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RESUMO 

O interesse pelo consumo de alimentos com potencial funcional tem aumentado, 

incentivado pela busca de melhoria da qualidade de vida. O extrato hidrossolúvel de 

soja (EHS) possui características nutricionais de grande valor, entretanto, seu 

consumo é pequeno devido às características sensoriais pouco atrativas. Em 

contrapartida, a fermentação do EHS permite melhorar essas características 

indesejáveis, e, neste sentido, é comum a utilização de probióticos na produção de 

diferentes bebidas fermentadas, a exemplo do Lactobacillus acidophilus, devido às 

suas propriedades benéficas à saúde humana. A fim de agregar valor nutricional e 

comercial a esta bebida, é possível adicionar prebióticos, como a inulina, e 

suplementos alimentares, como o whey protein, e ainda polpas de frutos, dentre outros 

ingredientes. Dentre estes últimos, destaca-se a grumixama Eugenia brasiliensis, que 

apresenta nutrientes e compostos bioativos de interesse funcional. Diante disso, o 

objetivo deste estudo foi produzir bebidas fermentadas com potencial funcional à base 

de extrato hidrossolúvel de soja (EHS) utilizando uma linhagem de probiótico L. 

acidophilus-LA-5, adicionada de polpa de grumixama, inulina e whey protein. Foi 

realizada a caracterização físico-química, atividade antioxidade e análise de 

compostos fenólicos totais para a polpa do fruto e bebida fermentada. A 

caracterização do perfil químico da polpa foi realizada empregando-se o paper spray 

PS/MS e a extração dos compostos orgânicos voláteis por meio de microextração em 

fase sólida e posterior separação e identificação por CG-MS. Em seguida foram 

elaboradas quatro formulações de bebida fermentada à base de EHS. Foram 

realizadas as análises de pH, acidez titulável e contagem microbiana do probiótico em 

diferentes tempos (a cada 1 hora) por um período de 12 horas de fermentação e 

durante a vida de prateleira de 28 dias. A polpa de grumixama destacou-se em relação 

à presença de fibra e o teor ácido característico de frutos do mesmo gênero. A polpa 

apresentou teores médio de compostos fenólicos totais (173,85 ± 3,21 mg/ 100 g de 

polpa) e atividade antioxidante (844,86 ± 2,03 µM/100 g de polpa). Na tentativa de 

identificação, foram listados por PS/MS 46 compostos, destacando flavonoides, 

compostos fenólicos, carotenoides, açúcares, catequina, derivados da quercetina. A 

técnica do SPME permitiu identificar 19 compostos voláteis orgânicos pertencentes à 

classe dos terpenos, compostos responsáveis por diversas características sensoriais 

dos frutos. As bebidas apresentaram com elevado teor proteico variando de 2,70 a 



4,80 g/100 g de bebida, e mostrou ser uma bebida mais ácida, com acidez média de 

0,68 g ácido lático/100 g bebida e baixo pH de 3,82 a 3,98.  Já a viabilidade microbiana 

se mostrou satisfatória mantendo contagem do microrganismo probiótico de 107 a 108 

UFC/mL ao fim dos 28 dias de armazenamento. Foi possível observar que as 

formulações foram promissoras pois apresentaram eficácia nos parâmetros avaliados 

para as bebidas e a combinação dos ingredientes utilizados foi favorável para o 

crescimento e viabilidade do microrganismo probiótico trazendo assim uma 

característica funcional a bebida fermentada. 

 

Palavras-chave: Compostos fenólicos. Fermentação. Viabilidade celular. Alimento 

funcional. 



 

ABSTRACT 

The interest in consumption of foods with functional potential has been increasingly 

encouraged by the pursuit of improving the quality of life. The water-soluble soy extract 

(SWE) has nutritional resources of great value, but its consumption is small due to 

unattractive sensory characteristics. In contrast, an SWE fermentation improves these 

unwanted and included resources, and it is common to use probiotics in different 

fermented drinks, such as Lactobacillus acidophilus, because of their beneficial 

properties on human health. In order to add nutritional and commercial value to this 

drink at the same time, it is possible to add practices such as inulin, and food 

supplements, such as whey protein, and fruit pulps, among other ingredients. Among 

the latter, the grumixama Eugenia brasiliensis stands out, which contains nutrients and 

other compounds of functional interest. Therefore, the objective of this study was to 

produce fermented beverages based on the potential of water-soluble soy extract 

(SWE), using a lineage of L. acidophilus-LA-5 probiotic, added with grumixama pulp, 

inulin and whey protein. A physical-chemical characterization, antioxidant activity and 

analysis of total phenolic compounds for pulp and fermented drink were carried out. A 

characterization of the chemical profile of the pulp was performed using the paper 

spray PS-MS and an extraction of volatile organic compounds by continuous and 

posterior microextraction and identification by CG-MS. Then, four formulations of 

fermented beverages based on EHS were elaborated. They were performed as 

analyzes of pH, titratable acidity and microbial count) at different times (every 1 hour) 

during the 12-hour fermentation period and during the 28-day shelf life. A grumixama 

pulp is highlighted by its high fiber content and the characteristic acid content of fruits 

of the same genus. A pulp has average levels of total phenolic compounds (173.85 ± 

3.21 mg / 100g of pulp) and antioxidant activity (844.86 ± 2.03µM / 100 g of pulp). In 

an attempt to identify, 46 compounds were listed by the PS / MS, including flavonoids, 

phenolic compounds, carotenoids, sugars, catechins, quecetin derivatives and the 

SPME technique, using 19 volatile drugs used by the terpene class, which were used 

by various sensory characteristics of the fruits. As outstanding drinks, with a high 

protein content ranging from 2.70 to 4.80 g / 100 g of drink and proved to be a more 

acidic drink with an average of 0.68 g citric acid / 100g of drink and low pH from 3.82 

to 3.98. Microbial viability, on the other hand, demonstrated satisfaction in maintaining 

the probiotic microorganism count from 107 to 108 CFU / mL after 28 days of storage. 



It was possible to observe that the formulations were promising because the following 

measures were used for drinks and a combination of ingredients that was used for the 

growth and viability of probiotic microorganisms, thus bringing a functional functionality 

to the fermented drink. 

 

Keywords: Phenolic compounds. Fermentation. Cell viability, Functional food.
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Introdução 

O interesse por uma alimentação saudável e as evidências científicas de que 

os alimentos funcionais são benéficos para a saúde, tornam o consumo desses 

alimentos um dos caminhos a seguir para a melhoria da qualidade de vida 

(PINHEIRO; CERQUEIRA; VICENTE, 2013). Componentes encontrados em diversos 

alimentos consumidos in natura são ótimas fontes de substâncias com alegações 

funcionais (DA SILVA; ORLANDELLI, 2019).  

A Foods for Specified Health Use (FOSHU) é um sistema que foi introduzido 

como regulador para aprovar declarações sobre os efeitos dos alimentos no corpo 

humano (SHIMIZU, 2019). Este sistema propôs como alimentos funcionais aqueles 

que possuíam efeito específico sobre a saúde devido à sua constituição química, sem 

risco higiênico ou à saúde do consumidor (MORAES; COLLA, 2006). Este conceito é 

relativamente antigo e bastante difundido. A partir dele surgiu uma definição básica 

de alimentos funcionais, aqueles que possuem efeito potencialmente positivo sobre a 

saúde além da nutrição básica (GUARRERA; SAVO, 2013). Nesse contexto, a 

população tem optado pela busca de alimentos com essas características, dentre eles 

pode-se citar o uso da soja e seus derivados, de prebióticos e suplementos 

alimentares como whey protein (proteínas do soro de leite). 

O extrato hidrossolúvel de soja (EHS) é obtido por meio de extração aquosa de 

grãos de soja (Glycine max). Nele estão dispersos diversos nutrientes, entretanto seu 

consumo não é muito popular devido as suas características sensoriais pouco 

atrativas (VIEIRA, 2017). Como alternativa a isso têm sido realizados processos 

fermentativos para melhorar as características indesejáveis bem como adição de 

polpa de fruto e outros ingredientes (BATTISTINI, 2015; MARIN et al., 2014; SANTOS 

et al., 2017). Bactérias do gênero Lactobacillus, como o  Lactobacillus acidophilus tem 

sido utilizados em diferentes processos fermentativos (ROLIM, 2015; VILLALVA et al., 

2017). Esta espécie é um microrganismo probiótico, que presentes em quantidades 

adequadas tem a capacidade de promover benefícios à saúde (FIRMO; SOUSA; 

CAVALCANTI, 2019). 
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Afim de agregar valor nutricional a produtos alimentícios, estudos tem sido 

feitos com a adição de outros ingredientes ditos funcionais em sua formulação 

(BESSA; SILVA, 2018), como a inulina e o whey protein. A inulina é um prebiótico 

responsável por favorecer  o crescimento de bactérias benéficas sobre as prejudiciais 

a saúde humana (RKADIBAGIL, 2019). Já o whey protein, é um produto proveniente 

de um grupo de proteínas presentes no soro do leite que possui características únicas 

tornando-o ideal na formulação de uma ampla variedade de produtos alimentícios 

(KILARA; VAGHELA, 2018). A busca por uma alimentação rica e de fácil acesso faz 

com que haja a necessidade do desenvolvimento de novos produtos. 

A Eugenia brasiliensis Lamarck, comumente conhecido como "grumixama", é 

o fruto proveniente de uma árvore das florestas brasileiras costeiras (FISCHER et al., 

2005) distribuídas nas regiões sul e sudeste do país (FLORES et al., 2012). Suas 

variedades são consideradas boas fontes de compostos bioativos, particularmente 

antocianinas, elagitaninas e carotenoides (DE ARAÚJO et al., 2019), e tem 

despertado interesse devido aos seus efeitos benéficos nutricionais e terapêuticos, 

pela ação antioxidante de seus compostos funcionais. 

 

Objetivos 

Geral 

Produzir bebidas fermentadas com potencial probiótico à base de extrato 

hidrossolúvel de soja (EHS), adicionada de polpa de grumixama (Eugenia 

Brasilienses), de inulina e de whey protein. 

 

Específicos 

(i) Caracterizar a polpa do fruto em relação a parâmetros físico-químicos; 

(ii) Determinar os compostos fenólicos totais, avaliar a atividade antioxidante in vitro 

da polpa de grumixama; 

(iii) Análisar do perfil químico quanto aos compostos fixos do fruto; 

(iv) Avaliar o perfil de compostos orgânicos voláteis da polpa de grumixama  
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(vi) Desenvolver quatro formulações de bebida fermentada a base de EHS contendo 

cultura probiótica (Lactobacillus acidophilus La-5), polpa de grumixama, inulina e whey 

protein;  

(vii) Determinar a curva de crescimento microbiana para a produção da bebida 

fermentada a base de EHS; 

(viii) Caracterizar por meio de análises físico-químicas as bebidas fermentadas a base 

de EHS; 

(ix) Avaliar o pH, acidez titulável e viabilidade microbiana durante a vida de prateleira 

da bebida fermentada a base de EHS 
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1 CAPÍTULO I 

1.1 Revisão Bibliográfica 

1.1.1 Alimentos Funcionais 

 O comportamento dos consumidores em relação aos alimentos mudou, eles 

estão mais preocupados com a relação entre dieta e saúde (SHORI, 2016).  As baixas 

incidências  de  doenças  em  alguns  povos  vêm chamando a  atenção  para  as  

suas  dietas as quais são baseadas no  consumo de  frutos, vegetais e leguminosas 

(MORAES, 2007). Alimentos de origem vegetal, são fontes de energia, proteína, 

vitaminas e minerais e a única ou principal fonte de vitamina C, fibras alimentares e 

compostos bioativos, dos quais o metabolismo humano também é dependente 

(BASTOS; ROGERO; ARÊAS, 2009), e trazem benefícios a saúde do indivíduo que 

os consome. 

O termo “Alimentos Funcionais” surgiu inicialmente nos anos 80 no Japão, 

estando relacionado a àqueles alimentos os quais além de apresentarem valor 

nutritivo auxiliam, por meio de algumas substâncias presentes, em diversas funções 

específicas do corpo. Nesta mesma época a Foods for Specified Health Use (FOSHU) 

propôs como alimentos funcionais aqueles que possuíam efeito específico sobre a 

saúde devido a sua constituição química, sem risco higiênico ou a saúde do 

consumidor (MORAES; COLLA, 2006). Embora este conceito seja relativamente 

antigo ele ainda é bastante difundido e a partir dele surgiu uma definição básica a qual 

dita que alimentos funcionais são aqueles que possuem efeito potencialmente positivo 

sobre a saúde além da nutrição básica, auxiliando assim na promoção de melhores 

condições de saúde e minimizando o risco de doenças não transmissíveis. É fato que 

atualmente é de amplo conhecimento que um grande número e variedades de plantas 

ervas, frutas, folhas e cascas) e suas preparações caseiras e industriais, têm sido 

usadas mundialmente para redução do risco de doenças, prevenção e tratamento de 

diversas complicações de saúde (GUARRERA; SAVO, 2013), muitas vezes 

evidenciados por meio de estudos científicos (BAO et al., 2016; CHEN et al., 2016b). 

Nesse contexto, tem-se evidenciado cada vez mais a busca ou produção de 

alimentos funcionais, que são aqueles que apresentam em sua composição um ou 

mais componentes que oferecem benefícios fisiológicos e bioquímicos, e não somente 

nutricionais (OLIVEIRA et al., 2013). Estes produtos utilizam matéria prima capaz de 
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atribuir estas características ao produto final, como a soja e seus derivados, frutos 

ricos em compostos bioativos de interesse, o uso de prebióticos e suplementos 

alimentares como whey protein. Assim, tudo isso associado a processos fermentativos 

por microrganismos probióticos, vem apresentando destaque por conferir tais 

características. 

 

1.1.2 Bebida fermentada à base de extrato hidrossolúvel de soja (EHS) 

A Glycine max (L.) Merrill, a soja, é um vegetal originário da Ásia, distribuído 

em todo o mundo e possui um papel econômico importante. Segundo a Organização 

das Nações Unidas para a Alimentação e a Agricultura (FAO) o Brasil  irá ultrapassar 

os Estados Unidos nos próximos anos como o maior produtor mundial de soja de 

acordo com um relatório  de perspectivas agrícolas para o período de 2017 a 2026 

(FAO, 2017). 

A soja é frequentemente usada para preparar alimentos devido ao seu elevado 

teor de proteínas e gorduras (MICHELS et al., 2016). Apesar de sua composição 

poder variar bastante dependendo da variedade e das condições de crescimento, o 

grão típico contém em média 38% de proteína, 19% de gordura, 23% de carboidratos, 

11% de umidade, 17% de fibras alimentares e cerca de 5% de minerais (KAGAWA, 

1995). Dentre os últimos, os principais são: potássio, cálcio, magnésio, fósforo, cobre 

e zinco. Em relação aos lipídeos, destacam-se os ácidos graxos da série ômega, 

ômega-3 (n-3) e ômega-6 (n-6), que possuem um papel importante pois auxiliam na 

prevenção e tratamento de doenças cardiovasculares, inflamatórias e autoimunes 

(MICHELS et al., 2016). É também fonte de vitaminas do complexo B, como a 

riboflavina e a niacina (ALENCAR, 2016). Além da presença destes nutrientes, é 

relatada também a presença de fitoesteróis, relacionada aos benefícios à saúde 

humana, apresentando tanto ação preventiva quanto terapêutica (VIEIRA, 2017), 

minimizando o risco de algumas doenças crônicas não transmissíveis (BENJAMIM et 

al., 2019). 

Os derivados da soja têm recebido muita atenção em pesquisas devido ao fato 

de serem fonte de fibras, principalmente oligossacarídeos com potencial prebiótico 

(rafinose e estaquiose), vitaminas e minerais e proteínas (FUCHS et al., 2005; HAULY; 

FUCHS; PRUDENCIO-FERREIRA, 2005). A além da presença de componentes 
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bioativos como isoflavonas (um dos principais compostos bioativos), fitoesteróis e 

esteróis (MICHELS et al., 2016). Vários derivados de soja já são conhecidos e 

disponíveis para a comercialização tais como o  extrato, integral ou desengordurado, 

a proteína concentrada, a proteína isolada, a proteína texturizada, a farinha ou o grão 

in natura (desde que tenham sofrido tratamento térmico e as enzimas tenham sido 

inativadas) (BATTISTINI, 2015). 

