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RESUMO 

 

O óleo essencial de cravo-da-índia apresenta atividade antimicrobiana, antioxidante, anticâncer 

entre outras. Estudos prévios analisaram o potencial do cravo-da-índia como substituto ao 

conservante sintético sorbato de potássio em bebida láctea fermentada. Sendo assim, neste 

trabalho verificou-se in sílico, in vitro e in vivo, o potencial antioxidante da bebida láctea com 

óleo essencial de cravo-da-índia e os impactos da ingestão dessa bebida para o organismo. 

Foram produzidas bebidas lácteas fermentadas com óleo essencial de cravo-da-índia (2 ul/ml), 

bebidas sem conservantes e com conservante sintético (sorbato de potássio). Análises 

previstas na legislação foram realizadas, como as físico-químicas de teor de gordura, proteína 

e acidez, testes microbiológicos e análise de calorimetria. Para avaliar a atividade antioxidante 

foram realizadas análises de DPPH e CE50. Análise de headspace foi realizada para 

identificação de compostos envolvidos nessa ação. Lâminas histopatológica utilizando tecido 

adiposo de camundongos machos swiss e análises de atividade antioxidante in vivo como 

avaliação das enzimas antioxidantes e quantificação por PCR em tempo real das enzimas 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Os resultados 

demonstram que as bebidas lácteas produzidas atenderam os parâmetros físico-químicos para 

proteína (2,06g de proteína/100g) e acidez (0,75 a 0,88%). Para gordura (0,84g de 

gordura/100g), obteve-se resultados considerados para bebida láctea parcialmente desnatada. 

As análises microbiológicas apresentaram resultados negativos para Salmonella sp.,  

coliformes totais e coliformes termotolerantes e valores maiores que 10-6 UFC/mL de bactérias 

lácteas durante o período de estocagem de 14 dias. Nas análises de atividade antioxidante in 

vitro a bebida láctea com óleo essencial apresentou atividade antioxidante com valores de 82,7 

a 93,4%, em relação à bebida com sorbato de potássio (5,60 a 44,8%) e a bebida sem 

conservantes (4,86 a 42,3%). Os resultados da concentração efetiva (CE50) mostraram maior 

capacidade da bebida com o óleo em seqüestrar radicais livres utilizando menor concentração 

do que o antioxidante convencional Butil hidroxitolueno (BHT). O eugenol foi detectado nas 

análises de headspace da bebida, sendo este composto um dos responsáveis pela atividade 

antioxidante do óleo. O grupo que recebeu a bebida láctea com o óleo essencial apresentou 

menor quantidade de enzimas antioxidantes expressas e menor área dos adipócitos em 

relação aos outros grupos experimentais. Deste modo o óleo essencial de cravo-da-índia é um 

potencial substituto aos conservantes sintéticos, apresentam atividade antioxidante 

comprovada in vitro e in vivo e não apresentou alterações histológicas no tecido adiposo após 

a ingestão.  

 

Palavras-chave: Antioxidantes. Cravo-da-índia. Leite fermentado. Laticinios- microbiologia.  
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ABSTRACT 

 

Clove essential oil has antimicrobial, antioxidant, anticancer activity among others. Previous 

studies have looked at the potential of clove as a substitute for the synthetic preservative 

potassium sorbate in fermented dairy beverage. Thus, in this work it was verified in sílico, in 

vitro and in vivo, the antioxidant potential of the milk drink with clove essential oil and the 

impacts of the intake of this drink for the organism. Fermented dairy beverage with clove 

essential oil (2 µl/ml), preservative-free beverages and synthetic preservative (potassium 

sorbate) were produced. Analyzes provided for in the legislation were performed, such as 

physicochemical of fat content, protein and acidity, microbiological tests and calorimetry 

analysis. To evaluate antioxidant activity, DPPH and EC50 analyzes were performed. 

Headspace analysis was performed to identify compounds involved in this action. 

Histopathological slides using adipose tissue from swiss male mice and in vivo antioxidant 

activity analyzes as evaluation of antioxidant enzymes and real time PCR quantification of the 

enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx). The 

results show that the dairy drinks produced met the physicochemical parameters for protein 

(2.06g protein / 100g) and acidity (0.75 to 0.88%). For fat (0.84g fat / 100g) results were 

obtained for partially skimmed milk drink. Microbiological analyzes showed negative results for 

Salmonella sp., Total coliforms and thermotolerant coliforms and values greater than 10-6 CFU / 

mL of dairy bacteria during the 14 days storage period. In the in vitro antioxidant activity 

analyzes the essential oil fermented dairy beverage presented antioxidant activity with values of 

82.7 to 93.4%, compared to the potassium sorbate drink (5.60 to 44.8%) and the preservative-

free drink (4.86 to 42.3%). The results of the effective concentration (EC50) showed greater 

ability of the drink with the oil to sequester free radicals using lower concentration than the 

conventional antioxidant butylated hydroxytoluene (BHT). Eugenol was detected in the 

headspace analysis of the drink, being this compound responsible for the antioxidant activity of 

the oil. The group that received the milk drink with the essential oil presented less amount of 

expressed antioxidant enzymes and smaller area of adipocytes in relation to the other 

experimental groups. As such, clove essential oil is a potential substitute for synthetic 

preservatives, has proven in vitro and in vivo antioxidant activity and showed no histological 

changes in adipose tissue after ingestion. 

 

Keywords: Antioxidant. Clove. Fermented milk. Dairy-microbiology 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Bebida láctea fermentada tem em sua composição leite misturado ao soro e acrescidos 

de aditivos conservadores como ácido sórbico, sorbato de sódio, sorbato de cálcio e sorbato de 

potássio (BRASIL, 2005). Os conservantes de alimentos possuem ação antimicrobiana, 

antioxidante e previne a deterioração, aumentando a vida de prateleira dos produtos 

(DEHGHAN et al., 2018). 

O sorbato de potássio é um produto muito utilizado na indústria como conservante de 

alimentos, pois previne o crescimento de bactérias, leveduras e fungos. Porém a utilização 

desse conservante tem sido associada a diferentes problemas como danos toxicológicos, 

mutagênicos, genotóxicos e citotóxicos (DEHGHAN et al., 2018; ZENGIN et al., 2011). A busca 

por produtos naturais em substituição aos conservantes sintéticos vem crescendo, 

principalmente na indústria de alimentos de produtos lácteos (CALEJA et al., 2015; 2016). 

A bebida láctea fermentada utilizada no presente estudo foi desenvolvida pelo grupo de 

estudo em Biotecnologia (GEBIO), do Instituto de Ciências Agrárias da Universidade Federal 

de Minas Gerais (ICA/UFMG), sendo acrescida de ferro e polpa de frutos do cerrado como 

cajá, mangaba, tamarindo, umbu, coquinho azedo e cagaita. Farias (2016), buscando uma 

alternativa de conservante natural e que tivesse propriedades antimicrobianas e antioxidantes, 

formulou uma bebida láctea com óleo essencial de Syzygium aromaticum e avaliou o potencial 

antimicrobiano, os parâmetros físico-químicos e a atividade antioxidante do óleo. Em trabalho 

realizado por Souza (2019), avaliou a utilização dessa bebida láctea com adição de 2 ul/ml do 

óleo essencial de cravo-da-índia em camundongos, analisando toxicidade hepática, índices 

glicêmicos e expressão de marcadores inflamatórios. 

Contudo, é necessário avaliar a atividade antioxidante da bebida láctea com o óleo 

essencial in vitro para verificar a eficiência desta atividade em matriz láctea e se ocorre 

redução durante o período de estocagem e in vivo para verificar o potencial antioxidante no 

tecido adiposo e possíveis conseqüências da ingestão desta bebida.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Caracterizar bebida láctea fermentada acrescida de óleo essencial de Syzygium 

aromaticum, avaliando parâmetros microbiológicos, físico-químicos e potencial antioxidante por 

meio de análises in sílico, in vitro e in vivo. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

- Predizer o mecanismo molecular envolvido na ação antioxidante da bebida láctea fermentada 

acrescida de óleo essencial de Syzygium aromaticum por meio de análises de bioinformática; 

- Avaliar a adição do óleo essencial de Syzygium aromaticum em bebida láctea fermentada 

como potencial substituto para conservantes sintéticos; 

- Avaliar o potencial antioxidante da bebida láctea fermentada acrescida de óleo essencial de 

Syzygium aromaticum in vitro e in vivo.  
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Bebidas lácteas  

 

A bebida láctea tem em sua composição pelo menos 51% (cinquenta e um por 

cento) de base láctea e consiste em uma mistura de leite e soro, podendo ter adição ou não, de 

produtos ou substâncias alimentícias, como fermentos lácteos selecionados, gordura vegetal, 

leites fermentados e outros produtos lácteos (BRASIL, 2005). 

O soro é considerado resíduo da produção nas fábricas de queijo, e o descarte 

desse resíduo está associado a problemas ambientais devido ao alto teor de matéria orgânica, 

sendo assim o reaproveitamento do soro visa minimizar os impactos ambientais e melhorar a 

eficiência econômica (OLIVEIRA; BRAVO; TONIAL, 2012). 

O soro é rico em componentes nutricionais e a sua utilização tem contribuindo 

para o surgimento de novos produtos como as bebidas lácteas (OLIVEIRA; BRAVO; TONIAL, 

2012).  A bebida láctea com adição de soro de leite tem ganhado espaço no mercado e 

atraindo o consumidor, devido ao seu baixo custo e valor nutricional agregado (THAMER & 

PENNA, 2006). Para a conservação das bebidas lácteas fermentadas podem ser usados 

sorbato de potássio, sorbato de cálcio, ácido sórbico e sorbato de sódio (BRASIL, 2005). 

Porém nota-se que existe uma alta demanda dos consumidores por produtos 

saudáveis e que possuem a capacidade de prevenir doenças (BALDISSERA et al., 2011). Os 

alimentos funcionais possuem  valor nutricional e benefícios a saúde, podendo reduzir riscos 

de doenças, melhorias na saúde e no bem-estar (SOARES et al., 2011). A busca por alimentos 

funcionais vêm crescendo devido aos benefícios a saúde trazida por estes alimentos. Os 

produtos lácteos com adições de ingredientes apresentam esta capacidade, dentre eles estão 

os que possuem capacidade funcional como carotenóides, ácidos graxos poli-insaturados, 

probióticos, fibras alimentares, fitoesteróis, entre outros, sendo assim um alimento nutricional 

completo com componentes bioativos que podem ser potencializados atendendo o consumidor 

(BALDISSERA et al., 2011).  

Com isso Farias (2016) elaborou bebidas lácteas fermentadas com adição de 

óleos essenciais de Syzygium aromaticum, Lippia alba e Cymbopogon citratus avaliando o 

potencial conservante destes óleos e os parâmetros nutricionais e de qualidade previstos na 

legislação. Priorizando a utilização de um conservante natural e o potencial funcional dos óleos 

em estudo, o Syzygium aromaticum apresentou melhores resultados antioxidantes e 

antimicrobianos, sem alterar a quantidade de bactérias lácteas desejáveis. Devido à escassez 

de trabalhos utilizando a bebida láctea fermentada com óleo essencial de cravo-da-índia, torna-

se necessário estudos da atividade antioxidante na matriz láctea e análises in vivo para 

verificar o potencial funcional da bebida. 
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3.2 Plantas medicinais e os conservantes naturais  

 

O uso de plantas medicinais tem se tornado crescente como recurso alternativo no 

tratamento de diversas doenças em grande parte no mundo, isso ocorre, pois o uso de plantas 

são mais fáceis quando comparada aos medicamentos alopáticos. Segundo a Organização 

Mundial de Saúde em torno de dois bilhões de pessoas no mundo recorrem à utilização da 

medicina popular por meio da extração dos princípios ativos presentes nas plantas medicinais 

em busca de tratamento de doenças (BEVILACQUA, 2010; SMITH-HALL et al., 2012). 

De acordo com a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) planta medicinal é 

parte de uma planta ou toda ela que tenha em sua constituição substâncias ou classes que 

possuem ações terapêuticas (BRASIL, 2010). 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS) plantas medicinais são 

espécies que podem ser cultivadas ou não, que tenham fins terapêuticos, podendo ser usadas 

tanto secas quando frescas. Planta fresca entende-se que é aquela que é utilizada logo após a 

colheita e planta seca aquela em que sofreu processo de secagem (WHO, 2003). 

A utilização de plantas com a finalidade para uso terapêutico vem acontecendo desde a 

civilização humana que por muitos anos foi utilizada para a saúde humana. Em torno de 25% 

de todos os medicamentos atuais são derivados indiretamente ou diretamente de plantas 

medicinais, podendo ser por meio de conhecimentos tradicionais ou tecnologias modernas 

(BRASIL, 2006). 

Um dos produtos das plantas medicinais são os óleos essenciais. Estes originam-

se dos metabolismos secundários tendo em sua constituição: monoterpenos, sesquiterpenos, 

substâncias contendo enxofre ou nitrogênio e fenilpropanoides . São misturas complexas de 

substâncias voláteis lipofílicas, sendo seus compostos: aldeídos, ésteres, cetonas, 

hidrocarbonetos terpênicos, ácidos orgânicos, fenóis e outros. Estes compostos estão em 

diferentes concentrações. (BAJPAI; RAHMAN; KANG, 2008; BURT, 2004). 

O uso de óleos essenciais na alimentação animal pode ser interessante, pois 

estes possuem princípios ativos que podem agir em conjunto com outros aditivos alimentares 

ou individualmente podendo ter diferentes ações e ocasionar uma redução no surgimento de 

cepas bacterianas resistentes. Além disso, devem ser avaliados os efeitos que dependem de 

diversos fatores tais como a concentração do óleo na dieta, natureza química, o estado de 

saúde dos animais e a quantidade consumida (ACAMOVIC & BROOKER, 2005). 

