA  0,006±0,00 0,007±0,00 0,463 

 Machos 

Peso inicial (g) 26,92±0,49 23,38±0,69 <0,050 

Peso final (g) 32,67±0,61 33,83±1,35 0,498 

Ganho de peso mensal (g) 0,48±0,41 2,01±0,23 <0,050 

Ganho de peso total (g) 5,74±0,57 10,46±1,69 0,055 

Consumo médio de ração (g) 70,4±1,64 73,15±1,24 0,225 

CEA 0,009±0,00 0,01±0,00 0,079 

Valores representados em média ± erro padrão da média. CEA: Coeficiente de Eficiência 
Alimentar. Teste t Pareado. 
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Figura 4. Ganho de peso (média ± desvio padrão) dos grupos saudável e induzidos à DM2. 
Regressão linear. ANOVA de duas vias, pós-teste de Bonferroni. 

A modificação da dieta padrão comercial para roedores a partir da adição de 

alimentos mais calóricos, entre eles banha, leite condensado e açúcar, apresentou 

boa aceitação pelos camundongos, sendo capaz de elevar o peso corporal em 

níveis superiores aos que recebiam apenas ração padrão, para os machos. Porém, 

este aumento alterou apenas parcialmente alguns parâmetros avaliados neste 

estudo, especialmente no que se refere ao colesterol e triglicerídeos.  

A densidade energética da dieta hiperlipídica é maior que a dieta padrão e 

apesar de o consumo ter sido semelhante nos dois grupos, o ganho ponderal dos 

machos induzidos à DM2 foi superior aos saudáveis. 

6.3.1 Teste de tolerância à glicose (TTG) 

O teste de tolerância à glicose (TTG) é utilizado para determinar a capacidade 

de manter a glicemia em homeostase, medindo principalmente a capacidade de 

captação de glicose pelos tecidos e a capacidade do pâncreas de secretar insulina, 

após a injeção de uma elevada quantidade de glicose.  

Na figura 3 está disposto os resultados obtidos no TTG das fêmeas e machos, 

respectivamente, dos grupos saudável e induzidos à DM2, os quais receberam os 

tratamentos I, IP, IA, IPA e o controle. O TTG baseia-se em fornecer uma 

sobrecarga de glicose em um curto espaço de tempo, quantificando o tempo 

necessário para que a glicemia retome seus níveis basais. 

 No grupo de fêmeas saudáveis é possível observar que no tempo 0, o 

tratamento IP demonstrou níveis inferiores de glicemia quando comparados aos 
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tratamentos I (p <0,0486) e IA (p <0,0441), e não diferiu de IPA. Já no grupo 

induzido à DM2, não foi verificada diferença significativa entre os tratamentos no 

tempo 0, assim como em 15 minutos.  

 No tempo de 30 minutos, os resultados do grupo saudável não demonstraram 

diferença significativa entre os tratamentos e o controle, já no grupo das fêmeas 

induzidas à DM2, o tratamento I apresentou glicemia inferior ao tratamento IP (p 

<0,0360). Ao final, no tempo de 60 minutos, foi possível verificar diferença apenas 

entre os tratamentos IA e IP do grupo induzido à DM2, onde se observou níveis 

menores de glicemia em IA (p < 0,0383), os quais não diferiram dos tratamentos I e 

IPA. 
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Figura 5. Teste de tolerância a glicose (TTG) em camundongos fêmeas e machos saudáveis 
e induzidos à DM2, nos tratamentos iogurte (I), iogurte+araçá (IA), iogurte+probiótico (IP) e 
iogurte+araçá+probiótico (IPA) e controle, no período de até 60 minutos. Valores de p < 0,05 
foram considerados significativos para os mesmos tempos entre tratamentos no mesmo 
grupo. 

