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RESUMO

Em funcéo das tendéncias de mercado, o consumo de alimentos lacteos saudaveis
e nutritivos tem aumentado ultimamente. As sobremesas lacteas prontas para
consumo tém ganhado comercializacé&o por serem opc¢des interessantes do ponto de
vista funcional, nutritivo e sensorial, servindo ainda como matrizes para incorporagao
de culturas probioticas. Paralelamente, pelo alto teor de componentes nutricionais e
funcionais presentes em subprodutos da industria de alimentos e os impactos
ambientais que o descarte inapropriado podem ocasionar, estratégias vem sendo
criadas para utilizacdo de tais componentes e sua incorporacdo em alimentos. A
casca da jabuticaba surge como um subproduto rico em nutrientes, e principalmente
compostos fendlicos com elevado potencial funcional devido a sua capacidade
antioxidante. O objetivo deste estudo foi desenvolver uma sobremesa lactea com
potencial funcional adicionada de ingredientes da casca de jabuticaba e utilizando
cepas nativas de Lactobacillus sp. (L. mucosae CNPC 007 e L. plantarum CNPC
020, tratamentos T2 e T3, respectivamente) em comparacdo a uma cultura
potencialmente probiética comercial (Lactobacillus rhamnosus LR32, tratamento T1).
Foram preparados a partir da casca da jabuticaba o extrato aquoso para obtencao
da calda (“topping”) e o extrato hidroalcodlico para incorporacao na base lactea da
sobremesa. Os teores de umidade, sélidos e carboidratos da casca com polpa e
sem polpa foram muito semelhantes. O teor de umidade da sobremesa do
tratamento T1 foi significativamente maior (p < 0,05) comparado aos tratamentos T2
e T3; os valores de lipidios encontrados para os trés tratamentos foram baixos e
classificam o produto como “de baixo teor de gorduras totais. As populagdes médias
das culturas nativas apresentaram viabilidade comparavel (em T3) ou superior (em
T2) a cultura comercial do tratamento T1l mostrando que essas culturas s&o
adequadas para incorporacao a sobremesa. As pequenas variacdes de acidez e pH
interferiram pouco na viabilidade das culturas. Os resultados de coliformes a 35 °C
nas sobremesas foram inferiores a 3 NMP g*, ndo sendo, portanto, detectados
coliformes a 45 °C. Para Staphylococcus coagulase positiva apenas uma amostra de
um dos lotes do tratamento T2 aos 14 dias ndo atendeu ao limite da legislacéo,
apresentando 10° UFC g™ Populacdes de bolores e leveduras iguais ou superiores
a 10° foram observadas apenas nas amostras dos tratamentos T1, aos 21, e T2, aos
7 e 14 dias. Os valores dos parametros de textura das sobremesas variaram até os
14 dias de armazenamento, refletindo diretamente nas caracteristicas sensoriais,
com reducdo das notas da analise sensorial ao longo da estocagem. Houve
tendéncia para aumento do teor de fendlicos, comparando-se o0 primeiro e 0
vigésimo primeiro dia de armazenamento para os trés tratamentos. Também houve
tendéncia de redugcdo do teor de antocianinas ao longo da estocagem. As trés
sobremesas apresentaram capacidade antioxidante, a qual sofreu pouca variacdo
durante o periodo de amostragem estudado. Os trés tratamentos mostraram
resultados semelhantes e, dessa forma, as culturas nativas podem ser usadas em
substituicdo a cultura comercial na elaboracdo de sobremesas lacteas com
ingredientes derivados da casca da jabuticaba.

Palavras-chave: Fendlicos. Laticinios. Novos ingredientes. Subprodutos. Viabilidade.



ABSTRACT

Due to the market trends, the consumption of healthy and nutritious dairy foods has
increased nowadays. The ready-to-eat dairy desserts have gained market as
interesting options of functional, nutritious and savory foods, also working as
matrices for the incorporation of probiotic cultures. In the same way, the high content
of nutritional and functional components present in food industry by-products and the
environmental impacts that their improper disposal may result, strategies are being
created for the use of such components and their incorporation into food. The
jaboticaba’s peel is seen as a nutritious by-product, source of phenolic compounds,
with high functional potential due to their antioxidant activity. The aim of this study
was to develop a milk-based dessert with functional potential added of ingredients
from the jaboticaba’'s peel and using indigenous strains of Lactobacillus sp. (L.
mucosae CNPC 007 and L. plantarum CNPC 020, trials T2 and T3, respectively) in
comparison with a commercial culture with probiotic potential (Lactobacillus
rhamnosus LR32, trial T1). Using the jaboticaba’s peel, their aqueous extract was
used to obtain the topping syrup and their hydroalcoholic extract was incorporated
into the dessert milk base. The moisture, solids and total carbohydrates content of
the peel with and without the pulp were very similar. The moisture content of the T1
trial was significantly higher (p < 0.05) compared to T2 and T3. The fat content in the
three trials allowed them be classified as "low in total fat”. The average population of
indigenous cultures showed viability comparable (in T3) or higher (in T2) than the
commercial culture of T1 trial, showing that these cultures are suitable for
incorporation in desserts. Slight variations in acidity and pH has resulted in little
interference in the viability of lactobacilli cultures. The results of coliforms at 35 °C in
the desserts were less than 3 MPN g™ and, therefore, coliforms at 45 °C were not
detected. Only one sample from one batch of T2 trial in the 14™ day of storage did
not met the requirements of the Brazilian legislation for Staphylococcus coagulase
positive, showing 10° CFU g*. populations of molds and yeasts of 10° or higher was
only observed in samples of trials T1, at 21 days, and T2, at 7 and 14 days. The
values of texture parameters in desserts varied up to the 14™ day of storage,
reflecting directly on the sensory features with a reduction in the scores of the
sensory evaluation during the storage. There was a trend for the increasing phenolic
content, comparing the sampling days 1 and 21 for the three trials. The anthocyanin
content also tended to decrease over the storage. The three dairy desserts showed
antioxidant capacity, with slight changes during the studied period. The three trials
showed similar results and, therefore, the indigenous cultures can be used to replace
the commercial one in the production of dairy desserts with ingredients from the
jaboticaba’s peel.

Keywords: Phenolics. Dairy. New ingredients. By-products. Viability.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Atraidos cada vez mais pelas tendéncias de mercado e seguimentacdo do
consumo, as industrias tém buscado estratégias criativas para diferenciar seus
produtos com base na funcionalidade e qualidade superior (BURITI; SAAD, 2014).

As sobremesas lacteas prontas para o consumo tém ganhado mercado por
serem opc¢des interessantes do ponto de vista funcional, nutritivo e sensorial,
servindo ainda como matrizes para incorporacdo de culturas probidticas, como
apontam os estudos cientificos e as opcdes recentes da industria alimenticia
(BURITI; BEDANI; SAAD, 2016; BURITI; SAAD, 2014).

Os probiéticos sdo micro-organismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas, conferem um beneficio a satde do hospedeiro (HILL et al.,
2014). As caracteristicas tecnolégicas do produto probiético devem ser compativeis
com as culturas presentes no meio, para que possam manter-se viaveis durante o
tempo de vida de prateleira, de forma a promover a funcionalidade alegada pelo
produto (CORREA, 2006; VINDEROLA et al., 2008).

As propriedades probiodticas sdo caracteristicas de cada cepa, e ndao do
género ou até mesmo de uma espécie (JANKOVIC et al., 2012). Dessa forma, a
busca por novas culturas probidticas é importante, pois traz consigo a oportunidade
de diversidade de produtos. Além destes beneficios, as cepas probibticas nativas,
culturas com potencial probidtico naturais ao local ou a regido onde foram isoladas,
trazem a oportunidade de negdcio para as pequenas industrias, fazendo chegar a
populacdo produtos com menor custo, difundindo para todas as classes sociais a
possibilidade de consumo de produtos nutritivos e funcionais (VINDEROLA et al.,
2008).

Pelo alto teor de componentes nutricionais e funcionais presentes em
subprodutos da industria de alimentos e os impactos ambientais que o descarte
inapropriado pode ocasionar, estratégias vem sendo criadas para utilizagédo de tais
componentes (ZAGO, 2014).

A jabuticaba € um fruto muito apreciado e de grande qualidade nutricional,
encontrado em todo o Brasil, principalmente no centro-sul. Sua casca é um

subproduto descartado nas agroindustrias brasileiras (ZAGO, 2014); porém, € rica
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em carboidratos, fibras, vitaminas, sais minerais como ferro, calcio e fosforo, e
principalmente compostos fendlicos, os quais apresentam elevado potencial
funcional pela atividade antioxidante, combatendo radicais livres que causam o
envelhecimento, e atuando na prevencédo de doencas (TEIXEIRA, 2011).

A associagdo dos beneficios das culturas nativas probitticas e ingredientes
obtidos do aproveitamento da casca da jabuticaba poderia garantir a obtencédo de
um produto tecnolégico, inovador, de baixo custo e com efeitos benéficos a saude

do consumidor.
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CAPITULO 2

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alimentos Funcionais

A compreensdo de que a alimentacdo humana tem um significado muito
maior do que prover 0S nutrientes necessarios para o desenvolvimento do
organismo € conhecida hd muito tempo. Nesta abordagem, a alimentacdo assume
uma relevancia tdo grande quanto a linguagem ou a escrita de um povo,
possibilitando uma analise das caracteristicas de uma determinada populacdo ou
periodo através do estudo de seu consumo de alimentos. Desta forma, o alimento
passa a ser uma consequéncia ou um elemento gerador de mudancas sociais e
comportamentais (NITZKE, 2012).

Indmeros fatores influenciam o estilo de vida da populacdo dos ultimos 20
anos como o estresse, sedentarismo, adocdo de padrées alimentares com elevados
niveis de gordura, acucares e sal e pobres em sais minerais, vitaminas e
carboidratos complexos, ocasionando o surgimento de doengas crdnicas como
problemas cardiovasculares, diabetes, obesidade, osteoporose e cancer. Diante
disso, a populacdo passou a assimilar um padrdo alimentar com uma maior
guantidade de frutas, legumes, graos, verduras, fibras e alimentos integrais
(ROBERFROID, 2000; VIDAL et al., 2012).

O uso de certos alimentos para reduc¢do do risco de doencas € considerado a
milhares de anos, como citado pelo filosofo grego Hipdcrates: “Que teu alimento seja
teu medicamento, e teu medicamento teu alimento” (FERREIRA, S., 2009;
SALGADO, 2010); entretanto, somente no final deste ultimo século houve o inicio de
uma renovacdo do interesse por esse assunto. O entendimento de que a
alimentacdo saudavel esta diretamente ligada a saude, bem-estar e prevencdo de
doencas tem levado ao aumento do consumo de alimentos que satisfacam tais
quesitos, além de custo acessivel e aspectos sensoriais agradaveis (CORREA,
2006; MANTOVANI, 2014).

Tradicionalmente, o alimento tem como finalidade servir de fonte de energia e
nutrientes para formagdo e manutencdo de células e tecidos. A alimentacdo
saudavel contempla todas as necessidades do individuo em termos de macro e

micronutrientes utilizados como fonte de energia para o organismo. Contudo o
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conceito de alimento deixou de ser apenas um veiculo de nutrientes e passou a ser
visto também como portador de componentes especiais, que oferecem protecdo a
saude (PACHECO; SGARBIERI, 2001).

Um crescente nimero de trabalhos cientificos publicados tem destacado a
relacdo entre dieta e incidéncia de doengas cronicas ao apontar o extraordinério
potencial dos alimentos para manter ou melhorar o estado de saude dos
consumidores (CENCIC; CHINGWARU, 2010; MORAES; COLLA, 2006). As
primeiras evidéncias dos beneficios de alguns alimentos para a saude surgiram de
estudos epidemiolégicos que correlacionavam o0s habitos alimentares de uma
determinada populacdo com a reducdo da incidéncia de algumas doencas em
relacdo ao mesmo indice de outros povos (JUDEU; ABUMWEIS; JONES, 2009;
PACHECO; SGARBIERI, 2001).

Paralelamente, 0 aumento da consciéncia dos consumidores sobre a adoc¢éo
de habitos saudaveis para a melhoria da qualidade de vida impulsionou a utilizacdo
do termo “alimento funcional” (SALGADO, 2010). A importancia dos beneficios dos
alimentos funcionais os tém tornado cada vez mais populares (SAAD et al. 2013;
VALENCIA, 2015). O termo “alimentos funcionais” foi concebido no Japao na década
de 80 através de um programa de governo que possuia o propésito de elaborar
alimentos saudaveis em razdo de uma populacao crescente de idosos (MORAES;
COLLA, 2006; HENRY, 2010). De acordo com a Resolugéo n° 18, de 30 de abril de
1999, a definicao de alimento com alegacao de propriedade funcional no Brasil é:
“todo aquele alimento ou ingrediente que, além das fung¢des nutricionais basicas,
guando consumido como parte da dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou
fisiologicos e/ou efeitos benéficos a saude, devendo ser seguro para consumo sem
supervisdo médica” (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 1999a).

Segundo Di Bartolomeo, Startek e Van Den Ende (2013) os alimentos
funcionais podem ser definidos como “alimentos naturais ou processados que
contém compostos biologicamente ativos conhecidos que, quando administrados em
guantidades definidas, fornecem beneficios a saude, clinicamente comprovados e
documentados, sendo assim, uma importante fonte na prevencdo, promogao e
tratamento de doencgas cronicas da era moderna”. Outros autores (SAAD; BEDANI,
2013; VALENCIA, 2015) apresentam definicdes semelhantes.

Os alimentos funcionais atuam no ambito da promocéao da saude e prevencao

de doencas. Estes alimentos devem ser consumidos preferencialmente em sua
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forma original, associados a uma dieta saudavel com frutas, verduras, fibras e
alimentos integrais. Alimentos industrializados também podem ser considerados
funcionais; entretanto, como geralmente possuem uma concentracdo menor de
componentes funcionais, se comparada as fontes naturais, devem ser ingeridas
guantidades maiores para que se possa obter o beneficio esperado (VIDAL et al.,
2012).

No Brasil, a industria deve seguir a legislacdo contemplada pela Resolucéo n°®
19, de 30 de abril de 1999 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria que
estabelece as normas e procedimentos para registro de alimentos e/ou ingredientes
funcionais. Para se obter o registro de um alimento com alegacao de propriedades
funcionais e/ou de saude, deve ser elaborado um relatorio técnico-cientifico bastante
detalhado, comprovando os beneficios e a seguranca de uso do alimento (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 1999b).

2.2 Probioticos

Destacam-se entre os alimentos funcionais aqueles que contém probioticos,
micro-organismos vivos que quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a salde como atividade antimicrobiana e antimutagénica,
propriedades anticancerigenas, propriedades anti-hipertensivas, efeitos benéficos
sobre o metabolismo mineral, especialmente em relacdo a estabilidade Ossea,
atenuacao de sintomas de doenca do intestino e sindrome de Crohn, reducédo dos
sintomas de alergias alimentares, reducdo dos niveis de colesterol ligado a
lipoproteina de baixa densidade (LDL-colesterol), supressao de patdégenos, além dos
efeitos nutricionais em geral (GRANATO et al., 2010).

Outros beneficios atribuidos aos probidticos incluem o aumento da
concentracdo de &cidos graxos de cadeia curta (acetato, propionato e butirato),
producdo de &cido linoleico conjugado (CLA), modulagcédo do sistema imune, maior
digestibilidade da lactose em individuos intolerantes, reducdo do risco de disturbios
intestinais, aumento da biodisponibilidade de nutrientes, diminuicdo do risco de
doencas atopicas e alergia e prevencdo de infeccdes urogenitais (CORREA, 2006;
SAAD, 2006; VASCONCELOS et al., 2013).

Estudos indicam que os probidticos, especialmente os pertencentes aos
géneros Bifidobacterium e Lactobacillus, sdo mais utilizados para a producdo de
alimentos funcionais (MORAES; COLLA, 2006; SAAD, 2006).
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De origem grega, a palavra probiético quer dizer “para a vida”. O conceito de
probiodticos surgiu no inicio do século XX quando o cientista Elie Metchnikoff,
ganhador do prémio Nobel, atribuiu a longevidade de camponeses bulgaros a alta
ingestao de produtos lacteos fermentados por Lactobacillus spp., sugerindo que as
bactérias laticas tém acéo inibitdria sobre aquelas presentes no intestino, produtoras
de toxinas (ANTUNES et al., 2007; PIMENTEL, 2011; VALENCIA, 2015). A partir de
entdo, a utilizacdo de micro-organismos benéficos ao trato gastrointestinal se
disseminou, tornando-se popular em nivel industrial (PIMENTEL, 2011).

Em 1965 o termo probidtico foi introduzido por Lilly e Stillwell sendo
primariamente conhecido como “substancias secretadas por um micro-organismo
para estimular a multiplicacdo de outro” promovendo, pois, efeito oposto aos
antibiéticos. Diversas propostas para a definicdo desse termo foram elaboradas
desde entdo (ANTUNES, et al, 2007; MANTOVANI, 2014). Organizagdes como a
Organizacédo das Nacodes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura e a Organizacao
Mundial da Saude propuseram uma definicdo aceita internacionalmente, na qual os
probioticos foram definidos como micro-organismos vivos que quando administrados
em quantidades adequadas conferem beneficios a saude do hospedeiro (FOOD
AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2002).

Tendo em vista a preocupac¢do com a seguranca no consumo de probidticos,
a Associacdo Cientifica Internacional de Probidticos e Prebitticos (ISAPP)
reformulou em 2013 a definicdo de probidticos com pequenas corre¢gdes gramaticais,
da seguinte maneira: "micro-organismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas, conferem um beneficio a sadde no hospedeiro”. Desde
entdo, a definicdo tem sido amplamente acatada em todo o mundo. A alegacéo de
probidtico deve ser antecedida de investigacdo cientifica e clinica, garantindo o
consumo de um produto eficaz e seguro (HILL et al., 2014).

Brown (2011), assim como Nogueira e Gongalves (2011) enumeraram
possiveis mecanismos de acdo dos probidticos: supressdo de células viaveis por
meio da producdo de compostos antimicrobianos, competicdo por nutrientes e
competicdo por sitios de adesdo; alteragdo do metabolismo microbiano pelo
aumento ou diminuicdo da atividade enzimatica; estimulo da imunidade do
hospedeiro através do aumento dos niveis de anticorpos e aumento da atividade dos

macroéfagos.
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Um micro-organismo probidtico deve necessariamente sobreviver as
condicbes gastrintestinais e colonizar o0 epitélio intestinal, mesmo que
temporariamente, influenciando a microbiota intestinal e 0 seu metabolismo
(OLIVEIRA et al., 2002; SAAD, 2006). Portanto, a selecao de bactérias probiéticas
para uso em alimentos baseia-se em critérios como estabilidade frente ao acido e a
bile, capacidade de aderir a mucosa intestinal, capacidade de colonizacdo, mesmo
gue temporaria, do trato gastrintestinal humano, capacidade de producdo de
compostos antimicrobianos, capacidade de ser metabolicamente ativo ao nivel
intestinal, ndo deve possuir histérico de patogenicidade e resisténcia aos antibioticos
(ARAGON-ALEGRO, 2007; OUWEHAND; SALMINEN; ISOLAURI, 2002; SAAD et
al., 2013).

Nesse sentido, Maragkoudakis et al. (2006) isolou vinte e nove cepas de
Lactobacillus de origem lactea, as quais foram examinadas in vitro quanto ao seu
potencial probidtico. Algumas cepas foram capazes de sobreviver ao pH 1 ou na
presenca de pepsina, enquanto todas foram aptas a passagem pelo pH 3,
pancreatina e sais biliares. A maioria das culturas era resistente a vancomicina e
teicoplanina, mas foi sensivel ao cloranfenicol e tetraciclina. Algumas foram capazes
de aderir as células Caco-2. Embora nenhuma atividade bactericida tenha sido
detectada in vitro, as culturas de Lactobacillus casei Shirota ACA-DC 6002,
Lactobacillus plantarum ACA-DC 146 e Lactobacillus. paracasei subsp. tolerans ACA
CC-4037 foram capazes de inibir a adesdo de Escherichia coli e de Salmonella
typhimurium as células Caco-2. Eles também induziram a secrecéo de citocinas anti-
inflamatérias por células mononucleares. Segundo os autores, estas trés culturas
mostraram in vitro, portanto, propriedades probiéticas desejaveis.

E importante ressaltar que as propriedades tecnoldgicas s&o requisitos
fundamentais na elaboragdo de um produto alimenticio, pois influenciam diretamente
na qualidade final. A selecdo de culturas probidticas com boa multiplicacdo e viaveis
durante a vida de prateleira confere funcionalidade, além de influenciar na textura,
sabor e aroma. Também € importante o controle de variaveis como pH, acidez,
presenca de oxigénio, quantidade de inoculo, composicdo do leite (CORREA, 2006;
VINDEROLA; REINHEIMER, 2003).

Os produtos lacteos destacam-se como o principal veiculo para
suplementacdo de micro-organismos probidticos. Na elaboracdo de alimentos

probioticos é necessario que haja compatibilidade e adaptabilidade entre as cepas
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selecionadas e o veiculo utilizado, boas propriedades sensoriais, € que as culturas
probidticas alcancem uma concentracdo apropriada durante o armazenamento
(usualmente 10°-10” UFC g* ou mL), de modo que cheguem até o consumidor, seu
destino final, aptas a desenvolverem os efeitos funcionais esperados de forma
segura e eficaz (CORREA, 2006; KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008).

Com foco na atividade dos probidticos no trato digestério, Koebnick et al.
(2003) investigaram o efeito de uma bebida probiética contendo Lactobacillus casei
Shirota em sintomas gastrintestinais em pacientes com constipacdo cronica.
Naquele estudo foram mostrados efeitos benéficos como a melhora da consisténcia
das fezes e da constipacdo ao se comparar 0 grupo de pacientes que ingeriram

diariamente a bebida probidtica por quatro semanas com o grupo placebo.