Existem pesquisas que buscam produtos alternativos para serem usados como 

conservantes de alimentos que agregam  também propriedades desejáveis, dentre eles temos 

os óleos essenciais que estão no grupo de bioativos pesquisados, pois apresentam capacidade 

de conservação de produtos alimentares e diferentes outras atividades (ASENSIO et al., 2015). 

Os óleos essências são produtos provindos de plantas medicinais estes por sua 

vez apresentam diversas atividades farmacológicas e possuem capacidade de conservar 
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alimentos, sendo assim, estes podem ser utilizados como substitutivo aos conservantes 

químicos (PEREIRA et al., 2008). 

 

 

3.4 Cravo da índia (Syzygium aromaticum) 

 

O cravo-da-índia é uma espécie da família Myrtaceae, conhecido cientificamente por 

Eugenia caryophyllata Tumb, Caryophyllus aromaticus L., Eugenia aromatica (L) Baill, Eugenia 

caryophyllus (Sprengel) e atualmente por Syzygium aromaticum (L) Merr.  Originado na 

Indonésia nas ilhas Mollucas, é uma planta do tipo arbórea que pode atingir de oito a dez 

metros de altura. Com as copas alongadas, possui folhas ovais e aromáticas com comprimento 

de sete a 11 centímetros, as flores são consideradas pequenas com coloração verde-

amarelado e um pouco avermelhado. O botão da flor seca é muito utilizado na culinária devido 

ao aroma e sabor existente. O principal constituinte é o eugenol, assim como outros compostos 

e as concentrações dos mesmos varia de acordo com a porção da planta onde o óleo essencial 

é extraído (AFFONSO et al., 2012; MAEDA et al., 1990; MAZZAFERA, 2003).   

O eugenol (4-alil-2-metoxifenol) é o componente majoritário existente na composição do 

óleo essencial do cravo-da-índia é um composto semivolátil. Em menores concentrações 

encontra-se o acetato de eugenol e o β-cariofileno. Possui a cor castanha escuro com sabor e 

odor forte e característico e pode corresponder até 95% da composição do óleo essencial. 

De acordo com a Organização das Nações Unidas para Alimentação e Agricultura e a 

Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) o consumo diário máximo do 

eugenol que é aceitável é de 2,5 mg/kg (CARDOSO et al., 2007; FENG et al., 2014; 

JAVAHERY et al., 2012). 

 

 

3. 5 Efeito antioxidante e o estresse oxidativo 

 

Os antioxidantes podem trazer grandes benefícios á saúde e melhorias na qualidade de 

vida, podendo retardar ou evitar o aparecimento de doenças tais como: hipertrofia muscular, 

artrite, câncer, doenças cardiovasculares entre outras. Pois estes possuem a capacidade de 

proteger o organismo de possíveis danos que os radicais livres podem causar, além do mais, 

estes podem apresentar menor custo. Os antioxidantes podem agir através de mecanismos 

como a ruptura da propagação de radicais livres, interrompendo a formação destes ou 

estimulando o sistema de defesa antioxidante das células (ALAM; BRIST; RAFIQUZZAMAN, 

2012; OLIVEIRA, 2015; ROSÉS, 2015).  

Pensando na saúde pública e animal o produto que obtém a capacidade de inibir a 

produção e liberação ou capturar radicais livres e desempenham ações de defesa antioxidante 

nas células podem desempenhar um papel muito importante na prevenção de doenças. 

(ALAM; BRIST; RAFIQUZZAMAN, 2012; OLIVEIRA, 2015; ROSÉS, 2015).  
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Estudos mostram que os óleos essenciais possuem boa atividade antioxidante, sendo 

esta propriedade atualmente bem valorizada na indústria alimentar, pois estes produtos podem 

ser utilizados como conservantes e aditivos de alimentos. Para análise de atividade 

antioxidante em óleos essenciais utiliza-se diferentes métodos como: biológicos (na avaliação 

da peroxidação lipídica e oxidação protéica) e eletroquímicos e in vitro, colorimétricos: DPPH. 

(1,1 difenil-2-picrilhidrazila) ou ABTS (ácido 2,2’-azinobis-3 etilbenzotiazolina-6-sulfónico), 

sendo este último considerado o método mais simples e mais barato. Além disso, é o mais 

utilizado, cerca de 90% dos estudos utilizam este método (BORGES et al., 2011; OLIVEIRA, 

2015). 

No metabolismo natural ocorre produção de espécies reativas de nitrogênio (ERN), 

espécies reativas de oxigênio (ERO), entre outras. Estas são observadas em diversas 

condições fisiológicas e são de grande importância em diversas funções como na fagocitose, 

onde estas são responsáveis por eliminar o agente invasor, porém quando a produção dessas 

espécies se eleva o organismo necessita de um bom sistema antioxidante para conseguir 

controlar esta falha de produção e manter o equilíbrio. O estresse oxidativo nada mais é do que 

o desequilíbrio do sistema antioxidante que pode acarretar doenças e o envelhecimento 

(VASCONCELOS et al., 2007). 

A alta produção dessas espécies reativas é compensada por mecanismos de defesa de 

sistemas de prevenção sendo estes: glutationa peroxidase (GPx), glutationa reduzida (GSH), 

catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD), tocoferol, glutationa redutase (GR) que podem 

também reconstituir estruturas lesadas (MARAVAI, 2016; VASCONCELOS et al., 2007). 

As espécies reativas de oxigênio (ERO) possuem a capacidade de degradar os lipídeos 

poli-insaturados das membranas celulares com isso ocorre um aumento de compostos de 

malondialdeído (MDA) que nada mais é do que um produto secundário da peroxidação lipídica. 

É possível quantificar a produção desta substância por meio das substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS). Este teste é aplicado para quantificar a oxidação de lipídeos, sendo ele 

um biomarcador para medir o estresse oxidativo e a peroxidação lipídica no organismo 

(BARBOSA et al., 2010; BERTOLIN et al., 2011; DEVASAGAYAM; BOLOOR; RAMASARMA et 

al., 2003) 

 

 

3.6 Análise de bioinformática  

 

A bioinformática é uma ferramenta computacional, que envolve dados biológicos 

moleculares já existentes para assim identificar genes e predizer hipóteses, sendo de 

experimentos da expressão gênica, agrupamento de proteínas ou estabelecer árvores 

filogenéticas (ARAUJO et al., 2008). Nos últimos anos esta ferramenta tem se tornado 

fundamental para manipular dados biológicos, devido à capacidade de gerar de forma rápida e 

eficiente dados utilizando as áreas da matemática, ciência da computação e estatística que 

auxiliam na interpretação de dados biológicos representados a nível molecular (SANTOS & 
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ORTEGA, 2003). O desenvolvimento e a criação de bancos de dados contribuem para estudos 

e pesquisas em outras áreas como a medicina, a biotecnologia, entre outras (BORÉM & 

SANTOS, 2001). 

A bioinformática pode ser utilizada em diferentes segmentos como a interpretação 

da linguagem dos genes por algoritmo, geração de hipóteses a partir dos dados, criação de 

bancos de dados, leitura de informações contidas no código genético, criação de programas 

computacionais (ARAUJO et al., 2008).  Além das diferentes áreas que envolvem essa análise 

computacional de sistemas biológicos, como a predição de função gênica, biologia de 

sistemas, dinâmica molecular (VERLI, 2014). Sendo esta ferramenta grande aliada atualmente 

para as pesquisas.  
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4 ARTIGOS 

 

4.1 Artigo 1 – Análise bioinformática prediz mecanismo molecular envolvido na ação 

antioxidante do Syzygium aromaticum 

 

 

 

 

 

Este artigo foi elaborado conforme as normas da revista bioinformatics and biology insights. 
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Análise bioinformática prediz mecanismo molecular envolvido na ação antioxidante do 

Syzygium aromaticum 

 

Bioinformatic analysis predicts molecular mechanism involved in the antioxidant action 

of Syzygium aromaticum 

 

 

Resumo 

O cravo-da-índia apresenta diversas funcionalidades, uma delas é a atividade antioxidante, 

importante função para reduzir níveis de espécies reativas ao oxigênio (ERO) e 

consequentemente o estresse oxidativo no organismo. Porém estudos in vivo e a nível 

molecular da ação desta atividade são escassos. Com isso, esta revisão de bioinformática tem 

como objetivo investigar a atividade antioxidante do Syzygium aromaticum in vivo e analisar o 

mecanismo molecular envolvido nesta atividade. Foi realizada uma busca de genes na 

plataforma GeneCards usando as palavras-chave “Syzygium aromaticum”, “antioxidant”, “ 

oxidative stress”. Posteriormente foi feita uma rede de interação utilizando a plataforma 

STITCH. Os genes PIK3CD, PIK3CB, AKT1 e PIK3CA foram os genes líderes e o estudo 

sugere que estes atuam na inibição das ERO evitando estresse oxidativo. Este relato sugere 

que o Syzygium aromaticum possui atividade antioxidante a nível molecular. No entanto, 

estudos in vivo devem ser realizados para comprovar seu potencial. 

 

Palavras-Chave: Cravo-da-índia, Espécies reativas ao oxigênio, Estresse oxidativo. 

 

 

Introdução 

 

O cravo da índia (Syzygium aromaticum) é uma especiaria pertencente à família 

Myrtaceae1, nativa do leste da Indonésia, bastante utilizada na culinária e muito cultivado nos 

países africanos e asiáticos, sendo este um dos fatores que contribuem para o 

desenvolvimento econômico nos países asiáticos2,3. Entre os fatores que atrai a atenção para 

esta especiaria estão às atividades biológicas a ela atribuídas como: atividade antioxidante, 

fungicida, acaricida, inseticida, antimicrobiano, antiséptico, entre outras4,5,6.  

A busca por produtos que possuem atividade antioxidante vêm ganhando espaço, 

pois estes podem trazer benefícios à saúde e melhorias na qualidade de vida podendo retardar 

ou evitar o aparecimento de doenças como: câncer, doenças cardiovasculares, artrite, entre 

outras7,8,9. Isso ocorre devido à capacidade de proteger o organismo dos possíveis danos 

causados pelos radicais livres. Os antioxidantes utilizam mecanismos como à ruptura da 

propagação desses radicais livres, interrompendo a sua formação ou estimulação a ação do 

sistema de defesa antioxidante das células7,8, 9.  
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Os polifenóis possuem elevada propriedade antioxidante e consequentemente alta 

capacidade de sequestrar radicais livres. Esta atividade está correlacionada com a capacidade 

de inibir as enzimas responsáveis pela produção das espécies reativas ao oxigênio (ERO) e 

por regular as enzimas antioxidantes10, 11.  

O cravo da índia está entre as especiarias com maior teor de polifenóis e de 

compostos antioxidantes12, e quando avaliado em ensaios in vitro nota-se alta eficiência de sua 

atividade antioxidante em diferentes métodos13, 14. Um dos fatores que podem ser relacionados 

com o mecanismo de ação desta atividade é o fato do eugenol o componente majoritário do 

cravo da índia, permitir a doação de um átomo de hidrogênio, ocasionando uma estabilização 

do radical fenoxila, sendo assim o composto estável não pode iniciar ou propagar a oxidação14, 

15. Porém estudos que abordam o mecanismo molecular desta atividade são escassos. 

Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivo predizer o mecanismo molecular 

envolvido na atividade antioxidante do Syzygium aromaticum por meio de análises in sílico. 

 

Material e métodos 

 

A busca por genes envolvidos na ação antioxidante do cravo-da-índia foi realizada na 

plataforma Genecards (http://www.genecards.org)16. Foram utilizadas as seguintes palavras 

chaves: "Syzygium aromaticum", “antioxidant”, "oxidative stress". Os genes extraídos da 

plataforma GeneCards foram utilizados como entrada para a plataforma STITCH 10 

(http://stitch.embl.de/)17,18, para obter a rede de interação da ação antioxidante do cravo-da-

índia com as proteínas. Para a construção da rede foram utilizados  

“Experimentos”, “Bancos de dados”, “Textmining”, “Co-expression”, “Neighborhood”, “Fusão 

gênica” e “Co-ocorrência”. Utilizou-se um escore mínimo de interação com confiança média de 

0.4, não apresentando mais que dez interatores na primeira e na segunda camada18.  

A cada interação genética realizada, obteve-se o escore de interação de cada gene, 

obtendo assim uma pontuação de associação. Esta pontuação foi ajustada, multiplicando o 

valor obtido por mil 19,20,21, para assim obter uma única pontuação denominada “maior número 

de links” (WNL), sendo esta variável a representação da força de interação gene-gene.  

Os genes que apresentaram maiores valores de WNL são denominados “genes 

lideres”19,20,21, por ser importantes na sinalização da atividade antioxidante do cravo-da-índia a 

nível molecular.  

Posteriormente, os genes foram classificados de acordo com o parâmetro em 

clusters, pelo método de clusterização K-means (software SPSS 17.0)22. As diferenças entre as 

classes do WNL foi avaliada por teste estatístico ANOVA com significância de p <0,001. 

A partir da análise do banco de dados String, os dados para a análise ontológica 

também foram extraídos22.  
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Resultados e discussão 

 

Ao avaliar a nível molecular em pesquisas realizadas no Genecards obteve-se um 

total de oito genes, sendo estes o VCAM1, ALOX12, COL1A1, PCK2, CXCL10, PJK3P1, 

CSF2RA, G6PC.  Os detalhes estão descritos na Figura 1A. A partir das análises realizadas na 

base de dados String foi possível obter os parceiros funcionais previstos, obtendo um total de 

dez proteínas PIK3CA, CSF2, CSF2RB, CXCR3, CCL5, PIK3CB, PDGFRB, COL1A2, COL3A1, 

PIK2CD. Os detalhes estão descritos na Figura 1B. 