 

 Em camundongos machos não foi verificada diferença significativa no tempo 0 

e 15 minutos entre os tratamentos tanto no grupo saudável, quanto no grupo 
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induzido à DM2. Já no tempo de 30 minutos, tratamento I demonstrou glicemia 

inferior aos animais que receberam o tratamento IP, nos animais induzidos à DM2. E 

no tempo de 60 minutos, IA demonstrou níveis glicêmicos menores que IP nos 

induzidos. 

6.3.2 Teste de tolerância à insulina (ITT) 

A contribuição da sensibilidade à insulina para a intolerância à glicose foi 

investigada pela determinação do decaimento da glicose plasmática em função do 

tempo após a injeção de insulina. Esta medida da sensibilidade à insulina de todo o 

corpo, pode ser expressa pela taxa constante de decaimento da glicose (KITT), onde 

valores maiores indicam maior sensibilidade geral à insulina. Neste estudo não 

foram verificadas diferenças significativas entre os tratamentos para todos os 

grupos, tanto fêmeas quanto machos. 
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Figura 6. Índice de decaimento da glicose (Kitt) em camundongos fêmeas e 
machossaudáveis e induzidas à DM2, nos tratamentos (I), iogurte+araçá (IA), 
iogurte+probiótico (IP) e iogurte+araçá+probiótico (IPA) e controle. 

 

O tratamento com extratos de folhas de Psidium x durbanensis Baijnath & 

Ramcharunined (Myrtaceae) hidrometanólicas, melhorou a tolerância à glicose, a 
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resistência à insulina e as enzimas antioxidantes, mas não a insulina plasmática em 

animais diabéticos em comparação com os controles, respectivamente (MBARA et 

al., 2022). Os autores relacionam essas atividades com os fitoconstituintes bioativos 

presentes na planta, como ácidos orgânicos, álcoois, vitaminas, terpenoides e 

ésteres, encontrados nos extratos.  

Ainda, Viana et al. (2022) verificaram que os probióticos e principalmente, os 

simbióticos, exercem atividade de redução da resistência insulínica, níveis de 

insulina sérica e glicose plasmática. Porém, neste estudo, o mesmo não foi 

observado, indicando que a presença do extrato de araçá juntamente com a bactéria 

probiótica, não manteve a mesma eficácia. 

6.3.3 Estresse Oxidativo 

Os níveis de TBARS, NPSH e ERO estão representados na figura 4, e foram 

utilizados como marcadores do estresse oxidativo no fígado dos camundongos 

tratados com I, IA, IP e IPA. Os tratamentos dos grupos saudáveis e induzidos à DM2 

não influenciaram nos níveis dos marcadores avaliados (p>0,05).  

Nos níveis de lipoperoxidação hepática, avaliada por TBARS, foi verificada 

diferença significativa apenas para os machos do controle do grupo induzido à DM2, 

que demonstrou níveis superiores deste marcador ao controle saudável, indicando 

maior estresse oxidativo nos animais que receberam a dieta hipercalórica. 

O grupo de tióis não-proteicos (NPSH), compreendem um mecanismo 

antioxidante não-enzimático, e é representado, principalmente, pela glutationa 

reduzida. Semelhante ao observado para TBARS, os níveis deste marcador se 

mostraram superior para I do grupo de fêmeas induzidas à DM2. Já as fêmeas 

saudáveis demonstraram níveis de EROs superiores às induzidas à DM2 no 

controle. 
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Figura 7. Efeitos do tratamento de iogurte (I), iogurte+probiótico (IP), iogurte+araçá (IA) e 
iogurte+araçá+probiótico (IPA) e controle em grupos saudáveis e induzidos à DM2, nos 
níveis de espécies reativas de oxigênio (ERO), níveis de lipoperoxidação (TBARS) e níveis 
de tióis não proteicos (NPSH) em fígado de camundongos. *Diferença significativa entre os 
grupos, para cada tratamento. Valores de p < 0,05 após teste de Sidak. 