2.3 Bactérias laticas com potencial probidtico

As bactérias laticas sdo reconhecidas como um dos grupos de micro-
organismos mais importantes para o homem tanto pelo papel que exerce na
producéo e preservagdo dos alimentos quanto pelo envolvimento em diferentes
aspectos da saude humana (FERREIRA, C., 2012). Diversos estudos apontam 0s
inUmeros beneficios das bactérias laticas para a saude (SILVA, B., 2011).

Dentre as bactérias laticas, destacam-se as pertencentes ao género
Lactobacillus. Estes micro-organismos sdo Gram-positivos, em forma de bastonetes
ou cocobacilos, geralmente iméveis, anaerdbios aerotolerantes, catalase negativos,
nao formadores de esporos, estritamente fermentativos, raramente apresentam
patogenicidade, fastidiosos, necessitando de meio rico em carboidratos,
aminoacidos, peptideos, acidos graxos, sais, derivados de &cidos nucléicos e
vitaminas para a sua multiplicacdo. O género Lactobacillus pertence ao filo
Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales, familia Lactobacillaceae (SILVA, B.,
2011).

De acordo com Silva B. (2011), existem mais de 170 espécies pertencentes
ao género Lactobacillus, o qual € amplamente distribuido no ambiente, como em
alimentos vegetais e nos tratos geniturinério e gastrintestinal, segundo Antunes et al.
(2007). Tais micro-organismos podem sofrer influéncia de fatores como pH,
presenca de oxigénio, fatores especificos e interacdo com outras bactérias
(ANTUNES, 2007). Estes micro-organismos, portanto, fazem parte da microbiota

normal dos mamiferos, apresentando como principal produto da fermentacdo o acido
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latico. Algumas espécies também sao produtoras de outros acidos e compostos
organicos, que aumentam a acidez intestinal, além de substancias antagonisticas,
como as bacteriocinas, que possuem efeito inibitorio sobre bactérias Gram-
negativas, impedindo a proliferacdo desses micro-organismos e 0s seus danos ao
epitélio (RODAS et al, 2001; NOGUEIRA; GONCALVES, 2011). H4 ainda espécies
de Lactobacillus que aumentam a espessura da parede intestinal, por meio da
secrecdo de substancias, promovendo uma barreira, o que ocasiona uma reducao
de processos alérgicos e cancerigenos (NOGUEIRA; GONCALVES, 2011).

Dentre 0s micro-organismos probidticos, o0s pertencentes ao género
Lactobacillus, em particular, sdo capazes de aderirem a receptores especificos na
membrana intestinal, ndo sendo eliminados pelos movimentos peristalticos,
competindo desta forma com micro-organismos patogénicos como Salmonella
typhimurium, Yersinia enterocolitica e Escherichia coli, que como ndo se aderem,
nao promovem alteragcdes no hospedeiro (MARCO, PAVAN, KLEEREBEZEM, 2006;
NOGUEIRA; GONCALVES, 2011).

Guandalini et al. (2000) estudaram o efeito da ingestado diaria de Lactobacillus
rhamnosus GG (aproximadamente 10*° UFC/mL) em 291 criangas com idade entre 1
més e 3 anos, mostrando que houve reducéo do periodo de diarreia em 13,6 horas e
a incidéncia de diarreias longas, superiores a uma semana, em 8%. Do mesmo
modo, Vanderhoof et al. (1999) observaram a reducdo em 18% da incidéncia de
diarreia associada a antibiéticos, além de diminuir o tempo de sua duracdo, através
da ingestdo de 2 x 10'° UFC/g de Lactobacillus rhamnosus GG.

Em trabalho de revisdo, Souza et al. (2010) mostraram através de diversos
estudos que a suplementacdo materna com Lactobacillus rhamnosus na gestacéo e
primeiros meses de vida diminui os riscos de dermatite atdépica por aumentar a
guantidade de TGF-B2 no leite e diminuir a sensibilizagdo a alérgenos.

Kujawa-Szewieczek et al. (2015) avaliaram o efeito da Lactobacillus
plantarum 299v na incidéncia de infec¢des por Clostridium difficile em pacientes de
alto risco tratados com antibioticos, onde se notou uma significativa reducdo do
nuamero de infeccdes em comparacgéo ao periodo de doze meses anterior.

Com base nos beneficios a saude demonstrados nos diferentes estudos, ao
longo dos anos o mercado mundial observou uma tendéncia de crescimento de
vendas de alimentos probioticos, uma vez que o0 aumento da preocupacdo dos

consumidores com a manutencéo da saude através da dieta também foi verificado.
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Tendo em vista acompanhar o crescimento do mercado consumidor, a investigagcéo
de novas cepas probidticas, além das ja existentes no mercado, pode proporcionar
diversidade de producéo de alimentos que exibam propriedades benéficas a saude
(BRANDAO, 2008).

Embora haja um nimero razoavel de cepas probibticas bem caracterizadas
disponiveis para uso comercial em todo o mundo, o isolamento e caracterizacao de
novas cepas para a formulacdo de alimentos probioticos ainda se faz necessario,
principalmente em paises em desenvolvimento, uma vez que ainda ha um acesso
restrito a micro-organismos probiéticos por parte das pequenas industrias. Nesse
sentido, a pesquisa, 0 desenvolvimento e a incorporacdo de cepas nativas com
potencial probiotico em alimentos funcionais trazem, além dos beneficios a saude, a
possibilidade de produtos com menor custo e com maior acesso da populacéo
(VINDEROLA et al., 2008).

2.4 Compostos fendlicos como antioxidantes naturais

Os mecanismos internos de defesa do organismo podem ser
complementados pela adicdo de antioxidantes na dieta (BALASUNDRAM;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006; DEL RE; JORGE, 2012).

Os compostos fendlicos incluem uma diversidade de estruturas amplamente
distribuidas na natureza que tém em comum, um anel aromético contendo
grupamento hidroxilas, podendo variar de uma simples molécula fendlica a um
polimero complexo de alto peso molecular, estar na forma livre ou ligados a
acucares e proteinas (EVERETTE et al.,, 2010; MORENO, 2010; ZAGO, 2014).
Podem ser classificados em dois grupos: os flavonoides que apresentam estrutura
guimica C6-C3-C6 como as antocianinas, e os ndo flavonoides como os derivados
das estruturas quimicas C6-C1 (4cido gdlico e elagico), C6-C3 (acido cafeico e p-
cumarico) e C6-C2-C6 (trans-resveratrol e cis-resveratrol) (MORENO, 2010;
DEGASPARI; WASZCZYNSKY, 2004).

Os compostos fendlicos sdo formados no metabolismo secundario dos
vegetais conferindo vantagens adaptativas as plantas, como a atuacao nos papeis
de agentes de defesa frente a patdgenos, insetos, organismos predadores e
competidores (IGNAT; VOLF; POPA; 2011; ZAGO, 2014). Tais fatores justificam sua
presenca em maior quantidade nas cascas dos frutos (IGNAT; VOLF; POPA; 2011).

Os compostos fendlicos presentes nos vegetais e frutos podem sofrer variagcdes
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relacionadas a quantidade e presenca de constituintes em fungdo do clima, estagio
de maturacdo e forma de cultivo. Fatores como tipo de composto, grau de
metoxilacdo, numero de hidroxilas influenciam a atividade antioxidante dessas
moléculas (MELO et al., 2008; ZAGO, 2014). Nos alimentos, o valor nutricional e as
caracteristicas sensoriais, como cor, textura, amargor e adstringéncia, podem ser
influenciadas por esses compostos (CARVALHO et al. 2012).

Nos animais, tem-se observado que sdo capazes de reagir com radicais
livres, atuando como agentes redutores ou quelantes, formando radicais estaveis.
Esse poder de neutralizagdo de radicais dos compostos fendlicos € devido a sua
estrutura molecular que, conforme descrito anteriormente, contém, no minimo, um
anel aromatico hidroxilado (ZAGO, 2014). Segundo Gomez-Ruiz et al. (2007) e Zago
(2014), também podem agir tanto na etapa de iniciagcdo como na propagacao do
processo oxidativo.

O processo metabdlico promove alteracdes oxidativas que levam a formacéao
de radicais livres, moléculas instaveis com alta reatividade. A producdo de radicais
livres € um mecanismo natural e o proprio organismo dispde de um sistema
antioxidante integrado para neutralizad-los. Fatores como radiacdo, produtos
guimicos, caracteristicas ambientais e biolégicas sdo determinantes para o
surgimento de radicais livres (ALVES, 2013).

O estresse oxidativo ocorre quando a producédo dos radicais livres supera a
capacidade do organismo de remové-los provocando danos na forma e estrutura
celular, resultando no surgimento de doencas como Alzheimer, cancer, problemas
cardiovasculares, desordens inflamatérias e envelhecimento (ALVES, 2013,
BARBOSA et al., 2010). Estudos atribuem a presenca de compostos fendlicos na
alimentacdo o aumento do gasto energético, reducdo da oxidacao lipidica,
diminuicdo de doencgas cardiovasculares e reducdo de aparecimento de cancer.
Devido a composicao diversificada dos extratos vegetais, possivelmente, a atividade
antioxidante destes seja resultante da acdo sinérgica de varias substancias,
pertencentes a diferentes grupos quimicos (ALVES et al., 2012).

Em produtos naturais, grande parte das substancias responsaveis pela
coloracdo pertence a classe dos flavonoides. As antocianinas sdo amplamente
distribuidas no reino vegetal formando um grupo de pigmentos hidrossoluveis
(BRILHANTE et al.,, 2013). Seu espectro de cor vai do vermelho ao azul,

apresentando-se também como uma mistura de ambas as cores resultando em tons
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de purpura (DEGASPARI; WASZCZYNSKY, 2004). As tonalidades de cor das
antocianinas oscilam de acordo com condicfes intrinsecas, como o pH, temperatura,
concentracdo, tipo de solvente, e presenca de oxigénio, além da presenca de
substancias nos vegetais capazes de reagir com estes pigmentos de maneira
reversivel ou irreversivelmente (CONSTANT; STRINGHETA; SANDI, 2002,
TEIXEIRA; STRINGHETA; OLIVEIRA, 2008). Muitas frutas, hortalicas, folhas e flores
devem sua atrativa coloracdo a estes pigmentos que se encontram dispersos nos
vacuolos celulares (DEGASPARI; WASZCZYNSKY, 2004).

O principal interesse das antocianinas na tecnologia de alimentos se refere a
conferéncia de coloracdo adequada e desejada (DEGASPARI; WASZCZYNSKY,
2004), visando atender a consumidores que se propdem a consumir produtos
isentos de corantes artificiais dado seu potencial carcinogénico (NETTO, 2009;
CAVALCANTI, 2013).

As funcbes desempenhadas pelas antocianinas estdo relacionadas a sua
diversidade estrutural destacando-se a protecdo a acdo da luz, mecanismo de
defesa e funcao bioldgica e atividade antioxidante (LOPES et al., 2007; BRILHANTE
et al., 2012)

Além de minimizar os danos oxidativos nos seres vivos, 0s antioxidantes
também se apresentam como uma alternativa para prevenir a deterioracdo oxidativa
dos alimentos. A oxidacéo lipidica e de outros componentes que ocorre nos produtos
alimentares é uma das principais preocupacdes em tecnologia de alimentos. Esse
tipo de deterioracdo é responsavel por odores e sabores desagradaveis nos
produtos, o que leva a diminuicdo da seguranca e qualidade nutricional, causadas
pela formacdo de compostos potencialmente téxicos. A prevencdo da oxidacao
lipidica possui importancia econémica, além de ser essencial para proteger a saude
humana (TSAI et al., 2005; DEL RE; JORGE, 2012).

Ainda, como o emprego de antioxidantes sintéticos na industria de alimentos
ou para uso farmacéutico tem sido alvo de questionamentos quanto a inocuidade,
devido a possibilidade desses antioxidantes apresentarem alguma toxicidade, a
busca de compostos naturais que exibam esta propriedade funcional tem sido cada
vez mais intensificada nas pesquisas (DEL RE; JORGE, 2012).

Tendo em vista o potencial antioxidante de determinados grupos de

compostos fendlicos, o método de pH Unico permite a quantificagcdo de antocianinas
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totais por meio do etanol-acido cloridrico em pH 1,5 por método espectrofotométrico
(TEIXEIRA et al., 2008).

Os métodos para determinacdo da capacidade antioxidante in vitro também
constituem uma importante ferramenta, dada a demanda cada vez maior por
antioxidantes naturais no ambito da industria de alimentos e farmacéutica (ALVES,
2013). Dentre os métodos existentes, destacam-se aqueles que se baseiam na
transferéncia de elétrons onde, por acdo de um antioxidante (AH) ou radical
(PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006). O método DPPH utiliza 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila que possui cor purpura € reduzido, formando difenil-picril-hidrazina, de
coloracdo amarela, com consequente desaparecimento da absorcdo, podendo a
mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorbancia (NASCIMENTO et al., 2011;
PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006).

2.5 Jabuticaba

A jabuticabeira (Myrciaria cauliflora Berg), frutifera pertencente a familia
Myrtaceae, originaria no Centro-Sul do Brasil, ocorre de forma espontanea em
grande parte do pais. E cultivada mais comumente em regibes de clima subtropical,
podendo também se adaptar a condi¢des tropicais, tolerar o frio e até geadas de
curta duracdo. A planta estende-se, portanto, da regido central do Brasil, até, em
menor escala, o Nordeste, apesar de nesta regido, devido as elevadas
temperaturas, a jabuticabeira ndo frutificar em grande quantidade (BRUNINI et al.,
2004; ZICKER, 2011).

A origem do nome da planta vem do tupi, “iapotikaba” significa “fruta em
bastdo” e “fruto de que se alimenta o jabuti” (SOUZA, 2013). Ha duas espécies
principais de jabuticabeira: a Myrciaria cauliflora (Paulista), com frutos grandes e
sésseis e Myrciaria jaboticaba (Vell) Berg (Sabard), espécie mais cultivada, com
frutos pequenos e doces de pedunculo escuro (ZICKER, 2011). A jabuticaba tem
despertado interesse entre produtores rurais devido a alta produtividade, rusticidade
e aproveitamento de todas as fracdes do fruto (BRUNINI et al., 2004; LIMA, 2009;
ZICKER, 2011).

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora Berg) €, portanto, uma fruta nativa do Brasil
gue possui fruto tipo baga globosa com 20 a 30mm de didametro, com casca

avermelhada quase preta, polpa esbranquicada mucilaginosa, de sabor agridoce e
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sub-acido, apresentando de uma a quatro sementes (BRUNINI et al., 2004; ZICKER,
2011).

Dessa forma, a jabuticaba é uma fruta popular que pode ser encontrada de
norte a sul do pais (LIMA, 2009; ZICKER, 2011; SILVA, M., 2012). A grande
aceitacdo do fruto tem estimulado a sua producado, que no Brasil aumenta a cada
ano (ZICKER, 2011).

A jabuticaba apresenta alto valor nutricional, € rica em fibras, sais minerais,
vitamina C e vitaminas do complexo B. Possui ainda, principalmente na casca, altos
teores de carotenoides, antocianinas, tocoferdis e compostos fendlicos, de um modo
geral, antioxidantes naturais que conferem protecdo ao fruto (REZENDE, et al.,
2012). A jabuticaba pode ser consumida in natura ou na forma de produtos como
geleia; da polpa fermentada é produzido licor, vinagre e vinho. (LIMA, 2009;
ZICKER, 2011). Os estudos sobre a caracterizacdo quimica e funcional da
jabuticaba ainda séo escassos na literatura cientifica (LIMA et al., 2008; MORENO,
2010).

O comércio do fruto, no periodo de safra, em feiras livres e mercados, ocorre
geralmente em condi¢des precarias. O armazenamento é realizado em caixas de
papeldo, madeiras ou latas, sob condicbes ambiente e sem tratamento pés colheita
gue leva a perda do valor comercial em, no maximo, trés dias (ZICKER, 2011).

Destaca-se ainda que na fabricacdo dos produtos derivados da jabuticaba,
geralmente cascas e sementes, que representam aproximadamente 50% do fruto,
sao desprezadas (LIMA et al, 2008; LIMA, 2009; SILVA, M., 2012). Desse modo, a
grande quantidade dos residuos gerados, aliada a sua qualidade nutricional e
funcional, aponta a necessidade de criacdo de métodos para o0 seu
reaproveitamento (LIMA, 2009; ZICKER, 2011).

Nesse sentido, para a utilizacdo e melhor aproveitamento de todas as partes
do fruto é necessario conhecer 0s seus constituintes e explorar as diversas formas
de utiliza-los, agregando-lhe valor. A casca da jabuticaba € um produto natural de
alta qualidade com duplo beneficio a saude por ter elevado valor nutricional e
propriedades funcionais antioxidantes, fato que reafirma um novo conceito na
indUstria alimenticia, onde a casca da jabuticaba, tratada anteriormente como
residuo, desponta como um importante produto, pois contém substancias de alto
valor agregado (ANUNCIACAO, 2013; NUNES, 2013; SILVA, M., 2012).
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2.6 Sobremesas Lacteas

Ao longo das Ultimas décadas, a comercializacdo de sobremesas lacteas
prontas para o consumo tem apresentado consideravel crescimento. Os ingredientes
inovadores e as tecnologias aplicadas nas industrias de laticinios tém proporcionado
novas alternativas as sobremesas classicas preparadas em casa, permitindo a
producdo de sobremesas com novos sabores, com maior digestibilidade e maior
valor nutritivo. Embora a producédo industrial de sobremesas lacteas seja delicada,
seu valor nutricional e suas caracteristicas sensoriais favorecem o seu consumo por
grupos de consumidores como criangas e idosos (NIKAEDO; AMARAL; PENNA,
2004; VIDIGAL et al., 2012; VALENCIA, 2015).

As sobremesas de base lactea apresentam em sua composicao basica leite,
amido, acucar, flavorizantes, estabilizantes, emulsificantes, geleificantes,
espessantes, corantes, aromatizantes, ovos, polpas de frutas ou chocolate e
conservantes. As formulacdes sao variaveis devido as combinacbes dos
ingredientes utilizados. Os produtos resultantes sdo, de modo geral, complexos e a
estabilidade destes € bastante dependente da tecnologia utilizada para a fabricacéo,
das caracteristicas intrinsecas de cada formulacdo e do armazenamento em
condicOes de refrigeracdo (NUNES et al.,1998; NIKAEDO; AMARAL; PENNA, 2004).

Destaca-se ainda que as condi¢cdes de processamento sdo importantes na
preparacdo das sobremesas, as quais devem ser estabelecidas conforme a
formulacdo do produto e o tipo de leite utilizado na sua fabricagéo. Basicamente, as
etapas do processo de fabricacdo das sobremesas lacteas incluem o preparo da
mistura, tratamento térmico, homogeneizacdo, resfriamento parcial e
armazenamento sob refrigeracdo (NIKAEDO; AMARAL; PENNA, 2004).
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CAPITULO 3

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver uma sobremesa lactea com o aproveitamento da casca de

jabuticaba e com potencial probidtico utilizando cepas nativas de Lactobacillus sp.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste estudo foram:

a)

b)

d)

avaliar a viabilidade de bactérias nativas potencialmente probioticas nas
sobremesas contendo extrato hidroalcodlico e calda obtidos com o
aproveitamento da casca de jabuticaba ao longo do armazenamento a 4 +
1°C, por até 21 dias;

investigar a compatibilidade destas cepas nativas potencialmente
probidticas e a sobremesa lactea em comparacdo a uma cultura
probiética comercial,

analisar a influéncia das culturas nativas potencialmente probiéticas sobre
as caracteristicas fisico-quimicas, de textura instrumental e sensoriais das
sobremesas lacteas;

guantificar os compostos fendlicos totais e avaliar a capacidade
antioxidante in vitro do extrato hidroalcodlico, calda e sobremesas lacteas

de jabuticaba potencialmente probidticas e sobremesa controle.
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CAPITULO 4

4 ENSAIOS PILOTOS PARA A OBTENCAO DE SOBREMESA LACTEA
ADICIONADA DE INGREDIENTES OBTIDOS DA CASCA DA JABUTICABA

4.1 Introducgéo

Tradicionalmente, o alimento tem como finalidade servir de fonte de energia e
nutrientes para formacdo e manutencdo de células e tecidos. A alimentacdo
saudavel contempla todas as necessidades do individuo em termos de macro e
micronutrientes utilizados como fonte de energia para o organismo, contudo, o
conceito de alimento deixou de ser abordado simplesmente do ponto de vista
nutricional e passou a ser encarado como portador de componentes especiais, que
oferecem protecdo a saude (PACHECO; SGARBIERI, 2001).

Cada vez mais a populacdo mundial opta por alimentos praticos, de rapido e
facil consumo e que ao mesmo tempo sejam autorrecompensantes e benéficos
(MANTOVANI, 2014). As sobremesas lacteas prontas para consumo tém ganhado
mercado por serem opgOes interessantes do ponto de vista funcional, nutritivo e
sensorial (BURITI; SAAD, 2014; BURITI; BEDANI; SAAD, 2016), favorecendo o
consumo por grupos de consumidores como criancas e idosos (VIDIGAL et al.,
2012).

Ndo h& no Brasil uma legislacdo especifica com definicdo de padrdes de
identidade e qualidade para sobremesas lacteas. Geralmente apresentam
consisténcia semi-sélida e sdo constituidas basicamente com: leite, amido, acucar,
flavorizantes, estabilizantes, emulsificantes, geleificantes, espessantes, corantes,
aromatizantes, ovos, frutas, polpas de frutas ou chocolate, micro-organismos
probidticos, fibras, prebibticos e conservantes, com formulagfes variaveis em fungéo
das combinagbes dos ingredientes utilizados. Sao produtos complexos e sua
estabilidade depende da tecnologia de fabricacdo, caracteristicas intrinsecas de
cada ingrediente e armazenamento sob condicdes refrigeradas (ARAGON-ALEGRO
et al., 2007; ARES et al. 2013; SALVIANO et al., 2012).