 

Figura 1 – Genes e proteínas envolvidas na ação antioxidante do cravo-da-índia.  

 

Relação e pontuação obtida dos genes-alvo envolvidos na ação antioxidante do cravo obtido 

no Genecards (A) e dos possíveis parceiros funcionais obtidos no banco de dados String (B), 

de acordo com os termos de buscas “Syzygium aromaticum”, “antioxidant” e “oxidative 

stress”. 
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Ao avaliar a interação entre os genes encontrados no Genecards obteve-se o a rede de 

interação (Figura 2), e as possibilidades de interação entre os genes envolvidos na ação 

antioxidante do Syzygium aromaticum com as proteínas da rede de interação protéica. 

 

Figura 2 - Rede de interação baseada nos dados de ação antioxidante do cravo-da-índia. 

 

Positivo  Ativação Fenótipo 

Negativo  Inibição Modificação pós-

tradução 

Não especificado   Obrigatório Reação 

  Catálise Regulação 

transcricional 
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Ao verificar a força de interação (Figura 3A) entre os genes da rede, obteve-se que os 

genes PIK3CD, PIK3CB, AKT1 e PIK3CA foram os genes líderes, ou seja, aqueles que 

obtiveram maior número de interações. Os genes líderes possuem classificação mais alta, os 

genes que não mostram interação são denominados genes órfãos21. 

Os PIK3 pertencem ao grupo dos Fosfatidilinositol 3-quinases pertencente à família 

dos lipídios quinases. São divididos em três classes de acordo com sua especificidade e 

estrutura. Os genes PIK3CA (p110α), PIK3CB (p110β) e PIK3CD (p110δ) codificam três 

isoformas catalíticas de classe IA. Estes possuem a capacidade de fosfolizar o grupo hidroxila 

de fosfatidilinositol e fosfoinositídeos. Os PIK3 estão integrados aos estímulos ambientais, 

sinais de fatores de crescimento e citocinas que produzem sinais intracelulares que são 

responsáveis por regular diferentes vias de sinalização, estas por sua vez, controlam 

processos celulares como crescimento, proliferação celular, metabolismo, motilidade e 

sobrevivência, assim como funções fisiológicas26,27, 28,29.  

O gene AKT1 corresponde à proteína quinase de serina-treonina, também conhecida 

como proteína quinase B (PKB)30, é considerada fundamental para sobrevivência celular, 

crescimento e proliferação celular, angiogênese, metabolismo das células, migração celular e 

invasão.  Pode ser considerada importante proteína quinase na fisiologia, pois de acordo com o 

ganho ou as perdas da ativação de AKT pode acarretar em sérias doenças como câncer31. 

Estes genes classificados como líderes citados acima, são interligados, pois, é 

necessário que ocorra ativação de PIK3 para que posteriormente ocorra a de AKT32. Para isso, 

as tirosina quinases receptoras ativadas (RTKs) ativam a fosfatidilinositol 3-quinase de classe I 

(PIK3) por meio de ligação direta ou por um conjunto com proteínas adaptadoras (como IRS-

1/2 (substrato do receptor de insulina-1/2) que se liga e ativa a PI3K. As PIK3s geradas 

fosforilam o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) para gerar fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 

(PIP3). AKT e PDK1 ligam-se a PIP3 na membrana plasmática que provoca uma alteração na 

conformação, resultando na fosforilação da AKT, em dois resíduos (Thr308 e Ser473) 31,33.  

Sendo assim, existe uma via PIK3/AKT que está interligada em alguns processos 

fisiológicos como ao crescimento de tecidos utilizando uma sinalização semelhante a da 

insulina35. A ativação de AKT junto com PIK3 está interligada com a resposta a insulina e a 

transformação celular31. E nas células endoteliais contribuem para a sobrevivência, 

proliferação, crescimento e crescimento da célula endotelial, sendo ativada pelo fator de 

crescimento endotelial vascular31. Além disso, a via PIK3/AKT desempenham papel importante 

no sistema imune inato e no adaptativo32. A sinalização PIK3/AKT está envolvida com 

crescimento regenerativo de células. Podendo este fator contribuir no reparo de células 

danificadas pelo estresse oxidativo35. 
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Figura 3 - Força de interação entre os genes da rede. Os genes líderes são mostrados em 

vermelho (A). A Rede de "interação gene-gene" com base nos dados dos genes dos líderes 

(B). 
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Os genes representados na rede de interações acima (Figura 3B) estão relacionados 

com funções fisiológicas interligadas aos genes líderes citado (PIK e AKT), expandindo o 

funcionamento dessa rede de sinalização pelo corpo. Quando ocorre câncer em humanos a via 

PIK3/AKT é interrompida e mutações genômicas como a PIK3CA podem ocorrer33. 

Os genes encontrados estão presentes em processos biológicos, funções 

moleculares, ontologia genética e constituem células (Figura 4).  Nota-se que os processos de 

migração de leucócitos, resposta celular ao fator de crescimento de fibroblastos, via de 
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sinalização do receptor da superfície celular, ligação do fator de crescimento derivado de 

plaquetas, atividade fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-quinase e o complexo fosfatidilinositol-3 

quinase apresentaram menor p-valor.  

 

Figura 4 - Ontologia Gênica (GO). Processo Biológico (A). Função Molecular (B). Componente 

Celular (C). 
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Sabe-se que o estresse oxidativo provoca alterações fisiológicas podendo acarretar 

em doenças autoimunes, neurológicas, inflamatórias entre outras. E quando ocorre alta 

produção de espécies reativas de oxigênio, sendo este maior que os sistemas de defesa 

antioxidante, podem provocar desnaturação de proteínas, oxidação de lipídios e causar danos 

a ácidos nucléicos36.    A via da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) / Akt tem como uma das suas 

funções sinalizar a sobrevivência celular, estimulando respostas biológicas. Porém, o estresse 

oxidativo possui a capacidade de regular a via PI3K / Akt, sendo assim capaz de alterar estes 

eventos de sinalização36. 

Em situações de homeostase de regulamento o AKT aumenta os níveis intracelulares 

de espécies reativas de oxigênio (ERO), para que ocorra a nível mitocondrial estímulo do 

metabolismo oxidativo, reprimindo ao mesmo tempo sequestro de FoxO no citoplasma, a via de 

fosforilação e a transcrição de genes de enzimas antioxidantes, sendo que quando a 

sinalização de AKT está negativa, observa-se redução dos níveis de EROs, assim como da 

atividade mitocondrial e conseqüentemente aumento da expressão de enzimas antioxidantes  

mediadas por FoxO. O inverso é visualizado quando ocorre hiperativação da AKT, ou seja, 

aumento da atividade metabólica na mitocôndria, inibição da atividade da FoxO, aumento dos 

níveis de EROS, sendo este um dos caminhos percorridos por muitos tipos de células 

cancerígenas37.  

Em trabalhos utilizando alimentos que possuem atividade antioxidante é possível 

notar a importância da via PIK3/AKT para combater o estresse oxidativo. A via da 

fosfatidilinositol 3-quinase PIK3 / AKT desempenha papeis importantes tanto na ativação de 

Nrf2 quanto na sobrevivência celular39. Neste mesmo trabalho os autores notaram que os 

níveis de proteína fosfo-PI3K e fosfo-AKT aumentaram e ao ocorrer o aumento da relação p-

AKT / AKT ocorre a fosforização de Nrf2 melhorando a atividade antioxidante e o combate ao 

estresse oxidativo38. O eugenol possui função supressora em células de câncer de pulmão, 

utilizando a via PI3K/AKT o eugenol exerce o papel supressor na invasão, migração e 

viabilidade das células do câncer, sendo assim um potente agente quimioterápico externo para 

este tipo de câncer39. 

O estresse oxidativo é um componente metabólico diário das células que fazem 

respiração aeróbia. Os radicais presentes são eletronegativos e possuem alto poder de ligação 

com as estruturas celulares, podendo causar mudanças estruturais e consequentemente 

modificar as propriedades biológicas. As espécies reativas ao oxigênio podem causar 

mutações no DNA, inibindo proteínas importantes ou induzindo a síntese de proteínas 

indesejáveis que podem causar morte celular por apoptose. Por outro lado, o estresse oxidativo 

pode induzir o surgimento de grupos de células neoplásicas. Portanto, para reduzir a 

possibilidade das células passarem por esses processos, mecanismos evolutivos de controle 

foram desenvolvidos para permitir a sobrevivência dos seres vivos frente à ameaça 

representada pelos radicais livres gerados pelo metabolismo celular.  

Além de estudos para entendimento dos mecanismos celulares antioxidantes 

presentes no organismo, existem também a busca pelos antioxidantes presentes nas plantas. 
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O cravo-da-índia foi considerado um poderoso antioxidante natural, sendo necessários estudos 

para esclarecer o mecanismo molecular da ação antioxidante. Na análise teológica, foram 

identificados parâmetros biológicos, moleculares e celulares que auxiliam na elucidação do 

mecanismo molecular da ação antioxidante do cravo-da-índia (Figura 4A - 4C). Um 

componente celular importante evidenciado foi o complexo fosfatasidilinol 3-cinases (Figura 

4C). Essa análise indica a importância dos genes líderes no desempenho antioxidante da via 

de sinalização PI3K / AKT. O fosfoinositídeo 3-quinase/Akt é uma das principais cadeias 

envolvidas na proliferação, sobrevivência e metabolismo celular30,41. 

O aumento intracelular das espécies reativas ao oxigênio podem provocar o estresse 

oxidativo, que pode desencadear a morte celular por apoptose, por ativação de cascatas 

apoptóticas intrínsecas. O estresse oxidativo pode estar presente em diversos órgãos e tecidos 

e em diferentes momento, este estresse induzido por radicais livres podem resultar na 

apoptose de células42. 

Substâncias antioxidantes, como alguns compostos, atuam inibindo a produção em 

excesso de espécies reativas de oxigênio (ERO), eliminam os radicais livres e, 

conseqüentemente, diminuem a apoptose. As EROs inativam a via de sinalização PI3K/Akts, e 

ativam a via alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR)/ p70 ribossomal S6 proteina quinase 

(p70S6K). A ativação da via mTOR / p70S6K induz estresse oxidativo e eleva a expressão da 

enzima acetilcolinesterase43. 

No entanto, muitos dos efeitos antiapoptóticos dos fatores de crescimento podem ser 

atribuídos, em parte, à ativação dessa via, que foi primeiramente demonstrada em células 

PC1244. Alguns estudos identificaram a via PI3K/Akt são importantes na proteção contra a 

morte celular45. 

Diante disso, sugere-se que o cravo-da-índia inibe a produção de EROs por meio da 

ativação da via de proteção celular PI3K/AKT. No presente estudo, a bioinformática analisou 

hipóteses que componentes agrupados desempenham um papel protetor nas células ao inibir a 

apoptose e o estresse oxidativo. Portanto, o mecanismo antioxidante pode ser mediado pela 

ativação da via de sobrevivência PI3K/Akt para a redução das EROs, como mostrado na Figura 

5. 
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Figure 5 – Diagrama esquemático da ação do cravo no estresse oxidativo 

 

ERO: Espécies reativas ao oxigênio; CAT: Catalase; SOD: Superóxido dismutase; mTOR / 

p70S6K: Via alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR)/ p70 ribossomal S6 proteina quinase 

(p70S6K); PI3K: Fosfatidilinositol 3-quinases; AKT: Proteína quinase de serina-treonina 

Fonte: Dos autores (2019). 

 

 

A ativação do PI3K / Akt, no entanto, não é totalmente necessária, para combater o 

estresse oxidativo, a utilização de antioxidantes exógenos junto aos antioxidantes endógenos 

existentes no organismo podem evitar o acumulo de ERO.  