  

O desequilíbrio entre os níveis de antioxidantes e pró-oxidantes resulta no 

estresse oxidativo, podendo ocorrer a degradação de estruturas biológicas essenciais 

para o funcionamento orgânico celular e proporcionar o desenvolvimento ou 

agravamento de doenças (VELLOSA et al., 2021). Os antioxidantes por sua vez, 

eliminam os radicais livres para reduzir este estresse. O extrato de araçá utilizado na 

formulação do iogurte desenvolvido neste estudo foi caracterizado anteriormente 

quanto à atividade antioxidante in vitro, e verificou-se um grande potencial frente a 

captura de radicais livres (PEREIRA et al., 2020). Porém, neste estudo, com o 
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percentual de 4% adicionado ao produto, não foi observada diferença significativa 

entre os tratamentos que continham extrato de araçá e os demais. 

6.3.4 Análises bioquímicas 

 Os resultados obtidos para avaliação do perfil bioquímico dos animais do 

grupo saudável e do grupo induzido à DM2 estão apresentados na Tabela 7. A 

glicemia de jejum encontra-se dentro dos parâmetros normais em ambos os grupos. 

Entretanto, é possível verificar que no grupo saudável, as fêmeas que receberam os 

tratamentos I, IA e IPA, apresentaram glicemia menor quando comparados aos 

tratamentos IP e controle. Já no grupo induzido à DM2, IP demonstrou glicemia 

inferior à IPA, I e controle. Em machos saudáveis, o tratamento IP também 

demonstrou glicemia inferior aos tratamentos de IPA e I, corroborando com os 

resultados observados nos animais induzidos à DM2, onde IP demonstrou glicemia 

inferior a IPA e ao controle. 

 A glicemia foi menor no grupo saudável para o tratamento IPA e controle nas 

fêmeas, e no controle nos camundongos machos. 

Os tratamentos com a presença do probiótico e/ou do extrato de araçá 

demonstraram redução dos índices de triglicérides. Nas fêmeas, o tratamento IPA 

demonstrou quantidade inferior dentre os demais, no grupo saudável. E no grupo 

induzido à DM2, os tratamentos IP e IA demonstraram maior redução desta gordura, 

quando comparado ao controle. Nos machos saudáveis, os índices não diferiram 

entre os tratamentos; já no grupo induzido à DM2, o tratamento IP demonstrou 

diferença entre os demais tratamentos, indicando que foi mais efetivo na redução 

dos níveis de triglicérides no sangue. 

Entre os grupos saudáveis e induzidos à DM2 nas fêmeas, os tratamentos IP, 

IA e IPA tiveram uma redução mais acentuada dos níveis de triglicérides no grupo 

induzido. 

No grupo de fêmeas saudáveis, os tratamentos IP e IA reduziram em 

aproximadamente 56 e 35% os níveis de colesterol total, respectivamente, e no 

grupo induzido à DM2, IPA reduziu em 55%. O tratamento IA também foi efetivo nos 

machos saudáveis, com uma redução de 42% em relação ao controle, e os 

induzidos à DM2, IPA demonstrou uma redução de quase 51% nos níveis, indicando 

que a relação do extrato de araçá e/ou combinado com o probiótico, pode auxiliar na 

redução dos níveis de colesterol sanguíneo. As fêmeas tratadas com IP e IA, e o 
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controle demonstraram níveis inferiores desta gordura no grupo que recebeu a dieta 

padrão. Níveis mais elevados da fração HDL foram verificados para o tratamento IP, 

nas fêmeas do grupo saudável. Já nos machos, não se verificou diferença entre os 

tratamentos e o controle. E entre os grupos, os machos induzidos à DM2 

demonstraram níveis superiores de HDL no tratamento I e controle, que os 

saudáveis. 