As condicbes de processamento sdo importantes na preparacdo das
sobremesas e devem ser estabelecidas conforme a formulacao e o tipo de leite. O

processo de fabricacéo é constituido basicamente das etapas de preparo da mistura,
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tratamento térmico, homogeneizacdo, resfriamento parcial e armazenamento sob
refrigeracdo (NIKAEDO; AMARAL; PENNA, 2008).

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora Berg) é uma fruta nativa do Brasil que pode
ser encontrada de norte a sul do pais, rica em fibras, sais minerais, vitamina C,
vitaminas do complexo B e possui ainda, principalmente na casca, altos teores de
carotenoides, antocianinas, tocoferéis e compostos fendlicos de um modo geral,
antioxidantes naturais que conferem protecéo ao fruto (ZICKER, 2011; REZENDE, et
al., 2012). Pode ser consumida in natura ou na forma de produtos como geleia; da
polpa fermentada é produzido licor, vinagre e vinho. Cascas e sementes sao
geralmente descartadas, sendo a semente utilizada somente para dar origem as
mudas (LIMA, 2009; ZICKER, 2011).

Os antioxidantes apresentam-se como uma alternativa para prevenir a
deterioracdo oxidativa dos alimentos e minimizar os danos oxidativos nos seres
vivos. Como o emprego de antioxidantes sintéticos na industria de alimentos ou para
uso farmacéutico tem sido alvo de questionamentos quanto a inocuidade,
demonstrando a possibilidade desses antioxidantes apresentarem alguma
toxicidade, pesquisas encontram-se voltadas para a busca de compostos naturais
que exibam esta propriedade funcional (DEL RE e JORGE, 2012).

Para a utilizacdo e melhor aproveitamento das frutas é necessario conhecer
0S seus constituintes e explorar as diversas formas de utiliza-los, agregando-lhe
valor. A casca da jabuticaba é um produto natural de alta qualidade com duplo
beneficio a saude por ter elevado valor nutricional e propriedades funcionais
antioxidantes, fato que reafirma um novo conceito na industria alimenticia, onde a
casca da jabuticaba, tratada anteriormente como residuo, desponta como um
importante produto, pois contém substancias de alto valor agregado (ANUNCIACAO,
2013; NUNES, 2013; SILVA, M., 2012).

O desenvolvimento de sobremesa lactea com ingredientes da casca da
jabuticaba (Myrciaria cauliflora Berg) constitui uma alternativa para agregar valor
funcional as sobremesas, além de estimular o reaproveitamento de subproduto do
processamento da jabuticaba, resultando na obtencédo de um produto tecnoldgico. O
objetivo deste estudo foi realizar ensaios pilotos para a obtencdo de sobremesa
lactea adicionada de ingredientes obtidos da casca da jabuticaba (Myrciaria

cauliflora Berg).
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4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Obtencéo e processamento da jabuticaba

Os frutos maduros foram obtidos nas feiras da cidade de Campina Grande-PB
entre fevereiro e marco de 2015, periodo da safra de jabuticaba. Estes foram
selecionados e colocados em agua potavel adicionada de agua sanitaria, de modo a
obter uma concentracéo final de 0,2 g de cloro ativo/L de agua (200 ppm), para
sanitizacdo durante 30 minutos. Posteriormente, os frutos foram lavados em agua
corrente onde se procedeu a separagcdo manual da casca, polpa e sementes, 0s
guais foram embalados e congelados. As cascas foram utilizadas para o preparo do
extrato hidroalcodlico e da calda de jabuticaba para incorporacdo nas sobremesas,

conforme as descricbes apresentadas para os ensaios pilotos.

4.2.2 Obtencé&o do extrato aquoso da casca de jabuticaba

As cascas foram acidificadas com suco de limdo na propor¢do de 1:2:0,15
(casca: agua: suco de liméo), a fim de eliminar adstringéncia atribuida aos taninos.
Em seguida, apos serem escorridas, foram trituradas em liquidificador (90,5 g de
casca com 170 mL de &gua) e filtradas em rede de nylon para padronizagdo do
tamanho das particulas. O extrato aquoso obtido foi utilizado para triturar uma
segunda quantidade de cascas utilizando as mesmas proporgdes (170 g de filtrado
para 90,5 g de cascas). O processo foi repetido até que o extrato aquoso da casca de
jabuticaba atingisse 2,5 g 100 g™ de sélidos solGveis. Sendo assim, apds a trituracéo,
0 extrato aquoso obtido foi usado para producdo de calda, usada como topping e
também para incorporacdo a base lactea. Por sua vez, o residuo retido na rede de
nylon foi utilizado para a obtenc&o do extrato hidroalcodlico, também incorporado na
base lactea.

O volume de extrato aquoso e as propor¢cdes dos demais ingredientes (agucar
e pectina) utilizados no preparo da calda, bem como o detalhamento de sua
elaboracdo para os ensaios pilotos e definitivos, serdo apresentados em cada item

relativo a estes ensaios.

4.2.3 Obtencao do extrato hidroalcodlico da casca da jabuticaba
A producao do extrato alcodlico foi adaptada da metodologia descrita para o

aproveitamento do residuo da industria vitivinicola por Cruz (2013). Devido a grande
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guantidade de residuo gerado na producdo do extrato aquoso e buscando retirar a
maior quantidade possivel de compostos bioativos, foi feita a hidratacdo do residuo
com agua destilada por uma hora, em temperatura ambiente, na propor¢cao de duas
partes de residuo para 1 parte de agua. Em seguida foram distribuidos 10 g do
residuo hidratado em frascos de Erlenmeyer de 125 mL, os quais foram também
adicionados de 90 mL de alcool potavel (etanol extra neutro, Usina Giasa, Biosev)
hidratado até a concentracdo de 30% com pH ajustado a 4,0 com acido citrico. A
suspensao do residuo em etanol foi levada para o banho de ultrassom (50 rpm) por
2 horas, em temperatura de 50°C. Ap6s este procedimento, a suspensao foi filtrada
em rede de nylon e levada para a secagem em estufa com circulacéo de ar (50 °C)
para evaporacao do etanol e concentracdo até atingir a quantidade final de 15 g. O
extrato hidroalcodlico foi utilizado a partir do Ensaio Piloto 3 visando o aumento da
concentracdo de compostos fendlicos das sobremesas elaboradas.

4.2.4 Ensaios pilotos
Nesta etapa nao foram produzidas replicatas, foi elaborado um produto para

cada ensaio piloto correspondente.

4.2.4.1 Ensaio Piloto 1 - Preparo da calda para incorporagdo a base lactea e uso
como cobertura (“‘topping”) das sobremesas

Para a obtencdo de uma calda adequada, tanto para a incorporacdo a base
lactea, como para a cobertura de sobremesas, foi estabelecido que o extrato aquoso
deveria ser enriquecido e concentrado até alcancar ndo menos que 2,5 g 100 g de
sélidos soluveis. A finalidade deste ensaio foi obter uma cobertura (topping) fluida de
consisténcia encorpada, semelhante as caldas de caramelo e de frutas
tradicionalmente empregadas como acompanhamento de sobremesas lacteas.
Dessa forma, as proporgdes dos ingredientes apresentados na Tabela 4.1 foram

testadas:
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Tabela 4.1 - Proporcéo de ingredientes para elaboracéo da calda da casca de

jabuticaba.

Ingredientes Proporcéo de ingredientes (g 100 g™)
Extrato aguoso 78,00

Sacarose’ 21,58

Pectina® 0,42

Total 100,00

T Aclcar comercial; “ Pectina YF310 (DuPont). Fonte: dados da pesquisa.

Para o preparo da calda, dissolveu-se previamente a pectina em 20 ml de
agua. Em seguida todos os ingredientes (extrato aquoso, aclUcar e a pectina
dissolvida) foram colocados na panela e misturados até se dissolverem
completamente. O teor de solidos sollveis foi medido com o auxilio de um
refratbmetro digital (Catalog No. 13940000, SN: 04764, Reichert Analytical
Instruments) no filtrado antes da adicdo do acuUcar e na mistura de ingredientes
durante o aquecimento até que se chegasse a 25 g 100 g™ de sélidos sollveis. No
entanto, esta proporcdo de sélidos solaveis, apos o resfriamento da calda, ainda foi
considerada insuficiente.

Em nova repeticdo do processamento de calda, utilizando as proporcdes de
ingredientes deste ensaio (Tabela 4.1), foi atingido o teor de solidos sollveis de 44 g
100 g* que, apés o resfriamento, foi considerado excessivo, pois apresentava o
aspecto de uma geleia cremosa, nao apropriado para uso como topping em
sobremesas. O teor de sélidos soluveis ideal para uma calda utilizada em
sobremesas foi determinado a partir da reconstituicdo de 50 g da geleia de 44 g 100
g’ de soélidos soltveis com 39,7 g de agua. Esta mistura foi totalmente dissolvida e
aguecida até encorpar levemente. O teor de solidos soluveis foi medido antes do
aguecimento e em intervalos de um minuto e meio, nos quais a panela era retirada
do agquecimento e resfriada em banho-maria com gelo. A consisténcia ideal foi obtida

quando a calda atingiu o teor de 40,5 g 100 g™ de sélidos sollveis.

4.2.4.2 Ensaio Piloto 2 - Definicdo das proporcdes dos ingredientes usados no
preparo da base lactea das sobremesas para gelificacéo e dulgor
Para a formulagdo da base lactea das sobremesas, foram testadas

inicialmente, as propor¢cbes de agua, leite em pé e amido utilizadas por Corréa,
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Castro e Saad (2008) em manjar de coco probiético. Estas proporcbes foram
ajustadas as sobremesas deste projeto ao longo das experimentacdes.

Nesse sentido, foram testadas seis formulacbes que serviram de ponto de
partida para que fossem estabelecidas as propor¢des adequadas de ingredientes
para a formulacdo da sobremesa de jabuticaba. Nas quatro primeiras formulacdes
de sobremesa (Tabela 4.2) foi verificada a capacidade de formacdo de um gel

uniforme a partir do leite, amido e pectina.

Tabela 4.2 — Formulacfes dos testes de gelificacdo do leite com pectina e amido

para producado da sobremesa lactea.

) Proporcao de ingredientes
Ingredientes Pore g

Teste 1 Teste 2 Teste 3 Teste 4
Pectina® (g 100 g7 0,4 0,4 0,8 0,8
Amido? (g 100 g} 4,0 2,0 3,8 1,8
Leite em p6° (g 100 g™ 7,6 7,6 7.4 7.4
Agua (g 100 g 88 90 88 90
Total (g 100 g™ 100 100 100 100

T Pectina YF310 (DuPont); > Amido de milho Maizena (Unilever); ° Leite em p6 desnatado Molico
(Nestlé). Fonte: dados da pesquisa.

Para o preparo dos testes, procedeu-se, primeiramente, a diluicdo do amido
em agua com auxilio do agitador magnético. O leite foi reconstituido em agua e uma
pequena quantidade de leite reconstituido foi usada para diluir a pectina até formar
um gel uniforme. Em seguida, o restante do leite reconstituido foi adicionado aos
poucos ao gel até incorporar totalmente a pectina. Apos a total dissolu¢cédo da pectina
no leite, foi adicionado a mistura o amido diluido em agua, levemente aquecido. A
mistura com todos os ingredientes foi levada ao fogo a 85 °C por quinze minutos ou
até o aumento da consisténcia. Durante o resfriamento, a consisténcia do produto foi
verificada na temperatura de 36-37 °C. Nesta etapa, a gelificacdo ndo esta
totalmente finalizada, sendo desejavel aqui apenas uma consisténcia de creme, uma
vez que, em ensaios posteriores 0 inéculo contendo a cultura probidtica foi
adicionado nessa temperatura. O produto foi transferido para potes de plastico com
tampa (em polipropileno, com volume util de, aproximadamente, 150 ml) e sua
completa gelificacdo ocorreu apos refrigeragéo a 4-5 °C.

Nas formulacOes-teste 5 e 6 (Tabela 4.3) foram incluidas na base lactea a

calda da casca da jabuticaba (40,5 g 100 g™ de solidos soltveis) e o aclicar (apenas
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no Teste 5) a fim de se checar a quantidade de calda incorporada a base para
conferir o sabor caracteristico da fruta a sobremesa e a real necessidade de adi¢céao
de acucar. As propor¢cdes de amido e pectina para a adequada gelificagcdo estavam

pré-determinadas apos a realizacdo do Teste 4.

Tabela 4.3 - Formulacfes dos testes de adicdo de calda e agUcar a base lactea.

Proporcao de ingredientes

Ingredientes

Teste 5 Teste 6
Pectina® (g 100 g7 0,8 0,8
Amido? (g 100 g} 1,8 1,8
Leite em p6° (g 100 g™ 6,92 7.4
Agua (g 100 g 80 40
Calda* (g 100 g%) 10 50
Sacarose® (g 100 g™%) 2,48 0,0
Total (g 100 g 100 100

T Pectina YF310 (DuPont); > Amido de milho Maizena (Unilever); ° Leite em p6 desnatado Molico
(Nestlé); * 40,5 g 100 g de sdlidos soltveis; ®> Acticar comercial. Fonte: dados da pesquisa.

4.2.4.3 Ensaio Piloto 3 - Adic&do de acido citrico e extrato hidroalcodlico a base lactea
para melhorar a estabilidade da cor das sobremesas

Devido a instabilidade da cor das sobremesas, que se alterava para marrom
ao final das producdes em decorréncia dos ingredientes presentes e do
aguecimento, foi realizado um teste de adicdo de &cido citrico e extrato
hidroalcodlico a formulacdo, uma vez que as antocianinas apresentam maior
estabilidade em condic¢des acidas (VON HELBE; SCHWARTZ, 1996). A utilizacdo do
extrato hidroalcoodlico ocorreu devido a necessidade de se aumentar o rendimento
de extracdo das antocianinas, especialmente aquelas intimamente ligadas a fibra
insollvel da casca, as quais ndo sao extraidas apenas com 0 emprego de agua.
Para a preparacdo da base lactea foi utilizado o mesmo procedimento descrito
anteriormente para o Ensaio Piloto 2, sendo que o acido citrico foi adicionado antes
dos ingredientes serem aquecidos e o extrato hidroalcodlico foi adicionado durante o

resfriamento, em temperatura de 40 °C ou menos.
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Tabela 4.4 — Formulacdo do teste de adi¢do de &cido citrico e extrato hidroalcoodlico

a base lactea

Ingredientes Proporcgao de ingredientes
Pectina” (g 100 g™) 0,87

Amido? (g 100 g% 1,95

Leite em p6° (g 100 g™ 6,7

Agua (g 100 g™ 83,0
Sacarose” (g 100 g™ 3,34

Extrato hidroalcodlico (g 100 g™) 4,00

Acido citrico® (g 100 g™ 0,14

Total (g 100 g 100,0

' Pectina YF310 (DuPont); > Amido de milho Maizena (Unilever); ° Leite em p6 desnatado Molico
(Nestlé); * Actcar comercial; ° Sélido, grau alimenticio comercial. Fonte: dados da pesquisa.

4.2.4.4 Ensaio Piloto 4 - Teste de formulagcdo da sobremesa a partir da adicdo de
acido latico e de diferentes pectinas

Ainda com o objetivo de aumentar a estabilidade da cor da sobremesa, foi
testada a adicdo de acido latico na formulacdo da base lactea. Neste ensaio, devido
ao fato de o acido latico testado encontrar-se na forma de solugéo, foi necessario
alterar a proporcdo de ingredientes de forma a se alcancar as mesmas
caracteristicas de gelificacdo da sobremesa verificadas nos ensaios pilotos
anteriores. Para este fim, foram utilizadas as pectinas YF789 e YF310 (DuPont) para
as formulagdes 1 e 2, respectivamente, a fim de verificar qual destas poderia revelar
um produto final com consisténcia e aparéncia semelhante as obtidas para as

sobremesas sem a adicdo de acido latico (Tabela 4.5).
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Tabela 4.5 - Proporcéo de ingredientes utilizando as pectinas YF789 e YF310.

Proporgao de ingredientes

Ingredientes

Formulacéo 1 Formulacao 2
Pectina YF789 (DuPont) (g 100 g™) 0,83 0,0
Pectina YF310 (DuPont) (g 100 g% 0,0 0,83
Amido® (g 100 g} 1,87 1,87
Leite em p6? (g 100 g™) 7,45 7,45
Agua (g 100 g 79 77,5
Sacarose® (g 100 g*) 6,94 6,94
Extrato (g 100 g™) 2,41 4,5
Acido latico* (g 100 g™) 1,5 0,96
Total (g 100 g 100 100

1' Amido de milho Maizena (Unilever); * Leite em pé desnatado Molico (Nestlé); ° Acticar comercial; 4
Acido latico alimenticio em solucéo a 85% (Purac Sinteses). Fonte: dados da pesquisa.

Posteriormente, outras formulacdes foram testadas, mantendo a mesma
guantidade de ingredientes, mas com uma menor proporcao de agua (75,8 g 100 g
1. Foi usado 1,5 mL de &cido latico para uma quantidade total de 210 g de

sobremesa e a pectina YF310 foi escolhida para uso nos ensaios posteriores.

4.2.4.5 Ensaio Piloto 5 - Adigdo de corante carmim de cochonilha na formulagéo da
sobremesa lactea

Uma vez que a adicao de acido néo foi suficiente para manter a estabilidade
da coloracdo da sobremesa, o corante de cochonilha, na proporcédo utilizada por de
Cardarelli et al. (2008) em petit-suisse de morango, foi utilizado para atingir a
coloracdo rosacea caracteristica da casca da jabuticaba, como a observada na base
lactea antes do aquecimento da calda.

Foram seguidas as mesmas propor¢des da formulacdo anterior (0,83 g 100 g’
! de pectina YF310, 75,8 g 100 g™ de agua, 0,96 g 100 g’ de &cido latico). Ao
término do aquecimento e incorporacdo da base lactea, em uma faixa de
temperatura inferior a 40 °C foi adicionado 84 pl do corante carmim de cochonilha

para 155 g de base lactea.
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4.2.5 Rendimento de preparacdo da base da sobremesa lactea

O calculo do rendimento para a base lactea foi obtido por meio da quantidade
total de ingredientes pela quantidade produzida.

A Figura 4.1 mostra a sobremesa lactea de jabuticaba com ingredientes da
casca da jabuticaba pronta

Figura 4.1 — Sobremesa lactea com ingredientes da casca da jabuticaba.
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4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Rendimento das cascas e do extrato hidroalcoolico

O rendimento de cascas, depois que as jabuticabas foram despolpadas, foi de
36% de cascas, considerando tanto a retirada da polpa, como das sementes.

Em relacdo a quantidade inicial, o extrato hidroalcodlico obtido primariamente
do residuo da casca da jabuticaba, teve rendimento de 6%, fato que se deve ao
processo que levou a diminuigdo de volume do extrato a fim de obter a concentracéo

ideal de compostos fendlicos para a quantidade previamente determinada de 15 g.
4.3.2 Ensaios pilotos

4.3.2.1 Ensaio Piloto 1 - Elaboracédo da calda

Para a elaboracdo da calda, a adstringéncia das cascas foi um fator que
precisou ser contornado. O suco de limdo foi usado para neutralizar tal
caracteristica, ja que refletia diretamente nas demais etapas de producdo, pois o
sabor de jabuticaba tornava-se secundario em relacdo a forte adstringéncia. Além do
limdo, o acucar foi um ingrediente importante para se chegar ao sabor agradavel da
calda da casca de jabuticaba.

O acucar foi uma variavel que teve suas proporcdes testadas em etapas
ainda preliminares ao ensaio apresentado de elaboracdo da calda, ja que junto com
a casca, proporciona o sabor caracteristico. Mais tarde foi percebido que a adi¢édo de
pectina poderia aumentar o rendimento da calda ao torna-la mais consistente sem
haver elevada perda de agua durante o cozimento.

O limite entre a consisténcia e o rendimento desejavel foi obtido ao
reconstituir com 44,2 g 100 g* de 4gua uma geleia preparada com o extrato aquoso
da casca de jabuticaba com 44 g 100 g* de sélidos soltveis. Esta proporcéo de
sélidos soluveis apos o resfriamento resultou em uma consisténcia acima do que era
esperado para a calda. Com isso, a calda final, com consisténcia apropriada,
apresentou rendimento de 83% e 40,5 g 100 g™ de sélidos solGveis, considerando a

quantidade inicial utilizada de extrato aquoso.
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4.3.2.2 Ensaio Piloto 2 - Definicdo das propor¢des dos ingredientes usados no
preparo da base lactea

Das formulacdes usadas para avaliar a gelificacdo do leite com pectina e
amido para producdo da sobremesa lactea, o Teste 4 foi o que apresentou melhor
consisténcia, pois manteve a estrutura/formato ao desenformar, nado sofreu
desintegracdo com a introducdo da colher, demonstrou suavidade ao deglutir e
liberacdo de agua reduzida durante o armazenamento refrigerado de até 21 dias,
além de uma aparéncia mais proxima das sobremesas lacteas comerciais. Dessa
forma, para a elaboracdo da quinta e sexta formulagcdo, as proporcbes de
ingredientes foram semelhantes, ajustando-se a incorporacdo da calda e acucar. A
formulacdo Teste 5, em que foram adicionados os dois ingredientes (calda e
acucar), resultou em um sabor marcante e caracteristico da jabuticaba aliado ao
dulgor caracteristico de uma sobremesa, em comparacdo ao Teste 6, adicionada

somente de calda.