Assim, por meio do entendimento das ações moleculares, é possível compreender 

melhor o papel protetivo e tóxico do fitoterápico no organismo humano. Assim, plantas como o 

cravo-da-índia e outras, que têm potencial antioxidante já comprovado in vitro, podem-se tornar 

alternativas sustentáveis para a terapia natural, controlando os efeitos predispostos do estresse 

oxidativo. 
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4.2 Artigo 2 – Preservation of fermented dairy beverages with addition of clove (Syzygium 

aromaticum) essential oil 
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Work relevance and importance: The search for new types of preservatives in the food industry has 1 

been growing and along with it the need for natural foods to meet consumer interest. This article aims 2 

at analyzing and proving by means of analysis the potential of this new product with an excellent 3 

substitutive potential for chemical preservatives and that it meets the need of the industry and the 4 

consumer. 5 

 6 

Preservation of fermented dairy beverages with addition of clove (Syzygium aromaticum)  7 

 8 

Page header: Analysis of fermented dairy beverages with essential oil  9 

 10 

  11 
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Abstract 12 

Objective was to use clove essential oil as a natural preservative in fermented dairy beverage, 13 

analyzing the storage capacity and the physico-chemical parameters compared to the beverage with 14 

the synthetic preservative (potassium sorbate). Two fermented dairy beverage were produced, one 15 

with a synthetic preservative (0,003 g/mL) and the other with the addition of clove essential oil (2 μl/ 16 

mL) as a natural preservative. Microbiological, physico-chemical and calorimetric analyzes of the 17 

samples were carried out in the first and second weeks of each beverage production, all analyzes 18 

were performed in triplicates. The microbiological analyzes there was no statistical difference in the 19 

values obtained between the drinks tested. In the analysis of physico-chemical parameters, it was 20 

observed that the values obtained for protein and acidity met the values required by the legislation. 21 

For fat content, the two drinks fell within the quantity provided for in the legislation for partially 22 

skimmed drinks. There was no statistical difference in the values obtained in the calorimetric analyzes 23 

of the samples. It is concluded that clove essential oil is a potential substitute for the synthetic 24 

preservative in the production of the fermented dairy beverage, since it presented conservation 25 

potential and results similar to the beverage with preservative commonly used in industry. 26 

 27 

Keywords: Antimicrobial; Acidity; Fat content; Protein; 28 

Practical Application: Production of fermented dairy beverages with addition clove essential oil 29 

(Syzygium aromaticum), assessing physico-chemical parameters and conservation. 30 

1 Introduction 31 

In accordance with the legislation of fermented dairy beverages (FDB) with addition is given to 32 

the product that has in its composition milk fermented with synthetic or natural preservative and that 33 

do not go through heat treatment after the fermentation (Brasil, 2005). 34 

The food industry uses synthetic additives to improve the properties and characteristics of foods 35 

such as antimicrobials, antioxidants, nutritional additives and for preservation (Carocho et al., 2014). 36 

Potassium sorbate (PS) is well known in the food industry because it is a safe and low toxicity 37 

preservative compared to other synthetic preservatives. However, high consumption of this 38 

preservative can lead to health problems such as diabetes, inflammation and even cancer (Dehghan 39 

et al., 2018). 40 

There is a consumer demand for natural foods, that is, without the addition of synthetic chemical 41 

compounds (Caleja et al., 2016). The essential oil (EO) can reduce deterioration and prolong the shelf 42 

life of the food, so that the clove (Syzygium aromaticum) is a potential substitute because it is a spice 43 

that has been used for several years to conserve antimicrobial and antioxidant activity (Cortés-rojas et 44 

al., 2014). Among different essential oils, this spice has the label of generally recognized as safe 45 

(GRAS) issued by the Food and Drug Administration (FDA, 2017). 46 
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The objective of this study was the use of clove essential oil as a natural preservative in 47 

fermented dairy beverage, analyzing the storage capacity, evaluating the physico-chemical, 48 

microbiological and calorimetric parameters compared to the beverage with the synthetic preservative 49 

(potassium sorbate). 50 

2 Materials and methods 51 

2.1 Production of fermented dairy beverages 52 

Fermented dairy beverages were produced at the Food Technology Laboratory of the Institute 53 

of Agrarian Sciences, Federal University of Minas Gerais. The FDB were produced every 15 days 54 

totaling four production lots, analyzes were performed in the first week of storage and in the second 55 

week, all tests were performed in triplicate. 56 

The production methodology was according to EPAMIG (2010) with adaptations. For the 57 

production, two mixtures were used, the first one consisting of 44.5% UHT (Itambé) milk, 1% modified 58 

starch (Macalé) and 10% crystal sugar (Delta). The ingredients were homogenized and heated in 59 

magnetic stirrer (RH Basic 1-IKA) up to a temperature of 37 °C, measured using a digital thermometer 60 

(Instrutherm). For the second mixture, 44.5% reconstituted whey powder (Nutricom) at 15% of mineral 61 

water (Ingá) was added after the homogenization, and the mixture was added to the first mixture and 62 

subsequently heated to 42 ° C. After reaching the desired temperature, 0.1% of thermophilic DVS 63 

lactic acid culture (Christian Hansen of Brasil®) was added from and the homogenization was carried 64 

out. 65 

50 mL of each FDB were transferred to falcon tubes for pH measurement with the aid of bench 66 

pH meter (Tecnopon mPA 210) shortly after the FDB were allocated in BOD (ElectroLab) at 43 ° C. 67 

The pH was measured every hour until reaching the value of 4.6, after obtaining the desired pH the 68 

drinks were placed for the cooling in refrigerator until reaching the temperature of 5 °C, where there 69 

was clot formation and later by means of homogenization was disrupted, so that addition of the 70 

preservatives occurs. 71 

For the production of FDB with clove essential oil, it used 2μl / ml of the commercially obtained 72 

Ferquima® oil dose below that established by the World Health Organization (WHO) as acceptable for 73 

human consumption (maximum 2.5 mg / kg) (Gülçin et al., 2012), so that it does not interfere with 74 

health after consumption. For the FDB with the synthetic preservative potassium sorbate (Synth) 75 

0.003 g / mL was used. 76 

 77 

2.2 Microbiological analyzes  78 

 79 

Microbiological analyzes were performed at the Animal Health Laboratory at the Center for 80 

Research in Agricultural Sciences (CPCA) belonging to the Institute of Agrarian Sciences (ICA) of the 81 

Federal University of  Minas Gerais (UFMG). Two analyzes were carried out for beverage production, 82 
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one in the first week of storage and the other in the second week. In order to comply with current 83 

legislation (Brasil, 2003), lactic acid counts were performed (ISO 7889, 2003), presence of total 84 

coliforms and thermotolerant coliforms (ISO 4831, 2006), absence or presence of Salmonella spp. 85 

(ISO 6785, 2001). All analyzes were performed in triplicate. 86 

2.3 Physico-chemical  and calorimetric analyzes 87 

 88 

The physico-chemical  analyzes were carried out in the Laboratory of Bromatology of the ICA / 89 

UFMG, were carried out in accordance with the Normative Instruction n° 68 of the Ministry of 90 

Agriculture, Livestock, and Supply. The Kjeldahl method was used to analyze the protein content, the 91 

acidity by titratable total acidity (% lactic acid) (Brasil, 2006) and the quantification of fat content was 92 

carried out by the Mojonnier method (AOAC, 1997), at the Laboratory of Technology of Dairy Products 93 

at the Veterinary School of UFMG, Pampulha campus. All analyzes were performed in triplicate. 94 

Calorie quantification of each beverage was analyzed using adiabatic calorimetric pump (IKA 95 

C5000®), using methodology described by Souza et al. (2018), obtaining the result of calories amount 96 

per drinks gram. 97 

 98 

2.4 Statistical analysis   99 

 100 

Analysis of variance (ANOVA) with randomized block design was used for the statistical 101 

analysis at a significance level of 5% (p<0,05) was performed to evaluate the results obtained in 102 

fermented dairy beverages. When there was statistical difference, the Tukey mean test was 103 

performed. The data were tabulated and analyzed in the Rstudio® software. 104 

 105 

3 Results and discussion 106 

In the microbiological analyzes it was observed absence of Salmonella spp. and counting of 107 

total and thermotolerant coliforms in all FDB samples, in the different storage weeks and in the four 108 

beverage productions. This result complies with the current legislation, where it aims at the absence of 109 

Salmonella spp. and a maximum number of 100 NMP / mL for total coliforms and 10 NMP / mL for 110 

thermotolerant coliforms (Brasil, 2007). The control in relation to these microorganisms is related to 111 

the concern of sanitary surveillance organs such as Agência Nacional de Vigilância Sanitária 112 

(ANVISA), in relation to public health and hygienic sanitary control of marketed products (Brasil, 113 

2001). 114 

The same result was found by Andrade et al. (2015) evaluating fermented dairy beverages from 115 

commercial brands and by Saljooghi et al. (2017) who evaluated the microbiological quality of 116 

fermented probiotic drink produced from camel's milk. The hygienic sanitary quality from the 117 
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processing to the storage of the product, and indicate safety because these are pathogenic bacteria 118 

that can cause toxinfection (Andrade et al., 2015). 119 

One of the factors that may explain the absence of these microorganisms is that polyphenols 120 

have a strong antioxidant activity, and may remain even when added to foods, contributing to the 121 

reduction of deterioration, oxidation and bacterial contamination (Carocho et al., 2014). Potassium 122 

sorbate has high antimicrobial activity and is therefore a product widely used in foods to prevent the 123 

growth of pathogenic microorganisms (Dehghan et al., 2018). 124 

The results obtained from the dairy drinks with clove essential oil allowed to conclude this 125 

exerted preservative activity in the beverage, as well as the synthetic preservative (potassium 126 

sorbate), and inhibited the growth of pathogenic bacteria. Some studies report the antimicrobial 127 

activity of clove EO (Cortés-rojas et al., 2014; Hassan et al., 2014; Tajkarimi et al., 2010). According to 128 

Carocho et al. (2014) are called preservatives products with antioxidant potential, antimicrobial and 129 

that prevents the darkening of food. As antimicrobials are intended to control and / or prevent 130 

contamination by microorganisms and to control food deterioration (Tajkarimi et al., 2010). 131 

For the counting of lactic bacteria it was verified that there was no statistical difference (p<0,05) 132 

between the beverages with essential oil and the synthetic preservative (potassium sorbate) and there 133 

was no change in the amount of lactic acid bacteria in the storage period (Table 1). According to the 134 

current legislation, the minimum number of viable lactic bacteria counts is 10-6 UFC/mL during the 135 

entire shelf life (Brasil, 2005), thus, the beverages produced met the microbiological requirements 136 

required for commercialization. These results demonstrate that the use of clove essential oil did not 137 

inhibit the growth of lactic acid bacteria. In this way it can be affirmed that the natural preservative did 138 

not influence the fermentation stage of the product. According to Cortés-Rojas et al. (2014) the 139 

conservation of these microorganisms in the fermented dairy beverage is related to the type of 140 

preservation additive that was used. One could say that clove-based natural preservative preserved 141 

FDB by inhibiting the growth of desired pathogenic microorganisms. 142 

Lactic acid bacteria contribute to pH reduction, texture improvement, increased digestibility and 143 

preservation, improved sensorial profile, thus promoting a better texture and flavor improvement in the 144 

final product, besides contributing to the conservation of foods and possible health benefits (Niel & 145 

Aslim, 2010; Pescuma et al., 2010).  146 
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Table 1. Microbiological analyzes of the different productions of the fermented dairy beverages added with the clove essential oil and the  fermented dairy 147 

beverages added with potassium sorbate when evaluated the first and the second week of conservation. 148 

 BO - Fermented dairy beverages with the addition of clove essential oil; BSO - Fermented dairy beverages with potassium sorbate. 149 

Values expressed by mean and standard deviation 150 

By the Tukey test in the comparison enters the BO and BSO averages followed by the same capital letter in the column do not differ from each other (p<0,05). 151 

By the Tukey test in the comparison of average of each drink of each beverage production, averages followed by the same lowercase letter in the line did not 152 

differ among each other (p<0,05). 153 

 PRODUCTION 

01 

PRODUCTION 

02 

PRODUCTION 

03 

PRODUCTION 

04 

 1° week 2° week 1° week 2° week 1° week 2° week 1° week 2° week 

BO 2,13Aa ± 0,5 2,20Aa ± 0,3 3,00Aa ± 0,46 1,97Aa ± 0,10 3,17Aa ± 0,29 4,20Aa ± 0,61 3,37Aa ± 1,5 2,67 Aa ± 0,99 

BSO 2,27Aa ± 0,6 1,99Aa ± 0,08 2,07Aa ± 1,00 1,70 Aa ± 0,36 3,46Aa ± 0,45 4,77Aa ± 0,51 3,2Aa ± 2,46 2,60 Aa ± 0,53 
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In the physical-chemical evaluations, it was verified that for both protein and acidity there was 154 

no significant difference (p<0,05) when compared to the beverages with the natural preservative and 155 

the synthetic preservative (Table 2). The same result is seen when comparing the two weeks of 156 

storage of the drinks. According to the current legislation, for products to be considered as fermented 157 

dairy drinks, a minimum of 1,7g of protein / 100g of product must be used. The values found in this 158 

study are within the recommended values (Table 2). For acidity it should be between 0.6 and 2.0% 159 

(Brasil, 2005), thus the values obtained in the present study were in compliance with the current 160 

legislation (Table 2). In a study by Imbachí-narváez et al (2018) evaluating the effect of cassava starch 161 

modified as a dairy drink prepared with whey obtained acid values between 0.6 and 0.72% w / v of 162 

lactic acid, thus being lower than that found in the present study, the authors correlated this result with 163 

the amount of solids present in the beverages and in the activity of the lactic bacteria that contribute to 164 

the production of lactic acid. Results similar to the present study were found in the work of Andrade et 165 

al. (2015), evaluating different brands of commercially purchased fermented dairy drinks. De Carli et 166 

al. (2015), evaluating milk drinks added with peppermint essential oil, found similar values of protein to 167 

that of the present study. 168 

Low acidity and higher protein levels than those required by legislation in beverages made in 169 

the present study may lead to good acceptability and good nutritional value. The use of whey in the 170 

production of dairy drinks has been gaining space, since it has several functional properties and high 171 

nutritional value with presence of B complex proteins, calcium, minerals, essential amino acids, 172 

among others, and it has a low cost. Another factor attributed to whey is low energy density, 173 

contributing to weight control and having an adequate protein profile with high digestibility proteins 174 

(Baldissera et al., 2011). Acidity adds attributes related to the quality of dairy products, collaborating 175 

for better consumer acceptance (Thamer & Penna, 2006). 176 

When the values obtained in the fat content analysis were evaluated, it was verified that there 177 

was no statistical difference between the drinks and the weeks of storage (Table 2). Thus, the 178 

fermented dairy beverage with the addition of clove and the fermented dairy beverage with potassium 179 

sorbate met the current legislation for partially skimmed milk drink with values of 0.6 to 2.9 g / 100g fat 180 

(Brasil, 2007) similar results were found by Andrade et al. (2015). According to Thamer & Penna 181 