Diversos derivados da soja podem ser empregados em produtos alimentícios, 

destacando-se o extrato hidrossolúvel de soja (EHS) que consiste em um dos 

produtos mais conhecidos e difundidos (POLYCARPO et al., 2012). Possui qualidades 

como a presença de açucares fermentescíveis (sacarose, frutose, glicose, galactose), 

que permitem utilizá-lo como base para obtenção de produtos fermentados e, com 

características de aparência e valor nutritivo semelhantes ao leite de vaca, além de 

ser de baixo custo e fácil obtenção (BERNAL, 2009).  É um extrato rico em proteínas, 

ferro e niacina, que não apresenta lactose assim como colesterol e possui baixo teor 

de gordura e carboidratos (RODRÍGUEZ-ROQUE et al., 2013). 

 Por ser tratar de uma fonte proteica de alta qualidade, baixo custo e aliado ao 

seu apelo nutricional e funcional, o uso deste extrato possibilitou o desenvolvimento 

de diversos novos produtos a partir dos quais a indústria vem incorporando-os 

progressivamente como ingrediente na produção de alimentos de elevado valor 

nutricional, expandido o mercado e apresentando outras alternativas ao consumo de 

proteínas vegetais (COURI et al., 2006; GENOVESE; LAJOLO, 2001; VIEIRA, 2017). 

Entretanto, o consumo de soja e seus derivados na dieta ocidental ainda é baixo 

devido principalmente ao gosto residual deste grão decorrente de compostos voláteis 

liberados durante a desintegração do mesmo com água (BRANCO et al., 2007). 

Assim, o processo fermentativo do EHS permite melhorar essas características 

indesejáveis, uma vez que os produtos da fermentação mascaram o sabor 

desagradável da soja permitindo o desenvolvimento de produtos com melhores 

sabores (CHAMPAGNE et al., 2009; HOU; YU; CHOU, 2000; MORAES et al., 2006). 

As bebidas fermentadas são amplamente aceitas em todo mundo, pois 

representam uma parcela importante dos produtos produzidos e consumidos 

(RAMÍREZ-GUZMÁN et al., 2019). A fermentação é um processo não térmico onde 

ocorrem alterações químicas causadas por enzimas produzidas a partir de 

microrganismos (bactérias ou leveduras) e é uma das técnicas mais antigas utilizada 
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para a conservação de alimentos (VAN BOEKEL et al., 2010). Uma diversidade de 

alimentos e bebidas fermentadas são obtidas a partir de substratos alimentares, tais 

como grãos de cereais, legumes e leguminosas, raízes e tubérculos, frutas, folhas 

vegetais, leite e produtos lácteos, carnes e frutos do mar, e todos alimentos que estão 

abundantemente disponível em diferentes partes do mundo todo (TAMANG; 

WATANABE; HOLZAPFEL, 2016).  

 O consumo das bebidas fermentadas está bastante relacionado a características 

sensoriais atraentes como as variedades de sabores produzidos, devido a fatores 

organolépticos, para os quais contribuem em grande parte aos compostos voláteis. 

Isso pode proporcionar variações entre as espécies, na maturidade das matérias-

primas (frutas, caules ou grãos, crus ou cozidos) utilizadas e no metabolismo dos 

microrganismos (leveduras e bactérias) utilizados na fabricação da bebida específica 

(HUGENHOLTZ, 2013; RAMÍREZ-GUZMÁN et al., 2019). Desta forma, a produção de 

bebidas fermentadas a partir de extratos hidrossolúveis vegetais vem sendo estudada 

principalmente com a finalidade de substituição de produtos de bases lácteas (BAÚ; 

GARCIA; IDA, 2015; GRANATO; MASSON; RIBEIRO, 2012; VIEIRA et al., 2018; 

ZHAO; SHAH, 2014). 

 Estudos apontam que a não persistência da lactase, ou intolerância à lactose, 

está presente em 65% da população mundial (INGRAM et al., 2009; PEREIRA FILHO; 

FURLAN, 2004)., assim as bebidas fermentadas com EHS são uma alternativa aos 

intolerantes a lactose ou alérgicos a proteína do leite visando o aumento do valor 

nutricional da alimentação humana. Diversos estudos têm demonstrado o uso da soja 

e seu extrato hidrossolúvel como uma boa base de bebidas fermentadas contribuindo 

para o desenvolvimento dos microrganismos assim como a manutenção da viabilidade 

dos mesmos. Neste sentido, destacam-se os estudos sobre: desenvolvimento de 

alimento simbiótico fermentado de soja (BERNAL, 2009), 'íogurte de soja' (ESTEVES, 

2011), produção de bebida fermentada à base de extrato hidrossolúvel de soja 

adicionada de polpa de macauba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.) 

(VIEIRA, 2017), bebida fermentada simbiótica a base de soja (BATTISTINI et al., 

2018) e estudo do processo fermentativo de bebida de soja (Glycine max) adicionada 

de frutose e sucralose (VIEIRA et al., 2018). 

O EHS é adequado para o crescimento de bactérias lácticas devido à presença 

de oligossacarídeos, aminoácidos e peptídeos (VIEIRA, 2017) e o emprego da 
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fermentação láctica, por ser uma técnica simples, de baixo custo e conhecida 

principalmente por melhorar as características sensoriais, nutricionais e funcionais 

dos alimentos, pode ser uma solução para aumentar o consumo do extrato de soja no 

Brasil (BATTISTINI, 2015; COURI et al., 2006).  

Durante o processo de fermentação, os microrganismos ficam expostos aos 

substratos alimentares (NAJAFPOUR, 2006), o que leva à utilização dos nutrientes 

disponíveis nestes alimentos. Os nutrientes e compostos químicos orgânicos são 

utilizados como fontes de carbono, nitrogênio e energia, por meio de reações 

enzimáticas e bioquímicas, provocando mudanças desejáveis juntamente a produção 

de metabólitos que promovem benefícios funcionais (VAN BOEKEL et al., 2010). De 

forma benéfica, a fermentação microbiana contribui com o enriquecimento e a 

biodisponibilidade de nutrientes, auxiliam no desenvolvimento de sabor, aroma e 

textura atraentes, além de melhorar a digestibilidade de carboidratos e proteínas, bem 

como efeito conservante (BLANDINO et al., 2003; NOUT, 2009; VAN BOEKEL et al., 

2010). Estes processos fermentativos são comumente realizados por meio da 

incorporação de culturas, geralmente bactérias dos gêneros Lactobacillus e 

Bifidobacterium, que além de fermentar as bebidas também agregam funcionalidade 

probiótica ao produto (BARCELOS et al., 2018). 

 

1.1.3 Probióticos 

Probióticos são microrganismos vivos que, quando administrados em 

quantidades adequadas, conferem benefício à saúde do individuo (SENGUPTA; 

PARAMASIVAN, 2019). As espécies pertencentes aos gêneros Lactobacillus e 

Bifidobacterium são as mais usadas como probióticos. A levedura Saccharomyces 

cerevisiae, algumas espécies como E. Coli (não patógenas)  e espécies de Bacillus 

(Bacilus clausii e Bacillus coagulans) também podem ser utilizadas como agentes de 

fermentação de alimentos e, além disso, potencialmente transmitindo benefícios para 

a saúde (RKADIBAGIL, 2019). As espécies de maior interesse tem sido Lactobacillus 

acidophullis, Lactobacillus casei, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus johnsonii, 

Lactobacillus murinus, Lactobacillus intestinalis, Lactobacillus rhamnosus, 

Lactobacillus plamtarum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus salivarius, 

Bifidobacterium bifdum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum, 
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Bifidobacterium brevis e Bifidobacterium animalis (BARRETO et al., 2003) e os efeitos 

benéficos relacionados a estas vão da melhoria da função intestinal ao suporte 

imunológico (LAWS; KEMP, 2019). Estes microrganismos estão correlacionados a 

diversos outros efeitos benéficos a saúde como a redução do colesterol, produção de 

vitaminas do complexo B, redução de patógenos intestinais, tratamento de diarreia, 

regulação da microbiota intestinal e aumento da biodisponibilidade de nutrientes 

(CUMMINGS, 2009; EVANGELISTA, 2011).  

  

 

Figura 1.1 Efeitos relacionados ao consumo de probióticos. Fonte: (VIEIRA, 2017). 

 

O gênero Lactobacillus é um dos que consistem o grupo das bactérias do ácido 

láctico sendo caracterizadas como gram-positivo, incapazes de formar esporos, 

desprovido de flagelo, possuindo forma bacilar ou cocobacilar, podendo ser 
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aerotolerante, ou seja, suportam uma pequena quantidade de oxigênio ou a ausência  

de O2 (STEFE; ALVES; RIBEIRO, 2008).  

O Lactobacillus acidophilus, se destaca por desempenhar um papel importante 

na modulação da microbiota intestinal, supressão de bactérias nocivas, efeito 

hipocolesterolêmico e tolerância imunológica (XAVIER-SANTOS et al., 2019; ZHAO 

et al., 2015) e tem sido utilizado na fabricação de diversos produtos como iogurte, 

sorvete, queijo, mousses dentre outros. Possui crescimento ótimo em temperaturas 

de 37 a 41 oC. É homo fermentativo e algumas de suas linhagens podem melhorar o 

valor nutricional dos produtos aos quais foram adicionados devido a sua capacidade 

de sintetizar ácido fólico, niacina, riboflavina e vitamina K trazendo, também, 

benefícios à saúde os quais incluem a redução dos sintomas de intolerância a lactose, 

a inibição de microrganismos patogênicos e vírus, produção de vitaminas e a redução 

dos níveis de colesterol, (OLIVEIRA, 2007) modulação da microbiota intestinal, 

supressão de bactérias nocivas, efeito hipocolesterolêmico e tolerância imunológica 

(XAVIER-SANTOS et al., 2019; ZHAO et al., 2015). Além disso, o L. acidophilus 

possui a particularidade de tolerar valores mais baixos de pH e ser microaeróbio, 

apresentando crescimento em ambientes com pouca oxigenação, resultando em uma 

melhor resistência e facilidade de emprego durante a fabricação e armazenamento 

dos alimentos (SILVA, 2016). 

 Devido à recente tendência de produção e de produtos funcionais, associada a 

uma necessidade nutricional  há uma forte tendência no desenvolvimento de produtos 

probióticos (BIGLIARDI; GALATI, 2013). Além disto outros ingredientes vêm sendo 

adicionados a bebidas fermentadas afim de agregar valor e ao mesmo tempo trazer 

benefícios a saúde, podendo ser citados neste contexto o uso de prebióticos, 

suplementos alimentares como whey protein e polpas de frutas (GUIMARÃES et al., 

2018a; SANTOS et al., 2017). 

 

1.1.4 Prebióticos 

Os prebióticos são substâncias alimentares, principalmente constituídas por 

polissacarídeos e oligossacarídeos de amido não digeridas completamente por 

enzimas humanas. Por este motivo, são capazes de nutrir um grupo selecionado de 

microrganismos que vivem no intestino, o que  favorece  o crescimento de bactérias 
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benéficas sobre as prejudiciais (RKADIBAGIL, 2019). A presença de ácidos graxos de 

cadeia curta sintetizados na microbiota intestinal permitem que os prebióticos tenham  

a capacidade de reduzir os níveis lipídicos na corrente sanguínea (SILVA et al., 2016). 

Além disso, os prebióticos são considerados ingredientes alimentares que estimulam 

seletivamente o crescimento e a atividade dos probióticos podendo também contribuir 

para a inibição de bactérias patogênicas, estimulação do sistema imunológico, 

prevenção do câncer de cólon, melhora da absorção de minerais e redução a 

incidência de doenças gastrointestinais (MIREMADI; SHERKAT; STOJANOVSKA, 

2016; SILVA et al., 2016). Dentre os prebióticos comumente utilizados em formulações 

alimentares podemos citar a inulina. 

A  inulina, é  um  tipo  linear  de  carboidratos  polidisperso,  sendo  estes  

compostos  essencialmente,  se  não  exclusivamente,  de  ligações  frutil-frutose β (2 

→  1),  ligações  estas ocorridas  entre  um  carbono  anomérico  de  um  

monossacarídeo  a  qualquer monossacarídeo seguinte por meio de suas hidroxilas, 

com a saída de uma molécula de água (MAURO; ISHII; OLIVEIRA, 2018). Consiste 

de um ingrediente alimentar não digerível que pode ser usado em alimentos 

(GUIMARÃES et al., 2018b) como um substituto de gordura, e modificador de textura 

(ARCIA; COSTELL; TÁRREGA, 2011; DEBON et al., 2012; GUIMARÃES et al., 

2018a), em especial devido à capacidade da inulina de formar géis (GUIMARÃES et 

al., 2018b). É também considerada funcional, pois possui características similares às 

fibras alimentares, interferindo beneficamente em vários processos fisiológicos e 

bioquímicos nos seres humanos, promovendo  melhoria  na  saúde  e  redução  no  

risco  de  muitas  doenças (MAURO; ISHII; OLIVEIRA, 2018). Ela contribui assim, para 

a estabilidade dos produtos além das propriedades nutricionais e benefícios ao 

consumidor.  

 

1.1.5 Whey protein 

O whey protein ou proteínas de soro de leite, é um dos produtos do 

processamento de leite que podem ter várias aplicações nas indústrias de alimentos 

e saúde devido ao seu alto nutricional e propriedades específicas (KHAIRE; GOGATE, 

2019). É composto por proteínas solúveis do leite sendo elas a β-lactoglobulina, a-

lactalbumina, proteose peptona, albumina sérica e imunoglobulinas (GUO; WANG, 
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2019a). Elas são disponibilizadas comercialmente como ingrediente na forma de soro 

de leite em pó, concentrados de proteína de soro de leite e isolados de proteína de 

soro de leite que possuem características únicas que fazem destes o ingrediente ideal 

na formulação de uma ampla variedade de produtos alimentícios (KILARA; VAGHELA, 

2018). 

Estes compostos possuem um grande valor biológico na dieta humana 

fornecendo uma variedade de funcionalidades nos sistemas alimentares e 

quantidades consideráveis de aminoácidos essenciais para o crescimento (KHAIRE; 

GOGATE, 2019). Atualmente, o whey protein é muito utilizado como suplemento para 

nutrição esportiva. Ele fornece todos os nutrientes essenciais para aqueles que 

precisam substituir nutrição e energia. Também devido à sua alta qualidade, é 

amplamente utilizado no iogurte como espessante para melhorar a textura e diminuir 

a sinérese (GUO; WANG, 2019b). Sua utilização como substituinte do leite misturado 

com outros ingredientes também é ampla devido a aceitação pelos consumidores 

(GUIMARÃES et al., 2018b).  

 

1.1.6 Grumixama 

A família Myrtaceae é uma das mais características da flora brasileira, 

apresentando potencial e significativo interesse econômico para o Brasil (MORESCO, 

2014). A Myrtaceae está entre as famílias com maior riqueza específica nas 

formações vegetais da costa oriental brasileira, especialmente na Mata Atlântica, 

sendo a identificação de suas espécies condição indispensável para a quantificação 

da biodiversidade desse ecossistema compreendendo cerca de 1.000 espécies no 

Brasil (MORAIS; LOMBARDI, 2006). Um extenso levantamento da flora brasileira que 

catalogou as espécies de plantas e fungos até 2016 aponta 795 espécies de 

Myrtaceae endêmicas do Brasil (SOBRAL et al., 2016). A família é reconhecida não 

apenas pela grande diversidade, mas também pela importância econômica uma vez 

que vários gêneros apresentam espécies com frutos comestíveis e comercializados 

como Psidium (goiabas), Eugenia (pitangas), Plinia (jabuticabas) e Syzygium (jambo 

e jamelão) (GIARETTA et al., 2016).  

Dentre a família Myrtaceae, existem diversos gêneros, no qual se destaca 

Eugenia que representa um dos maiores da espécie. A Eugenia brasiliensis Lamarck, 
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comumente conhecido como "grumixama" ou cereja brasileira, é um fruto proveniente 

de uma árvore das florestas brasileiras costeiras (FISCHER et al., 2005) distribuídas 

nas regiões sul e sudeste do país (FLORES et al., 2012), englobando assim as regiões 

do Cerrado e Mata Atlântica, e floresce no final do mês de setembro até novembro, 

com amadurecimento dos frutos em novembro e dezembro (THITILERTDECHA; 

TEERAWUTGULRAG; RAKARIYATHAM, 2008).  