4.3.2.3 Ensaio Piloto 3 - Adicéo de acido citrico a base lactea

A adicao do &cido citrico ao produto visou aumentar a estabilidade da cor da
sobremesa, caracteristica que foi alcangcada com no referido ensaio. No entanto,
houve uma preocupacéo no sentido de que o pH resultante poderia ser prejudicial as
bactérias probioticas adicionadas. A Tabela 4.6 mostra a influéncia do acido citrico

na viabilidade de L. rhamnosus.

Tabela 4.6 — Ensaio piloto 3. Viabilidade de Lactobacillus rhamnosus frente & adicao
de acido citrico ao produto.

Sobremesa lactea pH Lactobacillus rhamnosus (UFC/g)
Com &cido citrico 3,65 8,9 x 10°
Sem &cido citrico 5,96 1,77 x 10’

Fonte: dados da pesquisa

Em decorréncia da reducdo de 0,3 ciclo log da viabilidade do probidtico na
sobremesa com &cido citrico, foi considerado a utilizacdo de um &cido organico nas
formulagBes que pudesse ser mais tolerado pelos micro-organismos probioticos. Por

esse motivo, as formulacdes dos ensaios seguintes foram produzidas com &cido
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latico, uma vez que este é o principal acido organico produzido pelas bactérias do
género Lactobacillus (AXELSSON, 2004).

4.3.2.4 Ensaio Piloto 4 - Adicdo de &cido latico e diferentes pectinas

O &cido citrico, testado no ensaio anterior, € produto do metabolismo de de
carboidratos, como a lactose, entre varios outros. No entanto, a via de metabolismo
do &acido citrico ndo estd presente em todas as espécies de Lactobacillus
(AXELSSON, 2004) e, portanto, as chances desses micro-organismos nédo tolerarem
a presenca desse acido no produto sdo maiores. Apesar de esse acido haver
conservado a cor da sobremesa lactea, houve uma tendéncia de reducdo da
viabilidade de L. rhamnosus na sua presenca. Dessa forma, a utilizacdo de acido
latico poderia torna o0 ambiente mais natural e propicio para as espécies de
Lactobacillus, ja que é o principal produto resultante do metabolismo das culturas
laticas (AXELSSON, 2004; KOMATSU; BURUTI; SAAD; 2008).

Para este ensaio foi utilizado o acido latico em volume (mL) que apresentasse
guantidade do acido (g) correspondente a usada para o acido citrico no ensaio
anterior, o que resultou na necessidade de modificar as quantidades de ingredientes
adicionados e ofereceu uma oportunidade de testar outro tipo de pectina. No Ensaio
Piloto 4, a Formulacdo 1 que utilizou a pectina YF789 apresentou pH igual a 3,4,
coloragéo fracamente rosada e consisténcia moderada. A Formulagcdo 2, com
pectina YF310, apresentou pH igual a 4,7, coloragdo mais escura quando
comparada a Formulacéo 1 (que se deve a maior quantidade de extrato adicionado),
consisténcia moderada com presenca de alguns grumos, com o sabor mais doce e
caracteristico de jabuticaba. O rendimento médio da base lactea para este ensaio foi
72,58%.

Em testes adicionais, foram testados diferentes volumes de &cido latico a fim
de que se encontrasse a propor¢do de acido necessaria para alcancar uma faixa de
pH do meio (preferencialmente entre 3,9 e 4,0) que pudesse, simultaneamente,
garantir a sobrevivéncia e multiplicacdo das culturas de Lactobacillus adicionadas e

propiciar maior estabilidade da cor (dados ndo mostrados).

4.3.2.5 Ensaio Piloto 5 - Adic&o de corante carmim de cochonilha
Os ensaios pilotos realizados com acido latico mostraram que a cor

caracteristica de jabuticaba era obtida na sobremesa lactea ao final da producéo,
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mas tendia a uma coloracdo mais escura, ndo caracteristica, ao longo do
armazenamento, mesmo com a reducéo do pH. Neste ensaio, portanto, a adicdo do
corante natural carmim de cochonilha foi a alternativa encontrada para realcar a cor
e aparéncia do produto ao tornd-lo mais réseo e atrativo durante todo o

armazenamento das sobremesas.

4.3.2.6 Rendimento de preparacéo da base da sobremesa lactea

O rendimento final de base lactea referente aos trés lotes produzidos para
cada tratamento em relagdo as quantidades de ingredientes utilizadas no preparo €
apresentado na Tabela 4.7. As perdas ocorreram principalmente em funcdo do

aguecimento da base lactea e adeséo a superficie do recipiente.

Tabela 4.7 — Rendimento da base lactea nos tratamentos T1, T2 e T3.

Tratamento Rendimento (%)
T1 - Lactobacillus rhamnosus® 68,5
T2 - Lactobacillus mucosae? 48,5
T3 - Lactobacillus plantarum3 61,7

T Lactobacillus rhamnosus LR32 (DuPont). * Lactobacillus mucosae CNPC 007 (EMBRAPA). *
Lactobacillus plantarum CNPC 020 (EMBRAPA). Fonte: dados de pesquisa.
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4.4 Consideragdes finais

Os ensaios pilotos realizados chegaram a formulacdo de aparéncia mais
préxima das sobremesas lacteas comerciais.

A produgao da calda final para “topping” e incorporagao no produto alcangou
a consisténcia apropriada ao apresentar 40,5 g 100 g de sélidos soltveis.

Os testes para elaboracdo da sobremesa resultaram em um produto com
sabor marcante e caracteristico da jabuticaba aliado ao dulgor caracteristico de uma

sobremesa.
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CAPITULO 5

5 DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA, ANALISE
SENSORIAL E DE TEXTURA INSTRUMENTAL E VIABILIDADE PROBIOTICA
EM SOBREMESA LACTEA ADICIONADA DE INGREDIENTES DA CASCA DA
JABUTICABA

5.1 Introducéao

O entendimento de que a alimentacdo saudavel esta diretamente ligada a
saude, bem-estar e prevencdo de doencas tem levado ao aumento do consumo de
alimentos que satisfacam tais quesitos, além de custo acessivel e aspectos
sensoriais agradaveis (CORREA, 2006; MANTOVANI et al., 2014).

Dentre esses alimentos incluem-se 0s probidticos, contendo micro-
organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
um beneficio a saude no hospedeiro (HILL et al., 2014). A administracdo de forma
correta e regular pode garantir a prevencao de patologias, distlrbios do metabolismo
gastrointestinal, inibicAo da carcinogénese, regulacdo da microbiota intestinal e
imunomodulagédo (MANTOVANI et al., 2014; VASCONCELOS et al., 2013).

A busca por novas cepas potencialmente probiéticas é vista como importante
(DOS SANTOS et al., 2015); entretanto, as propriedades capazes de resultar em
beneficios a saude do consumidor sdo caracteristicas de cada cepa, e ndo podem
ser extrapoladas para micro-organismos do mesmo género ou da mesma espécie
(JANKOVIC et al. 2012). A descoberta de novas cepas nativas com potencial
probidtico traz a possibilidade de sua incorporacdo nas formulagdes, resultando em
produtos com menor custo e maior acesso por parte da populacdo e das pequenas
indastrias (VINDEROLA et al., 2008).

Os probidticos pertencentes ao género Lactobacillus estdo entre os mais
conhecidos (BALLUS et al. 2010; JANKOVIC et al. 2012) e estdo entre os mais
comumente encontrado nos produtos lacteos devido as caracteristicas favoraveis
para a multiplicacdo e sobrevivéncia desses micro-organismos (SAXELIN et al.,
2003). De modo semelhante, os alimentos lacteos sédo considerados o principal
veiculo para fornecimento de probidticos, dadas as caracteristicas do leite, sua
composicdo quimica, efeito tamponante e protetor. Existem ainda fatores que

influenciam a multiplicagdo dos micro-organismos probioticos e sua sobrevivéncia
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nos alimentos tais como acgucares, pH do meio, teor de gordura, concentracéo e tipo
de proteina (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008; VALENCIA, 2015).

Pesquisas tém mostrado que a adicdo de ingredientes fontes de compostos
fendlicos em produtos lacteos tem favorecido ainda mais a multiplicagdo desses
micro-organismos (HERVERT-HERNANDEZ et al., 2009; DOS SANTOS et al.,
2016); em estudo de Hervert-Hernandez et al. (2009) foi verificado que os fendlicos
presentes no extrato do bagaco de uva e suco podem estimular a multiplicacéo de
Lactobaccilus acidophilus CECT903.

Paralelamente, as culturas probidticas devem agregar a matriz alimentar
propriedades sensoriais adequadas, do mesmo modo que o produto precisa oferecer
condicbes para o desenvolvimento dos probioticos, conservando-os viaveis e
funcionais até a chegada no trato gastrintestinal, principalmente na porcao final
(SAAD, 2006; VASCONCELOS et al., 2013). As sobremesas lacteas tém mostrado
grande potencial de mercado, levadas pela tendéncia de consumo de produtos
saudaveis e funcionais, além do baixo teor de gordura e das caracteristicas
sensoriais agradaveis, tornando-as atraentes para todos os grupos etarios (BURITI;
BEDANI; SAAD, 2016).

Do mesmo modo, o reaproveitamento de residuos agroindustriais,
principalmente as cascas, tem se revelado uma nova tendéncia da industria de
alimentos. A jabuticaba € uma fruta nativa do Brasil, podendo ser consumida in
natura ou na forma de geleia e doces. As cascas dessa fruta, antes descartadas,
sdo ricas em nutrientes, compostos bioativos com atividade antioxidante e
pigmentos naturais, atendendo as necessidades de uma industria alimenticia que
busca ingredientes e alternativas inovadoras para um mercado de consumidores
cada vez mais conscientes e exigentes (SILVA, M., 2012; ZICKER, 2011).

A sobremesa lactea de jabuticaba contendo culturas nativas de lactobacilos
com potencial probidtico é proposta como um produto inovador, capaz de
proporcionar os beneficios dessas culturas, dos nutrientes do produto e dos
compostos bioativos com atividade antioxidante dos ingredientes da casca da
jabuticaba, que também pode agir sobre as culturas, aumentando a sua
sobrevivéncia durante a vida de prateleira, bem como atuar no organismo humano
prevenindo doencgas e promovendo a saude.

O objetivo deste estudo foi desenvolver uma sobremesa lactea adicionada de

geleia da casca de jabuticaba e caracterizar os atributos fisico-quimicos, sensoriais,
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de textura instrumental, além de verificar a viabilidade de culturas probiéticas nesse

produto.

5.2 Materiais e métodos

5.2.1 Obtencéo e processamento da jabuticaba

Os frutos maduros foram obtidos nas feiras da cidade de Campina Grande-PB
entre fevereiro e marco de 2015, periodo da safra de jabuticaba. Estes frutos foram
selecionados e colocados em agua potavel adicionada de agua sanitaria, de modo a
obter uma concentracdo final de 0,2 g de cloro ativo/L de agua (200 ppm), para
sanitizacdo durante 30 minutos. Posteriormente, os frutos foram lavados em agua
corrente. Foi realizada a separacdo manual da casca, polpa e sementes, 0s quais
foram embalados e congelados. As cascas foram utilizadas para o preparo do
extrato hidroalcodlico e da calda de jabuticaba para incorporacdo nas sobremesas,
conforme as descricbes que serdo apresentadas. Para o rendimento das cascas,
calculou-se a massa total das jabuticabas pela massa de cascas apdés o

despolpamento.

5.2.2 Obtencao do extrato aquoso da casca de jabuticaba

As cascas foram acidificadas com suco de limao na propor¢ao de 1:2:0,15
(casca: agua: suco de liméo), a fim de eliminar adstringéncia atribuida aos taninos.
Em seguida, ap6s serem escorridas, foram trituradas em liquidificador (90,5 g de
casca com 170 mL de &gua) e filtradas em rede de nylon (abertura de,
aproximadamente, 0,300 mm) para padronizagdo do tamanho das particulas. O
extrato aquoso obtido foi utilizado para triturar uma segunda quantidade de cascas
utilizando as mesmas propor¢cdes (170 g de filtrado para 90,5 g de cascas). O
processo foi repetido até que o extrato aquoso da casca de jabuticaba atingisse 2,5
g 100 g* de sodlidos soliveis. Sendo assim, apds a trituracdo, o extrato aquoso
obtido foi usado para producdo de calda, usada como topping e também para
incorporacdo a base lactea. Por sua vez, o residuo retido na rede de nylon foi
utilizado para a obtencdo do extrato hidroalcoodlico, também incorporado na base

lactea.
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5.2.3 Obtencdo do extrato hidroalcodlico da casca da jabuticaba

A producao do extrato alcodlico foi adaptada da metodologia descrita para o
aproveitamento do residuo da industria vitivinicola por Cruz (2013). Devido a grande
guantidade de residuo gerado na producdo do extrato aquoso e buscando retirar a
maior quantidade possivel de compostos bioativos, foi feita a hidratacdo do residuo
com agua destilada por uma hora, em temperatura ambiente, na proporcédo de duas
partes de residuo para 1 parte de agua. Em seguida foram distribuidos 10 g do
residuo hidratado em frascos de Erlenmeyer de 125 mL, os quais foram também
adicionados de 90 mL de alcool potavel (etanol extra neutro, Usina Giasa, Biosev)
hidratado até a concentracdo de 30% com pH ajustado a 4,0 com acido citrico. A
suspensao do residuo em etanol foi levada para o banho de ultrassom (50 rpm) por
2 horas, em temperatura de 50 °C. Apés este procedimento, a suspensao foi filtrada
em rede de nylon e levada para a secagem em estufa com circulagao de ar (50 °C)
para evaporacdo do etanol e concentracdo até atingir a quantidade final de 15 g. O
extrato hidroalcodlico foi utilizado visando o aumento da concentracdo de compostos

fenodlicos das sobremesas elaboradas.

5.2.4 Preparo da calda a partir do extrato aquoso da casca de jabuticaba para
incorporagcdo a base lactea e uso como cobertura (“topping”) das
sobremesas
Para a obtencdo de uma calda adequada, tanto para a incorporacdo a base

lactea, como para a cobertura de sobremesas, foi estabelecido em ensaios
preliminares que 0 extrato aquoso deveria ser enriquecido e concentrado até
alcancar ndo menos que 2,5 g 100 g™ de sélidos sollveis. A finalidade deste ensaio
foi obter uma cobertura (topping) fluida de consisténcia encorpada, semelhante as
caldas de caramelo e de frutas tradicionalmente empregadas como
acompanhamento de sobremesas lacteas.

O extrato aquoso (240 mL), obtido foi adicionado de agticar (27 g 100 g?) e
pectina (0,4 g 100 g™, previamente dissolvida em 37 g de agua), e aquecido até
obtencdo de uma calda contendo 40,5 g 100 g™ de sélidos soltveis. Esta calda foi
adicionada previamente nas embalagens e também incorporada na formulagéo das

sobremesas.
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5.2.5 Tratamentos avaliados

Foram avaliados trés tratamentos de sobremesa produzidas com calda e
extrato hidroalcodlico obtidos da casca de jabuticaba, sendo: T1 — adicionado de
cultura potencialmente probiética comercial de Lactobacillus rhamnosus LR32,
DuPont (formulacdo probidtica padrdo); T2 — produzida com a cultura nativa
potencialmente probidtica de Lactobacillus mucosae CNPC 007, EMBRAPA; e T3 —
produzida com a cultura nativa potencialmente probiética de Lactobacillus plantarum
CNPC 020, EMBRAPA.

5.2.6 Recuperacdo das culturas probioticas nativas Lactobacillus mucosae e

Lactobacillus plantarum para uso como pré-inéculo

As cepas nativas de L. mucosae CNPC 007 e L. plantarum CNPC 020 foram
fornecidas na forma liofilizada pela Embrapa Caprinos e Ovinos (Sobral — CE). Estas
cepas nativas foram previamente isoladas de leite de cabra e avaliadas quanto ao
potencial probiético (resisténcia as condi¢des do trato gastrintestinal, desconjuncéo
dos sais biliares, susceptibilidade a antibiéticos, multiplicacéo no leite, entre outros
testes) pelos pesquisadores daquela instituicdo.

Para uso no presente estudo, cada cultura nativa foi multiplicada,
separadamente, em 10 mL de caldo de Man Rogosa Sharpe (MRS), em tubos de
ensaio estéreis, a 36 °C por 24 horas. Finalizado este periodo, as culturas foram
agitadas em voértex, distribuidas em microtubos de 1,5 ml e levadas a centrifugacéo,
a fim de que se separasse a cultura sedimentada dos demais componentes. O
sobrenadante foi descartado e, para a recuperacdo das culturas, o precipitado foi
lavado com solucéo salina por trés vezes para completa retirada do material usado
para a liofilizagdo e do caldo MRS. As culturas contidas no microtubos (pré-indculo)
foram armazenadas sob refrigeracdo para serem ativadas em leite previamente a

adicdo as sobremesas.

5.2.7 Ativacao das culturas probidticas para uso como inoculo

O leite em p6 desnatado (Molico, Nestlé) utilizado para o preparo dos indculos
foi reconstituido, conforme as instrucbes do fabricante, distribuido em tubos de
ensaio estéreis, e tratado termicamente a 85 °C por 30 minutos. Cada tubo de
ensaio estéril foi adicionado de 11 mL de leite reconstituido para o tratamento

térmico e preparo dos inoculos, considerando 10 mL de inoculo a serem adicionados
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a base lactea e 1 mL para as analises microbioldégicas da viabilidade de
Lactobacillus do in6culo. ApGs o tratamento térmico do leite e resfriamento a 37 °C,
para o inéculo do tratamento T1, foram adicionados 0,22 g da comercial liofilizada de
Lactobacillus rhamnosus LR32. Para os inéculos dos tratamentos T2 e T3, foram
adicionadas as quantidades do pré-inéculo, preparado nos microtubos, das culturas
nativas, Lactobacillus mucosae CNPC 007 e Lactobacillus plantarum CNPC 020,

respectivamente.

5.2.8 Preparacédo da base da sobremesa lactea
Na preparacdo da base lactea da sobremesa foram utilizados amido de milho,
leite em po, acucar, agua, calda, pectina, extrato hidroalcodlico, acido latico e corante

carmim de cochonilha nas proporc¢des apresentadas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 - Propor¢cdes de ingredientes utilizadas no preparo da base lactea de

todos os tratamentos.

Ingredientes Proporcao
Leite em p6* (g 100 g™) 8,0
Sacarose? (g 100 g*) 6,78
Agua (g 100 g 78,8
Amido® (g 100 g} 2,1
Pectina* (g 100 g™ 0,9
Extrato hidroalcodlico (g 100 g™) 1,0
Corante carmim de cochonilha (g 100 g) 0,04
Acido latico® (g 100 g™) 0,58
Calda® (g 100 g™ 1,8
Total (g 100 g) 100

T eite em p6 desnatado Molico (Nestlé);  Aclcar comercial; > Amido de milho Maizena (Unilever); *

Pectina YF310 (DuPont); ® Acido latico alimenticio em solucdo a 85% (Purac Sinteses); ° Calda obtida
a partir do extrato aquoso da casca da jabuticaba contendo 40,5% de sélidos solUveis. Fonte: dados

da pesquisa.

As propor¢cbes de ingredientes foram testadas previamente por meio de
ensaios pilotos. As sobremesas de cada tratamento (T1, T2, T3) foram produzidas

em trés diferentes lotes (triplicatas independentes). Outros trés lotes de cada
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tratamento foram preparados exclusivamente para a andlise sensorial. Cada lote da
sobremesa foi produzido obtendo-se em média 2 kg. Foram considerados 3% (110
g) de perda para cada tratamento ao longo do processamento.

O amido foi previamente dissolvido em parte da 4gua por meio do agitador
magnético. A pectina foi solubilizada aos poucos no leite e adicionada aos demais
ingredientes. O acido latico foi adicionado a base antes de leva-la ao aquecimento.
O acucar foi acrescentado quando a temperatura da base lactea atingiu 65 °C
durante o aquecimento. A base lactea foi aquecida a 85 °C até o aumento da
consisténcia. Antes de desligar o aquecimento a calda foi incorporada a base lactea.
Durante o resfriamento, quando a temperatura da base lactea atingiu 40 °C, colocou-
se o corante carmim de cochonilha e o extrato hidroalcodlico. Por fim, ao atingir a
temperatura de 37 °C, foram adicionados os inéculos das culturas de Lactobacillus
de acordo com cada tratamento (L. rhamnosus, L. mucosae e L. plantarum em T1,
T2 e T3, respectivamente). As bases lacteas foram acondicionadas em embalagens
de polipropileno, com tampa, contendo a calda utilizada como acompanhamento e
cobertura (topping). Cada pote continha 85 g de base lactea e 15 g de calda. Para o
lote 4, correspondente a analise sensorial das sobremesas, foram utilizadas as
mesmas propor¢des correspondentes a um total de 35 g de amostra e, dessa forma,

cada pote continha em média 29,75 g de base lactea e 5,25 g de calda.

5.2.9 Tempos de amostragem

As sobremesas lacteas foram mantidas sob refrigeracdo a 4 + 1 °C e
analisadas apos 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento para obtencdo dos
parametros fisico-quimicos (pH e acidez), as analises microbiolégicas e de textura
instrumental. Para a andlise de composicdo centesimal das sobremesas lacteas,
foram utilizadas as amostras congeladas no primeiro dia de armazenamento. A
analise sensorial foi realizada apds 10, 14 e 21 dias de armazenamento das
amostras dos trés lotes preparados exclusivamente para esse fim, sendo utilizado

um lote de cada tratamento em cada tempo de amostragem.