(2006) there is a variation in the amount of fat in the production of fermented dairy drinks that can 182 

range from 0.1% to 10% and that commercially available dairy drinks have low fat values. Consumers 183 

are currently looking for foods with lower fat levels (Andrade et al., 2015), and this factor may 184 

contribute to greater consumer acceptability of the product.   185 
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Table 2. Results obtained in the physical-chemical analyzes of the different productions of fermented dairy beverage added with clove essential oil and 186 

fermented dairy beverage added with potassium sorbate when evaluated the first and second week of storage. 187 

BO - Fermented dairy drink with the addition of clove essential oil; BSO - Fermented dairy drink with potassium sorbate. 188 

Recommended values in the legislation: protein - 1.7g of protein / 100g of product; acidity - 0.6 to 2.0%; - semi-skimmed milk drink with values from 0,6 to 2,9 189 

g / 100g fat content. 190 

Values expressed by mean and standard deviation 191 

By the Tukey test in the comparison enters the BO and BSO averages followed by the same capital letter in the column do not differ from each other (p 192 

<0.05). 193 

By the Tukey test in the comparison of average of each drink of each beverage production, averages followed by the same lowercase letter in the line did not 194 

differ among each other (p <0.05). 195 

Fermented dairy 

beverage 

Storage week Production Protein (g/100g of 

product) 

Acidity (%) Fat content (g/100g of 

product) 

  1º 2,06Aa ± 0,10 0,84Aa ± 0,02 1,48%Aa ± 0,0 

  2º 2,14Aa ± 0,05 0,81Aa ± 0,06 2,01% Aa ± 0,0 

 First week 3º 2,24Aa ± 0,05 0,81Aa ± 0,06 1,03% Aa ± 0,0 

BO  4º 2,11Aa± 0,06 0,85Aa ± 0,03 0,93% Aa ± 0,0 

  1º 2,27Aa ± 0,02 0,88Aa ± 0,03 1,40% Aa ± 0,0 

 Second week 2º 2,11Aa± 0,11 0,76Aa ± 0,02 2,16% Aa ± 0,0 

  3º 2,21Aa ± 0,12 0,82Aa ± 0,04 1,23%Aa ± 0,0 

  4º 2,10Aa± 0,02 0,83Aa ± 0,01   1,06% Aa ± 0,0 

  1º 2,14Aa ± 0,06 0,83Aa ± 0,01 1,40Aa ± 0,0 

  2º 2,11Aa ± 0,15 0,80Aa ± 0,04 2,12% Aa ± 0,0 

 First week 3º 2,29Aa ± 0,04 0,80Aa ± 0,04 1,05%Aa ± 0,0 

BSO  4º 2,10Aa ± 0,16 0,85Aa ± 0,01 0,90% Aa ± 0,0 

  1º 2,10Aa ± 0,02 0,82Aa ± 0,06 1,41%Aa ± 0,0 

 Second week 2º 2,13Aa± 0,15 0,75Aa ± 0,0 2,20%Aa ± 0,0 

  3º 2,36Aa ± 0,32 0,80Aa ± 0,04 1,16%Aa ± 0,0 

  4º 2,22Aa ± 0,08 0,84Aa ± 0,02 0,84% Aa ± 0,0 
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When the calorimetry of the formulated beverages was evaluated, it was observed that 196 

there was no significant difference (p <0.05) in the different productions of each beverage 197 

(Table 3), the evaluation by total solids is of great importance to quantify the calories in the 198 

beverage food. According to Grandi & Rossi (2010) in FDB there may be variations in the 199 

amount of energy available and this factor may be associated with the amount of serum used or 200 

other components, thus, the use of clove essential oil does not interfered in the amount of FDB 201 

calories.  202 

Table 3. Results obtained in the calorimetric analyzes of the different productions of the 203 

fermented dairy beverages added with the clove essential oil and the fermented dairy 204 

beverages added with potassium sorbate. 205 

Productions of fermented dairy 

beverages 

  Values in Kcal/mL 

B.O BSO 

Productions 1 0.74Aa 0.72Aa 

Productions 2 0.72Aa 0.69Aa 

Productions 3 0.73Aa 0.71Aa 

Productions 4 0.70Aa 0.68Aa 

BO - Fermented dairy beverages with the addition of clove essential oil; BSO - Fermented dairy 206 

beverages with potassium sorbate.  207 

Values expressed by mean and standard deviation 208 

By means of the Tukey test in the comparison of average of each drink of each beverage 209 

production, averages followed by the same capital letter in the column do not differ from each 210 

other and averages followed by the same lowercase letter in the row do not differ from each 211 

other (p <0.05) . 212 

 213 

In spite of the similar conservation, physicochemical and calorimetric results found 214 

between the clove essential oil fermented milk beverage and the potassium sorbate drink, it is 215 

found that there is functional potential in the oil drink. Functional foods are those that provide 216 

nutritional sources and health benefits through mechanisms not provided in conventional 217 

nutrition, thus becoming a food allied to health. In the dairy industry there is a high demand for 218 

this type of product and prebiotics are widely used to obtain them (BECKER, 2009; SANTOS et 219 

al., 2011). Thus, the use of a natural preservative with functional potential may be the solution 220 

to reduce the use of synthetic preservatives and meet the industry demand. 221 

 222 

 223 
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4 Conclusion 224 

The fermented dairy beverage with the addition of clove essential oil presented similar 225 

results in the microbiological, physicochemical and calorimetric analyzes of the results found in 226 

the dairy beverage with synthetic preservative (potassium sorbate), which is then a potential 227 

substitute for the preservative synthetic. In addition, the use of clove essential oil as a natural 228 

preservative may add value to the fermented dairy beverage by having desired  biological 229 

activities and may bring to the market a new functional product. In vivo studies are required to 230 

verify the action of this beverage with clove essential oil in the organism. 231 
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4.3 Artigo 3 - Avaliação da atividade antioxidante de bebida láctea fermentada com adição de 

óleo essencial de cravo-da-índia in vitro e in vivo 
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Avaliação da atividade antioxidante de bebida láctea fermentada com adição de óleo 1 

essencial de cravo-da-índia in vitro e in vivo 2 

 3 

Evaluation of the antioxidant activity of fermented dairy beverages with addition of clove 4 

essential oil in vitro and in vivo  5 

 6 

 7 

Resumo 8 

Objetivou avaliar a atividade antioxidante da bebida láctea fermenta com adição de óleo 9 

essencial de cravo-da-índia (BO) in vitro e in vivo. Foram realizadas análises de sequestro de 10 

radicais livres pelo método do DPPH, concentração efetiva mínima (CE50), avaliou a 11 

composição do óleo por cromatografia gasosa e identificou os compostos por análise de 12 

headspace. Para análises in vivo utilizou-se 24 camundongos machos da linhagem swiss, 13 

divididos em três grupos experimentais. Realizou análise histopatológica do tecido adiposo 14 

visceral, avaliou e quantificou as enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD), catalase 15 

(CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx). A BO obteve melhores resultados da porcentagem de 16 

sequestro de radicais livres pelo método do DPPH em relação à bebida láctea com o 17 

conservante sintético (BSO) e a bebida sem conservantes (BP), esse potencial foi comprovado 18 

na análise de CE50 em que a BO necessitou de menor concentração para reduzir a 50% o 19 

radical DPPH, do que o hidroxitolueno butilado (BHT). Foi detectado o eugenol (79,4%) como 20 

componente majoritário do óleo essencial (OE), sendo componente identificado na análise de 21 

headspace tanto no OE quanto na BO. No histopatológico não foram identificadas alterações 22 

ou sinais de inflamações. A área do tecido adiposo foi significativamente inferior (p<0,05) no 23 

grupo alimentado com BO (G3) do que os grupos de animais alimentados com BSO (G2) e o 24 

controle (G1). Na avaliação das enzimas envolvidas na atividade antioxidante verificou que o 25 

grupo G3 apresentou menor quantidade das enzimas avaliadas em relação aos outros grupos 26 

experimentais. Conclui-se que a bebida láctea com o óleo essencial de cravo-da-índia 27 

apresentou atividade antioxidante in vitro e in vivo. 28 

 29 

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Sequestro de radicais livres. Tecido adiposo. Syzygium 30 

aromaticum. Swiss.  31 

 32 

Introdução 33 

 34 

O óleo essencial (OE) de Syzygium aromaticum apresenta diferentes atividades 35 

biológicas comprovadas entre elas a atividade antioxidante e antimicrobiana. Possui a 36 

capacidade de conservar os alimentos, podendo ser um potencial substituto a conservantes 37 

sintéticos [1, 2]  38 
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Os antioxidantes em alimentos atuam no retardo de alterações oxidativas, fazendo 39 

com que o alimento não deteriore ao contato com o ar [3]. In vivo essa ação está relacionada 40 

com o controle dos níveis de Espécies reativas ao oxigênio (EROs) no organismo por meio de 41 

enzimas endógenas sendo estas: superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa 42 

peroxidase (GPx) como as principais envolvidas e exógenas que são aquelas adquiras por 43 

alimento [4, 5]  44 

Alterações envolvendo essas enzimas antioxidante, ou a baixa produção junto ao 45 

aumento da produção de EROs, podem alterar o equilíbrio no organismo e ocasionar o 46 

estresse oxidativo [4]. Sendo esta uma consequência do desequilíbrio entre a produção de 47 

oxidantes e as enzimas antioxidantes, promovendo o aumento de EROs que são consideradas 48 

prejudiciais a saúde e está associada a doenças como câncer, diabetes, aterosclerose, entre 49 

outras [6]. 50 

O presente estudo objetivou avaliar a atividade antioxidante de bebida láctea 51 

fermentada com adição de cravo-da-índia utilizando métodos in vitro e in vivo. 52 

 53 

Materiais e métodos 54 

 55 

Produção das bebidas lácteas fermentadas 56 

 57 

As bebidas lácteas fermentadas (BLF) foram produzidas no Laboratório de 58 

Tecnologia de Alimentos (Instituto de Ciências Agrárias (ICA) na Universidade Federal de 59 

Minas Gerais (UFMG), atendendo a legislação vigente [7].  60 

Para a produção da bebida láctea fermentada com o conservante sintético foi 61 

adicionado 0,003 g / mL de sorbato de potássio e para a bebida láctea fermentada com cravo-62 

da-índia foi adicionado 2 μl / ml do óleo essencial (OE). 63 

 64 

Caracterização das bebidas lácteas elaboradas 65 

 66 

Foram realizadas análises microbiológicas de contagem de bactérias lácticas, 67 

presença de coliformes totais e coliformes termotolerantes, ausência ou presença de 68 

Salmonella sp. visando atender a legislação [8].  69 

Para as avaliações físico-químicas foram realizadas as análises de quantificação 70 

de matéria gorda láctea realizada pelo método de Mojonnier [9], análises de teores de proteína 71 

pelo método Kjeldahl e acidez pelo método da acidez total titulável (% ácido lático), conforme a 72 

Instrução Normativa n. 68 do Ministério da Agricultura e Abastecimento – MAPA [10]. Todas as 73 

análises foram realizadas em triplicata e semanalmente, depois de concluídas foram liberadas 74 

para o consumo dos animais. 75 



61 

 

61 

 

Para obter a dieta isocalórica dos animais foram realizadas análises calorimétrica, 76 

de acordo com metodologia descrita por Souza et al., (2018) [11], obtendo resultado de calorias 77 

por grama de bebida. 78 

As bebidas elaboradas apresentaram-se dentro dos padrões estabelecidos pelas 79 

legislações vigentes, obtendo resultado de 0,70 a 0,74 Kcal/mL para bebida láctea fermentada 80 

com adição de óleo essencial de cravo-da-índia e 0,68 a 0,72 Kcal/mL para bebida láctea 81 

fermentada com sorbato de potássio. A obtenção da composição química do óleo essencial de 82 

cravo-da-índia foi realizada por cromatografia gasosa, em estudo prévio realizado por Farias et 83 

al. (2019), onde foi encontrado o eugenol (79,4%) como componente majoritário e em menores 84 

proporções o (E)-cariofileno, humuleno, Óxido de cariofileno e δ-cadineno respectivamente 85 

[12].  86 

 87 

Análise de headspace 88 

 89 

Para a realização da análise de headspace foi utilizado a metodologia de Aguiar et 90 

al. (2014) [16]. Foi adicionado 1 mL das bebidas em frascos de headspace, posteriormente 91 

estes frascos foram colocados em amostrador automático (HS combi-PAL) para a devida 92 

homogeneização (500 rpm), logo após os mesmos foram incubados a 75°C por cinco minutos, 93 

onde as substâncias voláteis foram extraídas por headspace estático. Para o aquecimento da 94 

seringa foi utilizada a temperatura de 75°C e o volume de injeção de 1000 μL 95 

A identificação das substâncias voláteis ocorreu por meio do Agilent Technologies 96 

(7890A) acoplado ao espectrômetro de massas (MS 5975C), foi utilizado temperatura de foi de 97 

60 ºC a 240 ºC, com um incremento de 3 ºC·min-1. Todo o procedimento foi operado no modo 98 

scan (monitoramento) com impacto eletrônico a 70 eV, em uma faixa de 45 a 550 (m/z). 99 

Os dados obtidos foram analisados pelo software MSD Chemstation e com a biblioteca 100 

da National Institute of Standards and Technology [17]. 101 

 102 

Otimização do método de análise da antioxidante com DPPH para bebida láctea 103 

fermentada 104 

 105 

As análises de atividade antioxidante foram realizadas utilizando o método de 106 

sequestro de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrihidrazil, Sigma-Aldrich), em metodologia 107 

adaptada de Najgebauer-Lejko et al. (2011) [13]. Para as análises foram utilizadas três tipos de 108 