A Grumixama tem seu nome derivado de a “guamicha˜ Tupi-Guarani”, língua 

falada pelos indígenas que habitavam a costa brasileira, que significa “que deve pegar 

na língua ”devido ao paladar bastante apreciável e adstringência (SCHAFFER, 2013). 

É um fruto muito semelhante a uma cereja (Figura 1.2), apresentando um diâmetro de 

aproximadamente 2.0 cm, apenas 1 semente, e uma casca grossa que pode ser roxa, 

vermelha ou amarela / branca dependendo da espécie / variedades (SILVA et al., 

2014; TEIXEIRA et al., 2015).  

 

Figura 1.2 a) Grumixameira, árvore de Grumixama; b) Flores da Grumixameira; c) 

Frutos de Grumixama. Fonte: (NASCIMENTO et al., 2017a). 
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A distinção entre as três variedades de grumixama  já identificadas, é feita de 

acordo com as cores dos frutos na existe distinção através da regulação bioquímica. 

A variedade roxa está presente uma via bioquímica que leva ao acúmulo de 

antocianidinas, notado pela cor roxo escuro do fruto, e na amarela, esses metabolitos 

não estão aparentemente presentes (MORENO et al., 2007). As características físico-

químicas da grumixama são bastante variáveis. No geral foram encontrados na 

literatura que estudos que relataram que as polpas de E. brasiliensis possuem pH 

médio de 4,34, acidez total de 0,18 (g NaOH), 4,5o Brix, umidade de 91,05%, 0,34% 

de cinzas, 0,08% de lipídios, 0,41% proteínas e  2,56% de fibras totais (MEDEIROS; 

SABAA-SRUR; BARBOSA, 2015; TEIXEIRA et al., 2015; ZOLA et al., 2019).  

Os efeitos benéficos do uso da grumixama e suas partes, polpa, cascas e 

folhas) são encontrados na literatura. As folhas, frutas e madeira de casca da 

grumixameira são adstringentes, diuréticas e usadas tradicionalmente como 

tratamento para o reumatismo (REVILLA, 2002). Pietrovski et al. (2008) relataram a 

inibição do edema da orelha do camundongo ao aplicarem, o extrato hidroalcoólico, 

frações e compostos isolados de E. brasiliensis comparando-se à aplicação tópica de 

óleo de cróton. Rodrigues et al. (2016) obtiveram resultados a partir do extrato do fruto 

que revelaram uma atividade positiva de detecção de quórum-sensing, que inibem as 

características de deterioração e virulência em bactérias transmitidas por alimentos. 

Em geral, as diversas variedades de E. brasiliensis são consideradas boas fontes de 

compostos bioativos, particularmente compostos fenólicos (antocianinas e 

elagitaninas) e carotenoides (DE ARAÚJO et al., 2019). Atividade anti-inflamatória, 

efeito anti-edematogênico, atividade antibiofilme contra patógenos importantes e 

baixa toxicidade in vitro e in vivo também foram relatadas associadas à presença de 

compostos  polifenolicos presentes no suco de grumixama (TEIXEIRA et al., 2017). 

 

1.1.7 Compostos bioativos 

Os compostos bioativos são constituintes não nutricionais, que podem 

apresentar uma atividade antioxidante, capaz de impedir a formação de radicais livres 

ou até mesmo retardando o processo de oxidação que ocorre em plantas e seres vivos 

(COSTA-SINGHI; BITENCOURTII; JORGEI, 2012). São compostos naturalmente 

presentes em diversas frutas e hortaliças e a sua ingestão promove diversos 
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benefícios à saúde humana (ACHKAR et al., 2013; LOCATELI; KOEHLEI, 2015), 

prevenindo, o surgimento de várias doenças crônicas e degenerativas, como câncer, 

diabetes, hipertensão, mal de Alzheimer e doenças cardiovasculares (ALVAREZ-

SUAREZ et al., 2010; ANGELO; JORGE, 2007; SILVA et al., 2013).  

Frutas, vegetais e ervas medicinais, são conhecidas por possuirem uma 

variedade de propriedades e efeitos antioxidantes (KÄHKÖNEN et al., 1999; ZHENG; 

WANG, 2001). As frutas cítricas, como limão, laranja e tangerina são as principais 

fontes de compostos fenólicos. Outras frutas como a cereja, uva, ameixa, pêra, maçã 

e mamão, também são apontadas como fonte destes compostos sendo encontrados 

em maiores concentrações na polpa in natura quando comparado ao suco da fruta.  

Assim como as hortaliças pimenta-verde, brócolis, repolho roxo, cebola, alho e tomate 

também são excelentes fontes destas substâncias (PIMENTEL, C.V.M.B., FRANCKI, 

V.M., GOLLUCKE, 2005). Estes compostos ocorrem naturalmente também em 

diversas bebidas à base de frutas, podendo afetar de forma positiva ou negativa as 

características sensoriais dos alimentos, como cor, sabor e adstringência (JORDÃO, 

2018).  

A ação dos compostos fenólicos no organismo humano é efetuada por intermédio  da  

atividade antioxidante e protetora de órgãos vitais (incluindo o sistema 

cardiovascular), modulando enzimas de detoxificação (como a peroxidase), reduzindo 

a agregação plaquetária e a prevalência de aterosclerose, alterando o metabolismo 

das frações do colesterol e na redução da pressão sanguínea (VIDAL et al., 2012). 

São definidos como substâncias que possuem anel aromático com um ou mais 

substituintes hidroxílicos, incluindo seus grupos funcionais (LEE et al., 2005), e 

englobam desde moléculas simples até outras com alto grau de polimerização 

(ANGELO; JORGE, 2007). Quando ingeridos por meio dos alimentos, já no organismo 

humano, são transformados em ácidos fenólicos ou estruturas de lactona pela 

microbiota intestinal, os quais produzem metabólitos com propriedades biológicas e 

atividade antioxidante (JORDÃO, 2018).  

O efeito antioxidante dos compostos fenólicos é principalmente devido às suas 

propriedades redox e é o resultado de vários mecanismos possíveis: atividade 

sequestradora de radicais livres, atividade quelante de metais de transição e / ou 

capacidade de extinção de oxigênio singlete (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 

1997; SHAN et al., 2005).  
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Os fenólicos também são conhecidos por desempenhar um papel importante 

na estabilização da peroxidação lipídica e inibir vários tipos de enzimas oxidantes 

(COS et al., 1998; LAUGHTON et al., 1991). Os múltiplos mecanismos potenciais de 

ação antioxidante tornam o grupo diversificado de compostos fenólicos, um alvo 

interessante na busca de fitoquímicos benéficos à saúde e também oferecem a 

possibilidade de utilizar esses compostos ou extratos em alimentos ricos em lipídios 

para prolongar a vida de prateleira (YANISHLIEVA; MARINOVA, 2001). Estes 

constituintes podem,  além de exercer atividade antioxidante, desenvolver atividade 

antiproliferativa e antimicrobiana, tendo a última sido atribuída ao seu uso na indústria 

de alimentos desempenhando importante papel no aumento da vida de prateleira dos 

alimentos (DUNG; KIM; KANG, 2008; THITILERTDECHA; TEERAWUTGULRAG; 

RAKARIYATHAM, 2008). Existem cerca de cinco mil fenóis, dentre eles, destacam-

se os flavonóides, ácidos fenólicos, fenóis simples, cumarinas, taninos, ligninas e 

tocoferóis (SHAHIDI; NACZK, 1995). 

Os flavonoides (Figura 1.3) possuem uma estrutura básica formada por C6-C3-

C6. Neste grupo encontram-se as antocianidinas, flavonas, flavonóis com menor 

frequência, isoflavonas, flavanas, flavanóis, dependendo do lugar, número e 

combinação dos grupamentos participantes da molécula (PINELA, 2012; SOARES, 

2002). 

 

Figura 1.3 Estrutura química das principais classes de flavonóides. Fonte: Adaptado 

de (PINELA, 2012). 

Flavonóis Flavanonas 

Isoflavonóides 
Antocianina Flavanóis 

Flavonas 
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 Outro composto que merece destaque são as antocianinas que também 

pertencem à classe dos compostos fenólicos (GRUZ et al., 2013). Dentre as 

variedades da grumixama, a roxa se destaca devido a sua coloração característica 

que indica a presença de pigmentos antociânicos, o que ocorre com outros frutos da 

mesma família, como o jamelão (BANERJEE; DASGUPTA; BRATATI, 2005). Os 

pigmentos são compostos naturais que também têm despertado interesse por 

apresentarem efeitos nutricionais e terapêuticos, devido a sua ação antioxidante 

assim como a redução de radicais livres (OLIVEIRA et al., 2017). Possuíem ação que 

pode prevenir  ou combater diversas patologias, como câncer e aterosclerose  e isso 

têm levado a crescente busca por fontes ainda não exploradas que possam atuar 

como antioxidantes, reduzindo dessa forma o desequilíbrio entre o sistema de defesa 

antioxidativo do organismo humano e os radicais livres (BOBBIO; SCAMPARINI, 

1982; PIMENTEL, C.V.M.B., FRANCKI, V.M., GOLLUCKE, 2005). Nas plantas 

observa-se que os compostos contribuem para proteger contra o estresse biótico e 

minimizar o dano ultravioleta nos tecidos vegetais (REYNERTSON et al., 2008).  

Diferentes compostos fenólicos, são responsáveis pelas características físico-

químicas, sensoriais e nutricionais de frutos, bebidas e alimentos nos quais estão 

presentes, no entanto, a composição fenólica depende de vários fatores, como a 

forma de cultivar dos frutos, nível de maturidade de frutos, ambiente, práticas culturais, 

condições pós-colheita, técnicas de processamento e preservação (JORDÃO, 2018). 
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2 CAPÍTULO II 

 
Caracterização físico-química e de compostos fixos e voláteis de polpa de 

Eugenia brasiliensis (Grumixama)  

 

Resumo 

A Eugenia brasiliensis conhecida como grumixama é um fruto nativo da biodiversidade 

brasileira e possui características de interesse como a presença de compostos 

bioativos. O presente estudo teve como objetivo caracterizar por meio de análises 

físico-químicas a polpa de grumixama, assim como avaliar o potencial antioxidante e 

traçar o perfil químico e de compostos orgânicos voláteis deste fruto. Para isto foram 

realizadas análises de acidez titulável, pH, umidade, proteínas, cinzas, fibras, 

açucares totais e lipídeos. A determinação dos compostos fenólicos totais foi realizada 

pelo método do Folin-Ciocalteu e a atividade antioxidante utilizou teste com o radical 

ABTS. A caracterização do perfil químico consistiu na obtenção de fingerprints 

empregando-se o paper spray PS/MS e a extração dos compostos orgânicos voláteis 

por meio de microextração em fase sólida (SPME) e posterior separação e 

identificação por CG-MS. As características físico-químicas da polpa demonstraram 

valores próximos ou maiores que em frutos do mesmo gênero se destacando por ser 

um fruto ácido e elevado teor de fibras (20,34 g/100 g de polpa). A polpa apresentou 

teores médios de compostos fenólicos totais (173,85 ± 3,21 mg/100 g de polpa) e 

atividade antioxidante (844,86 ± 2,03 µM/100 g de polpa). Nesta tentativa de 

identificação, foram listados por PS/MS 46 compostos, destacando flavonoides, 

compostos fenólicos, carotenoides, açúcares, catequina e derivados da quercetina.  A 

técnica do SPME permitiu identificar 19 compostos voláteis orgânicos pertencentes à 

classe dos terpenos, compostos estes que são responsáveis por diversas 

características sensoriais dos frutos. Os resultados descritos permitiram identificar a 

atividade antioxidante da polpa do fruto, e conhecer os principais compostos químicos, 

como os flavonoides e voláteis como os sesquiterpenos. Desta forma, é possível 

constatar que a polpa da grumixama possui características interessantes e benéficas, 

podendo ser adicionada em diversos produtos aumentando seu valor nutricional e 

funcional. 
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Palavras-chave: Myrtaceae, compostos orgânicos voláteis, atividade antioxidante, 

cereja brasileira. 

 

Abstract  

Eugenia brasiliensis known as grumixama is a native fruit of Brazilian biodiversity and 

has very relevant characteristics such as the presence of bioactive compounds of 

interest to science. The present study aimed to characterize the grumixama pulp by 

means of physical chemical analyzes, as well as to evaluate the antioxidant potential 

and to trace the chemical profile and volatile compounds of this fruit. For this, analyzes 

of titratable acidity, pH, moisture, proteins, ash, fibers, total sugars and lipids were 

performed. The determination of total phenolic compounds was performed using the 

Folin-Ciocalteu method and the antioxidant activity using ABTS. The characterization 

of the chemical profile consisted of obtaining fingerprints using paper spray PS-MS 

and the extraction of volatile organic compounds by means of solid phase 

microextraction and subsequent separation and identification by CG-MS. The physical-

chemical characteristics of the pulp were satisfactory, with values close to or greater 

than in fruits of the same genus, standing out for being an acidic fruit with high fiber 

content. The pulp showed average levels of total phenolic compounds (173.85 ± 3.21 

mg / 100g of pulp) and antioxidant activity (844.86 ± 2.03µM / 100 g of pulp). In this 

attempt to identify, 46 compounds were listed by PS / MS, highlighting flavonoids, 

phenolic compounds, carotenoids, catechin, sugars and quercetin derivatives by 

means of paper spray. The SPME technique allowed the identification of 19 volatile 

organic compounds belonging to the class of terpenes, compounds that are 

responsible for several sensory characteristics of the fruits. The results described 

allowed to identify the antioxidant activity of the fruit pulp, and to know the main 

chemical compounds, such as flavonoids and volatiles such as sesquiterpenes. In this 

way, it is possible to verify that the grumixama pulp has interesting and beneficial 

characteristics, being able to be added in several products, increasing its nutritional 

and functional value. 

Keywords: Myrtaceae, volatile organic compounds, antioxidant activity, Brazilian 

cherry. 
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2.1 Introdução 

A família Myrtaceae é uma das mais importantes da flora brasileira, 

apresentando potencial e consequentemente significativo interesse econômico para o 

Brasil. A Grumixama (Eugenia brasiliensis Lamarck), comumente conhecida como 

cereja brasileira, pertence à família Myrtaceae e é um fruto proveniente de árvores 

das florestas brasileiras distribuídas nas regiões sul e sudeste do país (FLORES et 

al., 2012; TEIXEIRA et al., 2015), tendo presença significativa no bioma da Mata 

Atlântica (PELLIS, 2019). No Brasil, a produção comercial pode ser encontrada 

principalmente na região do “Vale do Paraíba”, no estado de São Paulo (TEIXEIRA; 

HASSIMOTTO; LAJOLO, 2018). 

Este fruto possui características como adstringência, ricos em compostos 

fenólicos e compostos orgânicos voláteis (COVs) e tradicionalmente são utilizados 

para a produção de geleias, de tortas e de licores (FLORES et al., 2012). O aroma 

dos frutos  é uma das características mais apreciadas pelos consumidores que deve-

se à composição de COVs que são principalmente  ácidos carboxílicos, álcoois, 

aldeídos, cetonas, ésteres e terpenos (BICAS et al., 2011; SILVA et al., 2019a). O 

conjunto de COVs é específico para cada espécie e variedade de frutos, e é 

responsável pela formação do aroma peculiar (EL HADI et al., 2013) e por isso há a 

necessidade da melhor caracterização de frutos, tal como a grumixama. Vários 

métodos de extração como destilação a vácuo, destilação e concentração simultânea 

dos voláteis, análises do headspace estático e dinâmico (QUEIROGA et al., 2005), 

podem ser utilizados e dentre estes destaca-se a microextração em fase sólida no 

modo headspace (HP-SPME).  A HP-SPME se torna um método de extração 

vantajoso por ser um método rápido, simples, sem a utilização de solvente, e também 

sensível, fornecendo assim resultados lineares para uma ampla faixa de 

concentrações e analitos (MERKLE; KLEEBERG; FRITSCHE, 2015) no qual a 

detecção dos voláteis é realizada por meio da cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massa (GC-MS). 