5.2.10 Determinacao da composicdo centesimal
Para a composi¢cédo centesimal das sobremesas lacteas foram realizadas, em

triplicata, as determinacdes de:
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- umidade e solidos totais, a partir da secagem de 2 g de amostra em estufa
avacuo a 70 °C (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008);

- cinzas, determinada pela incineracdo de 2 g de amostra utilizando mufla a
550° até a total eliminacdo de matéria organica (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 2008);

- lipideos, pelo método de Folch et al. (1957);

- proteinas, pela analise de conteudo de nitrogénio pelo método de micro-
Kjeldahl, usando o fator de conversdao de 6,38, para leite e derivados
(AOAC INTERNATIONAL, 2003);

- carboidratos totais, calculado por diferenca para se obter 100% da
composicdo total (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE
UNITED NATIONS, 2003).

As mesmas determinagdes foram realizadas para obter a composicao

centesimal da casca jabuticaba com e sem polpa, bem como da calda utilizada na

fabricacdo das sobremesas.

5.2.11 Determinacfes de pH e acidez

Os dados de pH foram obtidos por meio do pHmetro (Modelo Tec5, Tecnal),
onde as determinagbes eram realizadas diretamente nos produtos. Os valores de
acidez titulavel foram determinados em duplicata, segundo as normas do Instituto
Adolfo Lutz (2008). Para este fim, foram retiradas aliquotas de 10 g de sobremesa
lactea, nas quais foram adicionados 50 mL de agua destilada e cinco gotas de
fenolftaleina. Apés homogeneizacéo, a titulagéo foi realizada com hidroxido de sodio

0,1 N. Os resultados de acidez titulavel foram expressos em g de acido latico 100 g
1

5.2.12 Determinacdes microbioldgicas

5.2.12.1 Andlises efetuadas em todos os lotes produzidos
Decorridos o tempo de armazenamento, por¢des de 25 g do produto foram
homogeneizadas com 225 g de solucéo salina a 0,85 g 100 mI* (em condicdes de

assepsia). Diluicbes subsequentes foram preparadas usando o mesmo diluente.
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Determinacdo de Lactobacillus sp.

Para a analise de Lactobacillus sp., aliquotas de 1 mL de cada diluicdo das
amostras foram transferidas para placas de Petri estéreis. Em seguida, foi
adicionado agar MRS (DE MAN; ROGOSA; SHARPE, 1960), fundido e resfriado a
cerca de 45 °C para semeadura em profundidade. Ap6s homogeneizacdo e

solidificacdo do agar, as placas foram incubadas a 37 °C por 72 horas.

Determinacdo de coliformes a 35 °C e a 45 °C

A andlise de coliformes a 35 °C foi feita por meio da inoculacdo de aliquotas
da amostra em caldo lactosado verde brilhante a 2 g 100 ml*, enquanto que a
analise de coliformes a 45 °C foi realizada pela inoculacdo de aliquotas do caldo
lactosado verde brilhante de resultado positivo para coliformes a 35 °C em caldo EC.
Nesta metodologia, a presenca de gas no tubo de Durhan e ou turbidez no meio
evidenciam a fermentacéo da lactose por micro-organismos do grupo dos coliformes.

Para estas andlises, utilizou-se 1mL das diluices seriadas 10, 10? e 10° em
trés séries de trés tubos contendo caldo lactosado verde brilhante a 2 g 100 ml™,
totalizando 9 tubos, sendo trés tubos para cada diluicdo. Os tubos foram incubados
em estufa a 35 °C por 24-48 horas e confirmados quanto a presenca de turbidez e
producéo de gas nos tubos de Durhan (minimo 1/10 do volume total do tubo de
Durhan). O numero de tubos positivos foi anotado em cada série de diluicdo e os
resultados apresentados conforme a tabela de tubos multiplos positivos.

Dos tubos positivos para coliformes a 35 °C, uma aliquota foi transferida, com
auxilio da alca de platina, para tubos contendo caldo EC que foram incubados em
estufa a 45 °C por 24-48 horas. A confirmacao da presenca de coliformes a 45 °C é
feita a partir da observacéo da turbidez no meio e/ou producgéo de gases nos tubos
de Durhan (minimo 1/10 do volume total do tubo de Durhan). O nimero de tubos
positivos foi anotado para cada série de diluicdo e os resultados apresentados

conforme a tabela de tubos multiplos positivos (BRASIL, 2003).

Determinacdo de bolores e leveduras

Para a analise de bolores e leveduras, aliquotas de 0,1 mL de cada diluicéo
das amostras foram transferidas para placas de Petri contendo agar batata

acidificado com &cido tartérico (1,5 ml de &cido tartarico 10 g 100 ml™ em 10 ml de
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agar) para semeadura em superficie, com auxilio da algca de Drigalski. Apés a
completa absorcdo da diluicAo das amostras, as placas foram incubadas a 25 °C
(temperatura ambiente), por 72 horas. O numero de colonias de cada placa foi

multiplicado por 10 UFC g™* para a apresentacéo do resultado final (BRASIL, 2003).

Determinacdo de Staphylococcus coaqulase positiva

Para a analise de Staphylococcus coagulase positiva, aliquotas de 0,1 mL de
cada diluicao das amostras foram transferidas para placas de Petri contendo agar
sal manitol para semeadura em superficie, com auxilio da alga de Drigalski. Apés a
completa absorcdo da diluicho das amostras, as placas foram incubadas em
temperatura de 36 + 1 °C por 48 horas. O numero de colbnias tipicas de
Staphylococcus coagulase positiva de cada placa foi multiplicado por 10 UFC g*
para a apresentacdo do resultado final. Colénias tipicas Staphylococcus coagulase
positiva apresentam coloragcdo amarela com zonas também amarelas ao redor,
enguanto que Staphylococcus coagulase negativa colonias rosadas ou vermelhas

sem alteragdo de cor no meio de cultura (HIMEDIA, 2015).
5.2.12.2 Andlises efetuadas para o lote da analise sensorial

Para o lote 4 referente a analise sensorial das sobremesas lacteas, além das
analises de contaminantes descritas acima, também foram realizadas as contagens

de Bacillus cereus e Salmonella sp.

Determinacao de Bacillus cereus

Para as andlises de Bacillus cereus foram utilizadas aliquotas de 25 g de
amostra em 225 mL de agua peptonada a 0,1 g 100 ml™, realizando-se diluicdes
decimais seriadas subsequentes. Com o auxilio da al¢a de Drigalski, foi distribuido
0,1 mL de cada diluicdo seriada na superficie do meio agar manitol gema de ovo
polimixina (MYP). As placas foram incubadas a 30 °C durante 24-48 horas. Col6nias
tipicas de Bacillus cereus foram analisadas através de testes bioquimicos e
morfoldgicos visando a confirmacdo da presenca do micro-organismo. Os valores

foram expressos em UFC g de amostra examinada (SILVA et al., 2007).
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Determinacdo de Salmonella sp.

Para a determinacdo qualitativa de Samonella sp. foram pesados 25 g de
amostra em 225 g de agua peptonada, em condicOes de assepsia. Em seguida, foi
realizado o enriguecimento por meio da incubagdo a 35 °C por 24 horas. Em
seguida, com auxilio de uma alca de platina foram retiradas alcadas da amostra e
realizadas estrias no meio de cultura diferencial para Salmonella RajHans. Col6énias
tipicas de Salmonella sp. produzem acido a partir do propileno glicol presente no
meio de cultura. Na presenca do acido, o indicador BC também presente no meio
muda de cor, e as col6nias tipicas de Salmonella sp. sé@o visualizadas em coloracéo
rosa (maioria das espécies) a vermelha (S. typhimurium e S. enteritidis) (HIMEDIA,
2011).

5.2.13 Anédlise de textura instrumental

O perfil de textura das sobremesas T1, T2 e T3 foi determinado através de
teste de dupla compressdo de amostras em duplicata com peso constante (100 g),
contidas nas embalagens plasticas utilizando cilindro de aluminio de 36 mm de
diametro, em analisador de textura TA.XTplus (Stable Micro Systems). Os dados
foram coletados e analisados através do programa “Exponent Version 6.1.4.0”
(Stable Micro Systems). Foram analisados os atributos firmeza, coesividade,
adesividade e elasticidade. Foram empregados os seguintes parametros distancia e
velocidade de compressdo de 10 mm e 1mm s, respectivamente, bem como

distancia de retorno de 30 mm.

5.2.14 Avaliacéo Sensorial

A anélise sensorial do presente projeto foi aprovada pelo Comité de Etica da
UEPB (Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo FEtica - CAAE
43591315.2.0000.5187). As sobremesas lacteas de jabuticaba foram submetidas a
analise sensorial, onde foram investigados os atributos sabor, consisténcia,
aparéncia, cor e aceitacao global, usando a escala hedonica hibrida de 11 pontos
variando de 10 (“gostei muitissimo”) a 0 (“desgostei muitissimo”) (VILLANUEVA; DA
SILVA, 2009). A avaliagdo foi feita por trinta e oito pessoas em cada sesséo,
previamente selecionadas quanto ao interesse e habito de consumo de produtos
lacteos adicionado de frutas. Este publico foi composto, principalmente, por

estudantes, funcionarios e professores. Conforme descrito anteriormente, para a
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realizacdo da analise sensorial, as sobremesas foram previamente analisadas no
primeiro dia de armazenamento quanto aos parametros microbiolégicos sanitarios
coliformes a 35 °C, coliformes a 45 °C, Staphylococcus coagulase positiva, bolores e
leveduras, além da pesquisa de Salmonella sp. e de Bacillus cereus, de modo a
garantir a seguranca dos provadores. O CAAE e a ficha do teste de aceitabilidade

utilizado para as analises encontram-se nos Anexos.

5.2.15 Analise Estatistica

Os trés lotes foram produzidos em triplicata para cada tratamento. Por meio
do programa Statistica 8.0 (Statsoft), os resultados das analises foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey, com
nivel de 5% de significAncia. Previamente a ANOVA, os dados foram checados para
homogeneidade de variancia usando o teste de Bartlett. Quando essa premissa n&o

foi verificada, os testes ndo paramétricos equivalentes foram realizados.
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5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Determinacdo da composicao centesimal
Na Tabela 5.2 € apresentada a composicdo centesimal da casca de
jabuticaba, com e sem polpa, e da calda utilizada para a incorporacdo nas

sobremesas e cobertura.

Tabela 5.2 - Teores médios de umidade, sélidos totais, cinzas, lipidios, proteinas e
carboidratos totais para as fragdes casca e polpa, casca sem polpa e calda —

amostra seca e amostra imida.

Amostras
Parametro C;slcpaae Casca Calda
Umidade (g 100 g%) 75,17 74,5 55,61
Solidos totais (g 100 g™) 24,83 25,50 44,39
Cinzas AU (g 100 g™ 1,22 0,47 0,73
Cinzas AS (g 100 g™ 4,93 1,83 1,64
Lipidios AU (g 100 g™ 0,94 1,57 1,1
Lipidios AS (g 100 g™ 3,79 6,16 2,48
Proteinas AU (g 100 g%) 1,66 0,47 2,65
Proteinas AS (g 100 g™ 6,69 1,84 5,98
Carboidratos totais AU (g 100 g%) 21,01 22,99 39,91
Carboidratos totais AS (g 100 g*) 84,60 90,17 89,91

Fonte: Dados da pesquisa
AU = amostra Umida. AS = amostra seca.

Nota-se que os teores de umidade, solidos e carboidratos totais da casca com
polpa e sem polpa sdo muito semelhantes; o teor de cinzas e proteinas da casca é
menor, j& o teor lipidico da casca sem polpa € maior. No preparo da calda ha maior
concentracdo do teor de proteinas da casca, certamente liberados no extrato
aquoso. O teor lipidico também mostrou ser pouco mais concentrado em relacao a
casca, porém ndo chega a ser igual a proteina, provavelmente devido a pouca
solubilizacdo no extrato aquoso; o lipidio transferido para a calda provavelmente

ainda estaria aderido a matriz dos pequenos fragmentos de casca.



57

Lima et al. (2008) realizaram a caracterizagdo quimica de duas variedades,
Paulista e Sabard de jabuticaba e suas fracBes, mostrando que os teores de
proteina bruta (cascas: 1,10 g 100 g e 1,16 g 100 g™*; polpa: 0,44 g 100 g* e 0,47 g
100 g*; fruto inteiro: 0,88 g 100 g* e 0,92 g 100 g* para Paulista e Sabara,
respectivamente) e lipideos (cascas: 0,68 g 100 g* e 0,57 g 100 g™*; polpa: 0,21 g
100 g* e 0,06 g 100 g™; fruto inteiro: 0,44 g 100 g™ e 0,42 g 100 g™ para Paulista e
Sabarda, respectivamente) foram baixos. Naquele estudo, os teores de cinzas nao
variaram entre as fracdes, com excecao das cascas da variedade Sabara, que
apresentaram maiores teores (4,39 g 100 g). Ao observar a Tabela 5.2, nota-se que
o valor de proteina das cascas do presente estudo foi superior aqueles encontrados
para as duas variedades estudadas pelos outros autores.

As fracOes da casca, polpa e suco de jabuticaba (Myrciaria cauliflora Berg) da
variedade Sabara foram caracterizadas por Moreno (2010). Os teores de cinzas
(2,53 g 100 g* e 4,44 g 100 g* para polpa e casca, respectivamente) foram
ligeiramente maiores que o0s encontrados neste estudo para as fracbes casca e
polpa e apenas casca, enquanto que os teores de umidade daqueles autores (84 g
100 g*, 88,9 g 100 g* e 83 g 100 g™, para polpa, suco e casca, respectivamente)
foram compativeis com outros estudos, embora mais elevados que o verificado
neste trabalho para as fracGes casca e polpa e apenas casca. Ainda no estudo de
Moreno (2010), a polpa destacou-se pela quantidade de fibras, principalmente
soltveis. Naquele estudo, a acidez titulavel foi de 0,94 g de &cido citrico 100 g™ de
polpa e o pH foi de 3,7 tanto na polpa fresca e como no suco. Os autores ainda
verificaram que a casca da jabuticaba mostrou quantidade expressiva de
antocianinas; no suco houve presenca de outros fendlicos, o que justificaria seu alto
poder antioxidante.

Os resultados da composicéo centesimal das sobremesas sé&o apresentados
na Tabela 5.3.
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Tabela 5.3 - Teores médios de umidade, sélidos totais, cinzas, lipidios, proteinas e carboidratos totais para as sobremesas T1, T2

e T3 (amostra seca e amostra Umida) apds um dia de armazenamento sob refrigeracéo a 4 °C.

T1 - L. rhamnosus LR32

T2 - L. mucosae CNPC 007

T3 - L. plantarum CNPC 020

Parametros Média Desvio Padrao Média Desvio Padrao Média Desvio Padrédo
Umidade (g 100 g% 75,33B 0,29 71,65A 0,25 72,34A 0,28
Sélidos Totais (g 100 g% 24,67A 0,29 28,35B 0,26 27,66B 0,28
Cinzas AU (g 100 g™) 0,828A 0,067 0,892B 0,096 0,916B 0,14
Cinzas AS (g 100 g% 3,36B 0,29 3,15A 0,33 3,31B 0,50
Lipidios AU (g 100 g% 0,460A 0,007 0,415A 0,009 0,507B 0,007
Lipidios AS (g 100 g™) 1,86B 0,032 1,46A 0,037 1,83B 0,027
Protefnas AU (g 100 g} 3,09A 0,26 3,24B 0,08 3,21B 0,10
Proteinas AS (g 100 g™) 12,54B 0,25 11,43A 0,24 11,60A 0,28
Carboidratos totais AU (g 100 g'l) 20,28 A 0,33 23,80B 0,20 23,03B 0,28
Carboidratos totais AS (g 100 g) 82,24 A 0,50 83,96B 0,37 83,26B 0,56

Fonte: Dados da pesquisa

Valores médios de triplicata para cada tratamento com desvio padréo.

AU = amostra Umida. AS = amostra seca.

A, B na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) para os diferentes tratamentos.
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O teor de umidade do tratamento T1 (L. rhamnosus LR32) foi
significativamente maior (p < 0,05) comparado aos tratamentos T2 e T3, embora 0s
ingredientes e o0 processo de producdo tenham sido os mesmos. A etapa de
cozimento, na qual pode haver variacdo na perda de agua, pode ter sido uma
influéncia para o resultado obtido. Tal variagcdo provavelmente resultou nas
diferencas significativas (p < 0,05) observadas entre as amostras em relacdo aos
teores dos demais componentes (solidos totais, cinzas, lipideos, proteinas e
carboidratos totais) das sobremesas nos tratamentos T1, T2 e T3. Os valores de
lipidios encontrados para os trés tratamentos foram baixos e classificam o produto
como “de baixo teor de gorduras totais” ja que o limite estabelecido segundo a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2012) é de 3 g de gorduras totais na
porcdo de referéncia do produto, sendo 120 g para sobremesas lacteas (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003). Dessa forma, a alegacdo de
sobremesa com quantidade reduzida de gorduras pode ser considerada um atrativo
maior para aqueles individuos que ja consomem produtos com propriedades
probidticas.

Comparando-se a composicdo destes produtos com o obtido para a
jabuticaba (Tabela 5.2), o teor de umidade da casca e da casca com polpa foram
proximos aos valores encontrados na sobremesa lactea. As cinzas na amostra
Umida da casca e calda mostraram-se inferiores aos teores dos produtos. Os
lipideos das sobremesas foram menores que aqueles presentes nas fracdes
analisadas; para as proteinas e carboidratos das sobremesas foram revelados

maiores teores, comparados as fracdes do fruto.

5.3.2 Pardmetros fisico-quimicos nas sobremesas lacteas e viabilidade dos micro-
organismos potencialmente probiéticos
Os resultados dos valores de pH e acidez titulavel, bem como da viabilidade
de Lactobacillus sp., ao longo do armazenamento das sobremesas dos tratamentos

T1 a T3 séo apresentados na Tabela 5.4.
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Tabela 5.4 — Valores de pH e acidez e viabilidade de Lactobacillus sp. nas sobremesas dos tratamentos T1 a T3 ao longo do

armazenamento.
T1 T2 T3
Parametro Te_mpo (L. rhamnosus LR32) (L. mucosae CNPC 007) (L. plantarum CNPC 020)
(dias) Média Desvio Padréo Média Desvio Padréo Média Desvio Padrdo
1 5,26Aa 0,04 6,53Aa 0,32 5,30Aa 0,16
7 5,21Aa 0,04 5,43Aa 0,04 5,44Aa 0,05
PH 14 5,22Aa 0,03 5,36Aa 0,19 5,32Aa 0,09
21 5,36Aa 0,09 5,23Aa 0,08 5,38Aa 0,12
1 0,50Aa 0,06 0,52Aa 0,02 0,49Ab 0,05
Acidez titulavel 7 0,51Aa 0,05 0,48Aab 0,03 0,49Ab 0,02
(g &cido latico 100 g 14 0,48Aa 0,05 0,47Ab 0,01 0,50Ab 0,04
21 0,49Ba 0,05 0,47ABb 0,01 0,42Aa 0,05
1 6,89ABa 0,83 6,79Ba 0,20 6,42Aa 0,19
Lactobacillus sp. 7 6,38Aa 0,16 6,64Ba 0,20 6,48ABa 0,07
(log UFC g) 14 6,39Aa 0,15 6,68Ba 0,13 6,42Aa 0,08
21 6,34Aa 0,08 6,59Ba 0,16 6,34Aa 0,19

Fonte: Dados de pesquisa.
A, B na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) para os diferentes tratamentos no mesmo tempo.

a, b na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) para o tempo no mesmo tratamento.
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Considerando a viabilidade dos micro-organismos e os parametros fisico-
guimicos ao longo do armazenamento, houve uma tendéncia ao aumento de pH e
diminuicdo da acidez, bem como a diminuicdo da viabilidade de L. rhamnosus, L.
mucosae e L. plantarum, com excec¢ao do tratamento T2 (L. mucosae) que, diferente
de T1 e T3, mostrou reducéo de pH, apesar de n&o significativa (p > 0,05). Por outro
lado, houve diminuicdo significativa da acidez (p < 0,05) no tratamento T2 entre o
primeiro e o décimo quarto dia e no tratamento T3 entre o décimo quarto e vigésimo
primeiro dia. Entre os tratamentos, foi verificada diferenca significativa entre os
tratamentos T1 e T3 no vigésimo primeiro dia quanto a acidez titulavel (p < 0,05),
sendo que a acidez foi mais elevada em T1l e menor em T3 no final do
armazenamento. As pequenas variacdes de pH e acidez durante o armazenamento,
interferiram pouco na viabilidade das espécies testadas.

A viabilidade média de Lactobacillus sp., considerando os trés lotes
produzidos, foi superior a 6 log UFC g™ para os trés tratamentos. Os valores médios
mais elevados foram verificados no inicio do armazenamento para os tratamentos
Tl e T2, com as culturas de L. rhamnosus LR32 e L. mucosae CNPCO007,
respectivamente. A partir do sétimo dia de armazenamento, o tratamento T2
apresentou os maiores valores de Lactobacillus sp. Dessa forma, o tratamento T2
diferiu significativamente de T3 ao longo de todo o armazenamento, exceto no
sétimo dia, também diferindo de também de T1 a partir do sétimo dia de
armazenamento (p < 0,05).

Durante o periodo de armazenamento houve uma tendéncia a diminui¢cdo das
populacdes de Lactobacillus sp., porém essa reducdo ndo foi significativa ao longo
do tempo para nenhum dos tratamentos (p < 0,05).

A viabilidade média da cultura no in6culo também serviu de referéncia para as
populagdes de Lactobacillus sp. nos produtos nos dias subsequentes. Os resultados
da viabilidade de Lactobacillus sp. obtidos para o in6culo dos tratamentos T1 a T3

sdo apresentados na Tabela 5.5.
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Tabela 5.5 - Viabilidade de Lactobacillus sp. (log UFC ml™) no indculo. Valores
médios e desvio-padrdo e respectiva variagcdo (valores minimos e maximos

observados) para cada tratamento.