A fração LDL nas fêmeas saudáveis demonstrou quantidades inferiores no 

tratamento IP, e no grupo induzido à DM2 todos os tratamentos foram efetivos em 

comparação ao controle, principalmente os tratamentos contendo extrato de araçá, 

evidenciando uma redução de quase 60% nos níveis de LDL. Para os machos 

saudáveis, o tratamento IA foi, também, mais efetivo na redução dos níveis de LDL 

no sangue, seguido de IPA. O mesmo foi verificado para o grupo induzido à DM2, 

onde os tratamentos mais efetivos foram IA e IPA, com uma redução de 50% e 55%, 

respectivamente. Os tratamentos IP e IA no grupo saudável demonstraram níveis 

inferiores de LDL quando comparados ao grupo induzido à DM2 nas fêmeas, assim 

como nos machos, que os saudáveis apresentaram índices inferiores desta 

lipoproteína. 

Foi observada uma redução significativa nos níveis do colesterol VLDL nas 

fêmeas saudáveis, pelo tratamento IPA. E nas induzidas à DM2 todos os 

tratamentos foram efetivos, porém IP e IA demonstraram mais efetividade. Nos 

animais machos saudáveis, não foi verificada diferença significativa entre os 

tratamentos; já nos induzidos, IP demonstrou níveis inferiores de VLDL nos 

tratamentos comparados ao controle. E ainda, o grupo afetou os níveis de VLDL em 

IPA, onde se verificou teor menos elevado nos saudáveis. 

As enzimas ALT e AST são enzimas presentes nos hepatócitos e a elevação 

dos níveis no sangue podem ser indicadores de doença hepática. As fêmeas 

saudáveis que receberam o tratamento IPA apresentaram níveis inferiores de ALT, 

já nas induzidas à DM2, níveis inferiores foram observados no tratamento IP. Nos 

animais machos os níveis de ALT variaram em relação ao controle, onde apenas IA 

nos saudáveis, foi inferior; e nos induzidos, IP, IA e IPA demonstraram redução. 

Ainda, os níveis desta enzima foram superiores no grupo saudável quando 

comparada aos induzidos. 

Os menores índices de AST nas fêmeas saudáveis foram em I e IP; e nas 

induzidas à DM2, no tratamento IPA. Nos machos saudáveis, o valor de AST foi 
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menor em IP e nos induzidos à DM2, todos os tratamentos demonstraram níveis 

inferiores de AST quando comparados ao controle. Os níveis de AST foram 

superiores nos tratamentos do grupo saudável. 
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Tabela 7 – Perfil bioquímico comparando o efeito do tratamento com I, IP, IA e IPA e controle em grupos de camundongos 

saudáveis e induzidos à DM2 

 Fêmeas saudáveis Fêmeas induzidas à DM 2 

 Controle I IP IA IPA Controle I IP IA IPA 

Glicose (mg.dL-1) 77±4,24b* 71,2±1,69a 76,8±2,54b* 66,1±2,40a 62,7±3,25a* 94,8±2,00c 80,3±1,34b 60,9±1,55a 65,1±1,55ab 72,3±1,55b 

Triglicérides (mg.dL-1) 62,5±2,12c 52±2,89b 59,6±0,91bc* 62±1,48c* 41±2,96a* 68±1,41c 48,3±0,91b 37,5±0,70a 40,2±2,54a 51,5±2,12b 

Colesterol (mg.dL-1) 110±7,07b* 137,5±2,12c 59,1±4,54a* 72±2,82a* 130,3±5,23c* 185±4,94d 144±1,48c 158,8±1,65c 122,5±3,53b 82,1±3,04a 

HDL (mg.dL-1) 25±4,88b 30,6±4,88ab 43,5±2,12a 36,1±2,68ab 26,6±1,89ab 35,4±3,39a 29,1±3,39a 32,7±1,76a 26±2,82a 21,5±7,75a 

LDL (mg.dL-1) 72,4±0,84c* 94,4±4,90d 10,1±2,65a* 29,6±3,40b* 90,7±3,90d* 136±1,90d 104,3±1,90b 114,25±6,01c 89,2±3,05b 54,91±1,69a 

VLDL (mg.dL-1) 12,5±0,42c 10,4±0,60bc 11,9±0,18c* 12,4±0,29c* 8,18±0,59a* 13,6±0,28c 9,37±0,60b 7,5±0,14a 8,0±0,50ab 10,3±0,29b 