A grumixama, também possui compostos fixos, como fenilpropanóides, 

flavonoides, polifenóis, carotenóis, açucares, vitaminas entre outros, que são de 

interesse por trazerem diversos benefícios à saúde humana e necessitam do uso de 

outras técnicas para serem identificados. Uma característica marcante em uma 

variedade da grumixama é a coloração roxa a qual é um atributo importante e indica 
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a presença de pigmentos antociânicos, o que também ocorre em outros frutos da 

mesma família, como o jamelão (Syzygium cumini (L.) Skeels), (BANERJEE; 

DASGUPTA; BRATATI, 2005), pitanga (Eugenia Uniflora),  jaboticaba (Myrciaria 

jaboticaba (Vell) O. Berg) e jambo (Syzygium malaccense). As antocianinas tem 

despertado interesse devido aos seus efeitos terapêuticos, pela ação antioxidante em 

reduzir radicais livres provocando efeitos positivos sobre a manifestação de diversas 

patologias, como câncer e aterosclerose têm levado a crescente busca por fontes 

ainda não exploradas que possam atuar como antioxidantes, reduzindo dessa forma 

o desequilíbrio entre o sistema de defesa antioxidativo do organismo humano e os 

radicais livres (PIMENTEL, C.V.M.B., FRANCKI, V.M., GOLLUCKE, 2005). 

 Além das antocianinas, outros compostos como flavonoides, elagitaninos e 

carotenoides também podem estar presentes em grumixama (MACHADO et al., 2017; 

SILVA et al., 2014). Estudos mostram a identificação e efeitos benéficos destes 

compostos presentes em suas folhas, cascas, semente, polpa e extrato bruto da 

grumixama (DE ARAÚJO et al., 2019; FLORES et al., 2012; INFANTE et al., 2016; 

MAGINA et al., 2010; SIEBERT et al., 2017). Para uma caracterização mais detalhada 

do fruto na maioria das vezes, a identificação é realizada utilizando técnicas que 

incluem cromatografia líquida de alta eficiência, dessorção / ionização a laser assistida 

por eletropulverização (ELDI), espectrometria de massa de ionização por 

eletropulverização por dessorção (DESI-MS) e paper spray (FLORES et al., 2012; 

REYNERTSON et al., 2008; SIEBERT et al., 2017; SILVA et al., 2014, 2019b; 

TEIXEIRA et al., 2015), no qual o paper-spray (PS/MS) vem se destacando, por 

permitir uma análise ampla de substâncias presentes em matrizes complexas 

possibilitando obter a impressão digital da amostra em amplas faixas de massa 

(SILVA et al., 2019b).  

Diante do exposto o objetivo deste trabalho foi realizar a caracterização físico-

químico das polpas do fruto de grumixama, assim como avaliação do potencial 

antioxidante, traçando o seu perfil químico, utilizando a técnica de espectrometria de 

massa por ionização ambiente em paper-spray (PS-MS) e a extração dos de COVs 

por HP-SPME com a separação e identificação por cromatografia gasosa acoplada a 

detector de espectrometria de massa (GC-MS). 
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2.2 Material e Métodos 

2.2.1 Material vegetal 

As polpas congeladas de grumixama da marca “Sítio do Bello” localizado na 

cidade de São Paulo – Brasil (23° 27`53.94” sul e 45º 42`31.88” oeste), foram 

adquiridas via comércio no mês de dezembro de 2018. Foram utilizadas 

aproximadamente 3 Kg de polpas do mesmo lote e mesmo grau de maturação, 

segundo informações do fabricante, as quais permaneceram sob temperatura de 

congelamento de -18 oC e ao abrigo da luz até o momento do uso. 

 

 

Figura 2.1 Exemplos de frutos e da polpa comercializada de Grumixama 

 

2.2.2 Métodos 

2.2.2.1 Caracterização físico-química da polpa de grumixama 

A caracterização físico-química da polpa dos frutos de Grumixama envolveu as 

análises de acidez titulável, cinzas, fibras, pH, proteínas e umidade foram 

determinados, em triplicata, segundo os métodos descritos pela Association of Official 

Analytical Chemists (AOAC, 2012); os lipídeos foram analisados de acordo com o 

método de extração de Bligh & Dyer (1959), empregando-se metanol, clorofórmio e 

água. A pesquisa de açucares (totais, redutores e não redutores) em polpa foi 
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determinado segundo metodologias descrita pelo Ministério da Agricultura Pecuária e 

Abastecimento (2005) e Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2012).  

Todas as análises foram realizadas em triplicata no Laboratório de Química de 

Alimentos da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal de Minas Gerais – 

UFMG. 

2.2.2.2 Obtenção dos extratos da polpa 

Os extratos da polpa foram obtidos conforme metodologia descrita por Rufino 

et al., (2010) com adaptações. Foram pesados 0,5 gramas da polpa de grumixama, 

previamente homogeneizada, em seguida adicionou-se à amostra 1 mL da solução 

de metanol a 50% e a amostra foi agitada em agitador do tipo vórtex por 20 segundos 

e prosseguiu com incubação da mesma durante 1 hora em temperatura ambiente e 

ao abrigo de luz. Após o tempo de incubação, a amostra foi centrifugada durante 15 

minutos a 4 °C com rotação de 15000 xg em centrífuga. Em seguida o sobrenadante 

foi transferido para um balão volumétrico de 5 mL. No mesmo eppendorff adicionou-

se 1 mL de solução de acetona a 70%. Novamente foi realizada agitação e 

ressuspensão, prosseguindo com a incubação e centrifugação conforme citado acima. 

O sobrenadante foi transferido para o mesmo balão volumétrico (5 mL)  e seu volume 

completado com água deionizada. Os extratos foram armazenados em temperatura 

de congelamento até o momento do uso para as análises de composição fenólica 

total, atividade antioxidante e perfil químico PS/MS. 

 

2.2.2.3 Análise de compostos fenólicos totais e atividade antioxidante 

2.2.2.3.1 Análise de compostos fenólicos totais  

Os compostos fenólicos foram determinados no extrato da polpa por 

espectrofotometria utilizando reagente de Follin-Ciocalteau conforme descrito por 

Rufino et al., (2010). Um volume de 750 µL do extrato da amostra com 3,5 mL de água 

destilada e 250 µL de Folin-Ciocalteu foram misturados em tubo de ensaio e 

incubados à temperatura ambiente por 3 minutos. Em seguida, adicionou-se 500 µL 

de solução de carbonato de sódio 7,5%. Após 1 h de incubação, as amostras foram 

lidas no espectrofotômetro a 750 nm na ausência de luz, e os dados expressos como 
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mg de ácido gálico (AGE)/100 g de polpa. Para construção da curva analítica de 

calibração empregou-se uma solução estoque de ácido gálico de concentração 200 

μg/mL (P.A, Vetec) e foram realizadas diluições a fim de se obter as concentrações 

necessárias (2-7 mg/L) conforme demonstrada na Tabela 2.1 abaixo. 

 

Tabela 2.1 Curva analítica de ácido gálico 

Volume do padrão (µL) Volume de metanol 50% 
 (µL) 

Concentração final 
(mg/L) 

BRANCO 750 ----- 

100 650 2 
150 600 3 

200 550 4 

250 500 5 

300 450 6 

350 400 7 

 

2.2.2.3.2 Análise da atividade antioxidante pelo radical ABTS 

Em um tubo de ensaio adicionou-se 30 µL do extrato da polpa (item 2.2.2.2) e 

3 mL de radical ABTS (2,2 ́- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico)). Após 6 

minutos de incubação à temperatura ambiente e ao abrigo da luz, foi realizada a leitura 

em espectrofotômetro a 734 nm. A partir de uma solução padrão de 6-Hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilchroman-2-ácido carboxílico (trolox) (Sigma- Aldrich), procedeu-se a diluição 

da mesma em etanol de modo a construir a curva analítica utilizada na análise. Esta 

curva foi composta por 5 pontos correspondentes as concentrações de 100 a 2000 

μM conforme demonstrada na Tabela 2.2. A atividade antioxidante foi expressa em 

µM trolox/ 100 g polpa (RUFINO et al., 2007). 
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Tabela 2.2 Curva analítica do trolox 

Volume do padrão (mL) Volume de etanol 95% (mL) Concentração final (µM) 

0,5 9,5 100 

2,5 7,5 500 

5,0 5,0 1000 

7,5 2,5 1500 

10,0 0 2000 

 

2.2.2.4 Perfil químico da polpa de Grumixama por paper spray – MS 

A análise do perfil químico das amostras foi conduzida empregando-se o 

espectrômetro de massas LCQ Fleet (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA) 

equipado com uma fonte de ionização ambiente por paper spray e foi realizada em 

triplicatas nos modos de ionização positivos e negativos, conforme Silva et al. (2019). 

Para a realização das análises, 2 µL das amostras e 40 µL de metanol foram aplicadas 

no triângulo de papel cromatográfico acoplado ao equipamento, e a fonte de voltagem 

foi ligada para aquisição dos dados (Figura 2.2). As condições instrumentais das 

análises foram: voltagem da fonte PS-MS igual a + 4 kV (modo positivo) e – 3 kV 

(modo negativo); voltagem do capilar de 40 V; temperatura do tubo de transferência 

de 275 °C; voltagem das lentes do tubo de 120 V; faixa de carga massa de 100 a 1000 

m/z nos modos positivo e negativo. Os íons foram fragmentados usando energia de 

colisão de 15 a 45 eV.  

Os resultados referentes aos espectros de massas obtidos foram processados 

utilizando o software Xcalibur versão 2.1 (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA). Os 

espectros PS-MS médios dos modos positivo e negativo foram determinados 

utilizando Excel, 2016 (Microsoft, Redmond, WA, EUA). Para a tentativa de 

identificação dos compostos realizou-se a comparação das razões massa carga de 

dados da literatura com os sinais instrumentais obtidos e a subsequente fragmentação 

por meio da espectrometria de massas sequencial. 
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Figura 2.2 . Diagrama do processo de ionização por paper spray. Adaptado de 

(ALMEIDA DE PAULA et al., 2015) 

 

2.2.2.5 Perfil de compostos voláteis 

A extração dos compostos orgânicos voláteis foi realizada por meio do método 

de microextração em fase sólida no modo headspace (HS-SPME) conforme descrito 

por Silva et al., (2019c) utilizando a fibra Polidimetilsiloxano/ Divinilbenzeno semipolar 

(PDMS/DVB). Os COVs extraídos foram separados e identificados no cromatógrafo a 

gás (Trace GC Ultra) acoplado a um espectrômetro de massa (Polaris Q) (GC-MS), 

com analisador do tipo “ion-trap”. 

Para a extraçnao dos COVs, pesou-se 2,0 g de polpa in natura em frascos de 

headspace com capacidade de 20 mL e lacrados com lacre de alumínio. Em seguida, 

os frascos foram pré-aquecidos em chapa aquecedora sem agitação por 5 minutos e 

após esse tempo, a fibra foi inserida no frasco e exposta a amostra por 10 minutos. 

Em sequência a fibra foi removida do frasco e inserida manualmente no GC-MS a uma 

temperatura no injetor de 250 °C, por um tempo de dessorção de 5 minutos, 

temperatura da fonte de íons de 200 °C e interface de 275 °C.  O gás de arraste 

utilizado foi o gás hélio com uma vazão de 1 mL.min-1, e os COVs foram separados 

usando uma coluna capilar (HP-5ms) fenil a 5% e metilpolisiloxano a 95% (30 mx 0,25 

mm x 0,25 μm; Agilent Technologies Inc., Alemanha). Inicialmente, a coluna foi 



CAPÍTULO II 

 

 

55 

mantida a 40 °C por 5 min e, em seguida, a temperatura foi aumentada a uma taxa de 

2,5 °C min-1 até 125 °C, seguida de um aumento de 10 °C.min-1 até 245 ° C e mantida 

por 3 min. A aquisição dos dados ocorreu no modo de varredura completa por 

ionização por impacto eletrônico (EI) e potência de 70 eV com um intervalo de 50 a 

300 m/z. 

A identificação dos compostos voláteis foi baseada na relação massa-carga 

(m/z) dos fragmentos de íons da amostra analisada, mediante cada espectro de 

massa na faixa de 50 a 300 m/z. Utilizando o software Xcalibur versão 2.1 (Thermo 

Scientific, San Jose, CA, EUA), realizou-se uma comparação dos espectros de 

massas correspondente a cada pico observado no cromatograma com os dados 

obtidos pela biblioteca NIST (National Institute of Standards and Technology) 

considerando nível de similaridade (reverso índice de pesquisa, RSI) maior que 600. 

 

2.2.2.6 Análise dos resultados 

Os resultados referentes aos espectros de massas obtidos foram processados 

utilizando o software Xcalibur versão 2.1 (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA). Os 

espectros PS-MS médios dos modos positivo e negativo para cada amostra foram 

determinados utilizando Excel, 2016 (Microsoft, Redmond, WA, EUA). A análise de 

resultados dos compostos voláteis foi realizada através do software design expert 

versão 12. 

 

2.3  Resultados e discussão 

2.3.1 Determinação da caracterização físico-química  

Os resultados da composição físico-química da polpa de Grumixama estão 

apresentados na Tabela 2.3.  

A grumixama apresentou valor médio de pH de 3,23, sendo classificada como 

uma fruta ácida, podendo esta afirmação ser enfatizada com a acidez encontrada nas 

polpas do fruto deste estudo com média de 11,34 g ácido cítrico/100 g de polpa. Esta 

característica de baixo pH e alta acidez  estão relacionadas com o sabor característico 
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ácido de um fruto (CAMLOFSKI, 2008). O pH é importante tanto no processamento e 

na industrialização de alimentos quanto no uso destes in natura, uma vez que este 

parâmetro pode representar, em alguns casos, uma característica vantajosa pois 

permite aos frutos prolongar a vida útil bem como inibir a alteração microbiana 

(CECCHI, 2003; HELT; NAVAS; GONÇALVES, 2018; NUNES et al., 2014) 

O teor médio de umidade encontrado nas amostras de polpa de grumixama foi 

de 91,66%. Esses resultados corroboram com aqueles encontrados em grumixama 

por Nascimento et al. (2017),  Silva et al. (2014) e  Zola et al. (2019) que foram, 

respectivamente,  90,70; 90,80 e 90,15% e apresentou valor inferior (95,29%) que 

aquele descrito por Medeiros; Sabaa-Srur; Barbosa (2015) em polpas de grumixama 

provenientes do estado do Rio de Janeiro. Em geral, os teores de umidade de frutas 

e hortaliças correspondem a 80% a 95% de sua composição (CHITARRA; 

CHITARRA, 2005), sendo que nas frutas o teor de umidade pode sofrer alterações 

durante a maturação (HUI et al., 2006). 

Em relação ao teor de lipídeos em base úmida do fruto foi determinado 0,14 

g/100 g de polpa. Este valor é superior aqueles descritos por ZOLA et al., (2019) ao 

estudarem polpas de grumixama provenientes da cidade de Ouro Preto-MG e 

obtiveram teor lipídico de 0,02%, também em base úmida e muito próximo ao relatado 

em um outro estudo de frutos obtidos do municípios de Resende, Itatiaia e Itaboraí, 

no estado do Rio de Janeiro, de 0,14% (MEDEIROS DE AGUIAR; UBIRAJARA 

OLIVEIRA SABAA-SRUR; E. SMITH, 2016). Entretanto, no trabalho desenvolvido por 

Silva et al. (2014) não foi possível a detecção deste nutriente demonstrando  assim 

que em geral o teor de lipídeos para polpas de grumixama são relativamente baixos 

ou não detectáveis. 

 Em relação ao teor proteico, no presente estudo determinou-se 0,41 g/100 g de 

polpa. Este valor corrobora com aquele descrito por Zola et al. (2019) que em seu 

estudo sobre frutos de grumixama provenientes da cidade de Ouro Preto, Minas 

Gerais, apresentou teor de proteína de 0,39 g/100 g e são superiores aos descritos 

por Medeiros; Sabaa-Srur; Barbosa, (2015) que relataram teor igual a 0,27 g/100 g. 

Entretanto, valores acima dos encontrados no presente estudo também foram 

relatados, como aqueles descritos por Teixeira et al. (2015) de 0,66, 0,50 e 0,54 g/100 

g que avaliou frutos provenientes das regiões sul e sudeste do Brasil, e ao teor 

proteico relatado por (SILVA et al., 2014) de 0,5 g/100 g também da região sudeste 
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do Estado de Minas Gerais, Brasil. Os resultados encontrados foram como esperados 

uma vez que no geral o teor de proteína relatado em diversos estudos é relativamente 

baixo. 