BLF (com óleo essencial de cravo-da-índia (BO), sorbato de potássio (BSO) e sem 109 

conservantes (BP). 110 

As bebidas foram diluídas em metanol na proporção de 1:0,5 posteriormente 111 

alíquotas de 0,1 mL desta diluição foram transferidos para tubos cônicos transparentes de 112 

propileno devidamente identificados. Logo após, foram adicionados 3,9 mL do reagente DPPH 113 

e colocados em sala escura por 30 minutos. Após este período as amostras foram 114 
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centrifugadas (Centribio) a 4000 rpm por 10 minutos. O consumo de sequestro do radical 115 

DPPH foi mensurado por meio do sobrenadante utilizando espectrofotômetro (Micronal B-582), 116 

com comprimento de onda de 515 nm. Soluções contendo 3,9mL de DPPH (0,277g/mL)  e 100 117 

µl de metanol foram utilizados como controle negativo. Utilizou-se o metanol como branco. 118 

Para a porcentagem de sequestro de radicais livres (SRL), foi utilizada a seguinte equação de 119 

[14]. 120 

 121 

%SRL= ((Abs. controle negativo – Abs. da mistura reacionária) / Abs. controle negativo) x 100 122 

 123 

Onde: 124 

SRL: sequestro de radicais livres. 125 

Abs. controle negativo: absorbância da solução de DPPH  126 

Abs. da mistura reacionária: absorbância da reação DPPH com 0,1mL das amostras 127 

 128 

Para determinar os valores de CE50, que consiste na concentração mínima 129 

necessária para que a BLF reduza a 50% o radical DPPH. Para formular a curva de redução 130 

foram escolhidas as concentrações de 0,05, 0,25, 0,5, 0,75, 1,0 e 1,25 μL/mL de BO. Foi 131 

utilizado o hidroxitolueno butilado (BHT) como controle positivo, utilizado nas concentrações de 132 

0,000125, 0,00025, 0,0005, 0,001 e 0,002 g/mL. Para verificar o potencial antioxidante das 133 

amostras foi utilizada a fórmula proposta por [15]. Que classifica como: baixa atividade 134 

antioxidante (AAI < 0,5), moderada (0,5 < AAI < 1,0), forte (1,0 < AAI < 2,0) e muito forte (AAI > 135 

2,0) 136 

AAI = CDPPH 137 

            CE50 138 

 139 

 140 

Amostra experimental in vivo 141 

 142 

A pesquisa foi aprovada sob o número de protocolo 231/2017 pelo Comitê de 143 

Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal de Minas Gerais - CEUA / UFMG e 144 

por Comitê de Ética em Experimentação e Bem-Estar Animal da Universidade Estadual de 145 

Montes Claros - Unimontes, sob processo número 149 / 2017. 146 

Para obter o número de animais por grupo, foi realizado o cálculo: n = 1 + [2C * (s 147 

/ d) 2]. C = (zα + zβ) 2, C é dependente dos valores escolhidos para o poder ou a força do teste 148 

e do nível de significância, zα em nível de significância a 5%, sendo este igual á 1,96. zβ, é o 149 

poder estatístico do teste, na área da saúde utiliza-se 90%, sendo igual a 1.282 [18, 19]. C= 150 

(1,96 + 1,282)2. C = 10,51, s é o coeficiente de variação, e d é a diferença esperada entre os 151 

grupos, para obter p <0,05. Considerando um desvio máximo de 28%, já que o fígado é o 152 
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órgão com maior variabilidade biológica e uma diferença esperada entre os grupos de 50%, 153 

substituindo estes valores da fórmula: n = 1 + [2x10,51 * (0,28 / 0,50) 2], o n é igual a 7,59. 154 

Após arredondamento do valor obtido temos um total de oito animais por grupo experimental. 155 

Sendo assim, utilizou-se 24 camundongos machos da linhagem Swiss com quatro 156 

semanas de idade. O estudo foi realizado no Biotério do Centro de Experimentação Animal da 157 

Universidade Estadual de Montes Claros – Unimontes. 158 

Os animais foram mantidos em gaiolas de policarbonato com tampa de ferro e 159 

divisória para o comedouro e bebedouro, com capacidade máxima para dez animais, todas as 160 

gaiolas foram devidamente identificados por meio de etiquetas e os animais foram identificados 161 

com solução violeta de genciana 1%. 162 

Para iniciar o período experimental os animais tiveram um período de adaptação 163 

por sete dias, sendo fornecida a ração comercial labina® contendo 23,3% de proteína, 2,6% de 164 

lipídios, 55,6% de carboidratos e 4,0 kcal / g de energia total e água ad libitum.  165 

 166 

 167 

Análise da atividade antioxidante in vivo 168 

 169 

Após as quatro semanas de vida, os animais foram divididos de forma aleatória 170 

em três grupos após o período de adaptação, utilizando o delineamento inteiramente 171 

casualizado, utilizando o peso como parâmetro de divisão para obter amostras homogêneas 172 

entre os grupos. A divisão ocorreu de acordo com a alimentação oferecida, sendo: grupo 173 

controle (G1), alimentados apenas com a ração, grupo dois (G2) com fornecimento de ração 174 

mais  2 mL de bebida láctea fermentada com conservante sintético (sorbato de potássio) e o 175 

grupo três (G3) que receberam ração e 2mL da bebida láctea fermentada com adição de óleo 176 

essencial de cravo-da-índia. 177 

A dieta fornecida foi isocalórica, ou seja, cada grupo recebeu de forma restrita a 178 

ração para que todos os animais do experimento recebessem a mesma quantidade de Kcal por 179 

dia. Sendo assim, as dietas foram ajustadas semanalmente de acordo com o peso médio dos 180 

animais pertencentes a cada grupo. Os animais foram pesados semanalmente. 181 

Os animais pertencentes ao grupo G2 receberam 2 mL e BSO e os animais do 182 

grupo G3 receberam 2 mL de BO, por meio de gavagem ofertadas diariamente durante um 183 

período de 30 dias. 184 

A iluminação foi controlada por um timer de doze horas escuro/claro, com 185 

temperatura ambiente de 22ºC controlado por ar condicionado e exaustores de ar, a umidade 186 

relativa do ar foi ajustada para 45-65%, estas condições ambientais ocorreram durante todo o 187 

período experimental [20, 21]. O manejo higiênico sanitário foi realizado diariamente, 188 

realizando a higienização dos bebedouros, gaiolas e troca das camas a base de maravalha.  189 
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Os animais foram eutanasiados após período de 12 horas de jejum. O tecido 190 

adiposo visceral coletado foi dividido e armazenados em tubos eppendorfs distintos para 191 

posterior análises de PCR em tempo real (qRT-PCR) e análises histológicas. 192 

 193 

 194 

Análise histopatológica do tecido adiposo visceral  195 

 196 

Para a realização da análise histopatológica do tecido adiposo visceral, o mesmo 197 

foi imerso em formol a 10%. Posteriormente foi realizada a desidratação do tecido em uma 198 

série alcoólica crescente (70%, 80%, 90%, absoluto), em seguida as amostras foram colocadas 199 

em xilol e impregnação em parafina e as lâminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina 200 

[22]. Foram utilizados cinco campos diferentes em cada lâmina contendo 100 adipócitos para 201 

avaliação e as imagens de cada animal foram capturadas. Foi utilizado o microscópio Olympus 202 

FSX 100 e o software Image Pro-Plus (Media Cybernetics, EUA). Para calcular a área média de 203 

adipócitos (μm2) utilizou-se o software Image J (Instituto Nacional de Saúde, Bethesda, 204 

Maryland, EUA) [23].  205 

 206 

Avaliação da atividade de enzimas antioxidantes no tecido adiposo visceral  207 

Para a análise da atividade das enzimas antioxidantes foram avaliadas as enzimas 208 

Catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD). Foram retiradas 100 mg das amostras do 209 

tecido adiposo visceral  separadamente para fazer o homogenato de cada análise.  210 

Para determinar a atividade da catalase utilizou-se a metodologia descrita por [24], 211 

utilizando os tempos de leitura de 0, 20, 40,60 e 90 segundos em um comprimento de onda de 212 

340 nm. Para a atividade da superóxido dismutase, utilizou-se metodologia semelhante à 213 

descrita por [25] utilizando os tempos de 0, 1, 2, 3, 4 e 5 minutos para leitura, em um 214 

comprimento de onda de 420 nm, foi utilizado o espectrofotômetro Amersham bioscience 215 

ultrospec 1100 pro, os resultados foram expressos como atividade enzimática por mg de 216 

proteína. Os valores obtidos foram de acordo com a fórmula: 217 

 218 

Enzima antioxidante (U/mg de proteína) = Soma dos resultados obtidos ((Abs final.– Abs. inicial) / 2) x V. 219 

 220 

Onde: 221 

Abs. final: Resultado da última leitura de absorbância da solução. 222 

Abs. inicial: Resultado da primeira leitura de absorbância da solução. 223 

V: volume da amostra (mL). 224 

 225 
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Reação em cadeia da polimerase via transcriptase reversa quantitativa em tempo real 226 

(qRT-PCR) 227 

 228 

A extração de RNA do tecido adiposo visceral foi realizada através da 229 

homogeneização do tecido em Trizol, conforme especificação do fabricante. A quantificação do 230 

RNA das amostras e a pureza foram realizadas em NanoDrop (Thermo Scientific®). Após a 231 

quantificação das amostras, as mesmas foram tratadas com Dnase, e transcritas reversamente 232 

com moloney murine leukemia virus reverse (M-MLV RT) (Ludwig Biotec®) e OligodT.  233 

O cDNA obtido foi utilizado para a execução do qRT-PCR. O gliceraldeído-3-234 

fosfato desidrogenase (GAPDH) foi utilizado como primer endógeno para normalizar a 235 

expressão do gene de RNAm. As reações foram feitas utilizando o Master Mix do SYBR Green 236 

na PlusOne platform (Applied Biosystems™ QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System®) 237 

[26]. 238 

 Os primers utilizados para quantificar as enzimas antioxidantes foram: Superóxido 239 

dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx) (Tabela 1). As expressões 240 

foram mensuradas pelo método de comparação relativa por CT, usando a equação 2–ΔΔCT 241 

[27]. 242 

 243 

Tabela 1 - Sequência de primers oligonucleotídicos específicos usados no qRT-PCR. 244 

Genes Sequência primers Referências 

GAPDH F: 5’ AAGAAGGTGGTGAAGCAGGCATC 3’ 

R: 5’ CGAAGGTGGAAGAGTGGGAGTTG 3’ 

[28] 

SOD1 F:5’ CATTCCATCATTGGCCGT 3’ 

R: 5´ TCAGACCACACAGGGAAT 3’ 

[29] 

CAT F:5’ TGAGAAGCCTAAGAACGCAATTC 3’  

R: 5’ CCCTTCGCAGCCATGTG 3’ 

[29] 

GPx-1 F:5’TTACATTGTTTGAGAAGTGCGA 3’ 

R: 5’ CAAAGTTCCAGGCAATGTC 3’ 

[29] 

 245 

 246 

Análise estatística   247 

 248 

 Foi utilizado o teste de análise de variância (ANOVA) one-way, submetidos a 249 

testes específicos com confiança estatística de 95% (p <0,05). A significância estatística das 250 

diferenças nos valores médios entre os grupos de camundongos foi avaliada pelo teste Tukey. 251 

Os resultados das análises de avaliação da atividade de enzimas antioxidantes no tecido 252 

adiposo visceral e o diâmetro dos adipócitos foram submetidos ao teste de comparação 253 

múltipla bonferroni para avaliar a significância estatística das diferenças. Todas as análises 254 

utilizaram o programa GraphPad Prism (versão 7.0 ©, San Diego, Califórnia, EUA). Para os 255 
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valores obtidos no CE50 utilizou-se Microsoft® Office Excel, para a realização da análise de 256 

regressão. 257 

 258 

 259 

Resultados 260 

 261 

A análise da composição química do óleo essencial de cravo-da-índia mostrou que 262 

o componente majoritário é o eugenol (79,4%), e em menores concentrações o (E)-Cariofileno, 263 

Humuleno, Óxido de cariofileno e δ-Cadineno respectivamente [12].  264 

Nas análises de headspace não foram detectados e identificados compostos que 265 

poderiam apresentar atividade antioxidante nas amostras de BP e BSO (Fig. 1)  266 

As amostras de BO (Fig. 1A) apresentaram resultados semelhantes aos 267 

encontrados no óleo puro (Fig. 1B), sendo que foram identificados os compostos Eugenol, 268 

Cariofileno e α-humuleno em ambas as amostras. Sendo assim, é possível notar que não 269 

houve alteração da composição do óleo, mesmo após ser adicionada a matriz láctea. Os 270 

resultados obtidos nas análises de headspace são semelhantes ao encontrado na análise da 271 

composição química do OE, onde se observa maior pico de abundância do eugenol e a 272 

identificação dos compostos Cariofileno e α-humuleno nas amostras.  273 
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Figura 1. Resultados da análise de headspace da bebida láctea fermentada com óleo essencial de cravo-da-índia (A) e do óleo essencial de 274 

cravo-da-índia puro (B). 275 

276 

 277 

A 

Eugenol 

Cariofileno 
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A bebida láctea contendo o OE de cravo-da-india apresentou atividade 279 

antioxidante superior a BSO e BP (p<0,05) com capacidade de sequestro de radicais livres com 280 

valores superiores a 80% (Tabela 2).  281 

A atividade antioxidante observada nas bebidas manteve-se inalteradas durante o 282 

período de estocagem por 14 dias (p>0,05). 283 

Ao avaliar os resultados obtidos, nota-se que BO, obteve maior porcentagem de 284 

sequestro de radicais livres pelo método do DPPH. Estes resultados indicam maior capacidade 285 

da BO em seqüestrar os radicais livres em relação à BSO e a BP. 286 
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Tabela 2. Resultados obtidos nas análises antioxidantes pelo método do DPPH das bebidas lácteas fermentadas. 287 

288 

 PRODUÇÃO  

01 

PRODUÇÃO  

02 

PRODUÇÃO 

03 

PRODUÇÃO  

04 

 1° Sem. 2° Sem. 1° Sem. 2° Sem. 1° Sem. 2° Sem. 1° Sem. 2° Sem. 