ALT (U.L-1) 27±1,41a* 49±2,79b* 45,5±2,12b* 76±4,24c* 21±2,86a* 109±2,80c 93,5±3,53b 26,5±3,53a 113±4,24c 92±2,82b 

AST (U.L-1) 143±4,24b 106±2,54a 103±1,41a 178±2,82c 214±5,65d 151,9±1,55b 164,2±3,88b 185±2,47c 187,3±3,74c 127,6±3,32a 

 Machos saudáveis Machos induzidos à DM2 

Glicose (mg.dL-1) 63±1,41a* 74±3,95b 61,4±2,26a 63,2±2,54a 73,4±1,97b 97,4±0,84c 69,6±2,33a 63,0±1,76a 70,5±1,20ab 72,5±0,70b 

Triglicérides (mg.dL-1) 50±2,82a* 53±2,82a 42,5±3,53a 48,1±3,04a 50±2,82a 64,5±3,53b 63±1,14b 41,5±2,12a 54,55±3,4b 56,5±4,94b 

Colesterol (mg.dL-1) 91,2±1,76b* 87,5±0,70b* 102±1,41b* 52,7±7,49a* 80±4,24b* 193±4,94c 147,1±5,86b 146±1,41b 101±1,48a 95,5±2,12a 

HDL (mg.dL-1) 20,75±3,18a* 20,2±3,95a* 22,3±2,40a 21,7±3,18a 17,2±2,54a 38,7±0,98a 32,1±2,68ab 31,7±3,25ab 22,2±2,53ab 21,7±3,25ab 

LDL (mg.dL-1) 65,2±1,13bc* 60,3±2,40bc* 72,2±3,11c* 30,9±4,34a* 52,6±1,97b* 145,6±1,97c 106,1±2,96b 104,8±6,78b 73,6±3,35a 64,8±1,13a 

VLDL (mg.dL-1) 10±1,69a* 10,6±0,56a 8,5±0,70a 9,63±0,60a 10±0,56a 12,9±0,70b 12,6±0,28b 8,3±0,42a 10,9±0,69b 11,3±0,98b 

ALT (U.L-1) 65±1,41b 122,5±2,12d* 86±2,83c* 50±1,41a* 78,5±3,53c* 71±1,41d 86±2,80e 44,5±2,12a 38,5±0,70a 55,5±2,12c 

AST (U.L-1) 166,5±4,95bc 172±2,82c* 21,5±0,70a* 155±1,41b 158,5±2,12b* 212,1±2,68d 117,5±3,53a 141,5±2,12b 156,5±4,94c 128±2,89ª 

I: iogurte; IP: iogurte probiótico; IA: iogurte com araçá; IPA: iogurte probiótico suplementado com extrato de araçá vermelho. Letras na 
mesma linha dentro de cada grupo são consideradas diferentes pelo teste de Tukey (p<0,0001). *Diferença significativa comparando o 
mesmo tratamento entre os grupos saudáveis e induzidos à DM2. Lipoproteína de alta densidade (HDL), lipoproteína de baixa densidade 
(LDL), aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT). 
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Cardoso et al. (2017), verificaram atividades anti-hiperglicêmica, 

antidislipidêmica e antioxidante para o extrato de araçá, após avaliarem in vivo, o 

efeito do consumo de extratos desta fruta durante 21 dias, frente a injeção de 

dexametasona - DEX (fármaco utilizado como indutor de hiperglicemia em animais). 

Outro estudo avaliou o efeito protetor e o potencial antioxidante do extrato de araçá 

em animais tratados com cisplatina. Após o tratamento, foi observada redução nos 

níveis de glicose, colesterol LDL e colesterol total, e ainda, melhora nos níveis de 

gordura no fígado (NORA et al., 2014). Assim como neste estudo, os tratamentos 

com extrato de araçá também influenciaram na redução dos níveis glicêmicos de 

fêmeas, saudáveis e induzidas à DM2.  