Tratamentos Média Desv~|o Variagao
Padréo

T1 (L. rhamnosus LR32) 10,91B 0,69 9,34 - 11,40

T2 (L. mucosae CNPC 007) 9,11A 0,13 8,99 - 9,34

T3 (L. plantarum CNPC 020) 9,15A 0,22 8,96 - 9,78

A, B na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) para os diferentes tratamentos.
Fonte: Dados de pesquisa.

Verificou-se que a viabilidade das culturas nativas nos inoculos dos
tratamentos T2 (L. mucosae) e T3 (L. plantarum) foram menores e diferiram
significativamente (p < 0,05) comparada a cultura probidtica comercial L. rhamnosus
no tratamento T1. Por outro lado, os valores de Lactobacillus sp. observados para
todos os tratamentos no primeiro dia de armazenamento refletiram uma reducéo de
viabilidade em relacéo as populacdes encontradas no inodculo. Considerando que a
populacéo de Lactobacillus sp. do inéculo foi da ordem de 9 a 11 log UFC ml * (10° —
10 UFC/ml) e que 10 ml do inéculo foram utilizados na produgéo de cerca de 2 kg
de formulagdo de cada tratamento, eram esperados que 2 kg de cada produto
contivesse 10 a 12 log UFC (10'° — 10* UFC/ml) o que equivaleria a uma viabilidade
préxima de 5 x 10® UFC/ml (8,7 log) UFC g™ de Lactobacillus sp. no produto final do

tratamento T1 e superior a 5 x 10° (6,7 log) UFC g *

em T2 e T3. Apenas 0
tratamento T2 alcancou viabilidade de Lactobacillus sp. proxima do esperado no
primeiro dia de armazenamento.

Tanto durante a producdo, como durante o armazenamento, a perda da
viabilidade de Lactobacillus sp. estaria relacionada a ambientacédo das culturas aos
componentes e pH da formulacdo e as condicbes de armazenamento, como a
temperatura, o que resultaria em uma selecdo de micro-organismos mais resistentes
e viaveis. Os lotes diferentes também podem apresentar variagdes em funcao das
perdas de producdo, ja que devem ser considerados fatores como nutrientes
presentes nas formulacdes e rendimento.

Apesar da perda da viabilidade de Lactobacillus sp. durante o processamento,
a viabilidade no produto final (primeiro dia) permaneceu acima do recomendado para

populacdes de micro-organismos em produtos com alegacbes probiodticas. A
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by

incubacdo das culturas em leite antes da adicdo a sobremesa, portanto,
proporcionou desenvolvimento adequado para as espécies nativas analisadas. Do
mesmo modo, as populacdes das trés espécies avaliadas estiveram dentro dos
parametros considerados para micro-organismos probioticos em alimentos. De modo
geral, tem sido estabelecido que um alimento pode ser considerado probiético se
contiver uma populacdo de 10° a 10® UFC g ou mI* de produto final ou o consumo
diario de 10® a 10° UFC, considerando a porcdo de produto normalmente ingerida em
cada ocasido de consumo (MARTINEZ et al., 2015). No caso especifico de
sobremesas lacteas, segundo os padrées adotados no Brasil, considera-se 120 g o
tamanho de referéncia da porcdo de cada ocasido de consumo (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003). Ressalta-se que previamente a
adicdo de micro-organismos com tais alegacdes, estudos cientificos e clinicos
devem ser realizados para a garantia da viabilidade no produto e eficacia no
organismo (HILL et al., 2014). Assim, a dose minima diaria deve ser 6 a 7 log UFC g
! ou mI* para obter os beneficios atribuidos aos micro-organismos com eficacia
comprovada.

As populagbes médias das culturas nativas apresentaram viabilidade
comparéavel (L. plantarum CNPC 020) ou superior (L. mucosae CNPC 007) a cultura
comercial (L. rhamnosus LR32) mostrando que essas culturas sdo adequadas para
serem incorporadas em alimentos.

A sobremesa lactea com ingredientes da casca de jabuticaba mostrou ser um
veiculo adequado para adi¢do das culturas probioticas testadas ao se comparar as
guantidades de micro-organismos probiéticos com aqueles recomendados pela
literatura, apesar da menor viabilidade observada quando comparada a outros
produtos.

Em estudo realizado por Silva et al. (2012) foi verificada a viabilidade de
Lactobacillus casei na producédo de um flan de chocolate apés 1 e 15 dias, no qual a
populacédo de L. casei foi maior que 10° UFC/g durante a vida de prateleira do
produto. Em trabalho realizado por Heenan et al. (2004), com sobremesa gelada
vegetariana nao fermentada, foi observado que durante seis meses, as culturas
incorporadas a formulacdo - Lactobacillus paracasei subsp. paracasei,
Bifidobacterium lactis e L. rhamnosus - sobreviveram ao armazenamento com

populacdes iguais ou acima de 10" UFC g™.
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Rosa et al. (2016) estudou a viabilidade de L. acidophilus em sobremesa
lactea de chocolate e acdo sobre patdégenos mostrando que as populacdes no
primeiro e vigésimo oitavo dias variaram de 8,25 a 8,7 UFC 25 g™. Costa (2014)
desenvolveu um sorvete simbidtico de acai e estudou, entre outras caracteristicas, a
viabilidade de L. rhamnosus GG ao longo de seu armazenamento a -18° por até 112
dias. Naquele estudo, as populacdes do micro-organismo se mantiveram estaveis e
entre 8 e 9 log UFC/g para todas as formulacdes, durante todo periodo de
armazenamento. Os resultados daqueles autores corroboraram com estudo
realizado por Paula (2012) que verificou a viabilidade de cepas potencialmente
probidticas de L. rhamnosus e L. paracasei em sorvetes com leite de cabra e polpa
de caja. Neste ultimo estudo, todas as formulacbes apresentaram populacdes
médias de Lactobacillus spp. acima de 8 log UFC g™ e estaveis durante 84 dias de
armazenamento a -18°C, apesar dos valores de pH dos sorvetes serem inferiores a
4,5.

5.3.3 Indicadores microbioldgicos sanitarios nas sobremesas

As sobremesas lacteas probidticas foram submetidas as analises de
gualidade sanitaria para coliformes a 35 °C, Staphylococcus coagulase positiva,
bolores e leveduras.

A Tabela 5.6 exibe os resultados para os trés lotes de sobremesa dos
tratamentos T1 a T3 ao longo do armazenamento refrigerado.



Tabela 5.6 - Analise microbiolégica de contaminantes para as sobremesas lacteas

probidticas (tratamentos T1 a T3).

Tempo

Variacao (valores minimos — maximos)

Parametro di T1 T2 T3
(dias) (. rhamnosus (L. mucosae (L. plantarum
LR32) CNPC 007) CNPC 020)
1 <3 <3 <3
Coliformes a 35 °C 7 n.d. n.d. n.d.
(NMP g™)
14 n.d. n.d. n.d.
21 n.d. n.d. n.d.
1 <100 - <1000 <100 - <1000 <100 - <1000
Staphylococcus 7 <100 - <1000 100 - <1000 <100 - <1000
coagulase positiva
(UFC g™ 14 <100 - <1000 <100 - 1000 <100 - <1000
21 100 - <1000 <100 - <1000 <100 - <1000
1 <100 - <1000 <100 - <1000 <100 - <1000
Bolores e leveduras 7 <100 - <1000 <100 - 2000 <100 - <1000
-1
(UFCg™) 14 <100-<1000  <100- 1000 <100 - <1000
21 <100 - 1000 <100 - <1000 <100 - <1000

Fonte: Dados de pesquisa.
NMP = namero mais provavel; n.d. = ndo determinado (as analises de coliformes a 35°C ndo foram

efetuadas a partir do sétimo dia de armazenamento por terem sido inferiores a 3 NMP ml™ no primeiro
dia).

Todos os tratamentos analisados apresentaram, nos trés lotes produzidos,
resultados de coliformes a 35 °C inferiores a 3 NMP g*. Dessa forma, ndo foram
detectados coliformes a 45 °C em nenhuma das amostras analisadas. Para
Staphylococcus coagulase positiva, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(2001) estabelece que a populagdo desse micro-organismo em sobremesas lacteas
pasteurizadas refrigeradas ndo deve ultrapassar 5 x 10° UFC g*. Esse limite foi
atendido para Staphylococcus coagulase positiva, exceto em uma amostra de um
dos lotes do tratamento T2 aos 14 dias que apresentou 10° UFC g™. A faixa de pH
igual ou inferior a 6,0 das sobremesas néo foi suficiente para impedir a multiplicacéo
desse contaminante, ja que foram observadas populaces de 10% a 10° UFC g™ em
algumas amostras dos tratamentos T1 e T2 durante o periodo de armazenamento
de 21 dias.
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A legislacdo brasileira ndo estabelece limites de bolores e leveduras em
sobremesas lacteas. No entanto, este parametro foi avaliado devido as condicfes
ambientais que podem favorecer a presenca desses micro-organismos nos
produtos. No presente estudo, populacdes de bolores e leveduras iguais ou
superiores a 10° foram observadas apenas nas amostras do tratamento T1 aos 21
dias e do tratamento T2 aos 7 e 14 dias. Buriti; Castro e Saad (2010), em um estudo
sobre o perfil de textura e caracteristicas sensoriais de mousses de goiaba contendo
a cepa probidtica L. acidophilus La-5 e a fibra prebidtica oligofrutose, verificaram a
presenca de bolores e leveduras em algumas amostras, porém nao superior a 5 x
10? UFC g, ao longo de 21 dias de armazenamento. Naquele estudo, os resultados
de coliformes a 35 °C e Staphylococcus coagulase positiva estavam dentro dos
limites estabelecidos pela legislacao brasileira.

Em cada periodo de amostragem dos trés tratamentos do lote destinado a
avaliacdo sensorial, as analises de coliformes a 35 °C, Staphylococcus coagulase
positiva, Salmonella sp. e Bacillus cereus indicaram resultados inferiores ao limite de
deteccdo dos métodos utilizados para a pesquisa de cada micro-organismo e, dessa

forma, as amostras estavam seguras para serem servidas aos provadores.

5.3.4 Analise de textura instrumental

Segundo Szczesniak (2002) a textura € a manifestacdo sensorial e funcional
das propriedades estruturais, mecéanicas e de superficie dos alimentos detectadas
através dos sentidos da visdo, audigéo e tato.

Os testes de analise instrumental baseiam-se, geralmente na forca de
compressado, simulando a mastigacdo entre os molares. A amostra € submetida a
duas corridas ou “mordidas”, simulando a mastigagdo. Quando o pistdo deforma a
amostra, 0 movimento do suporte é detectado e uma curva de for¢ca-compresséo €
tracada. A partir dessa curva, obtém-se os parametros priméarios - dureza,
coesividade, adesividade, elasticidade e secundarios - fraturabilidade,
mastigabilidade e gomosidade, que compde as caracteristicas mecanicas dos
alimentos (BURITI, 2005), como as sobremesas lacteas.

A dureza ou firmeza é a forgca necessaria para realizar uma determinada
deformagédo, podendo ser definida também como a for¢a requerida para comprimir a

sobremesa entre os dentes molares ou entre a lingua e o palato (ponto de
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deformacgéo ou penetracao) (BURITI, 2005). Na Tabela 5.7 sdo apresentados o0s

dados de firmeza obtidos para as sobremesas ao longo do armazenamento.

Tabela 5.7 - Valores médios de firmeza (N) para os trés tratamentos ao longo do

tempo de armazenamento.

Trata- Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21

mento Média DP Média DP Média DP Média DP
T1 1,39Aa 0,27 155Aab 0,30 2,05Ac 0,37 1,98Abc 0,58
T2 1,77ABa 0,49 2,03ABab 0,41 2,64ABc 0,56 2,48ABbc 0,42
T3 2,12Ba 0,74 249Bab 0,556 3,19Bc 0,71 2,64Bbc 0,92

Fonte: Dados de pesquisa.

A, B na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) para os diferentes tratamentos.

a,b na mesma na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) ao longo dos dias de
armazenamento.

DP = Desvio-padrao. Tratamento T1 = sobremesa adicionada de L. rhamnosus LR32; Tratamento T2
= sobremesa adicionada de L. mucosae CNPC 007; Tratamento T3 = sobremesa adicionada de L.
plantarum CNPC 020.

Foi observado que, nos trés tratamentos, os valores de firmeza aumentaram
durante o tempo de armazenamento, tendo seu valor mais alto no décimo quarto dia,
o qual diferiu significativamente do dia 1 (p < 0,05), notando-se também uma
diminuicdo, ainda que pequena, ndo significativa, no vigésimo primeiro dia (p >
0,05). A sobremesa T1, adicionada de L. rhamnosus LR32 apresentou oS menores
valores de firmeza, enquanto que a sobremesa T3 com L. plantarum CNPC 020
mostrou-se mais firme durante o periodo de analise, diferindo significativamente de
T1 (p <0,05).

Em estudo realizado por Corréa (2006) também foi verificado o aumento da
firmeza ao longo do armazenamento para amostras de manjar de coco probiético,
caracteristica atribuida a retrogradacéao do amido assim como ao acucar e gordura
presentes. Nas sobremesas lacteas, o aumento de firmeza pode ser atribuido ao
acucar, proteinas do leite, pectina e retrogradacdo do amido. A retrogradagcdo € um
processo que ocorre ap0s o armazenamento e resfriamento do amido gelatinizado,
no qual as interacbes das moléculas do polissacarideo com a agua do gel vao
perdendo energia, fortalecendo as ligacoes de hidrogénio entre as hidroxilas das
unidades glicosidicas. Dessa forma, as cadeias do amido se reassociam em um

estado mais ordenado, formando areas cristalinas (LOBO; SILVA, 2003).



68

O aumento da firmeza da-se também pela retencdo de agua pela matriz ou
desidratacdo do produto, ocasionando a sinérese (dessora), com elevacao da rigidez
da estrutura pelo aumento do teor de solidos. Para a sobremesa, foi observada
perda de 4gua (sinérese).

A adesividade € o trabalho necessério para superar as forcas atrativas entre a
superficie do alimento e outras superficies em que o alimento entra em contato, ou
ainda, a forca requerida para remover o alimento que aderiu ao céu da boca,
geralmente o palato, mas também labios e dentes durante a mastigagéo (BURITI,
2005). Na Tabela 5.8 séo apresentados os dados de adesividade (em modulo) das

sobremesas ao longo do armazenamento.

Tabela 5.8 - Valores médios de adesividade (N s) para os trés tratamentos ao longo

do tempo de armazenamento.

Trata- Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21
mento  Média DP Média DP Média DP Média DP

Tl 0,84Ab 0,18 0,60Aa 0,24 0,59Aa 0,11 0,63Aab 0,24
T2 0,86Ab 0,26 0,79Aab 0,35 0,59Aa 0,14 1,05Bb 0,52
T3 1,78Aa 1,10 1,88Ba 1,12 0,73Aa 0,57 1,24ABa 1,67

Fonte: Dados de pesquisa.

A, B na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) para diferentes tratamentos.

a,b na mesma na mesma linha indicam diferencas significativas ao longo do armazenamento.

DP = Desvio-padrdo. Tratamento T1 = sobremesa adicionada de L. rhamnosus LR32; Tratamento
T2= sobremesa adicionada de L. mucosae CNPC 007; Tratamento T3 = sobremesa adicionada de L.
plantarum CNPC 020.

Pode-se verificar uma tendéncia a reducdo da adesividade ao longo do
armazenamento para todos os tratamentos. Houve reducdo significativa da
adesividade no dia 14 quando comparada ao dia 1 para os tratamentos Tl e T2 (p <
0,05), com aumento ndo significativo para T1 (p > 0,05) e significativo para T2 no dia
21 comparado ao dia 14 (p > 0,05). O tratamento T3 apresentou maior adesividade
durante o armazenamento, diferindo significativamente de T1 no sétimo dia e de T2
no vigésimo primeiro dia.

A diminuicdo da adesividade ao longo da vida de prateleira pode estar
associada a maior possibilidade de quebra da estrutura das sobremesas e a
diminuicdo do pH ante a incorporacdo das bactérias laticas como mostra o estudo
realizado por Corréa (2006). Naquele estudo, também foi observada grande



69

variabilidade de valores da adesividade e, dos quatro tratamentos estudados pela
autora, dois apresentaram efetiva reducao da adesividade ao longo do tempo.

A coesividade é a medida da deformacédo do material antes de se romper ao
ser comprimido entre os dentes (SZCZESNIAK, 2002). Os dados de coesividade
para as sobremesas lacteas analisadas sao apresentados na Tabela 5.9.

Tabela 5.9 - Valores médios de coesividade para os trés tratamentos ao longo do
tempo de armazenamento.

Trata- Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21

mento  Média DP Média DP Média DP Média DP

T1 0,59Ab 0,07 0,52Ab 0,02 0,49Aa 0,03 0,52Aab 0,02

T2 0,65Ab 0,04 0,59Ab 0,14 0,47Aa 0,05 0,49Aa 0,01

T3 0,58Ab 0,07 0,51Ab 0,05 0,44Aa 0,07 0,52Ac 0,05

Fonte: Dados de pesquisa.

A, B na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) para diferentes tratamentos.

a,b na mesma na mesma linha indicam diferencas significativas ao longo do armazenamento.

DP = Desvio-Padrédo. Tratamento T1 = sobremesa adicionada de L. rhamnosus LR32; Tratamento
T2= sobremesa adicionada de L. mucosae CNPC 007; Tratamento T3 = sobremesa adicionada de L.
plantarum CNPC 020.

Os valores de coesividade ndo apresentaram diferencas significativas entre
os trés tratamentos durante o tempo de armazenamento (p > 0,05). Por outro lado,
houve uma tendéncia a diminuicdo da coesividade dos tratamentos durante o
armazenamento, com uma maior e significativa reducao no décimo quarto dia (p <
0,05), seguida de um pequeno aumento para todos o0s tratamentos, porém
significativo (p < 0,05) para T3. A adicdo de acucar permite que a sobremesa sofra
menos deformacdes, mantendo a estabilidade durante o tempo de armazenamento.
A diminuicdo da coesividade durante o armazenamento, ainda que pequena, pode
estar relacionada a perda de atracdo intermolecular entre os ingredientes,
ocasionando a dessora (CORREA, 2006).

Embora a pectina tenha como propriedade melhorar a textura do produto e
evitar a dessora (sinérese) em alimentos gelificados a base de leite contendo ou ndo
amido, sua presenca néo foi suficiente para impedir tal evento.

Produtos com alta coesividade apresentam valores proximos a 1. A
sobremesa apresentou a partir do décimo quarto dia valores de coesividade

menores que 0,5, tendendo a um produto de média para baixa coesividade.
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A elasticidade € a razdo na qual um material deformado volta a sua condicéo
nao deformada ap6s remocédo da forca de deformacéo; o grau ao qual um produto
retorna a sua condicéo inicial apos ser pressionado entre os dentes (SZCZESNIAK,
2002). Na Tabela 5.10 é apresentado o perfil de elasticidade para os trés

tratamentos de sobremesa.

Tabela 5.10 - Valores médios de elasticidade para os trés tratamentos ao longo do

tempo de armazenamento.

Trata- Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21
mento  Média DP Média DP Média DP Média DP
T1 0,94Aa 0,003 0,95Aa 0,03 0,96Aa 0,04 0,96Aa 0,03

T2 0,89Aa 0,08 0,89Aab 0,07 0,96Ab 0,02 0,94Aab 0,02
T3 0,93Aa 0,03 0,94Ab 0,03 0,96Ab 0,02 0,94Aab 0,03

Fonte: Dados de pesquisa.

A, B na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) para diferentes tratamentos.

a, b na mesma na mesma linha indicam diferencas significativas ao longo do armazenamento.

DP = Desvio-padrdo. Tratamento T1 = sobremesa adicionada de L. rhamnosus LR32; Tratamento
T2= sobremesa adicionada de L. mucosae CNPC 007; Tratamento T3 = sobremesa adicionada de L.
plantarum CNPC 020.

Os valores de elasticidade para os trés tratamentos tenderam ao aumento
durante o armazenamento, ndo apresentando diferencas significativas entre as
sobremesas (p > 0,05). Mesmo sem diferir significativamente das demais
sobremesas (p > 0,05), o tratamento T1 apresentou 0s maiores valores de
elasticidade durante todo o tempo de estocagem. Os maiores valores de
elasticidade, para todas as amostras, ocorreram no décimo quarto dia. Houve
aumento significativo da elasticidade durante o armazenamento para o0s tratamentos
T2 e T3, respectivamente, no décimo quarto e sétimo dia quando comparado ao dia
1 (p < 0,05). A elasticidade aos 14 dias no tratamento T3 ainda se mostrou
significativamente elevada em relagcéo ao primeiro dia (p < 0,05).

Sobremesas com pouca elasticidade revelam tendéncia a se quebrar quando
desenformados (CORREA, 2006). Os dados das sobremesas deste estudo apontam
para um produto com boa elasticidade ja que apresentaram valores elevados,

proximos a 1.
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5.3.5 Analise sensorial
Os parametros avaliados no teste de aceitabilidade da analise sensorial da

sobremesa lactea probidtica de jabuticaba, encontram-se na Tabela 5.11.

Tabela 5.11 - Notas de aceitabilidade da sobremesa lactea medidas através de
analises sensoriais durante o periodo de armazenamento (10, 14 e 21 dias). Os

valores sdo expressos pela média e desvio padrédo entre parénteses.