BO 92,0% Aa ± 5,11 86,6%Aa ± 7,59 93,4%Aa ± 4,37 90,3%Aa ± 3,87  91,3%Aa ± 1,91 82,7%Aa ± 3,30 92,2Aa ± 1,1 86.5Aa ± 3,8 

BSO 44,8%Ba ± 12,09 12,7%Ab ± 1,63 37,14% Ca ± 13,6 5,72%Bb ± 2,02  45,1%Ca ± 14,6 5,60%Bb ± 4,74 42,3Ba ± 4,5  8,9Bb ± 4,6  

BP 42,3%Ba ± 1,71 8,75%Ab ± 1,31 52,5%Ba ± 3,47 4,86%Bb ± 0,07  61,1%Ba ± 11,38 15,1%Bb ± 5,44 52,0Ba ± 9,4 10,4Bb ± 6,0  

BO - Bebida láctea fermentada com adição de óleo essencial de cravo da índia; BSO - Bebida láctea fermentada com sorbato de potássio; BP- Bebida láctea 

fermentada sem conservante. 

Valores expressos por bebida láctea fermentada como média e desvio padrão. 

Pelo teste Tukey a 5% de significância, médias seguidas por mesma letra maiúscula na mesma coluna na linha não se diferem. 

Pelo teste Tukey a 5% de significância, médias seguidas por mesma letra minúscula não se diferem. 
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Quando avaliado a capacidade da BO em reduzir a 50% o radical DPPH, 289 

utilizando uma concentração mínima, verificamos que a concentração de 0,25 µL/mL obteve 290 

valor de 58,64% SRL na amostra (Tabela 3). Em relação ao BHT utilizando à concentração de 291 

2 µg/mL, sendo esta proporcional a adição do OE na bebida, observou-se que não houve 292 

sequestro de radicais livres. Além desta concentração foram testadas as concentrações de 293 

0,02 g de BHT/100 mL de metanol) e 0,0002 g/ mL, que assim como a anterior não obteve 294 

sequestro de radicais livres. Somente na concentração de 0,002 g/mL que o controle positivo 295 

BHT apresentou sequestro de radicais livres (Tabela 3).  296 

 297 

Tabela 3. Resultados da relação entre a concentração dos antioxidantes em estudo com 298 

a porcentagem do sequestro de radicais livres  299 

Amostras Concentração %SRL 

BO 1,25 µL/mL 86,98030635 

BO 1 µL/mL 80,96280088 

BO 0,75 µL/mL 76,80525164 

BO 0,5 µL/mL 66,84901532 

BO 0,25 µL/mL 58,64332604 

BO 0,05 µL/mL 35,2297593 

BHT 0,002 g/mL 85,33916849 

BHT 0,0005 g/mL 71,5536105 

BHT 0,00025 g/mL 57,9868709 

BHT 0,000125 g/mL 40,15317287 

BO: Bebida láctea fermentada com adição de óleo essencial de cravo da índia; BHT: 300 

Hidroxitolueno butilado; %SRL: porcentagem de sequestro de radicais livres. 301 

 302 

 303 

Quando analisado a CE50 obteve-se valores de 0,1831 para BO e 179,0 para BHT 304 

(Fig. 2). Devido a estes resultados, torna-se inaplicável a fórmula proposta por Scherer & 305 

Godoy (2009) [15], pois os valores obtidos foram discrepantes.  306 

 307 

 308 

 309 
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Figura 2. Resultados da análise de regressão da relação do consumo de DPPH com a 310 

concentração das amostras e CE50 obtida. 311 

 312 

313 

 314 

 315 

Nas análises in vivo foi possível verificar redução no tamanho da área média de 316 

adipócitos (μm2) entre os grupos que receberam as bebidas lácteas fermentadas (G2 e G3) em 317 

relação ao grupo controle (G1) que teve o fornecimento apenas de ração e água ad libitum, 318 

(p<0,05) sendo que o G3 apresentou adipócitos com menor área em relação ao G2 (Fig. 3). 319 

 320 
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Figura 3. Avaliação da área dos adipócitos no tecido adiposo visceral, de camundongos 327 

após a ingestão das dietas avaliadas 328 

 329 

Fonte: Dos autores, (2019).  330 

G1 - Controle: dieta com apenas ração; G2 - grupo isocalórico ao G1: dieta: ração + bebida 331 

láctea fermentada com conservante sintético (sorbato de potássio); G3 - grupo isocalórico ao 332 

G1: dieta: ração + bebida láctea fermentada com óleo essencial de cravo da índia. Os valores 333 

foram considerados significativos para * p<0.05.  334 

 335 

 336 

Na avaliação das lâminas histológicas não foi observada alteração nos tecidos dos 337 

animais (Fig. 4). 338 

 339 

 340 

 341 

 342 

 343 

 344 

 345 

 346 

 347 

 348 

 349 

 350 

 351 
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Figura 4. Avaliação histopatológica do tecido adiposo visceral de camundongos machos 352 

swiss de acordo com as diferentes dietas ofertadas. 353 

  354 

 355 

Fonte: Dos autores, (2019).  356 

G1 - Controle: dieta com apenas ração; G2 - grupo isocalórico ao G1: dieta: ração + bebida 357 

láctea fermentada com conservante sintético (sorbato de potássio); G3 - grupo isocalórico ao 358 

G1: dieta: ração + bebida láctea fermentada com óleo essencial de cravo da índia.  359 

 360 

 361 

A atividade de enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superóxido dismutase 362 

(SOD) no tecido adiposo (Fig. 5), foi semelhante entre os grupos (p>0,05).  363 

 364 

 365 

 366 

 367 

 368 

 369 

 370 

 371 

 372 

G1 G2 
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Figura 5. Avaliação da atividade das enzimas antioxidante em tecido adiposo visceral de 373 

camundongos do grupo controle e dos que receberam dieta elaborada. 374 

 375 

376 
 Fonte: Dos autores, (2019).  377 

Control (G1): dieta com apenas ração; BSO (G2) - grupo isocalórico ao G1: dieta: ração + 378 

bebida láctea fermentada com conservante sintético (sorbato de potássio); BO (G3) - grupo 379 

isocalórico ao G1: dieta: ração + bebida láctea fermentada com óleo essencial de cravo da 380 

índia.  381 

 382 

 383 

 384 

Ao quantificar as enzimas antioxidantes presentes por meio de análise qRT-PCR, 385 

verificou-se que as enzimas Glutationa Peroxidas (GPx1) e Catalase (CAT) apresentaram 386 

diferença estatística (p<0,05) do G2 em relação aos grupos G1 e G3, sendo que estes não 387 

apresentaram diferença estatística entre si (p>0,05) (Figura 6). 388 

Para Superóxido dismutase (SOD) o grupo G2 demonstrou maior expressão 389 

(p<0,05) em relação aos grupos G1 e G3, sendo que estes grupos apresentaram diferença 390 

estatística (p<0,05) entre si (Fig. 6). 391 

 392 

 393 

 394 

 395 

 396 

 397 

 398 

 399 

 400 

 401 
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Figura 6. Quantificação da expressão de mRNA das enzimas antioxidantes em tecido 402 

adiposo visceral de camundongos machos swiss 403 

 404 

 405 

Fonte: Dos autores, (2019).  406 

G1 - Controle: dieta com apenas ração; G2 - grupo isocalórico ao G1: dieta: ração + bebida 407 

láctea fermentada com conservante sintético (sorbato de potássio); G3 - grupo isocalórico ao 408 

G1: dieta: ração + bebida láctea fermentada com óleo essencial de cravo da índia.  409 

 410 

 411 

Discussão 412 

 413 

A bebida láctea fermentada acrescida de óleo essencial de cravo-da-índia 414 

apresentou maior potencial antioxidante in vitro em relação às bebidas lácteas com sorbato de 415 

potássio e sem conservante. Além disso, apresentou menor expressão das enzimas 416 

antioxidantes e menor tamanho dos adipócitos nas análises in vivo.  417 

Pesquisas apontam o eugenol como componente majoritário do óleo essencial de 418 

cravo-da-índia [1, 30, 31], resultado este encontrado também no presente estudo. O eugenol 419 

está correlacionado as atividades biológicas do óleo, sendo considerado um dos principais 420 

responsáveis pela atividade antioxidade presente na espécie Syzygium aromaticum [1, 30, 32, 421 

31].  422 

A análise de headspace verificou a presença do eugenol no OE e na BO não 423 

alterando a composição do óleo mesmo após a adição na matéria orgânica presente na matriz 424 

alimentar. Estudos indicam que este composto é encontrado em maior quantidade no OE de 425 

cravo-da-índia [1, 30, 32, 31]. Devido à escassez de trabalhos utilizando este óleo essencial em 426 

bebida láctea fermentada, mostra-se a necessidade de novas análises para melhor 427 

entendimento do comportamento do óleo em matriz láctea. 428 

A BO apresentou maior porcentagem de SRL do que BP e BSO, porém nota-se 429 

que essas bebidas apresentaram também potencial antioxidante. Os antioxidantes são 430 

importantes para combater o estresse oxidativo que podem causar diferentes danos a saúde 431 
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[1]. Em trabalho realizado por Gülçin (2011) [30], avaliando a atividade antioxidante do cravo-432 

da-índia em diferentes métodos, verificou o óleo possui atividade antioxidante e mostrou que o 433 

mesmo pode ser utilizado para prevenir a oxidação lipídica, pode manter a qualidade 434 

nutricional dos alimentos e prolongar a vida de prateleira. 435 

A atividade antioxidante presente nas bebidas com o conservante sintético e a 436 

bebida sem conservante, podem ter ocorrido devido à utilização do soro para a produção da 437 

bebida. [33], citam que uma das funcionalidades do soro do leite é sua atividade antioxidante.  438 

Essa atividade pode estar associada às proteínas encontradas no soro do leite como a caseína 439 

e a albumina [34]. 440 

Ao otimizar a técnica de análise antioxidante pelo método do DPPH descrita por 441 

[13], foi possível reduzir  o volume de metanol utilizado e o tempo reacional, mostrando-se um 442 

método mais econômico e rápido para realizar. Os resultados obtidos na análise de CE50 443 

indicam que BO apresentou melhor resultado em relação ao composto sintético BHT.  444 

Avaliando a atividade antioxidante do óleo de cravo em comparação com outros 445 

antioxidantes utilizando o método do DPPH, verificaram em estudo que o óleo obteve resultado 446 

superior ao BHT, alfatocoferol, hidroxianisol butilado e trolox. Neste mesmo trabalho notou-se 447 

maior eficiência e melhores resultados de atividade antioxidante do óleo essencial de cravo 448 

comparado aos compostos citados anteriormente. Com isso, pode-se dizer que a utilização do 449 

óleo essencial do cravo-da-índia aumentou consideravelmente o potencial antioxidante da 450 

bebida no presente trabalho [30]. 451 

Diante dos resultados obtidos, pode-se dizer que é necessária menor 452 

concentração do óleo essencial de Syzygium aromaticum para reduzir a 50% o radical DPPH 453 

em relação à concentração necessária para obter este resultado utilizando o BHT. Com isso a 454 

bebida láctea fermentada com cravo-da-índia apresentou melhor resultado do que o composto 455 

sintético BHT comumente utilizado na indústria ao avaliar os resultados obtidos na análise de 456 

CE50. 457 

Os polifenóis possuem a capacidade de captar oxigênio, doar hidrogênio e atuam 458 

como agentes redutores, o eugenol possui a capacidade de permitir que ocorra doação de um 459 

átomo de hidrogênio, fazendo com que o radical fenoxil fique estabilizado, consequentemente 460 

são formados compostos estáveis que tem como benefício à capacidade de não propagar ou 461 

iniciar a oxidação [1]. 462 

Os resultados obtidos na avaliação da área dos adipócitos demonstram que o 463 

grupo G3 que recebia a dieta da BLF com Syzygium aromaticum apresentou menor área dos 464 

adipócitos em relação aos animais do grupo G1 e G2. Em trabalho realizado por [35] 465 

fornecendo a suplementação de extrato de Syzygium aromaticum a camundongos obesos, 466 

verificou que o extrato possui a capacidade de exercer efeito anti-obesidade, pois este reduz o 467 

peso corporal dos animais. O Syzygium aromaticum regula uma via genes relacionados ao 468 

metabolismo lipídico em tecido adiposo branco e no fígado, resultando na redução do acúmulo 469 

de lipídios, contribuindo para a regulação do peso corporal e inibiu o aumento de tecido 470 
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adiposo branco em camundongos alimentados com dieta hiperlipídica.  Podendo estes fatores 471 

contribuir para o resultado de menor área de adipócito, pois de acordo com os autores a 472 

suplementação com o extrato de Syzygium aromaticum reduziu a adipogênese, provocando a 473 

perda e reduzindo o acúmulo de lipídios [35]. 474 

De acordo com Lay et al.(2014)[6] o estresse oxidativo causa distúrbios 475 

metabólicos, sendo estes a resistência a insulina, esteatose hepática, hiperlipidemia e aumento 476 

do tamanho dos adipócitos. Sendo que, o aumento do tamanho dos adipócitos, pode está 477 

relacionado com o armazenamento de EROs. De acordo com os resultados obtidos no 478 

presente estudo o grupo G3, que apresentou menor área do tamanho dos adipócitos, pode ser 479 

o grupo com menores níveis de estresse oxidativo.  480 

Não houve alterações no tecido adiposo visceral nas análises histológicas. De 481 

acordo com [36] esta concentração não provoca efeitos tóxicos, sendo assim não apresenta 482 

alterações histopatológicas. Os adipócitos desempenham papel importante no organismo, 483 

estão envolvidas na homeostase, na regulação de energia e possuem atividade endócrina, que 484 

quando não funcionam perfeitamente podem provocar síndrome metabólica [37, 38]. Quando 485 

ocorre elevada ingestão de nutrientes, pode provocar na expansão dos adipócito, essa 486 

alteração na conformação e no aumento da quantidade de tecido adiposo presente no 487 

organismo, somada a estresses celulares, podem contribuir para o aumento de células 488 

inflamatórias e provocar inflamações, disfunções metabólicas e estresse endoplasmático. 489 