A inibição da digestão de carboidratos pela inibição da α-amilase e α-

glicosidase salivar e pancreática na borda em escova do intestino delgado, 

influenciando na inibição da absorção de glicose e estimulação da secreção de 

insulina é uma das principais evidências dos mecanismos de ação dos compostos 

polifenólicos, que estão bastante presentes no extrato de araçá, sob os efeitos 

hipoglicemiantes no organismo (HANHINEVA et al., 2010). Pereira et al. (2020), já 

demonstraram o potencial de inibição destas enzimas digestivas por extratos de 

araçá do mesmo genótipo utilizado neste estudo (AC87). 

Outro mecanismo de ação está relacionado a ativação da AMPK (proteína 

quinase ativada por adenosina monofosfato), que desempenha um papel crítico na 

proteção das células β pancreáticas contra a glicolipotoxicidade; inclusive, algumas 

drogas antidiabéticas como metformina e tiazolidinedionas (TZDs) são conhecidas 

por ativar a AMPK. Há relatos de que a quercetina, presente no araçá vermelho, 

inibiu o dano das células β pancreáticas induzidas por citocinas através da 

supressão da ativação do fator nuclear kappaB (NF-κB) nas células RINmF5 (KIM et 

al., 2007; CAI et al., 2009).  

Níveis elevados de triglicérides, colesterol total e colesterol LDL foram 

verificados neste estudo, no grupo que recebeu dieta hipercalórica para indução de 

DM2, e o tratamento IPA diminuiu significativamente estes índices, atuando assim, 

como potencial agente redutor de gordura sanguínea. A circulação aumentada de 

colesterol LDL e triglicérides no sangue altera a atividade das proteínas adiponectina 

e leptina, estando assim envolvidas em várias síndromes como esteatose da 

obesidade, diabetes e aterosclerose (O’CONNELL et al., 2010). Os altos níveis de 

triglicérides, colesterol total, colesterol LDL e baixos níveis de HDL no plasma são 
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fortemente associados ao aumento do risco de doença cardíaca coronariana 

(SCHNEIDER et al., 2011).  

Pereira et al. (2021) avaliaram a atividade inibitória in vitro da lipase em 

extratos de araçá AC87 (o mesmo acesso utilizado na presente pesquisa na 

formulação do iogurte – IA e IPA), e verificaram potencial inibição desta enzima, e de 

forma mais eficiente que o Orlistat (medicamento com ação inibidora da lipase). 

Também foi verificada quantidades elevadas de compostos fenólicos com ação 

antioxidante para o AC87. 

Além disso, a ação de bactérias probióticas está relacionada com atividades 

biológicas, como a redução dos níveis de colesterol e glicose sanguíneos 

(ORLANDO et al., 2020; PONTES et al., 2021). Barz et al. (2018) verificaram que L. 

rhamnosus (Lbl02) e Bifidobacterium (Bfl41) administradas por oito semanas em 

uma concentração de 109 UFC.g-1, reduziram a obesidade induzida pela dieta, 

acúmulo de gordura visceral e inflamação, concomitantemente com melhora da 

tolerância à glicose e sensibilidade à insulina. Ainda, aumentaram os marcadores de 

integridade intestinal em associação com mudanças seletivas na composição da 

microbiota intestinal. 

Alguns mecanismos de ação dos probióticos podem estar relacionados com 

este potencial, como a colonização e normalização de comunidades microbianas 

intestinais; exclusão competitiva de patógenos e produção de bacteriocinas; 

modulação das atividades enzimáticas relacionadas à metabolização de uma série 

de carcinógenos e outras substâncias tóxicas; e produção de ácidos graxos voláteis 

(PLAZA-DIAZ et al., 2019). 