Trata- Dia 10 Dia 14 Dia 21
Parametros
mento Média DP Média DP Média DP
T1 6,85Ab 2,53 5,90Aab 2,52 5,7Aa 2,47
Sabor T2 7,4Ab 2,08 6,66Aab 2,37 6,03Aa 2,49

T3 6,66Aa 1,80 6,71Aa 2,72 5,71Aa 2,65
T1 6,44Aa 2,56 6,09Aa 2,32 6,38Aa 6,38
Consisténcia T2 7,13Aa 2,09 7,08Aa 2,12 6,43Aa 2,14
T3 6,58Aa 1,88 6,89Aa 2,22 6,32Aa 2,16
Tl 6,71Aa 2,32 5,99Aa 2,31 6,38Aa 2,30
Aparéncia T2 6,73Ab 2,31 6,74Aab 2,28 5,84Aa 1,99
T3 6,45Aa 2,13 6,31Aa 2,25 6,18Aa 2,27
T1 6,68Aa 2,13 6,4Aa 2,19 6,44Aa 2,09
Cor T2 7,14Aa 2,09 7,08Aa 2,12 6,43Aa 2,14
T3 6,66Aa 2,07 6,34Aa 2,18 6,37Aa 2,26
T1 6,71Aa 2,16 5,94Aa 2,43 5,82Aa 2,16
T2 7,14Ab 1,88 6,79Aab 2,13 6,13Aa 1,85
T3 6,71Aa 1,58 6,69Aa 1,99 6,18Aa 2,32

Aspecto

global

Fonte: Dados de pesquisa

A, B na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) para diferentes tratamentos

a,b na mesma na mesma linha indicam diferencas significativas ao longo do armazenamento

DP = Desvio-Padrédo. Tratamento T1 = sobremesa adicionada de L. rhamnosus LR32; Tratamento
T2= sobremesa adicionada de L. mucosae CNPC 007; Tratamento T3 = sobremesa adicionada de L.
plantarum CNPC 020.

Considerando que os valores extremos 0 e 10 da escala heddnica hibrida
representam “desgostei muitissimo” e “gostei muitissimo”, sendo a posi¢ao central 5
“nao gostei nem desgostei” (VILLANUEVA; DA SILVA, 2009), a maioria dos valores
médios de aceitabilidade pelos provadores segundo a classificacdo na escala
hedbnica ficou situada entre 6 e 7 e poderia ser interpretada como “gostei
ligeiramente”. Ndo houve diferencas significativas entre os trés tratamentos, dentro

de um mesmo dia de armazenamento, para os parametros avaliados (p > 0,05).
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Contudo foi observada uma tendéncia a diminuicdo das notas ao longo dos dias de
armazenamento dos produtos. O tratamento T2, com a cultura de L. mucosae
CNPCO007, obteve o melhor desempenho sensorial em todos parametros avaliados
no décimo dia de armazenamento, com reduc¢do significativa para sabor (p < 0,05),
aparéncia e aspecto global, entre os dias 10 e 21 (p < 0,05). O Tratamento 2
mostrou também menor acidez e firmeza aos 10 dias, o que pode estar relacionado
ao desejo dos consumidores por um produto mais cremoso e menos acido.

Mesmo sem diferencas significativas, os resultados obtidos para a sobremesa
contendo L. mucosae CNPC 007 mostram que as culturas probioticas nativas podem
ser uma alternativa aos probiéticos comerciais em novos produtos, especialmente de
pequenas empresas, cooperativas e agroindustrias familiares que podem encontrar
dificuldades para adquirir/comprar cepas comercializadas por multinacionais.

Para os trés tratamentos avaliados ao longo do periodo de armazenamento, a
caracteristica que os provadores mais gostaram foi o sabor da sobremesa, reportado
como “doce”, “suave” e “novo” da jabuticaba. Na avaliagdo alguns se mostraram
ainda “surpresos” pelo modo como as cascas foram utilizadas para conferir o “sabor
caracteristico” do produto.

A caracteristica que os avaliadores menos gostaram, considerando os trés
dias de armazenamento, foi a aparéncia, pois houve perda de cor da calda,
descaracterizando visualmente a sobremesa. A pouca estabilidade de cor atribuida
aos pigmentos presentes na casca da jabuticaba foi umas das preocupacgdes iniciais
do trabalho, tendo sido realizados ensaios voltados a minimizacdo dessa perda,
como adicdo de acido latico que proporciona maior estabilidade de cor;
corroborando com estudo realizado por Saito (2014) que observou, entre outros
aspectos, a variacdo de cor nas formulacdes de queijo petit suisse adicionadas de
prebidticos (inulina e oligofrutose) e corante natural obtido a partir da casca da
jabuticaba (p < 0,05) relacionando tal fato a degradagédo de compostos presentes,
como as antocianinas.

Outro aspecto pontuado foi a dessora, ocasionada pela diminuicdo da
coesividade durante o armazenamento (CORREA, 2006). Ainda que os ingredientes
adicionados, como a pectina, sejam capazes de melhorar a coesividade e conter a
agua presente no produto, evitando a sinérese, estes ndo foram suficientes para

impedir tal fato.
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O aumento da firmeza esta relacionado a desidratacdo do produto que
também leva a sinérese durante o armazenamento, o que pode ter resultado na
diminuicdo da aceitabilidade sensorial. Em estudo de Vidigal et al. (2012), no qual foi
avaliada a melhora da qualidade sensorial de sobremesa lactea diet utilizando
concentrado proteico do soro, foi verificada a reducdo da aceitabilidade conforme o
aumento da firmeza, nado afetando, contudo, a viabilidade tecnolégica para
participacdo do mercado de produtos lacteos diet. Os dados daqueles autores
corroboram com os resultados verificados por Oliveira et al. (2004), que avaliaram a
aceitabilidade sensorial de pudins e flans comerciais, observando que a maior

firmeza apresenta relacdo com o menor indice de aceitagao.
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5.4 Consideracg0es finais

Este estudo permitiu o conhecimento da viabilidade de diferentes cepas de
Lactobacillus sp. com potencial probiético em sobremesa elaborada com o uso do
residuo da jabuticaba. Os resultados obtidos para as popula¢gbes de Lactobacillus
sp. foram considerados satisfatérios até o vigésimo primeiro dia em todos o0s
tratamentos avaliados. Dessa forma, a sobremesa lactea de jabuticaba mostrou ser
um veiculo adequado para adi¢cdo das culturas potencialmente probioticas testadas
ao se comparar as quantidades de micro-organismos probiéticos presentes com 0s
niveis recomendados pela literatura.

As pequenas variacfes de pH e acidez durante o armazenamento interferiram
pouco na viabilidade das espécies testadas.

A alegacdo de sobremesa lactea com quantidade reduzida de gorduras pode
ser vista como mais um atrativo para aqueles individuos que ja consomem produtos
com propriedades probidticas.

De forma geral, os parametros de textura do produto variaram até o décimo
guarto dia de armazenamento, refletindo diretamente nas caracteristicas sensoriais,

gue tiveram desempenho sensorial menor ao longo da estocagem.
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CAPITULO 6

6 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE, TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS E
ANTOCIANINAS EM SOBREMESA LACTEA POTENCIALMENTE
FUNCIONAL ADICIONADA DE CULTURAS DE LACTOBACILOS E
INGREDIENTES OBTIDOS DA CASCA DE JABUTICABA

6.1 INTRODUCAO

E cada vez mais crescente e notdrio a importancia de alimentos antioxidantes
na prevencao de certas doencas (PEREIRA; VIDAL; CONSTANT, 2009). O uso de
certos alimentos para reducdo do risco de doencas é considerado a milhares de
anos FERREIRA, S., 2009; SALGADO, 2010); entretanto, somente no final do ultimo
século houve o inicio de uma renovagdo do interesse por esse assunto. Naquele
periodo, 0 aumento da consciéncia dos consumidores sobre a adocdo de habitos
saudaveis para a melhoria da qualidade de vida impulsionou a utilizacdo do termo
“alimento funcional” (SALGADO, 2010). Em consequéncia disso, houve um aumento
do consumo de alimentos que além dos aspectos nutricionais, possuem
propriedades funcionais, atribuidas a presenca de substancias fisiologicamente
ativas, através de suas propriedades antioxidantes (HENRY, 2010).

Os compostos fenolicos sdo oriundos do metabolismo secundario dos
vegetais e estdo relacionados a protecdo do fruto contra micro-organismos e pragas,
0 que justifica sua presenca em maior quantidade nas cascas (IGNAT; VOLF; POPA,
2011). Na maioria dos vegetais os compostos fendlicos constituem os antioxidantes
mais abundantes (EVERETTE et al., 2010).

InvestigacOes cientificas apontam que o consumo regular de alimentos ricos
em compostos fendlicos tem papel importante na diminuicdo dos riscos de doencas
(HABAUZIT; MORAND, 2012; VAUZOUR et al., 2010). Segundo Alves (2013) o teor
de compostos fenodlicos € um bom indicador da capacidade antioxidante da grande
maioria das frutas.

Para um melhor aproveitamento do potencial dos compostos bioativos
presentes nas frutas € necessario estudo aprofundado sobre as fontes e formas de
utilizacéo (SILVA, 2012; OLIVEIRA et al., 2012). O Brasil, como um pais de grande
biodiversidade, possui diversos alimentos, frutas tropicais que podem trazer

beneficios a saude (OLIVEIRA et al., 2012). Paralelamente, a industria tem buscado
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alternativas para utilizagdo dos subprodutos agroindustriais em razao do alto teor de
nutrientes e compostos bioativos presentes, além de reducédo do impacto ambiental
gue o descarte incorreto pode causar (DAMIANI et al., 2011; ZAGO, 2014).

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora Berg) contém grande quantidade de
fendlicos e surge como uma importante alternativa para incorporacdo a uma matriz
alimentar (SILVA, 2012). A jabuticaba, fruta nativa do Brasil, € rica em fibras, sais
minerais, vitaminas e compostos fendlicos, principalmente na casca, antioxidantes
naturais que conferem protecao ao fruto (REZENDE, et al., 2012). A jabuticaba pode
ser consumida in natura ou utilizada para producdo de doces, geleias e compotas
(SILVA, 2012; ZICKER, 2011). No entanto, cascas e sementes, que representam
aproximadamente 50% do fruto, sdo geralmente desprezadas (LIMA et al, 2008;
LIMA, 2009; SILVA, 2012).

Nesse sentido, a casca da jabuticaba apresenta-se como um produto natural
de alta qualidade com duplo beneficio a salude por ter elevado valor nutricional e
propriedades funcionais antioxidantes (ANUNCIACAO, 2013; NUNES, 2013; SILVA,
2012).

As sobremesas lacteas prontas para consumo tém ganhado mercado por
serem opc¢des interessantes do ponto de vista funcional, nutritivo e sensorial,
funcionando ainda como matrizes para incorporacdo de culturas probiéticas, como
apontam os estudos cientificos e as opc¢des recentes da industria alimenticia
(BURITI; SAAD, 2014; BURITI; BEDANI; SAAD, 2016).

Os probidticos sdo micro-organismos que, quando administrados em
guantidades adequadas, conferem um beneficio a saide no hospedeiro (HILL et al.,
2014). Quando utilizados de forma continua, promovem beneficios ao consumidor
como melhora das atividades gastrintestinais, imunomodulacdo, producdo de
bacteriocinas (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002; NOGUEIRA; GONCALVES,
2011).

Estudos tém mostrado propriedades antioxidantes atribuidas a certos
probiéticos como capacidade de prevencao do estresse oxidativo e da oxidacdo da
LDL (SAVINI et al., 2013).

O objetivo deste estudo foi determinar a capacidade antioxidante, teor de

compostos fenolicos e antocianinas em sobremesa lactea potencialmente funcional
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adicionada de culturas de lactobacilos e ingredientes obtidos da casca de jabuticaba

(Myrciaria cauliflora Berg).

6.2 Materiais e métodos

6.2.1 Obtencao e processamento da jabuticaba

Os frutos maduros foram obtidos nas feiras da cidade de Campina Grande-PB
entre fevereiro e marco de 2015, periodo da safra de jabuticaba. Estes frutos foram
selecionados e colocados em agua potavel adicionada de agua sanitaria, de modo a
obter uma concentracéo final de 0,2 g de cloro ativo/L de agua (200 ppm), para
sanitizacdo durante 30 minutos. Posteriormente, os frutos foram lavados em agua
corrente. Foi realizada a separagcdo manual da casca, polpa e sementes, 0s quais
foram embalados e congelados. As cascas foram utilizadas para o preparo do

extrato hidroalcodlico e da calda de jabuticaba para incorporacao nas sobremesas.

6.2.2 Obtencao do extrato aguoso da casca de jabuticaba

As cascas foram acidificadas com suco de limdo na propor¢do de 1:2:0,15
(casca: agua: suco de liméo), a fim de eliminar adstringéncia atribuida aos taninos.
Em seguida, apos serem escorridas, foram trituradas em liquidificador (90,5 g de
casca com 170 mL de agua) e filtradas em rede de nylon (abertura de,
aproximadamente, 0,300 mm) para padronizagdo do tamanho das particulas. O
extrato aquoso obtido foi utilizado para triturar uma segunda quantidade de cascas
utilizando as mesmas proporcdes (170 g de filtrado para 90,5 g de cascas). O
processo foi repetido até que o extrato aquoso da casca de jabuticaba atingisse 2,5
g 100 g* de soélidos soltveis. Sendo assim, apds a trituracdo, 0 extrato aquoso
obtido foi usado para producdo de calda, usada como topping e também para
incorporacdo a base lactea. Por sua vez, o residuo retido na rede de nylon foi
utilizado para a obtencdo do extrato hidroalcodlico, também incorporado na base

lactea.

6.2.3 Obtencdao do extrato hidroalcodlico da casca da jabuticaba

A producao do extrato alcodlico foi adaptada da metodologia descrita para o
aproveitamento do residuo da industria vitivinicola por Cruz (2013). Devido a grande
guantidade de residuo gerado na producdo do extrato aquoso e buscando retirar a
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maior quantidade possivel de compostos bioativos, foi feita a hidratagdo do residuo
com agua destilada por uma hora, em temperatura ambiente, na propor¢cdo de duas
partes de residuo para 1 parte de agua. Em seguida foram distribuidos 10 g do
residuo hidratado em frascos de Erlenmeyer de 125 mL, os quais foram também
adicionados de 90 mL de alcool potavel (etanol extra neutro, Usina Giasa, Biosev)
hidratado até a concentracdo de 30% com pH ajustado a 4,0 com &acido citrico. A
suspensao do residuo em etanol foi levada para o banho de ultrassom (50 rpm) por
2 horas, em temperatura de 50 °C. Apés este procedimento, a suspensao foi filtrada
em rede de nylon e levada para a secagem em estufa com circulagao de ar (50 °C)
para evaporacao do etanol e concentracdo até atingir a quantidade final de 15 g. O
extrato hidroalcodlico foi utilizado visando o aumento da concentracdo de compostos

fendlicos das sobremesas elaboradas.

6.2.4 Preparo da calda a partir do extrato aquoso da casca de jabuticaba para
incorporagcdo a base lactea e uso como cobertura (“topping”) das
sobremesas
O extrato aquoso (240 mL), obtido foi adicionado de agticar (27 g 100 g?) e

pectina (0,4 g 100 g, previamente dissolvida em 37g de &gua), e aquecido até

obtencdo de uma calda contendo 40,5 g 100 g™ de sélidos soltveis. Esta calda foi
adicionada previamente nas embalagens e também incorporada na formulacédo das

sobremesas.

6.2.5 Tratamentos avaliados

Foram avaliados trés tratamentos de sobremesa produzidas com calda e
extrato hidroalcodlico obtidos da casca de jabuticaba, sendo: T1 — adicionado de
cultura potencialmente probiética comercial de Lactobacillus rhamnosus LR32,
DuPont (formulacdo probidtica padrdo); T2 — produzida com a cultura nativa
potencialmente probidtica de Lactobacillus mucosae CNPC 007, EMBRAPA; e T3 —
produzida com a cultura nativa potencialmente probiética de Lactobacillus plantarum
CNPC 020, EMBRAPA; e 0 T4 — tratamento controle sem adicéo de calda e extrato

hidroalcodlico e sem probidticos.
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6.2.6 Recuperacdo das culturas probidticas nativas Lactobacillus mucosae e

Lactobacillus plantarum para uso como pré-inéculo

As cepas nativas de L. mucosae CNPC 007 e L. plantarum CNPC 020 foram
fornecidas na forma liofilizada pela Embrapa Caprinos e Ovinos (Sobral — CE). Estas
cepas nativas foram previamente isoladas de leite de cabra e avaliadas quanto ao
potencial probidtico (resisténcia as condi¢des do trato gastrintestinal, desconjuncéo
dos sais biliares, susceptibilidade a antibiéticos, multiplicacdo no leite, entre outros
testes) pelos pesquisadores daquela instituicdo.

Para uso no presente estudo, cada cultura nativa foi multiplicada,
separadamente, em 10 mL de caldo de Man Rogosa Sharpe (MRS), em tubos de
ensaio estéreis, a 36 °C por 24 horas. Finalizado este periodo, as culturas foram
agitadas em voértex, distribuidas em microtubos de 1,5 ml e levadas a centrifugacéo,
a fim de que se separasse a cultura sedimentada dos demais componentes. O
sobrenadante foi descartado e, para a recuperacdo das culturas, o precipitado foi
lavado com solucéo salina por trés vezes para completa retirada do material usado
para a liofilizagéo e do caldo MRS. As culturas contidas no microtubos (pré-inéculo)
foram armazenadas sob refrigeracdo para serem ativadas em leite previamente a

adicdo as sobremesas.

6.2.7 Ativacao das culturas probiodticas para uso como inoculo

O leite em p6 desnatado (Molico, Nestlé) utilizado para o preparo dos indculos
foi reconstituido, conforme as instrucbes do fabricante, distribuido em tubos de
ensaio estéreis, e tratado termicamente a 85 °C por 30 minutos. Cada tubo de
ensaio estéril foi adicionado de 11 mL de leite reconstituido para o tratamento
térmico e preparo dos indculos, considerando 10 mL de indculo a serem adicionados
a base lactea e 1 mL para as analises microbiolégicas da viabilidade de
Lactobacillus do inéculo. Apés o tratamento térmico do leite e resfriamento a 37°C,
para o indculo do tratamento T1, foram adicionados 0,22 g da comercial liofilizada de
Lactobacillus rhamnosus LR32. Para os inOculos dos tratamentos T2 e T3, foram
adicionadas as quantidades do pré-inéculo, preparado nos microtubos, das culturas
nativas, Lactobacillus mucosae CNPC 007 e Lactobacillus plantarum CNPC 020,

respectivamente.
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6.2.8 Preparacédo da base da sobremesa lactea

Na preparacdo da base lactea da sobremesa foram utilizados amido de milho,
leite em pod, acglcar, agua, calda, pectina, extrato hidroalcodlico, acido latico e
corante carmim de cochonilha nas proporcdes apresentadas na Tabela 6.1 As
sobremesas de cada tratamento (T1, T2, T3) foram produzidas em trés diferentes
lotes (triplicatas independentes). Cada lote da sobremesa foi produzido obtendo-se
em meédia 2 kg. Foram considerados 3% (110 g) de perda para cada tratamento ao

longo do processamento.

Tabela 6.1 — ProporcGes de ingredientes utilizadas no preparo da base lactea de

todos os tratamentos.

Ingredientes Proporcao
Leite em p6* (g 100 g™) 8,0
Sacarose? (g 100 g*) 6,78
Agua (g 100 g 78,8
Amido® (g 100 g} 2,1
Pectina* (g 100 g™ 0,9
Extrato hidroalcodlico (g 100 g™) 1,0
Corante carmim de cochonilha (g 100 g™) 0,04
Acido latico® (g 100 g™ 0,58
Calda® (g 100 g™ 1,8
Total (g 100 g 100

T eite em p6 desnatado Molico (Nestlé);  Aclcar comercial; > Amido de milho Maizena (Unilever); *

Pectina YF310 (DuPont); ° Acido latico alimenticio em solucéo a 85% (Purac Sinteses); ® Calda obtida
a partir do extrato aquoso da casca da jabuticaba contendo 40,5% de sélidos sollUveis. Fonte: dados
da pesquisa.

O amido foi previamente dissolvido em parte da agua por meio do agitador
magnético. A pectina foi solubilizada aos poucos no leite e adicionada aos demais
ingredientes. O &cido latico foi adicionado antes do aquecimento da base. O acucar
foi acrescentado quando a temperatura da base lactea atingiu 65 °C durante o
aquecimento. A base lactea foi aquecida a 85 °C até o aumento da consisténcia.
Antes de desligar o aguecimento a calda foi incorporada a base lactea. Durante o
resfriamento, quando a temperatura da base lactea atingiu 40 °C, colocou-se o

corante carmim de cochonilha e o extrato hidroalcodlico. Por fim, ao atingir a
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temperatura de 37 °C, foram adicionados os inOculos das culturas de Lactobacillus
de acordo com cada tratamento (L. rhamnosus, L. mucosae e L. plantarum em T1,
T2 e T3, respectivamente). As bases lacteas foram acondicionadas em embalagens
de polipropileno, com tampa, contendo a calda utilizada como acompanhamento e
cobertura (topping). Cada pote continha 85 g de base lactea e 15 g de calda.

6.2.9 Tempos de amostragem

As sobremesas lacteas foram mantidas sob refrigeragdo a 4 + 1 °C por 21
dias. Amostras das sobremesas dos trés tratamentos de cada lote foram congeladas
apos 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento para a realizacao das analises de teor de
compostos fendlicos, antocianinas e atividade antioxidante. A concentracdo de
fenolicos e a atividade antioxidante também foram avaliadas no extrato

hidroalcodlico e na calda produzidos com a casca de jabuticaba.