Essas complicações estão associadas à resistência a insulina, obesidade e ao estresse 490 

oxidativo [6]. 491 

O estresse oxidativo pode ser avaliado pelos níveis de enzimas antioxidantes, que 492 

são produzidas no organismo com função de evitar danos causados pelos radicais livres. As 493 

enzimas antioxidantes têm como função eliminar as espécies reativas ao oxigênio (EROs) [6]. 494 

Os animais pertencentes ao grupo G2 e G3 foram submetidos à gavagem diariamente, 495 

podendo este fator ocasionar estresse dos animais e consequentemente provocarem estresse 496 

oxidativo. 497 

As enzimas antioxidantes CAT e SOD apresentaram concentrações semelhantes 498 

no tecido adiposo visceral dos grupos G1, G2 e G3. A CAT é responsável pela conversão das 499 

moléculas de H2O2 que são produzidas quando ocorre estresse em água e oxigênio, diminuindo 500 

os impactos do estresse, protegendo as células de possíveis danos causados pelo estresse 501 

oxidativo [6, 39]. A SOD tem a capacidade de converter radicais superóxido em H2O2 502 

protegendo as células dos danos causados pelo estresse oxidativo [40]. Sendo assim, quando 503 

ocorre produção da enzima SOD, espera-se que tenha a produção da CAT, para que ocorra a 504 

conversão e neutralização das espécies reativas em água e oxigênio [39]. 505 

As enzimas GPx1, CAT, SOD do presente estudo, apresentou maior expressão de 506 

mRNA no grupo de G2 do que nos outros grupos experimentais, sendo que o grupo G3 foi o 507 

que obteve menor concentração (p<0,05) de SOD e resultado semelhante (p>0,05) ao grupo 508 

controle (G1) quanto a GPx e CAT. 509 
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 O sistema de defesa antioxidante fica ativo em células de gordura, onde pode 510 

ocorrer concentração dessas enzimas e limitação da biodisponibilidade [6]. Podendo este fator 511 

contribuir para os níveis superiores de SOD e CAT nos grupos G1 e G2 em relação ao G3. 512 

Outro fator é que estas duas enzimas são a primeira linha de defesa contra o estresse 513 

oxidativo [41], sendo este fator uma das possíveis causas do aumento dos níveis de SOD e 514 

CAT nestes grupos experimentais.  515 

O grupo G3 apresentou menor expressão das enzimas antioxidantes, este fato 516 

pode estar relacionado com a ingestão da BO, pois pode ter ocorrido redução das EROs, 517 

diminuindo a necessidade do aumento da produção das enzimas antioxidantes, tornando os 518 

níveis obtidos próximo ao do grupo G1 ou menor. Estudos comprovam que compostos 519 

fenólicos possuem a capacidade de aumentar a eficiência das enzimas antioxidante, sendo um 520 

forte candidato em prevenir e/ou tratar doenças [42, 43, 44]. E os polifenóis possuem a 521 

capacidade de reduzir os níveis de EROs e podem alterar a massa do tecido adiposo, fazendo 522 

isso por diferentes vias metabólicas [6]. 523 

Essa ação por diferentes vias metabólicas podem explicar a diferença dos 524 

resultados obtidos quando avaliado o transcrito na análise de RT-PCR e da proteína obtida na 525 

análise das enzimas SOD e CAT. Pois, parece ocorrer um mecanismo de regulação pós-526 

transducional que deve ser investigado por meio de outras análises. 527 

 Assim como no presente estudo onde o grupo G3, pode ter sofrido estresse 528 

devido à gavagem obteve menor expressão das enzimas antioxidantes estudadas, podendo 529 

estar relacionado à atividade antioxidante da BO comprovada por análises in vitro no presente 530 

estudo. 531 

 532 

 533 

 534 

 535 

 536 

Conclusão 537 

 538 

Conclui-se que a bebida láctea com o óleo essencial de cravo-da-índia apresentou elevada 539 

atividade antioxidante in vitro e os compostos antioxidantes presentes no óleo foram 540 

observados também na bebida láctea fermentada produzida.  541 

A bebida com o óleo essencial de cravo-da-índia foi capaz de reduzir o tamanho da área dos 542 

adipócitos e potencializar as enzimas antioxidantes envolvidas no estresse oxidativo.  Diante 543 

do potencial antioxidante desta bebida láctea formulada existe a possibilidade da capacidade 544 

funcional desta bebida, gerando assim um novo produto com conservante natural e com 545 

potencial funcional ao mercado. 546 

 547 

 548 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Esse trabalho apresenta resultados novos e inovadores, devido à escassez de estudos 

utilizando bebida láctea fermentada com adição de óleo essencial de cravo-da-índia. As 

análises in sílico demonstrou as vias e a atuação óleo essencial em estudo no organismo a 

nível molecular. Nas análises in vitro foram verificados parâmetros exigidos na legislação como 

análises microbiológicas, físico-químicas e calorimétricas. Além disso, verificou-se o potencial 

antioxidante da bebida láctea fermentada acrescida de óleo essencial de Syzygium aromaticum 

(2 ul/ml) in vitro e in vivo, comprovando o potencial antioxidante do óleo na matriz láctea 

durante o período de estocagem (14 dias) por meio do método do DPPH e a identificação dos 

compostos majoritários existentes no óleo essencial  por meio da análise de headspace. Nas 

análises in vivo avaliando as enzimas antioxidantes envolvidas no processo de defesa 

oxidante, verificou-se redução da expressão dessas enzimas no grupo experimental alimentado 

da bebida com óleo em relação aos outros grupos experimentais, potendo este fator está 

associado à ingestão da bebida, funcionando como um antioxidante exógeno. Outro fator 

evidenciado foi à redução do tamanho da área dos adipócitos, podendo ser este um dos fatores 

de funcionalidade da bebida, além do potencial antioxidante aqui comprovado.  

Portanto, concluímos que o Syzygium aromaticum possui ação molecular para prevenir 

os danos causados pelo estresse oxidativo, podendo ser uma alternativa sustentável para a 

terapia natural. Além de ser um potencial substituto ao conservante sintético sorbato de 

potássio e apresenta atividade antioxidante comprovada, podendo ser um alimento funcional. A 

bebida formulada no presente estudo pode ser considerada segura, utilizando a concentração 

de Syzygium aromaticum descrita.  

Estudos futuros são necessários para avaliar a funcionalidade da bebida elaborada e 

possível ação na prevenção da obesidade. 
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APÊNDICE(S) 

 

APÊNDICE A – Ficha de Identificação para as gaiolas dos Grupos de Animais do Experimento 

 

 

Título do Projeto: Metabolismo de camundongos alimentados com bebida láctea fermentada 

adicionada com óleo essencial de Syzygium aromaticum 

 

 

IDENTIFICAÇÃO DO GRUPO: 

 

DATA DE NASCIMENTO:           /  

IDENTIFICAÇÃO DO ANIMAL POR 

MARCAÇÃO 

1: Cauda 

2: Membro torácico esquerdo 

3: Membro torácico direito 

4: Região dorsal torácica 

5: Membro pélvico esquerdo 

6: Membro pélvico direito 

7: Cabeça 

8: Região dorsal abdominal 

9: sem marcação 

DATA DE INÍCIO DO EXPERIMENTO:                      

QUANTIDADE DE ANIMAIS: 8 

SEXO: Macho 

ESPÉCIE/LINHAGEM: Camundongos Machos 

Swiss 

DISCENTES RESPONSÁVEIS:  

Stephanie Pedrosa e Keicy Sandy  

CONTATO: (31) 9 9197-7984 / (38) 9 84043233 
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APÊNDICE B - Ficha de controle do peso individual dos animais de cada grupo por semana 

 

IDENTIFICAÇÃO DO GRUPO: 

 

 

DATA:      /         /             a           /            / 

 

Identificação do 

animal por 

marcação 

p

Peso 

(g) 

 

/ 

p

Peso (g) 

 

/ 

p

Peso (g) 

 

/ 

p

Peso (g) 

 

/ 

p

Peso (g) 

 

/ 

p

Peso (g) 

 

/ 

p

Peso (g) 

 

/ 

1: Cauda        

2: Membro 

torácico esquerdo 
       

3: Membro 

torácico direito 
       

4: Região dorsal 

torácica 
       

5: Membro 

pélvico esquerdo 
       

6: Membro 

pélvico direito 
       

7: Cabeça        

8: Região dorsal 

abdominal 
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APÊNDICE C - Ficha de controle da quantidade de ração consumida pelos animais por 

semana 

 

 

IDENTIFICAÇÃO DO GRUPO: 

 

 

DATA:     /          /       a        /       / 

 

Peso 

inicial (g) 

 

Peso 

final (g) 

 

Ração 

Consumida 

(g) 

/                          /    

/                          /    

/                          /    

/                          /    

/                          /    

/                          /    

/                          /    

                     Total ração consumida (g) 

Média de consumo diário do grupo (g) 

    Média de consumo diário/animal (g) 
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APÊNDICE D - Ficha de controle da quantidade de água consumida pelos animais por semana 

 

 

IDENTIFICAÇÃO DO GRUPO: 

DATA:         /          /          a           /         / 

 

Volume 

inicial (mL) 

 

Volume final 

(mL) 

 

Volume 

Consumido 

(mL) 

/                          /    

/                          /    

/                          /    

/                          /    

/                          /    

/                          /    

/                          /    

                                                      Total de água Consumida (mL) 

                  Média de consumo diário do grupo (mL) 

                      Média de consumo diário/animal (mL) 
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ANEXO(S) 

ANEXO A – Protocolo de aprovação pelo comitê de ética em experimentação animal - 

Unimontes 
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ANEXO B – Protocolo de aprovação pelo comitê de ética em experimentação animal – 

ICA/UFMG 

   

   

   

  UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

CEUA 

COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 

  

CERTIFICADO 

Certificamos que o projeto intitulado "Metabolismo de camundongos 

alimentados com bebida láctea fermentada adicionada com óleo essencial de 

Syzygium aromaticum", protocolo do CEUA: 231/2017 sob a responsabilidade de Anna 

Christina de Almeida que envolve a produção, manutenção e/ou utilização de animais 

pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de 

pesquisa científica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei nº 

11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto nº 6.899 de 15 de julho de 2009, e com 

as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal 

(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) 

DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunião de 13/11/2017. 

Vigência da Autorização 13/11/2017 a 12/11/2022 

  Finalidade Pesquisa 

  *Espécie/linhagem Camundongo heterogênico / Swiss 

  Nº de animais 8 

  Peso/Idade 30g / 4(semanas) 

  Sexo masculino 

  Origem Biotério de Experimentação Animal da 

Universidade 

Estadual de Montes Claros – UNIMONTES 

  *Espécie/linhagem Camundongo heterogênico / Swiss 

  Nº de animais 8 

  Peso/Idade 30g / 4(semanas) 

  Sexo masculino 
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  Origem Biotério de Experimentação Animal da 

Universidade 

Estadual de Montes Claros – UNIMONTES 

  *Espécie/linhagem Camundongo heterogênico / Swiss 

  Nº de animais 8 

  Peso/Idade 30g / 4(semanas) 

  Sexo masculino 

  Origem Biotério de Experimentação Animal da 

Universidade 

Estadual de Montes Claros – UNIMONTES 

  *Espécie/linhagem Camundongo heterogênico / Swiss 

  Nº de animais 8 

  Peso/Idade 30g / 4(semanas) 

  Sexo masculino 

  Origem Biotério de Experimentação Animal da 

Universidade 

Estadual de Montes Claros – UNIMONTES 

  *Espécie/linhagem Camundongo heterogênico / Swiss 

  Nº de animais 8 

  Peso/Idade 30g / 4(semanas) 

  Sexo masculino 

 

 

  Origem Biotério de Experimentação Animal da 

Universidade 

Estadual de Montes Claros – UNIMONTES 

  *Espécie/linhagem Camundongo heterogênico / Swiss 

  Nº de animais 8 

  Peso/Idade 30g / 4(semanas) 

  Sexo masculino 
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  Origem Biotério de Experimentação Animal da 

Universidade 

Estadual de Montes Claros – UNIMONTES 

  Considerações posteriores: 

13/11/2017 Aprovado na reunião do dia 13/11/2017. 

Validade: 

13/11/2017 à 12/11/2022 

Belo Horizonte, 23/11/2017. 

Atenciosamente, 

Sistema Solicite CEUA UFMG 

https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/ 

   

  Universidade Federal de Minas Gerais 

Avenida Antônio Carlos, 6627 – Campus Pampulha 

Unidade Administrativa II – 2º Andar, Sala 2005 

31270-901 – Belo Horizonte, MG – Brasil 

Telefone: (31) 3409-4516 

www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpq.ufmg.br 

https://www.ufmg.br/bioetica/ceua