 

Tabela 2.3 Composição físico-química da polpa de Grumixama, em base úmida 

Parâmetro Polpa de Grumixama 

Acidez titulável (g acido cítrico/100 g de polpa) 11,34 ± 0,13 

Açúcares totais (g/100 g de polpa) 3,93 ± 0,30 

Açúcares redutores (g/100 g de polpa) 2,78 ± 0,18 

Açúcares não redutores (g/100 g de polpa) 1,15 ± 0,42 

Cinzas (%) 0,34 ± 0,01 

Fibras Insolúveis (g/100 g de polpa) 14,75 ± 0,09 

Fibras Solúveis (g/100 g de polpa) 5,59 ± 0,19 

Lipídeos (g/100 g de polpa) 0,14 ± 0,02 

pH 3,23 ± 0,06 

Proteínas (g/100 g de polpa) 0,41 ± 0,02 

Teor de sólidos solúveis (oBrix) 6,03 ± 0,06 

Umidade (%) 91,66 ± 0,13 

Valores médios de triplicatas ± desvio padrão expressos em base úmida.  

 

 Os minerais totais determinados representam 0,34% da polpa dos frutos 

analisados. Estes resultados estão próximos aos descritos na literatura de 0,56; 0,44 

e 0,31 para frutos de grumixama provenientes de diferentes regiões do Brasil 

(TEIXEIRA et al., 2015); 0,23% (MEDEIROS; SABAA-SRUR; BARBOSA, 2015; 

TEIXEIRA; HASSIMOTTO; LAJOLO, 2018) e 0,36% (ZOLA et al., 2019). Medeiros de 

Aguiar; Ubirajara Oliveira Sabaa-Srur; E. Smith, (2016) mostrou valores de 0,23 e 

além da Grumixama, outros frutos da família das Myrtaceaes também apresentaram 

valores relativamente baixos para teor de minerais como jabuticaba 0,34%; jamelão 

0,62% e cambuci 0,23% pelo mesmo autor. As diferenças encontradas na composição 

físico-química podem estar ligadas a fatores como solo, água de irrigação, condições 

climáticas estádio de maturação entre outros. 
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Na polpa analisada o teor de fibras totais foi de 20,34% sendo deste total 5,59% 

correspondendo a fibras solúveis e 14,75% correspondendo a fibras insolúveis. As 

fibras nas espécies da família das Mytarceae, se caracterizam como do tipo insolúvel 

em sua maioria (SCHIMIDT, 2018). Em um estudo referente a frutos da Mata Atlântica 

do Brasil, a grumixama apresentou teor de fibras totais igual a 10,8% (SILVA et al., 

2014) valor abaixo dos encontrados no presente estudo assim como um teor de 

12,69% quando avaliados frutos provenientes da cidade de Ouro Preto–MG  (ZOLA 

et al., 2019), valores estes expressos em base úmida assim como no presente estudo. 

Os valores do presente estudo de 6,03 °Brix se divergem da faixa descrita na 

literatura citada anteriormente. Entretanto, apresenta valores um pouco menores 

corroborando com outros trabalhos os quais apresentaram valores iguais a 5 °Brix 

(MEDEIROS; SABAA-SRUR; BARBOSA, 2015; MEDEIROS DE AGUIAR; 

UBIRAJARA OLIVEIRA SABAA-SRUR; E. SMITH, 2016; ZOLA et al., 2019), e 

também maior que os relatados por Teixeira et al. (2015) no qual descreveu valores 

iguais a 2,98, 2,69 e 3,53 °Brix ao avaliar frutos de Grumixama provenientes de 

diferentes regiões do Brasil. Os teores de sólidos solúveis variam entre espécies, 

cultivares, ponto de maturação e clima. Em frutos como Eugenia uniflora, também 

pertencentes a família das Myrtaceaes, os valores médios geralmente estão entre 8 e 

14% (CHITARRA; CHITARRA, 2005; HELT; NAVAS; GONÇALVES, 2018). 

Neste trabalho o teor de açúcares totais foi igual a 3,93% sendo que 2,78% 

representam os açúcares redutores e 1,15% os açúcares não redutores. Segundo a 

Instrução Normativa n°01, de 07 de janeiro de 2000 (MAPA, 2000), que descreve 

sobre o regulamento técnico geral para fixação dos padrões de Identidade e 

Qualidade para Polpa de Fruto, existem valores mínimos e máximos de açúcar 

exigidos para alguns frutos. No caso, a grumixama não possui uma legislação 

específica para este, entretanto esta mesma legislação dita que para o teor de 

açúcares totais para polpa de pitanga, também pertencente ao gênero Eugenia, não 

são exigidos valores máximos e mínimos. 

 

2.3.2 Compostos fenólicos totais e atividade antioxidante 

O teor de compostos fenólicos totais encontrado na polpa de grumixama foi 

igual a 173,85 mg AGE/100g de polpa conforme demonstrado na Tabela 2.4. Vasco; 



CAPÍTULO II 

 

 

59 

Ruales; Kamal-Eldin, (2008) classificam os frutos como de teores baixo <100 mg 

AGE/100 g, médio de 100 a 500 mg de AGE/100 g) e alto >500 mg AGE/100 g. 

Portanto, de acordo com os resultados encontrados nesse estudo a polpa do fruto 

apresenta teores médios de compostos fenólicos totais. Estes resultados são 

relativamente menores que outros estudos correlacionados ao mesmo fruto que 

encontraram 225,45 mg de AGE / 100 g de polpa (ZOLA et al., 2019) e 268,51 a 

469,18 mg AGE/ 100 g (NEHRING, 2016). Entretanto, em todos os estudos a polpa 

de grumixama classificou-se como de médio teor de compostos fenólicos sendo o 

presente trabalho com resultados satisfatórios. O solvente orgânico utilizado para a 

elaboração do extrato vegetal pode influenciar no conteúdo extraído devido a 

polaridade do solvente e dos compostos presentes podendo assim resultar em uma 

maior ou uma menor extração. O estágio de maturação também é um importante fator 

a ser considerado, uma vez que, quando estudados os conteúdos totais de fenólicos 

em diferentes estágios para os frutos como morango (ORNELAS-PAZ et al., 2013), 

jambolão (BRANDÃO et al., 2011) e jaboticaba (LIMA et al., 2011), eram maiores no 

inicio da maturação quando comparados com o fim desta. 

 

Tabela 2.4 Teor de compostos fenólicos totais e atividade antioxidante da polpa de 

Grumixama 

Parâmetro Polpa de Gumixama 

Compostos fenólicos totais 

(mg AGE/ 100g de polpa) 
173,85 ± 3,21 

Atividade antioxidante ABTS 

(µM trolox/100 g de polpa) 
844,86 ± 2,03 

Valores médios de triplicatas ± desvio padrão.  

 

 Os frutos e outras espécies vegetais, são constituídas por uma ampla 

diversidade química de compostos antioxidantes naturais (PINELA, 2012). A atividade 

antioxidante pelo método da captura do radical ABTS da polpa de grumixama foi de 

844,86 µM trolox/100 g de polpa (Tabela 3.2). Zola et al. (2019) observou valores 

iguais a 1159,00 µM trolox/100 g em polpa de grumixama pela mesma metodologia e 

883,00 μmol trolox/100g de polpa em pitanga, que também é uma eugenia, sendo 
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este resultado muito próximo ao encontrado no presente estudo. Na literatura há uma 

escassez de estudos da atividade antioxidante pelo método ABTS como a presente 

pesquisa. As variações de um estudo para o outro pode ser explicada pela diferença 

do clima, composição do solo, grau de maturação dos frutos, localização geográfica 

(HAMINIUK et al., 2012), bem como o solvente e sua quantidade utilizado para a 

elaboração dos extratos pode exercer grande influência (FLORES et al., 2012). 

 

2.3.3 Perfil químico 

Os espectros do perfil químico da amostra de polpa de grumixama nos modos 

positivo e negativo estão apresentados nas Figuras 2.3 e 2.4 respectivamente. Por 

meio da tentativa de identificação foi possível listar 46 compostos na polpa de 

grumixama através do PS-MS sendo que no modo de ionização positivo foram 18 

compostos e 28 compostos no modo negativo. Seu perfil é composto em sua maioria 

por flavonoides (48%) seguido de compostos fenólicos (26%) e outros compostos 

(256) que incluiem, açúcar e carotenoides. 

 

 

Figura 2.3 Representação de PS modo positivo – MS da amostra de polpa de Grumixama 
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Figura 2.4 Representação de PS modo negativo – MS da amostra de polpa de Grumixama 

 

Os possíveis compostos identificados na impressão digital da amostra, estão 

representados na Tabela 2.5 para o modo positivo de ionização e na Tabela 2.6 para 

o modo negativo de ionização. Em sua maioria foram detectados compostos fenólicos, 

e flavonoides.  

Dentre os flavonoides, desta tentativa de identificação, destacam a catequina 

(m/z = 291); derivados da quercetina como monoglucuronido de quercetina (m/z = 

479), éter dimetílico de quercetina (m/z = 329), 3-glucosidio de quercetina (m/z = 463), 

hexósido de quercetina (m/z = 463), acetil-hexósido de quercetina (m/z = 505); e 

também a galocatequina (m/z = 305). Essas substancias são comumente encontradas 

na grumixama (MAGINA et al., 2012a; SILVA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2015). 

Existem benefícios relacionados a estes compostos, como por exemplo atividade 

antioxidante, em especial correlacionada a quercetina (MAGINA et al., 2012b), 

comumente encontrada em frutos como araçá (Psidium cattleianum ), uvaia (Eugenia 

pyriformis) (SILVA et al., 2014) e jussara (Euterpe edulis ) (DA SILVA CAMPELO 

BORGES et al., 2011). 
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 A detecção do composto cianidina 3-galactósido (m/z = 449) confirma a presença 

de antocianinas nas polpas de grumixama, assim como em outros estudos do mesmo 

fruto (NASCIMENTO et al., 2017b; TEIXEIRA et al., 2015). As antocianinas, também 

são flavonoides, geralmente responsáveis pelos pigmentos vermelhos, amplamente 

distribuídos no reino vegetal, que quimicamente são constituídas por uma molécula 

de antocianidina à qual o açúcar está ligado através de uma ligação β-glicosídica 

(AGUILERA-ORTÍZ et al., 2011). Frutos como a jaboticaba (Myrciaria jaboticaba (Vell) 

O. Berg), também pertencente a família das Myrtaceaes, considerados ricos neste 

composto, apresentam grandes efeitos antioxidantes e benefícios à saúde, como 

auxilio na redução da obesidade e na resistência à insulina (LENQUISTE et al., 2012). 

Segundo Nascimento et al. (2017), a grumixama também pode ser considerada uma 

nova fonte de antocianinas agregando valor a esse fruto que ainda é pouco explorado. 

No geral, as variedades de E. brasiliensis são consideradas fontes boas de 

compostos bioativos em especial antocianinas, elagitaninas e carotenoides. (DE 

ARAÚJO et al., 2019). 

Carotenoides como all-trans-zeaxantina (m/z = 569) e all-trans-luteina (m/z = 

569) foram listados na tentativa de identificação da amostra em estudo e estão entre 

os pigmentos lipossolúveis mais comuns encontrados na natureza com ação 

antioxidante (MOELLER; JACQUES; BLUMBERG, 2000). Estes compostos também 

foram identificados em frutos como jussara (Euterpe edulis), araça (Psidium 

cattleianum ) e uvaia a (Eugenia pyriformis), entretanto, ainda há poucas pesquisas 

que mostram a presença destes compostos em frutas de casca escura p que pode ser 

justificado pela intensidade desta coloração que pode vir a mascarar a cor 

característica dos carotenoides (NASCIMENTO et al., 2017b). 

Nas amostras de grumixama listou-se o açúcar sucrose, tanto no modo positivo 

(m/z = 365) quanto no modo negativo (m/z = 387) de ionização. Conforme esperado, 

outro composto identificado na polpa de grumixama foi o ácido cítrico (m/z = 191), 

uma vez que este é uma fonte natural de ácido orgânico, encontrada em todas as 

frutas cítricas (AGHERA; BHATT, 2019), o que também foi confirmado pelas análises 

de acidez titulável e pH. 
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Tabela 2.5 Perfil químico da amostra de polpa de Grumixama por PS-MS no modo 

positivo. 

no Tentativa de identificação m/z 
[ ]+ MS/MS Referência 

Compostos fenólicos 

1 Éster de galoil-glicose 355 263 233 (FARIA; MARQUES; 
MERCADANTE, 2011) 

2 Ácido dihidrossinápico 475 457 (PAUDEL et al., 2013) 

Flavonoide 

3 Cianidina 3-galactósido 449 287 (TEIXEIRA et al., 2015) 

4 Catequina 291 273 (STEFOVA; IVANOVA, 2011) 

5 Diosmetina 301 286 (WANG et al., 2017) 

6 Kaempferol rhamnoside 433 415 (LEE; JOHNSON; TALCOTT, 2005) 

7 Myricetin rhamnoside 465 447 (LEE; JOHNSON; TALCOTT, 2005) 

8 Quercetina-monoglucuronida 479 435 303 (MASCHERPA et al., 2012) 

9 Miricetina-glucósido 481 335 (MASCHERPA et al., 2012) 

10 Micricetina-3-glcA 395 319 (STEFOVA; IVANOVA, 2011) 

11 5- piranopelargonidina-3-O-
glucósido 501 295 (KAJDŽANOSKA; GJAMOVSKI; 

STEFOVA, 2010) 
12 Syringetin-3-glc 509 481 (STEFOVA; IVANOVA, 2011) 

Outros compostos 

13 Triptofano 205 188 (KOSINSKA et al., 2013) 

14 Ácido licanico 293 257 (WANG et al., 2017) 

15 Sacarose 365 203 (GUO et al., 2017) 

16 Gomphrenin 551  
389 (GARCÍA-CRUZ et al., 2017) 

17 All-trans-zeaxantina 569 551 
(FARIA; MARQUES; 

MERCADANTE, 2011; SILVA et al., 
2014) 

18 All-trans-luteína 593 345 507 (GARCÍA-CRUZ et al., 2017) 
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Tabela 2.6 Perfil químico da amostra de polpa de Grumixama por PS-MS no modo 

negativo. 

no Tentativa de identificação m/z 
[ ]- MS/MS Referência 

Compostos fenólicos 

19 Ácido ferulol málico 309 291 (SPÍNOLA; PINTO; CASTILHO, 2015) 

20 Hexosídeo do ácido p- 
coumarico 325 145, 163 (KAJDŽANOSKA; GJAMOVSKI; 

STEFOVA, 2010) 

21 Ácido cafeoil-2-hidrox-
etano-1,1,2-tricarboxilico 339 295 251 (BEN SAID et al., 2017) 

22 Ácido cafeico-3-glucósido 341 305 (WANG et al., 2017) 

23 Di-hidro-cafeoil-O-
glucoside 343 181 (EL-SAYED et al., 2017) 

24 Ácido 4-O-cafeoil quínico 
(ácido criptoclorogenico) 353 353 (HUANG et al., 2017b) 

25 Ácido cafeoil-gluconico 371 209 (EL-SAYED et al., 2017) 

26 Derivados do ácido cafeico 443 245 443 (HUANG et al., 2017b) 

27 Hidroxi-metoxifenil-O- (O-
galoil) -hexose 453 169, 313 (ABU-REIDAH et al., 2015) 

28 Tinosposídeo A 535 517 (JIAO et al., 2018) 

Flavonoide 

29 Kaempferol 285 241, 217, 
213, 197 (BEN SAID et al., 2017) 

30 Luteolina 285 
285, 267, 
241, 217, 
213,197 

(EL-SAYED et al., 2017) 

31 Taxifolina 303 285 241 
199 125 (CHEN et al., 2016a) 

32 Galocatequina 305 137, 261 (WANG et al., 2017) 

33 Éter dimetílico de 
quercetina 329 314 (BEN SAID et al., 2017) 

34 quercetina 3-glucósido 463 301/151 (TEIXEIRA et al., 2015). 