6.2.10 Anélise de compostos fendlicos totais

Para determinacdo de teor de fendlicos totais da sobremesa e extrato
hidroalcodlico foi utilizada a metodologia descrita por dos Santos et al. (2016) para
produtos lacteos e extratos, utilizando o método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteau e acido galico (AG) como padrao. Os resultados foram expressos em mg

AG 100 g™ de amostra, obtidos a partir da curva padrdo produzida previamente.

6.2.11 Determinacé&o da capacidade antioxidante por DPPH

A determinacdo da capacidade antioxidante foi realizada utilizando o método
DPPH, segundo Blois (1958) e Brand-Willians et al. (1995), com modificacdes
descritas por Karaaslan et al. (2011). O decaimento da absorbancia das amostras
(Aam) foi correlacionado ao decaimento da absorbéancia do controle (AC), resultando
na porcentagem de sequestro de radicais livres (% SRL), que foi expressa pela
equacao (1):

% SRL = [(AC — Aam) x AC™] x 100 (1)

6.2.12 Determinacgé&o do teor de antocianinas
O teor de antocianinas totais foi determinado segundo a metodologia descrita

por Francis (1982). Utilizou-se a solucéo extratora de etanol puro contendo HCI 1,5N
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(85:15 v / v). As amostras de sobremesas T1, T2, T3, T4 (controle), calda e extrato
hidroalcodlico foram adicionadas a mistura etanol-acido e deixadas por 24 horas em
condicOes refrigeradas e protegidas da luz; em seguida, foram filtradas em papel
gualitativo e levadas a leitura a 535 nm em espectrofotdbmetro (Modelo UV-1800,
Shimadzu). Os resultados foram apresentados em mg de antocianina 100g™ de
amostra através da equacao (2):

Antocianinas (mg 100 g™) = (fator de diluicio x absorbancia) / 98,2 2

6.2.13 Analise Estatistica

Os resultados obtidos para os trés lotes de cada tratamento foram analisados
por meio do programa Statistica 8.0 (Statsoft). Os resultados das analises foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de
Tukey, com nivel de 5% de significAncia. Previamente a ANOVA, os dados foram
checados quanto a homogeneidade de variancia usando o teste de Bartlett. Quando
essa premissa ndo foi verificada, os testes ndo paramétricos equivalentes foram

realizados.
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6.3 Resultados e discussao

6.3.1 Anélise de compostos fendlicos totais

Para o extrato hidroalcodlico, o valor médio de fendlicos obtido foi de 50241,7
mg de &cido galico 100 g* de amostra. O teor de fendlicos da calda, produzida a
partir do extrato aquoso da casca da jabuticaba, foi de 3220 mg de &cido galico 100
g’ de amostra. A menor quantidade de fenélicos na calda em relagéo ao extrato
hidroalcodlico pode estar relacionada a menor eficacia de extragdo de fendlicos no
meio aquoso, assim como a influéncia presengca de outros ingredientes, como
pectina, acucar, agua, utilizados no seu preparo.

A Tabela 6.2 apresenta os valores de compostos fendlicos totais para os

tratamentos T1, T2 e T3 ao longo dos dias de armazenamento.

Tabela 6.2 - Valores médios de compostos fendlicos presentes nos tratamentos T1,
T2 e T3 ao longo do periodo de armazenamento do produto a 4 °C. Valores em mg
de acido galico 100 g* de amostra.

Trata- Dial Dia 7 Dia 14 Dia 21

mento Média DP Média DP Média DP Média DP

T1 78,12Aa 4,27 79,45Aa 2,65 91,11Ab 8,88 9225Ab 5,92
T2 78,63Aa 3,95 86,12Bb 2,94 81,91Aab 2,49 93,10Ac 4,79
T3 76,45Aa 1,35 86,12Bbd 1,54 80,39Ac 0,06 88,61Abd 4,14

Fonte: Dados da pesquisa

A, B na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) para diferentes tratamentos.

a,b na mesma na mesma linha indicam diferencas significativas ao longo do armazenamento.

DP = Desvio-Padréo. Tratamento T1 = sobremesa adicionada de L. rhamnosus LR32; Tratamento
T2= sobremesa adicionada de L. mucosae CNPC 007; Tratamento T3 = sobremesa adicionada de L.
plantarum CNPC 020.

Os teores médios de fendlicos apresentaram diferencas significativas entre os
tratamentos 2 e 3 (p < 0,05) no sétimo dia de armazenamento. Houve aumento
significativo de fendlicos, comparando-se o primeiro e vigésimo primeiro dia de
armazenamento para os trés tratamentos (p < 0,05). A sobremesa T2, com
incorporagdo de Lactobacillus mucosae CNPC 007, obteve os maiores niveis de
fendlicos durante o armazenamento. O tratamento T4 (controle) mostrou a presenca
de 25,41 mg de acido galico 100 g de amostra, valor inferior aqueles encontrados
para os trés tratamentos aos quais foram adicionadas as culturas probidticas e

ingredientes obtidos da casca da jabuticaba. A presenca de fendlicos no tratamento
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controle deve-se a alimentacdo dos bovinos, rica nesses compostos, que passam
para o leite durante a lactacdo (PETIT et al., 2009)

O aumento do teor de fendlicos nas sobremesas probioticas de jabuticaba
durante o armazenamento e os valores superiores ao tratamento controle, podem
estar relacionados a uma interacdo positiva entre os fendlicos totais, o micro-
organismo probidtico e a matriz alimentar, indicando um produto com propriedades
tecnoldgicas adequadas, ja que este tipo de interacdo € desejavel em alimentos
funcionais. Nesse sentido, Sagdic et al. (2012) também verificaram, entre outros
aspectos, uma boa interacdo entre Lactobacillus casei Shirota e compostos fenélicos
com propriedades antioxidantes (acido galico, elagico e extratos de diferentes frutos)
usados na producédo de um sorvete funcional com teor de fendlicos de 136,7-326,93
mg de &cido galico 100 g* de amostra.

O teor de fendlicos obtido para os diferentes produtos € dependente da
concentracéo de fendlicos das jabuticabas in natura. Vieites et al. (2011) observaram
decréscimo nos conteudos de fendlicos totais em jabuticabas ao longo do
armazenamento sob diferentes temperaturas, sendo que a temperatura de 12 °C foi
a que melhor preservou o contetdo no final dos trinta dias de experimento, contendo
em média 3228 mg &acido galico 100 g* de amostra. O decréscimo pode ser
atribuido as alteracdes provocadas pelo amadurecimento que ocasiona a hidrélise
de glicosideos, oxidacdo e polimerizacdo de fendis livres (ROBARDS et al., 1999;
VIEITES et al., 2011).

6.3.2 Determinacao do teor de antocianinas

O teor de antocianinas para a calda da casca de jabuticaba foi de 1,90 mg
100 g* e para o extrato hidroalcodlico 40,73 mg 100 g*. O teor de antocianinas
segundo Teixeira, Stringheta e Oliveira (2008) foi de 492,74 mg 100 g™* para a casca
da jabuticaba e Kukoski et al. (2006) observaram valores médios que variaram de
111,2 mg 100 g* a 420,09 mg 100 g*. Os valores encontrados na literatura para a
jabuticaba, mostram-se maiores aos encontrados neste trabalho, o que pode estar
relacionado a oxidacdo e transformacdo em outros fendlicos durante a extracéo,
além da forte ligacdo dos pigmentos a matriz, reduzindo a eficiéncia do processo.

Nas frutas que apresentam casca removivel como a jabuticaba, as
antocianinas concentram-se nos vacuolos celulares, dificultando por vezes o seu
acesso (AGATI et al.,, 2007; CIPRIANO, 2011); a natureza dos constituintes das



85

moléculas de antocianinas pode determinar a eficiéncia da extracdo, que tem sido
favorecida por meio do uso de solventes alcodlicos acidificados, ao facilitar a
penetracdo do solvente nos tecidos, além de aumentar a estabilidade dos extratos
por dificultar o aparecimento de fungos que degradam os pigmentos (MACZ-POP et
al, 2006), o que justifica os valores do extrato hidroalcodlico superiores a calda
produzida a partir do extrato aquoso.

A quantidade de antocianinas, fendlicos totais, antioxidantes ou qualquer
outro aspecto da composicdo de frutos, podem influenciados por fatores como
periodo de cultivo, nutrientes e solo levando a diferengcas até mesmo em uma
mesma espécie (ZICKER, 2011).

A Tabela 6.3 mostra o teor de antocianinas para os trés tratamentos de

sobremesa durante o armazenamento.

Tabela 6.3 - Teor de antocianinas presentes nos tratamentos T1, T2 e T3 ao longo

do periodo de armazenamento. Valores em mg de antocianinas 100 g™.

Trata- Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21
mento  Média DP Média DP Média DP Média DP

1 0,73Aa 0,04 0,62Aa 0,09 0,64Aa 0,16 0,64Aa 0,11
2 0,57Aa 0,13 0,57Aa 0,11 0,51Aa 0,09 0,50Aa 0,05
3 0,56Aa 0,11 0,56Aa 0,08 0,54Aa 0,15 0,51Aa 0,15

Fonte: dados da pesquisa

A, B na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) para diferentes tratamentos.

a,b na mesma na mesma linha indicam diferencgas significativas ao longo do armazenamento.
Desvio-Padréo. Tratamento T1 = sobremesa adicionada de L. rhamnosus LR32; Tratamento T2=
sobremesa adicionada de L. mucosae CNPC 007; Tratamento T3 = sobremesa adicionada de L.
plantarum CNPC 020.

N&o houve diferengas significativas entre os tratamentos, e para 0 mesmo
tratamento ao longo dos dias (p>0,05). Foi observada uma tendéncia a reducéao,
embora sem diferencas significativas, para os tratamentos ao longo do tempo.

As antocianinas sao pigmentos naturais que podem substituir os corantes
sintéticos utilizados na industria de alimentos e farmacéutica, devido ao carater
toxico que tem revelado; entretanto, s8o compostos pouco estaveis que podem ser
influenciados pela estrutura quimica, pH, temperatura, luz, presenca de oxigénio,
degradacdo enzimética e interacdes entre os componentes do alimento (CIPRIANO,

2011; FRANCIS, 1989).
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O grau de hidroxilagdo afeta a estabilidade das antocianinas por torna-las
menos estaveis, ja a metoxilacgdo aumenta a estabilidade (FRANCIS, 1989). A
degradacdo das antocianinas ocorre por varios mecanismos, podendo ocorrer
durante o processamento e estocagem de alimentos levando a formagdo de
produtos de escurecimento insollveis ou de produtos soltveis incolores (CIPRIANO,
2011; GEOCZE, 2007).

O tratamento controle (T4), apresentou 0,216 mg 100 g™ de antocianinas,
guantidade inferior aos tratamentos com ingredientes da casca da jabuticaba e
probidticos.

6.3.3 Determinacédo da capacidade antioxidante por DPPH

A calda e extrato hidroalcodlico produzidos com a casca de jabuticaba
apresentaram 93,75% e 96,28% de capacidade antioxidante, respectivamente. Os
valores elevados de captacao de radicais livres revelam dois ingredientes para uso
em alimentos com grande potencial para prevencdo de doencas cronicas e
promocao da saude.

Nascimento et al. (2011) mostraram a diferenga de percentual de atividade
antioxidante de Bauhinha variegata L. em diferentes épocas do ano, deixando clara
a acao de tais fatores.

A Tabela 6.4 mostra a capacidade antioxidante (% DPPH) das sobremesas
lacteas de jabuticaba.

Tabela 6.4 - Valores da capacidade antioxidante expressos em % de captacéo de
radicais pelo DPPH nos tratamentos T1, T2 e T3 ao longo do periodo de

armazenamento a 4° C.

Trata- Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21

mento Média DP Média DP Média DP Média DP
1 86,76Aa 2,19 87,15Aa 1,69 84,97Aa 091 86,86Aa 2,37
2 96,63Aa 0,22 96,78Aa 2,63 97,37Aa 0,7 95,63Aa 1,94
3 85,66Aa 1,47 85,22Aa 1,37 85,52Aa 0,31 86,41Aa 1,47

Fonte: Dados da pesquisa

A, B na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) para diferentes tratamentos.

a,b na mesma na mesma linha indicam diferencas significativas ao longo do armazenamento.

DP = Desvio-padrdo. Tratamento T1 = sobremesa adicionada de L. rhamnosus LR32; Tratamento
T2= sobremesa adicionada de L. mucosae CNPC 007; Tratamento T3 = sobremesa adicionada de L.
plantarum CNPC 020.
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O tratamento T2 apresentou maior capacidade antioxidante, embora nao
tenham sido observadas diferencas significativas entre todas as sobremesas
estudadas, assim como ao longo dos dias de armazenamento (p > 0,05). Esse fato
possivelmente ocorreu em fungcdo do teor de fendlicos totais no produto com a
incorporag@o da espécie nativa L. mucosae CNPC 007 (T2) ter sido ligeiramente
maior que os demais, embora também ndo significativo (p > 0,05). No entanto,
alguns autores citam que o conteudo de componentes fendlicos totais pode né&o
estar obrigatoriamente envolvido na quantificacdo da atividade antioxidante, mas
gue a quantidade de fendlicos totais sollveis no meio em que se encontra € um
indicativo (JACOBO-VELASQUEZ; CISNEROS-ZEVALLOS, 2009).

Gjorgievski et al. (2014) determinaram a capacidade antioxidante pelo método
DPPH em leites fermentados adicionados de culturas laticas e probiéticas, onde foi
observado o aumento da capacidade antioxidante a partir da incorporacdo das
culturas de iogurte Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus ou das
culturas Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophillus e Bifidobacterium que
partiram de valores iniciais de 6,3% (sem adicdo das culturas) e ao final de quinze
dias de estocagem apresentaram 47,42%, 54,55%, 52,64% e 45,31% de capacidade
antioxidante, respectivamente, notando que a presenca de micro-organismos
probidticos foi determinante para esse aumento.

Os valores de capacidade antioxidante dos iogurtes probidticos fermentados
foram menores que aqueles encontrados nas sobremesas T1, T2 e T3 0 que pode
estar relacionado a presenca de antioxidantes dos ingredientes da casca da
jabuticaba.

O tratamento controle (T4) no qual ndo houve adicdo do extrato
hidroalcodlico, calda e probidtico, ndo foi detectada capacidade antioxidante. Assim,
a adicdo de ingredientes da casca da jabuticaba foi fundamental para que as

sobremesas apresentassem capacidade antioxidante.
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6.4 Considerac0es finais

Houve tendéncia para aumento do teor de fendlicos, comparando-se o
primeiro e vigésimo primeiro dia de armazenamento para os trés tratamentos.

O teor de antocianinas também apresentou tendéncia a diminuicdo ao longo
da estocagem.

A atividade antioxidante para os trés tratamentos sofreu pouca variacdo
durante esse periodo.

Embora sem diferengas significativas, para parametros como teor de fendlicos
e capacidade antioxidante, os tratamentos contendo as culturas nativas tenderam a
um desempenho igual ou superior aquele com a cultura comercial.

A calda comparada ao extrato hidroalcoodlico, mostrou menor desempenho
para os parametros analisados; da mesma forma ocorreu para o tratamento controle

em relacdo aos tratamentos contendo probidticos e os ingredientes da jabuticaba.
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Documentacdo encaminhada para a apreciacao ética

DECLARAGAO DE CONCORDANCIA COM PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Obtencio de sobremesa lactea de jabuticaba (Myrciaria
cauliflora) com potencial probiético utilizando cepas nativas de Lactobacillus sp.

Eu, Flavia Carolina Alonso Buriti, Professor(a) do Curso de Pés-Graduagao em Ciéncias
Farmacéuticas, nivel de Mestrado, da Universidade Estadual da Paraiba, portador(a) do
RG: 28.195.169-X, declaro que estou ciente do referido Projeto de Pesquisa e
comprometo-me em acompanhar seu desenvolvimento no sentido de que se possam
cumprir integralmente as diretrizes da Resolugdo N°. 466/12 do Conselho Nacional de
Saude do Ministério da Satde/Comissao Nacional de Elica em Pesyuisa, que dispoe

sobre Etica em Pesquisa que envolve Seres Humanos.

Campina Grande, 03 de junho de 2015

Q‘j:u\,ma-@fwé YIE//Q’W ﬁL\/\Ah v \.n;'u_ P £=;,:,—/Aju£1 f(&. f Ji(-hvj.\: Wi
Flavia C. A. Buriti Marina Cinthia de Sousa

Pesquisador Responsavel Orientando
Orientador
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Documentacdo encaminhada para a apreciacao ética

TERMO DE COMPROMISSO DO PESQUISADOR RESPONSAVEL EM CUMPRIR OS
TERMOS DA RESOLUGAO 466/12 DO CNS/MS

Pesquisa: Obtengdio de sobremesa lactea de jabuticaba (Myrciaria caulifiora) com
potencial probiético utilizando cepas nativas de Lactobacillus sp.

Eu, Flavia Carolina Alonso Buriti, Professor(a) do Programa de Pé6s-Graduagao em
Ciéncias Farmacéuticas, nivel de Mestrado, da Universidade Estadual da Paraiba,
portador(a) do RG: 28.195.169-X e CPF: 218.157.358-13 comprometo-me em cumprir
integralmente as diretrizes da Resolugdo N°. 466/12 do Conselho Nacional de Salde do
Ministério da Satide/Comissao Nacional de Etica em Pesquisa, que dispde sobre Etica em
Pesquisa que envolve Seres Humanos.

Estou ciente das penalidades que poderei sofrer caso infrinja qualquer um dos itens
da referida resolugéo.

Por ser verdade, assino o presente compromisso.

Campina Grande, 03 de junho de 2015

éﬂjpma /W{m %M W

Flavia Carolina nso Bu

Pesquisador Responsavel
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Documentacdo encaminhada para a apreciagao ética

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO-TCLE
(OBS: para o caso de pessoas maiores de 18 anos e que ndo estejam inseridas nas
hipoteses de vulnerabilidade que impossibilitam o livre discernimento com
autonomia para o exercicio dos atos da vida civil).

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido eu,

, em pleno exercicio dos meus direitos me disponho

a participar da Pesquisa “Obtencdo de sobremesa lactea de jabuticaba (Myrciaria
cauliflora) com potencial probidtico utilizando cepas nativas de Lactobacillus sp.”.
Declaro ser esclarecido e estar de acordo com 0s seguintes pontos:

- O trabalho Obtencdo de sobremesa lactea de jabuticaba (Myrciaria cauliflora)
com potencial probiético utilizando cepas nativas de Lactobacillus sp. terd como
objetivo geral desenvolver uma sobremesa lactea probiética adicionada de uma formulacéo
de geleia produzida com a casca de jabuticaba.

- Ao voluntario s6 cabera a autorizacdo para a participagdo da analise sensorial e
preenchimento da ficha do teste de aceitabilidade e n&o havera nenhum risco ou
desconforto ao voluntario.

- Ao pesquisador cabera o desenvolvimento da pesquisa de forma confidencial,
entretanto, quando necessario for, podera revelar os resultados ao meédico, individuo e/ou
familiares, cumprindo as exigéncias da Resolucdo N°. 466/12 do Conselho Nacional de
Saude/Ministério da Saude.

- O voluntario podera se recusar a participar, ou retirar seu consentimento a qualquer
momento da realizacdo do trabalho ora proposto, ndo havendo qualquer penalizacdo ou
prejuizo para o mesmo.

- Sera garantido o sigilo dos resultados obtidos neste trabalho, assegurando assim a
privacidade dos participantes em manter tais resultados em carater confidencial.

- N&o havera qualquer despesa ou 6nus financeiro aos participantes voluntarios deste
projeto cientifico e ndo havera qualquer procedimento que possa incorrer em danos fisicos
ou financeiros ao voluntario e, portanto, ndo haveria necessidade de indenizacao por parte
da equipe cientifica e/ou da Instituicdo responsavel.

- Qualquer duvida ou solicitacdo de esclarecimentos, o participante podera contatar a
equipe cientifica nos nimeros (083) 3315-3360 e (083) 98797-0427 com Flavia Carolina
Alonso Buriti.

- Ao final da pesquisa, se for do meu interesse, terei livre acesso ao contetdo da
mesma, podendo discutir os dados, com o pesquisador, vale salientar que este documento

serd impresso em duas vias e uma delas ficara em minha posse.
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- Desta forma, uma vez tendo lido e entendido tais esclarecimentos e, por estar de
pleno acordo com o teor do mesmo, dato e assino este termo de consentimento livre e

esclarecido.

Assinatura do pesquisador responsavel

Assinatura do Participante

Assinatura Dactiloscopica do participante da pesquisa
(OBS: utilizado apenas nos casos em que nao seja possivel a
coleta da assinatura do participante da pesquisa).



Ficha para teste de aceitabilidade

Nome:
S
Sexo: Masc.( ) Fem.( ) Idade:

Produto: Sobremesa lactea de jabuticaba - Cédigo:
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Data:

Prove a amostra e marque com um X nas escalas abaixo a sua nota para cada

caracteristica (sabor, consisténcia, aparéncia, cor e aceitagdo global).

SABOR:
0 _ 5 10
Desgostei N&o gostei Gostei
muitissimo nem desgostei muitissimo
CONSISTENCIA:
0 5 10
Desgostei N&o gostei Gostei
muitissimo nem desgostei muitissimo
APARENCIA:
o 5 10
Desgostei N&o gostei Gostei
muitissimo nem desgostei muitissimo
COR:

-—rr G4l 00—

0 5 10
Desgostei Né&o gostei Gostei
muitissimo nem desgostei muitissimo

ACEITACAO GLOBAL:

r—r——Gr—0—r——r——r——r—0r—0—0

0 5 10
Desgostei N&o gostei Gostei
muitissimo nem desgostei muitissimo

Cite a caracteristica que vocé mais gostou na amostra. Comente.
v
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Cite a caracteristica que vocé menos gostou na amostra. Comente.
®