Para determinação de lesões hepáticas, a concentração da enzima ALT é 

considerada um melhor indicador para avaliar a integridade das células do fígado do 

que a AST (XU et al., 2015), provavelmente por ser predominantemente encontrada 

neste órgão, especificamente nas mitocôndrias dos hepatócitos (BOTROS e 

SIKARIS, 2013). Neste estudo, as duas enzimas encontram-se em níveis elevados 

no sangue, indicando uma possível lesão hepática. 

6.4. Conclusão 

Camundongos C57BL/6 adultos alimentados com dieta padrão (grupo 

saudável) e também hipercalórica (induzidos à DM2), não demonstraram diferença 
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significativa de peso e consumo entre animais do mesmo sexo, e dos parâmetros de 

estresse oxidativo entre os tratamentos.   

 Os tratamentos I, IA e IPA em animais fêmeas e machos induzidos à DM2 

foram efetivos para a diminuição da glicemia em 60 minutos no TTG, e I, IA e IP 

demonstraram efetividade na proteção contra a resistência à insulina em ITT, 

indicando que estes animais foram afetados positivamente, evitando o risco de 

desenvolver resistência à insulina. 

O potencial hipoglicêmico foi verificado em iogurtes contendo extrato de araçá 

e a bactéria probiótica L. lactis R7, concomitante ou isoladamente. E, além disso, 

estes tratamentos afetaram positivamente os níveis de triglicérides, colesterol total, 

LDL e VLDL dos camundongos, chegando a uma redução de 60% nos níveis de 

colesterol LDL após tratamentos com IPA. 

O iogurte IPA poderá ser uma formulação promissora para a população que 

busca um alimento funcional, especialmente, por estar relacionada à redução dos 

níveis de glicemia, triglicérides, colesterol total, LDL e VLDL, conforme constatado 

em camundongos. 
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O nicho de desenvolvimento de novos produtos que apresentam a adição de 

compostos bioativos e que possuam alegações funcionais é uma tendência, a fim de 

incentivar uma alimentação mais saudável e proporcionar benefícios à saúde. O 

iogurte probiótico suplementado com extrato de araçá vermelho foi desenvolvido 

com o objetivo de modular os níveis glicêmicos de indivíduos, e, para isso, uma série 

de análises de caracterização são necessárias a fim de garantir a qualidade do 

produto.  

Após o processo de digestão in vitro, alguns compostos fenólicos 

permaneceram, como o ácido cafeico, hidroxibenzóico, e sinápico. E ainda, a 

atividade inibitória de radicais como hidroxila e enzimas digestivas α-amilase e α-

glicosidase aumentam após o processo de digestão simulado. A caracterização do 

iogurte probiótico suplementado com Lactococcus lactis R7 e extrato de araçá 

vermelho demonstrou teor elevado de sólidos solúveis totais, carboidratos e 

proteínas, e menor quantidade de gordura, comparado aos tratamentos sem adição 

do extrato de araçá. E ainda, quantidades superiores de compostos fenólicos e 

antocianinas, e maior atividade antioxidante, visto a presença do extrato da fruta. A 

bactéria probiótica incorporada no iogurte, resistiu à passagem pelo trato 

gastrointestinal, e sua viabilidade ficou acima de 6 log UFC g-1, e ainda, demonstrou 

boa aceitabilidade sensorial.  

O experimento in vivo, não evidenciou diferença entre os parâmetros de 

estresse oxidativo em nenhum dos tratamentos - iogurte (I), iogurte e probiótico (IP), 

iogurte e extrato de araçá (IA), iogurte com probiótico e extrato de araçá (IPA), e 

com soro fisiológico (Controle). Os tratamentos I, IA e IPA foram efetivos na redução 

da glicemia em 60 minutos no teste de tolerância a glicose, evitando o risco de 

desenvolver resistência à insulina. Os tratamentos contendo araçá e o probiótico 

afetaram positivamente os níveis glicêmicos, de triglicérides, colesterol total, LDL e 

VLDL dos camundongos. Isso indica que a formulação do IPA, poderá ser 

promissora para a população que busca um alimento funcional, e que forneça 

benefícios à saúde. 
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APÊNDICES 

Apêndice A 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Você está sendo convidado (a) a participar, como voluntário (a), da pesquisa 

– Iogurte probiótico enriquecido com extrato de araçá vermelho (Psidium cattleianum 

Sabine) no controle da diabetes - no caso de você concordar em participar, favor 

assinar ao final do documento. Sua participação não é obrigatória e, a qualquer 

momento, você poderá desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa 

não trará nenhum prejuízo em sua relação com o pesquisador (a) ou com a 

instituição. 