35 Hexosídeo de quercetina 463 301 (SILVA et al., 2014) 

36 3 ', 4-Di-hidroxi-5,6-
dimetoxi-7-O-glucósido 491 473 (GOUVEIA; CASTILHO, 2010) 

37 Quercetina acetil-hexósido 505 301 (BEN SAID et al., 2017) 

38 Vitexina 521 341 (KOOLEN et al., 2013; WANG et al., 
2017) 

39 Di-glucósido de di-hidro-
miricetina 643 481 (FARIA; MARQUES; MERCADANTE, 

2011) 

40 Metil-di-hidro-miricetina 
glucoside 657 477 (FARIA; MARQUES; MERCADANTE, 

2011) 
 
Outros compostos 
41 Ácido cítrico 191 173, 111 (SILVA et al., 2019b; WANG et al., 

2017) 
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42 Ácido palmitico 255 237 (WANG et al., 2017) 

43 sacarose 387 341 (GABBANINI et al., 2010) 

44 Sweroside lactona 403 167 (GUO et al., 2017) 

45 Derivado do ácido glucárico 409 209 (DÍAZ-DE-CERIO et al., 2018) 

46 Pentil-di-hexose 411 249 (EL SAYED et al., 2016) 

 

2.3.4 Compostos voláteis 

O cromatograma referente a análise de voláteis na polpa de grumixama está 

apresentado na Figura 2.5  

 

 

Figura 2.5 Cromatograma dos compostos voláteis da polpa de grumixama por CG-

MS 

 

Foi possível identificar 19 COVs por meio da comparação dos espectros de 

massas correspondente a cada pico com os dados obtidos pela biblioteca NIST, os 

quais estão demonstrados na Tabela 2.7. Pode-se observar, que em sua maioria, 

foram identificados compostos da classe dos terpenos sendo eles sesquiterpenos e 

um monoterpeno. Os C10 (monoterpenos) e C15 (sesquiterpenos) estão dentre os 

compostos voláteis mais importantes presente nos frutos (SCHWAB; DAVIDOVICH-
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RIKANATI; LEWINSOHN, 2008) considerados os mais abundantes e principais 

responsáveis pela determinação do aroma característico (EL HADI et al., 2013).    

 

Tabela 2.7 Compostos orgânicos voláteis identificados na polpa de grumixama 

Número TR Composto Classe 

1 5.67 D-limoneno monoterpeno 

2 10.63 α-Cubebeno Sesquiterpeno 

3 11.1 Copaeno Sesquiterpeno 

4 11.35 Longifoleno Sesquiterpeno 

5 11.99 β-Guaieno Sesquiterpeno 

6 12.63 Guaia-1 (10), 11-dieno Sesquiterpeno 

7 12.78 Longifoleno-(V4) Sesquiterpeno 
8 13,00 Cadina – (10) 4-dieno Sesquiterpeno 

9 13.18 Isoleodeno Sesquiterpeno 

10 13.29 Cariofileno  Sesquiterpeno 

11 13.46 (+) -Ciclosativeno Sesquiterpeno 

12 13.61 1,1 4a-Trimetil-5-6-dimetileno-deca-hidronaftaleno Sesquiterpeno 

13 13.72 α-Elemeno Sesquiterpeno 

14 13.86 Cadina-3,9-dieno Sesquiterpeno 

15 14.67 (+) – Ledeno  Sesquiterpeno 
16 14.75 Allo-aromadendreno Sesquiterpeno 

17 15.25 Tujopseno Sesquiterpeno 

18 15.4 Patchouleno Sesquiterpeno 

19 15.53 Eudesm-7 (11) -en-4-ol Sesquiterpeno 

 

O monoterpeno identificado foi o D-limoneno. Este é o componente majoritário 

encontrado em óleos das cascas de laranja, sendo correlacionado a prevenção da desidratação 

e a inibição de crescimento microbiano nos vegetais (MULLER, 2011). Este composto é muito 

utilizado na indústria de alimentos como componente aromático e para dar sabor, ainda usado 

na obtenção de sabores artificiais como menta e hortelã, na fabricação de doces, balas e gomas 

de mascar (SANTOS; SERAFINI; CASSEL, 2003). A polpa apresentou um perfil bastante 

complexo de sesquiterpenos com 18 compostos identificados. O composto n
o
 2, α-cubebeno 

também foi identificado em amostras de araça-boi (Eugenia stipitada) (FRANCO; 

SHIBAMOTO, 2000). Em pitangas (Eugenia uniflora L) com diferentes biótipos de cor 

(laranja, vermelha e amarelo) foram detectados os α-cubeben e allo-aromadedreno e β-guaieno 

assim como no presente estudo (MESQUITA et al., 2017). 
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2.4 Conclusão 

O fruto de grumixama apresentou valores de atividade antioxidante e compostos 

fenólicos totais (173,85 mg AGE/ 100g de polpa) satisfatórios. O conhecimento a cerca 

do seu perfil químico torna-se de extrema importância, uma vez que os compostos 

fenólicos totais pela atividade antioxidante exercida podem promover efeitos 

benéficos. O finger print do paper spray corrobora com os dados da ação antioxidante 

e compostos fenólicos totais, pois foi possível identificar diversos compostos com 

conhecidas atividades. A técnica também se mostrou eficiente para uma tentativa de 

identificação rápida do perfil químico da polpa de grumixama uma vez que permitiu 

listar diversas classes de compostos fenólicos que são de extrema importância e 

sendo estes os resultados para o estudo dos seus possíveis efeitos sobre a saúde 

humana e a biodisponibilidade. Em paralelo este trabalho mostra que, o HS-SPME 

acoplado ao GC-MS utilizando a fibra PDMS/DVB semipolar mostrou ser uma técnica 

eficiente para extração com identificação de COVs presentes na polpa de grumixama 

com auxílio da biblioteca NIST, permitindo a identificação de 19 compostos sendo em 

sua maioria sesquiterpenos (94%). Tal resultado mostra a importância deste estudo 

na identificação dos compostos voláteis que são fundamentais no que se relaciona às 

características como o flavor do fruto e sua aceitação pelo consumidor. Vale ressaltar 

que a técnica se mostrou bastante eficiente na extração destes compostos uma vez 

que a mesma não faz uso de outros solventes. Desta forma, os resultados deste 

trabalho mostraram que a polpa da grumixama é promissora com intuito de ser 

explorada e tem potencial para ser introduzida em produtos alimentares. 
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3 CAPÍTULO III 

 
Bebida fermentada à base de extrato hidrossolúvel de soja (EHS) com potencial 

probiótico adicionada de polpa de grumixama, inulina e whey protein  

 

Resumo 

Os hábitos alimentares vêm sendo modificados ao longo do tempo e as bebidas 

fermentadas são amplamente aceitas e consumidas no mundo devido as suas 

características organolépticas. O extrato hidrossolúvel de soja (EHS) possui 

características nutricionais de grande valor, entretanto seu consumo é pequeno 

devido suas características sensoriais pouco atrativas. Neste sentido, os processos 

fermentativos vêm como uma estratégia interessante para suprir esta necessidade. O 

Lactobacillus acidophilus é um microrganismo probiótico comumente utilizado em 

diferentes processos fermentativos, incluindo em produtos de soja devido à suas 

propriedades benéficas a saúde humana. Outra importante estratégia é a adição de 

frutos que também têm se mostrado uma favorável alternativa para melhorar a 

palatabilidade. A fim de agregar valor nutricional a produtos alimentares como 

bebidas, ingredientes ditos funcionais, como inulina e whey protein, tem sido 

adicionados em diferentes produtos. Desta forma, o objetivo deste estudo foi a 

elaboração e caracterização físico-química de quatro formulações de bebida 

fermentada com potencial probiótico, a base de EHS, com adição de polpa de 

grumixama, e avaliação do desenvolvimento do Lactobacillus acidophilus (LA-5) na 

presença de inulina e whey protein. Para isto foram efetuadas análises de acidez 

titulável, cinzas, lipídeos, proteína, pH, umidade além da atividade antioxidante e 

composição fenólica total das bebidas fermentadas. Foram realizadas análises (pH, 

acidez e contagem microbiana) em diferentes tempos durante 12 horas de 

fermentação e durante a vida de prateleira 28 dias. A linhagem L. acidophilus LA-5 se 

manteve em altas contagens, de 107 a 1013 UFC/mL, durante todo o processo 

fermentativo. Os resultados obtidos referentes às análises físico-químicas de todas as 

bebidas fermentadas com o potencial probiótico à base de EHS em estudo foram 

satisfatórios. É importante destacar os observou-se que as bebidas F2 e F4 

adicionadas de whey protein, apresentaram um teor proteico mais alto. Em relação à 

viabilidade microbiana as contagens se mantiveram de 107 a 108 UFC/mL no período 
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dos 28 dias de armazenamento, exceto para F3. Foi possível observar que as 

formulações sugeridas como promissoras apresentaram eficácia nos parâmetros 

avaliados para as bebidas que foram adicionadas dos ingredientes como a inulina e o 

whey protein. 

Palavras-chave: probiótico, fermentação, viabilidade celular. 

 

Abstract  

Human eating habits have been modified over time and fermented drinks are widely 

accepted and consumed worldwide due to their organoleptic characteristics. The 

water-soluble soy extract (SWE) has nutritional characteristics of great value, however 

its consumption is small due to its unattractive sensory characteristics. In this sense, 

fermentative processes are an interesting strategy to meet this need. Lactobacillus 

acidophilus is a probiotic microorganism commonly used in the production of different 

fermented drinks due to its beneficial properties to human health, as well as the 

addition of fruits has also been shown to be a favorable alternative to improve 

palatability. In order to add nutritional value to food products such as beverages, so-

called functional ingredients, such as inulin and whey protein, have been added in 

some differents products. Thus, the objective of this study was the elaboration and 

physicochemical characterization of four fermented drink formulations with probiotic 

potential, based on water-soluble soy extract, with addition of grumixama fruit pulp, 

and evaluation of the development of Lactobacillus acidophilus in the presence of inulin 

and whey protein. For this, analyzes of titratable acidity, ashes, lipids, protein, pH, 

moisture, in addition to antioxidant activity and total phenolic composition were 

performed. Analyzes (pH, acidity and microbial count) were performed at different 

times during 12 hours of fermentation and during the shelf life 28 days. The L. 

acidophilus LA-5 strain maintained in high counts, from 107 to 1013 CFU / mL, 

throughout the fermentation process. The results obtained regarding the physical-

chemical analyzes of all fermented drinks with the probiotic potential based on SWE 

under study were satisfactory. It is important to highlight the results regarding the 

protein values, which ranged from 2.70 to 4.80 g / 100 g of fermented beverage, as it 

was possible to observe that the drinks F2 and F4 that contained the whey protein, 

presented a protein content more high. Regarding microbial viability, the counts 

remained from 107 to 108 CFU / mL in the period of 28 days of storage except for F3. 
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It was possible to observe that the promising formulations presented efficacy in the 

parameters evaluated for the drinks that were added to the ingredients, such as inulin 

and whey protein. 

Keywords: probiotic, fermentation, cell viability. 

 

3.1 Introdução 

Os hábitos alimentares vêm sendo modificados ao longo do tempo e 

atualmente os consumidores tem buscado por alimentos mais saudáveis, práticos e 

saborosos (VIEIRA et al., 2018). As bebidas fermentadas são amplamente aceitas no 

mundo e as características que mais as atraem para o consumo estão relacionadas 

às  ofertas de diferentes sabores produzidos, devido a variadas concentrações de 

fatores organolépticos como aroma, sabor e odor (HUGENHOLTZ, 2013; RAMÍREZ-

GUZMÁN et al., 2019).  

O extrato hidrossolúvel de soja (EHS) é obtido por meio de extração aquosa de 

grãos de soja (Glycine max). Nesse extrato estão dispersos proteínas, carboidratos, 

lipídeos e alguns minerais, e seu consumo não é muito popular devido as suas 

características sensoriais, como adstringência e o sabor característico de feijão cru, 

não desejáveis (VIEIRA, 2017). Os processos fermentativos apresentam resultados 

relevantes na melhoria dos atributos sensoriais de produtos à base de soja e o EHS 

é considerado um meio adequado para o crescimento de bactérias lácticas devido à 

presença de oligossacarídeos, aminoácidos e peptídeo (HAULY; FUCHS; 

PRUDENCIO-FERREIRA, 2005). O gênero Lactobacillus  é um dos mais utilizados 

em processos fermentativos (ROLIM, 2015; VILLALVA et al., 2017) sendo o 

Lactobacillus acidophilus uma linhagem considerada probiótica que quando 

consumido em quantidades suficientes pelo hospedeiro, tem a capacidade de modular 

a atividade metabólica do indivíduo, melhorar a composição da microbiota intestinal, 

aumentar a resposta imunológica e promover benefícios à saúde do ser humano 

(FIRMO; SOUSA; CAVALCANTI, 2019). 

 A adição de frutos à bebida, também tem se mostrado uma alternativa favorável, 

pois proporciona características sensoriais relevantes como aroma e sabor 

característicos, uma vez que a soja não apresenta normalmente uma boa 
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aceitabilidade (BRAGA; ASSIS NETO; VILHENA, 2012). A Eugenia brasiliensis, 

popularmente conhecida como grumixama ou cereja brasileira, é um fruto da família 

Myrtaceae (RODRIGUES et al., 2016) que possui características sensoriais atraentes 

e benefícios associados à saúde (ZOLA et al., 2019).  Afim de agregar valor nutricional 

a produtos alimentícios, estudos tem sido feitos com a adição de ingredientes ditos 

funcionais em sua formulação (BESSA; SILVA, 2018). Deste modo surge a 

possibilidade da adição de prebióticos, como a inulina, que são componentes 

alimentares não viáveis que conferem benefícios à saúde do hospedeiro associados 

com a modulação da sua microbiota (PINEIRO et al., 2008). Assim como a inulina, o 

whey protein também tem surgido como alternativa de ingrediente que pode agregar 

valor ao produto. Estes contêm proteínas reconhecidas por suas propriedades 

nutricionais, principalmente relacionados à concentração de aminoácidos essenciais 

e de cadeia ramificada (YADAV et al., 2015). 

 Atualmente, há uma forte tendência para o desenvolvimento de produtos 

funcionais, probióticos e prebióticos (BIGLIARDI; GALATI, 2013). Dessa maneira, 

neste estudo o objetivo foi produzir uma bebida fermentada probiótica a base de 

extrato hidrossolúvel de soja com adição de grumixama, inulina e whey protein, bem 

como avaliar o desenvolvimento do Lactobacillus acidophilus LA-5 frente a adição 

destes ingredientes. 

 

3.2 Material e Métodos 

3.2.1 Material 

3.2.1.1 Matéria prima 

Para o desenvolvimento da formulação base da bebida fermentada, utilizou-se 

o Extrato Hidrossolúvel de Soja (EHS) marca Provesol SM-N, doados pela empresa 

Olvebra®, açúcar cristal adquirido no comércio local, estabilizante Goma arábica 

(Biogum) gentilmente doada pela empresa Biotecsul, polpas congeladas em São 

Paulo SP – Brasil (23° 27`53.94” sul e 45º 42`31.88” oeste), as quais permaneceram 

congeladas a -18 oC até o momento do uso. O whey protein utilizado foi o Lacprodan 

9224, cedido pela Arla Foods Ingredients e a inulina da Orafti GR, cedida pela 

SweetMix. 
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3.2.1.2 Cultura microbiana liofilizada 

A cultura pura liofilizada utilizada para produção da bebida fermentada à base 

de EHS foi o Lactobacillus acidophilus (LA-5, Chr. Hansen), a qual foi gentilmente 

doada pelo Laboratório de Microbiologia Quantitativa de Alimentos pertencente ao 

Departamento de Ciência de Alimentos da Universidade de Campinas (UNICAMP), 

que permaneceu sob temperatura de congelamento à -18 oC até o momento do uso. 

 

3.2.2 Métodos 

3.2.2.1 Padronização e obtenção do inóculo para elaboração das bebidas 

fermentadas à base de EHS e determinação do número de células 

viáveis 

A padronização do inóculo para elaboração das bebidas fermentadas foi 

realizada conforme descrito por Bernucci et al. (2017). A partir da cultura liofilizada, 

um estoque de 7 log UFC. mL-1 foi preparado, no qual foram feitas três ativações 

sucessivas do microrganismo à 24, 48 e 72 horas em 10, 20 e 300 mL de caldo Man, 

Rogosa & Sharp (MRS) (Acumedia, Lansing, MI, EUA) e incubados em estufa à 37 oC 

em condições de microaerofilia. A fim de garantir uma concentração do inóculo 

microbiano final mais alta com no mínimo 8 Log UFC.mL-1, a cultura foi centrifugada 

(Sigma 2K15, Osterode, Alemanha) por 15 minutos a 2792 xg, lavada com água 

destilada estéril e ressuspensa em 3 mL de água peptonada a 0,1%. A partir disso 1 

mL da cultura foi congelada a -80 oC em tubos de 1,5 mL contendo 25% de glicerol. 