Você receberá uma cópia deste termo onde consta o telefone do pesquisador 

(a), podendo tirar dúvidas do projeto e de sua participação. 

OBJETIVOS: Fui informado de que o objetivo desta pesquisa é o desenvolvimento 

Iogurte probiótico enriquecido com extrato de araçá vermelho. 

PROCEDIMENTOS: Fui informado de que receberei uma amostra Iogurte probiótico 

enriquecido com extrato de araçá vermelho e que responderei uma ficha de 

aceitabilidade e de intenção de compra. 

RISCOS E POSSÍVEIS REAÇÕES: Fui informado que o iogurte contém lactose e 

que indivíduos com intolerância, devem evitar o consumo deste produto. 

BENEFÍCIOS: O benefício de participar desta pesquisa está relacionado com a 

elaboração de um novo produto que apresenta elevado valor nutricional, o que torna 

importante por ser uma opção saudável para pessoas diabéticas e para a população 

em geral.  

PARTICIPAÇÃO VOLUNTÁRIA: A minha adesão à pesquisa ocorrerá de forma 

voluntária e poderei retirar meu consentimento em qualquer momento da análise. 

Sendo que nenhum tipo de penalidade será aplicado caso não seja do meu 

interesse participar. 

CONFIDENCIALIDADE: Estou ciente que a minha identidade permanecerá 

preservada durante o estudo e que os dados coletados serão utilizados apenas para 

fins de pesquisa. 

CONSENTIMENTO: Ciente das informações citadas anteriormente, eu concordo em 

participar da avaliação sensorial dos produtos elaborados na pesquisa. 
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Pelo presente consentimento livre e esclarecido 

eu__________________________________________, declaro que fui informado 

(a), de forma clara e detalhada, dos objetivos, da justificativa e da metodologia desta 

pesquisa, através de encontro individual e livre de qualquer forma de 

constrangimento e coerção. 

DATA:           /           /        

ASSINATURA DO PARTICIPANTE 

_______________________________________________ 

ASSINATURA PESQUISADOR (A) RESPONSÁVEL 

_________________________________ 

TELEFONE 

__________________________________________________________________ 
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ANEXOS 

Anexo A 

 

Ficha de avaliação 

Nome:__________________________________ Data:___________________ 

Faixa etária: (  ) < 19 anos  (  ) 19 a 45 anos  (  ) 45 a 56 anos  (  ) > 56 anos 

Gênero: (  ) feminino  (  ) masculino  (  ) outro 

Você está recebendo uma amostra de iogurte probiótico enriquecido com extrato de 

araçá vermelho. Primeiro visualize a cor e preencha o tracejado com a nota da 

escala abaixo. A seguir faça isso para o odor, a textura e o sabor. 

9 - gostei muitíssimo 

8 - gostei muito      

7 - gostei moderadamente       

6 - gostei ligeiramente 

5 - nem gostei/nem desgostei 

4 - desgostei ligeiramente      

3 - desgostei moderadamente     

2 - desgostei muito 

1 - desgostei muitíssimo 

CARACTERÍSTICA AMOSTRA xxx 

COR 
 

AROMA 
 

TEXTURA 
 

 SABOR  
 

 

Agora marque sua intenção de compra do iogurte (Amostra xxx): 

(  ) certamente compraria 

(  ) provavelmente compraria 

(  ) talvez compraria 

(  ) provavelmente não compraria 

(  ) certamente não compraria 
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Anexo B 
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Anexo C 
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