O número de células viáveis foi determinado conforme metodologia descrita 

por Vieira, (2017). Um tubo com volume de 1,5 mL da cultura probiótica congelada foi 

reativada em 10 mL de caldo MRS (Acumedia, Lansing, USA) por 24 h à 37 oC em 

microaerofilia. Após o período de ativação uma alíquota de 1 mL da cultura ativada foi 

adicionada em 9,0 mL de água peptonada (0,1%) estéril. As amostras foram 

homogeneizadas e a partir da diluição obtida (10-2) procedeu-se as diluições decimais 

seriadas, seguidas de plaqueamento em profundidade (pourplate) em meio MRS agar 

para contagem. As placas foram incubadas por 48 horas a 37 oC em condições de 

microaerofilia. Foram realizadas contagens do número de células viáveis por mililitros 

de células (UFC.ml-1). 
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3.2.2.2 Pré-ativação do probiótico e elaboração das bebidas fermentadas à 

base de EHS 

Para o desenvolvimento das bebidas fermentadas a base de EHS, o inóculo do 

Lactobacillus acidophilus LA-5 foi utilizado como cultura única, entretanto fez-se 

necessário uma pré ativação do mesmo antes de ser adicionado na bebida. A pré 

ativação foi feita conforme descrita por Pereira; Maciel e Rodrigues (2011) onde foram 

transferidos assepticamente um tubo do estoque preparado anteriormente, com a 

cultura LA-5 para um tubo de ensaio contendo 10 mL de caldo MRS estéril. Os tubos 

foram incubados em estufa a 37 °C por 24 horas em microaerofilia. Após o tempo de 

incubação adicionou-se o inóculo diretamente nas bebidas na proporção de 4% do 

volume total produzido de bebida (VIEIRA, 2017). As formulações utilizadas para a 

elaboração das bebidas fermentadas foram definidas conforme testes prévios 

seguindo metodologia descrita por Guimarães et al. (2018) com modificações dos 

ingredientes. Foram desenvolvidas quatro formulações conforme Figura 3.1, sendo a 

bebida base (Bebida I – F1) composta por 6% de EHS, 15% de polpa de Grumixama, 

8% de açúcar cristal, 0,05% de goma arábica/acácia, 4% da cultura microbiana do 

Lactobacillus acidophilus e o restante foi completado com água potável. A bebida II 

(F2) continha 6% de EHS, 15% de polpa de Grumixama, 8% de açúcar cristal, 0,05% 

de goma arábica/acácia, 4% da cultura microbiana do Lactobacillus acidophillus, 2% 

de whey protein e o restante foi completado com água potável. Já a terceira 

formulação (Bebida III – F3), foi composta de 6% de EHS, 15% de polpa de 

Grumixama, 8% de açúcar cristal, 0,05% de goma arábica/acácia, 4% da cultura 

microbiana do Lactobacillus acidophilus, 1% de inulina e o restante foi completado 

com água potável. Por fim, a bebida IV (F4) teve em sua formulação 6% de EHS, 15% 

de polpa de Grumixama, 8% de açúcar cristal, 0,05% de goma arábica/acácia, 4% da 

cultura microbiana do Lactobacillus acidophilus, 2% de whey protein, 1% de inulina e 

o restante foi completado com água potável. 

Os ingredientes utilizados para a elaboração das bebidas, exceto a cultura 

microbiana, foram pesados e homogeneizados com agitador do tipo mixer (Suggar, 

MX2021BR). Aplicou-se em seguida tratamento térmico a 75 oC por 15 segundos. 

Após resfriamento a temperatura ambiente, o probiótico foi inoculado e a bebida 

incubada a 37 oC por 12 horas em agitador do tipo shaker (Tecnal – TE-424) sob 

agitação de 122 rpm. Aproximadamente 40 mL das amostras foram envasadas em 
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frascos de polipropileno previamente higienizados, tampados e armazenados sob 

temperatura de refrigeração 7 oC, de onde as amostras foram retiradas nos tempos 

de 0, 7, 14, 21 e 28 dias para a realização das análises referentes a viabilidade. 

 

 

Figura 3.1 Fluxograma de processamento das bebidas fermentadas a base de EHS 
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3.2.2.3 Análise físico-química 

As análises físico-químicas da polpa das bebidas fermentadas foram realizadas 

no Laboratório de Química de Alimentos da Faculdade de Farmácia da Universidade 

Federal de Minas Gerais – UFMG. Os lipídeos foram analisados empregando-se a 

mistura de metanol, clorofórmio e água de acordo com o método de extração de Bligh 

& Dyer (1959). A acidez titulável, cinzas, pH, proteínas e umidade foram 

determinados, em triplicata, segundo os métodos descritos pela Association of Official 

Analytical Chemists (AOAC, 2012). 

 

3.2.2.4 Determinação do teor de compostos fenólicos totais e atividade 

antioxidante 

Uma extração prévia foi realizada conforme Rufino et al. (2010) , pesando 25 g 

da bebida em um tubo graduado e adicionado de 40 mL de solução de metanol a 50%. 

Após 1 hora de repouso a amostra foi centrifugada a 5.000 xg durante 22 minutos e o 

sobrenadante transferido para um balão volumétrico de 100 mL. Em seguida 

adicionou-se 40 mL de solução de acetona a 70% e o procedimento foi repetido. O 

sobrenadante foi adicionado ao obtido da primeira extração e o volume completado 

para 100mL. 

A determinação do teor de compostos fenólicos totais foi realizada utilizando 

reagente de Follin-Ciocalteau. Adicionou-se em um tubo de ensaio 0,75 mL do extrato 

da amostra, 3,5 mL de água destilada e 0,25 mL do reagente de Folin-Ciocalteu 

seguido de agitação em agitador tipo vortex. Após 3 min foram adicionados 0,5 mL da 

solução de carbonato de sódio a 7,5% seguido de agitação. Após o período de  1 hora 

de repouso ao abrigo da luz, foi realizada a leitura no espectrofotômetro a 750 nm 

(RUFINO et al., 2010). 

A capacidade antioxidante pelo radical ABTS (2,2 ́- azinobis (3-

etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico)) foi realizada de acordo com o método de Rufino 

et al., (2007). Em um tubo de ensaio foram adicionados 30 µL do extrato da amostra 

e 3 mL de radical ABTS. Após 6 min de incubação à temperatura ambiente e ao abrigo 

da luz, foi realizada a leitura no espectrofôtometro a 734 nm das amostras e da curva 

de calibração do trolox. 
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3.2.2.5 Análise da viabilidade de L. acidophilus LA 5 durante a vida de 

prateleira 

A análise da viabilidade de L. acidophilus LA-5 na bebida fermentada a base 

de EHS foi realizada durante a vida de prateleira do produto final nos tempos 0, 7, 14, 

21 e 28 dias. Uma alíquota de 1 mL das amostras nos diferentes tempos foi diluída 

em 9 mL água peptonada tamponada 0,1% (diluição 10-1). Em sequência foram 
realizadas as diluições decimais seriadas das amostras e em seguida o plaqueamento 

utilizando a técnica pour plate em ágar MRS. As placas foram incubadas em estufa a 

37±1 °C por 48 horas em condições de microaerofilia. Após o tempo de incubação 

realizou-se a contagem celular microbiana e os resultados foram expressos em 

UFC.mL-1 de bebida. 

 

3.2.2.6 Análise estatística 

Todas as análises foram realizadas em triplicata. O conjunto de dados das 

bebidas fermentadas correspondentes às variáveis dependentes foi submetido à 

análise de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, e para avaliar a 

homocedasticidade os dados foram submetidos a análise pelo teste Bartlett ambos ao 

nível de 5% de significância. Quando as variáveis atendem aos requisitos de 

normalidade e homocedasticidade maior que 0,05, aplica-se ANOVA e teste de Tukey, 

quando as variáveis não apresentam homocedasticidade e normalidade aplica-se 

teste de Kruskal-Wallis. Para a análise dos dados e tratamento estatístico utilizou-se 

o software R versão 3.5.1 (R CORE TEAM, 2018). Para a determinação de parâmetros 

cinéticos da fermentação para descrever o comportamento da multiplicação 

microbiana os dados foram submetidos a análise no programa DMFit. 
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3.3 Resultados e discussão 

3.3.1 Análise físico-química 

Os resultados das análises físico-químicas das quatro formulações das bebidas 

fermentadas à base de EHS com potencial probiótico podem ser observados conforme 

dados apresentados na Tabela 3.1.  

Os teores de umidade variaram de 81,92 a 84,52%. A formulação F4 

apresentou menor teor de umidade, este resultado já era esperado, uma vez que esta 

formulação apresentava maior conteúdo de ingredientes sólidos (17,05% dos 

ingredientes da formulação). Estes valores são relativamente maiores que os 

encontrados por Santos et al. (2017) de 76,42% e Hauly; Fuchs; Prudencio-Ferreira, 

(2005) de 77,85% em bebidas fermentadas elaboradas à base de soja. Os teores de 

umidade do presente estudo foram próximos à aqueles encontrados por Lehn; Kolling 

e Souza (2014) que observaram 85,41% de umidade na elaboração de bebidas do 

tipo “iogurte” de soja.  As diferenças encontradas em relação aos parâmetros 

avaliados, tanto entre as quatro formulações do presente estudo, quanto na 

comparação com outros trabalhos, podem ser explicadas devido à quantidade de 

ingredientes utilizadas nas formulações estabelecidas como também pela forma de 

produção, ou seja, pelas condições de fermentação e pelo tipo de matéria prima 

utilizada. Não houve diferença significativa entre as amostras F1, F2 e F3 nem entre 

F2, F3 e F4 entretanto as formulações F1 e F4 apresentaram diferença estatística 

significativa entre si provavelmente porque a F4 continha os dois ingredientes inulina 

e whey, mostrando que os mesmos exerceram influência em relação a umidade. 

O teor de proteína variou de 2,7 a 4,80 g/100 g de bebida. As formulações F2 

e F4 apresentaram valores relativamente maiores que as demais, o que já era 

esperado pois nestas foram adicionadas quantidades de whey protein em suas 

formulações. Este ingrediente é caracterizado por ser composto pelas proteínas 

presentes no soro do leite (VASCONCELO; BACHUR; ARAGÃO, 2018) exercendo, 

assim, um efeito benéfico de aumento do teor de proteínas quando associado a 

bebida. Além disso o teor proteico do EHS, também usado na elaboração das bebidas, 

pode vir a contribuir neste parâmetro dependendo da sua forma de extração (VIEIRA, 

2017). Estatisticamente apenas a formulação F2 se diferiu da F1, estes resultados 

eram esperados pois esta bebida apresentava como ingrediente adicional o whey. 
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Desta forma, pode-se sugerir que este ingrediente contribui de forma positiva, uma 

vez que pode agregar valor proteico a bebida. Estes resultados também foram 

observados por Rocha et al. (2017) em bebidas formuladas com whey protein onde 

mostraram que quanto maior a quantidade deste ingrediente adicionado maior foi o 

teor proteico obtido. 

Quanto ao teor de lipídeos, os valores variaram de 1,74 a 2,01. Estes valores 

são relativamente menores aos apresentados na literatura, como observado no 

estudo de Gazola et al. (2016) que encontraram valores de 0,21 a 0,23 % para bebidas 

elaboradas a partir de soja, porém com formulações diferentes (ingredientes e 

quantidades) o que explica a distinção de valores. Houve diferença significativa entre 

as amostras F1 e F4, sendo que as demais não demonstraram diferença estatística 

significativa. Isto pode ser explicado devido ao fato da bebida F4 possuir todos os 

ingredientes propostos e a F1 elaborada apenas a partir da formulação base. Além 

disto, o próprio EHS, bem como os demais ingredientes possuem baixo teor de 

lipídeos e são ricos em proteínas, ferro, niacina e possui baixo teor de carboidratos 

(RODRÍGUEZ-ROQUE et al., 2013). 

As bebidas apresentaram teor de cinzas variando de 0,35 a 0,46%, havendo 

diferença significativa apenas entre as formulações F1 e F4. Estes valores são 

relativamente menores que aqueles encontrados na literatura, de 0,79 a 2,07% 

(GAZOLA et al., 2016; VIEIRA, 2017), para bebidas fermentadas a base de extrato 

hidrossolúvel de soja por bactérias lácteas contudo com diferentes formulações. Por 

outro lado, os resultados encontrados são maiores que os teores descritos por Marin 

et al. (2014) em bebida fermentada probiótica de soja, de 0,13%, mostrando mais uma 

vez que, a matéria prima que compõe a formulação é um fator crucial no perfil das 

bebidas. 

As bebidas após as 12 h do processo fermentativo apresentaram baixos 

valores de pH variando de 3,82 a 3,98 sem diferença significativa entre as 

formulações. Na elaboração de bebidas fermentadas a base de EHS, o pH final deve 

ser próximo de 4,6, uma vez que as proteínas se tornam insolúveis, atingindo maior 

estabilidade do gel formado (VIEIRA, 2017). Todas as formulações apresentaram esta 

característica. A acidez variou de 0,59 a 0,78 g de ácido lático/100 g de bebia, sendo 

que a formulação F2 (0,59) diferiu estatisticamente apenas da F1 (0,78). A acidez e o 

pH são inversamente proporcionais, quanto menor o valor de pH maior será a acidez. 
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As formulações corroboram com esta afirmação pois, quando os valores de pH foram 

menores, F1 e F3, os valores de acidez foram maiores assim como quando o pH foi 

maior, F2 e F4, os valores de acidez se apresentaram menores. Valores mais baixos 

de pH e maiores de acidez contribuem para a conservação das bebidas (RINALDI et 

al., 2017), pois poucos microrganismos possuem a capacidade de se desenvolver em 

meio ácido sendo assim mais sensíveis a estas condições (SPOLIDORIO; DUQUE, 

2013) 

 

Tabela 3.1 Composição físico-química das bebidas fermentadas, em base úmida. 

Observação Formulação I 
F1 

Formulação II 
F2  

Formulação III 
F3  

Formulação IV 
F4 

Acidez titulável 
(g ácido lático/100 g 

de bebida) 
0,78a ± 0,02 0,59b ± 0,02 0,71a,b ± 0,02 0,64a,b ± 0,00 

Cinzas 
(%) 0,35a ±  0,03 0,44a,b ± 0,01 0,38a,b ± 0,03 0,46b ± 0,01 

Lipídeos 
(g/100 g de bebida) 1,74a ± 0,06 1,74a,b ± 0,04 1,88a,b ± 0,01 2,01b ± 0,06 

pH 3,82a ± 0,06 3,98a ± 0,08 3,82a ± 0,08 3,92a ± 0,03 

Proteínas 
(g/100 g de bebida) 2,70 a ± 0,05 4,80 b ± 0,11 3,09 a,b ± 0,09 4,52 a,b ± 0,05 

Umidade (%) 84,52a ± 0,10 82,40a,b ± 0,14 83,87a,b ± 0,14 81,92b ± 0,19 

Valores médios de triplicatas ± desvio padrão expressos em base úmida.  

 

3.3.2 Composição fenólica total e atividade antioxidante 

A composição fenólica total e a atividade antioxidante das bebidas estão 

representadas na Tabela 3.2.  

A composição fenólica total variou de 20,02 a 25,41 mg/100 g de polpa. A F2 

apresentou valor ligeiramente maior que as demais (25,41) e a F4 menor (20,02), 

porém, não houve diferença estatística entre elas. Desta forma, observa-se que a 

adição de outros ingredientes não exerceu influência negativa ou positiva nos 

resultados relacionados à composição fenólica total das bebidas. 

Para a atividade antioxidante das bebidas variou de 351,21 a 1583,91 µM/100 

g de polpa. Com exceção da F1, as formulações apresentaram comportamento 
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parecido não havendo diferença estatística significativa entre si (p<0,05). A F1 

apresentou atividade antioxidante bem menor que as demais 351,21 µM/100 g de 

polpa. Coincidentemente esta era a formulação base que não teve a adição da inulina 

e nem do whey protein. A F3 apresentou o maior teor de atividade antioxidante 

(1583,91 µM/100 g de polpa) quando comparada com as demais, esta bebida tinha 

em sua formulação a adição do prebiótico inulina. Esses resultados corroboram com 

o descrito por Silva, (2019) para bebida fermentada a base de soja, nas quais as 

formulações que contiveram o prébiotico apresentaram aumento na capacidade 

antioxidante, mostrando a relação da adição da inulina com a atividade antioxidante.  

 

Tabela 3.2 Compostos fenólicos totais e atividade antioxidante das bebidas 

fermentadas 

Observação Formulação I 
F1 

Formulação II 
F2. 

Formulação III 
F3 

Formulação IV 
F4 

Compostos fenólicos 
totais 

(mg/100g de polpa) 
21,72 a ± 0,65 25,41 a ± 0,49 23,84 a ± 0,08 20,02 a ± 0,37 

Atividade antioxidante 
(µM/100 g de polpa) 351,21a ± 3,95 1269,14a ± 4,15 1583,91a ± 5,92 1314,39a ± 11,64 

Valores médios de triplicatas ± desvio padrão.  

 

3.3.3 Comportamento microbiano durante o processo fermentativo 

O processo fermentativo consiste em três fases a fase LAG, fase log e 

estacionária. A fase de latência ou LAG é caracterizada pela adaptação do 

microrganismo ao novo meio realizada através da inoculação da cultura. Esta fase 

depende da composição da matriz, que quando estes encontram as condições ideais 

para a sua multiplicação, dá-se o fim da fase lag e inicia-se a fase logarítmica (log), 

na qual inicia-se o crescimento progressivo até que o número de células viáveis seja 

igual ao de células não viáveis. Por fim, identifica-se a fase estacionária quando inicia 

a fase de declínio, ou seja, quando há o fim do ciclo microbiano e diminuição do 

número de células (CARVALHO, 2010; VÁZQUEZ-LIMA et al., 2014). 

 Durante o processo de fermentação para a produção da bebida fermentada a 

base de EHS foi construída uma curva referente ao crescimento microbiano da 
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linhagem de L. acidophilus LA-5 conforme apresentado na Figura 3.2. Pode-se 

observar que a multiplicação microbiana deu início a partir de duas horas de 

fermentação. As formulações apresentaram resultados semelhantes observando um 

desenvolvimento microbiano constante até o período de 8 horas de fermentação. Após 

este período a F3 apresentou declínio na multiplicação microbiana mostrando um 

comportamento diferente em relação as outras formulações, enquanto as demais 

apresentaram diminuição da contagem microbiana a partir de 11 horas. 

 

 

Figura 3.2 Curva de crescimento da linhagem Lactobacillus acidophilus LA-5 

 

Os resultados da contagem microbiana obtida por meio de plaqueamento em 

meio MRS foram transformados em base logarítmica e submetidos a modelagem 

matemática no programa DMFit, o qual permite avaliar parâmetros de multiplicação 

microbiana conforme Tabela 3.3.  

Não foi observada diferença significativa entre as formulações, entretanto a F4 

apresentou taxa de crescimento maior que as demais. O tempo médio de adaptação 

foi de 2,95 horas sendo que a F4 também apresentou o maior tempo de adaptação. A 

curva de crescimento microbiano (Figura 3.2), teve início com uma contagem de 107 

UFC.mL-1 alcançando uma população final de aproximadamente a 1013 UFC.mL-1. 
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Observa-se que o L. acidophilus LA-5 teve uma adaptação e desenvolvimento 

favorável nas diferentes formulações bem como nas condições de fermentação. 

Infere-se também, que a inulina exerceu melhor influência sobre a multiplicação desta 

linhagem probiótica quando presente na mesma formulação que havia whey protein. 

Outro parâmetro avaliado foi o coeficiente de determinação R2 que representa 
o erro médio calculado, sendo que valores de R2 próximos a 1 sugerem que o modelo 
caracteriza-se como o que mais se adequa ao comportamento de multiplicação do 
microrganismo (PERINI, 2014). Para as formulações avaliadas este parâmetro variou 
de 0,94 a 0,98 demonstrando mais uma vez que as formulações propostas foram 
adequadas para o processo de fermentação. A F1 que apresentou valor mais próximo 
a 1 e a F3 com valor menor quando comparada as demais, entretanto ainda pode ser 

considerada uma formulação com condições adequadas para o processo 
fermentativo. 

 

Tabela 3.3 Parâmetro de crescimento da linhagem de Lactobacillus acidophilus LA-5 

Observação 
Formulação I 

F1 
Formulação II 

F2 
Formulação III 

F3 
Formulação IV 

F4 

Rate 

(Taxa de 

crescimento) 
1,77 a ± 0,56 1,36 a ± 0,26 1,49 a ± 0,44 2,00 a ± 0,58 

Lag 

(Tempo de 

adaptação) 

2,61 a ± 0,66 2,71 a ± 0,28 3,07 a ± 0,48 3,44 a ± 0,48 

R2 
(coeficiente de 

determinação) 

0,98 0,97 0,94 0,97 

Valores médios de triplicatas ± desvio padrão.  

 

Em processos fermentativos, o pH é utilizado como fator de monitoramento da 

evolução da fermentação, assim como durante o armazenamento do produto final 

(VIEIRA, 2017). Avaliando o comportamento do pH durante a fermentação pode-se 

observar, conforme Figura 3.3, que este foi diminuindo ao longo das horas. Este 

parâmetro variou de aproximadamente 5,7 até o pH final de 3,82, como mostrado no 
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item 3.3.1, e todas as formulações se comportaram de forma similar. O Lactobacillus 

acidophilus LA-5 possui pH ótimo de crescimento na faixa de 5,5 a 6,0 e temperatura 

ótima de 35 a 40 °C (RADDATZ, 2018) valores estes garantidos neste etsudo. 

O Lactobacillus é um dos gêneros mais empregados na indústria de alimentos 

(SOUZA, 2014) e em pesquisas como bebidas a base de castanha de caju (FIRMO; 

SOUSA; CAVALCANTI, 2019), bebida a base de extrato hidrossolúvel de amêndoa 

de baru (FIORAVANTE; HIANE; BRAGA NETO, 2017), água de coco (BANDALAN; 

GALVEZ, 2016), bebida de soja (BATTISTINI, 2015; MARIN et al., 2014), suco misto 

de manga e uva (SOUZA, 2014) e chocolates (MAZETTI et al., 2014). 

 

 

Figura 3.3 Curva de pH 

 

3.3.4 Análise da viabilidade de L. acidophilus LA-5 durante a vida de prateleira 

A viabilidade celular da linhagem L. acidophilus LA-5 utilizada para a produção 

da bebida fermentada neste estudo foi avaliada ao longo dos 28 dias de 

armazenamento sob refrigeração 4 oC (Figura 3.4).  
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Figura 3.4 Viabilidade celular microbiana durante o tempo de armazenamento 

 

Observa-se na Figura 3.4 que para cada formulação houve um comportamento 

diferente, apesar de que todas as formulações apresentaram um decréscimo na 

contagem microbiana ao longo do tempo. Entretanto a F3 obteve uma diminuição mais 

rápida apresentando contagem apenas até o 21º dia de armazenamento. Isto mostra 

que a adição de apenas a inulina sozinha não foi eficiente para manter a viabilidade 

do microrganismo durante os 28 dias de armazenamento. Porém, quando a inulina foi 

adicionada juntamente com o whey protein (F4), houve um comportamento satisfatório 

em relação a manutenção da contagem das células, mostrando que quando 

adicionados os dois ingredientes o resultado é melhor que quando utilizados 

separadamente. Isto também foi observado para os resultados referentes à taxa de 

crescimento. Este comportamento corrobora com a afirmação de que a inulina e o 

whey protein quando adicionados na formulação de bebidas criam um ambiente 

protetor permitindo a sobrevivência das células microbianas (GUIMARÃES et al., 

2018b). Tal fato contribui para que haja a manutenção de uma das características 

probióticas do produto que é a contagem microbiana adequada. 

Ainda, ao avaliar as formulações, um melhor desempenho foi observado na F4, 

na qual houve a adição conjunta de inulina e whey protein. O comportamento do 

microrganismo frente a adição dos ingredientes de forma separada, como na F2 
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(somente com whey protein) foi possível observar um comportamento muito parecido 

com a F4. Entretanto a F3 (que continha apenas inulina) se comportou diferente da 

F4. Por mais que a inulina seja conhecida como um agente de contribuição do 

crescimento microbiano e protetor das células (GUIMARÃES et al., 2018b; PERDANA 

et al., 2014) viabilizando assim as características da bebida, este resultado pode ser 

explicado pois ao longo do armazenamento a bebida estava sob refrigeração e  o 

whey além das propriedades citadas, é também considerado um agente protetor a 

baixas temperaturas usado em crioprotetores (LI et al., 2019) fazendo com que  as 

formulações F2 e F4 apresentem melhor manutenção da viabilidade.  

Avaliando a formulação F1, esta também apresentou um comportamento 

satisfatório quanto a manutenção da viabilidade das células apesar de um pouco 

diferente da F2 e bem próxima as demais (F3 e F4). Este comportamento pode ser 

devido a presença do EHS, goma arábica/acácia e da polpa do fruto que podem 

também contribuir com os fatores de viabilidade do microrganismo (HUANG et al., 

2017ª). A contagem celular microbiana teve um decréscimo drástico entre o tempo 0 

(zero) e o tempo 7 (sete) de 3 ciclos log. Após sete dias de armazenamento houve 

uma estabilidade no comportamento dos microrganismos até o 21º dia no qual a 

contagem diminuiu mais uma vez passando de 109 para 107 UFC.mL-1. Esta 

formulação (F1) não continha nenhum dos ingredientes, whey protein e inulina, o que 

pode ter contribuído para este comportamento. Foi possível observar também que a 

F4 apresentou melhor viabilidade da cultura ao longo do tempo de armazenamento, 

bebida esta que continha inulina e whey protein em sua formulação.  

Todas as formulações apresentaram um declínio no número de células 

microbianas ao longo do tempo de armazenamento conforme esperado. Estes 

resultados estão de acordo com aqueles observados em outros estudos relatados na 

literatura, que também realizaram monitoramento da contagem microbiana em 

bebidas fermentadas a base de soja e do extrato hidrossolúvel de soja durante a vida 

de prateleira (EVANGELISTA, 2011; KOPPER, 2009; VIEIRA, 2017). Segundo Jay 

(2005) a medida que há um aumento do número de bactérias, a quantidade de 

nutrientes ficará menor e mais rapidamente os nutrientes começarão a diminuir, 

resultando na redução do metabolismo, logo as bactérias começarão a morrer 

entrando para a fase de declínio. Da mesma forma, Mondragón-Bernal (2004), relata 

que quando o L.acidophilus é utilizado em altas concentrações celulares, estes 
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consomem com alta eficácia os substratos presentes, ocorrendo uma queda ainda 

mais rápida do pH e consequentemente aumento da acidez, o que provoca um 

declínio do crescimento celular. 

O pH e acidez durante o período de estocagem também são aspectos 

importantes a serem observados. Durante este período, os valores de pH diminuíram 

enquanto a acidez aumentou ou conforme pode ser observado nas Figuras 3.5 e 3.6 

respectivamente. 

 

 
Figura 3.5 pH das bebidas durante o tempo de armazenamento 
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Figura 3.6 Acidez das bebidas durante o tempo de armazenamento 

 

Essa diminuição do pH ao longo do estudo de viabilidade microbiana das 

bebidas fermentadas durante a vida de prateleira chegou a uma média de 3,44 no 28o 

dia no qual observou-se uma separação de fases em todos os produtos como 

demonstrado na Figura 3.7. Este fenômeno pode ser explicado pelo fato de que em 

pH abaixo de 4,0 o produto torna-se muito ácido fazendo com que ocorra a 

precipitação das proteínas presentes no extrato hidrossolúvel de soja (PEREIRA, M. 

O., BAMPI, M., RODRIGUES, F.T., SANTA, O. R. D., DALLA SANTA, H. S., RIGO, 

2009). Desta forma, o tempo de fermentação prolongado contribuiu ainda mais para 

a redução do pH promovendo fenômeno de separação de fases das bebidas, devido 

a desestabilização das estruturas proteicas e consequente sinérese. 
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Figura 3.7 Bebidas fermentadas durante o período de armazenamento (28 dias) 

 

3.4 Conclusão 

A adição dos ingredientes inulina e whey protein nas formulações das bebidas 

à base de EHS em estudo contribuíram de forma positiva após a fermentação no que 

diz respeito aos parâmetros físico-químicos, funcionais e de viabilidade analisados, 

podendo ser observado resultados melhores quando utilizados juntos na mesma 

formulação. Podemos assim dar destaque ao teor proteico das bebidas ao fim do 

processo fermentativo (12 horas) e a viabilidade do microrganismo probiótico ao fim 

de 28 dias de armazenamento.  

No que diz respeito a atividade antioxidante, ao adicionar a polpa de grumixama 

esperava-se que este parâmetro apresentasse valor bem elevado, uma vez que esta 

possui indicativo de melhoria quanto a esse parâmetro. Isto pode ser justificado pela 

pequena quantidade da polpa adicionada à formulação (15%) que não foi 

possivelmente suficiente. Entretanto, em relação aos ingredientes inulina e whey 

adicionados nas formulações foi observado uma melhoria em todos os resultados 

físico-químicos, funcionais e de viabilidade.  

Durante o processo fermentativo todas as formulações apresentaram 

crescimento dos microrganismos probióticos (LA-5) satisfatório, ou seja, houve a 

multiplicação do microrganismo ao longo do tempo, o mesmo foi observado ao fim da 
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fermentação onde as contagens apresentaram valores adequados, segundo a 

literatura, sendo estes acima de 107 UFC/mL. 

Desta forma, conclui-se que as formulações são promissoras para o 

desenvolvimento de bebidas fermentadas a base de extrato hidrossolúvel de soja, 

uma vez que, apresentaram eficácia no desenvolvimento e viabilidade do 

microrganismo probiótico durante o período de armazenamento 28 dias sob 

refrigeração. Além disso, houve um efeito positivo dos ingredientes adicionados como 

inulina e whey protein em fatores nutricionais avaliados. No entanto, novos estudos 

com relação a efetividade dos efeitos probióticos e funcionais das bebidas com outros 

testes, e um estudo sobre a estabilidade afim de evitar o fenômeno de sinérese da 

bebida faz se necessárias para esses tipos de produtos antes da comercialização. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Considerações finais 

O interesse por uma alimentação saudável e as evidências científicas de que 

os alimentos funcionais são benéficos para a saúde, tornam a busca por estes 

alimentos um dos caminhos a seguir para a melhoria da qualidade de vida. 

O conhecimento a cerca do perfil químico do fruto de grumixama torna-se de 

extrema importância uma vez que os compostos fenólicos totais de atividade 

antioxidante exercida pelos compostos presentes causam efeitos benéficos. O finger 

print do paper spray corrobora com os dados da ação antioxidante e compostos 

fenólicos totais, pois permitiu identificar diversos compostos como as diversas classes 

dos fenólicos. Em paralelo, este trabalho mostra que, o HS-SPME acoplado ao GC-

MS utilizando a fibra PDMS/DVB semipolar provou ser uma técnica eficiente para 

extração com identificação de compostos orgânicos voláteis presentes na polpa de 

grumixama com auxílio da biblioteca NIST, em sua maioria sesquiterpenos, 

compostos estes relacionados à características sensoriais possibilitando sua inserção 

em diversos produtos alimentícios.  

O desenvolvimento das bebidas fermentadas a base de EHS apresentou 

resultados relevantes no qual a adição dos ingredientes inulina e whey protein nas 

formulações contribuíram de forma positiva nas características nutricionais e a 

atividade antioxidante. Entretanto a adição da polpa de grumixama não impactou de 

forma esperada uma vez que se observou que esta tem um conjunto extenso de 

compostos bioativos na sua composição, porém isto pode ser justificado pela pequena 

quantidade da polpa adicionada na formulação que não foi possivelmente suficiente.  

Durante o processo fermentativo todas as formulações apresentaram 

crescimento do microrganismo probiótico (LA-05) satisfatório quanto a multiplicação 

do microrganismo ao longo do tempo. O mesmo foi observado ao fim da fermentação 

onde as contagens apresentaram valores adequados sendo estes acima de 107 

UFC.mL-1 e para a viabilidade do mesmo ao fim de 28 dias de armazenamento, 

afirmando mais uma fez que as formulações desenvolvidas são promissoras para 

bebidas fermentadas. 
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Desta forma, conclui-se que resultados deste trabalho mostraram que a polpa 

da grumixama é promissora com intuito de ser explorada e tem potencial para ser 

introduzida em produtos alimentares e que as formulações são promissoras para o 

desenvolvimento de bebidas fermentadas a base de extrato hidrossolúvel de soja. No 

entanto, novos estudos com relação a efetividade da funcionalidade dos compostos 

presentes na polpa do fruto e dos efeitos probióticos das bebidas com outros testes 

faz se necessárias para esses tipos de produtos antes da comercialização. 
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