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RESUMO

Os alimentos fermentados s&o utilizados como potenciais produtos que trazem
beneficios a salude desde a antiguidade. Nos ultimos tempos, houve um maior
interesse dos consumidores por probiéticos ndo lacteos, uma vez que o uso do leite
se torna limitado para um numero crescente de pessoas alérgicas as suas proteinas,
intolerantes a lactose, adeptas a dietas com baixo teor de colesterol ou mesmo
veganas. Dessa forma, objetivou-se estudar o potencial funcional e tecnologico de
uma bebida fermentada de base vegetal usando leite de coco (Cocos nucifera),
polpa de jamboldo, conhecido também por azeitona-preta (Syzygium cumini (L.)
Skeels) e cultura nativa potencialmente probidtica de Lactobacillus mucosae,
comparando seus parametros fisico-quimicos, microbiologicos, higiénico-sanitarios,
antioxidantes e sensoriais com duas bebidas lacteas (controles), uma com lactose e
outra isenta desse dissacarideo, visto que essas Ultimas sdo mais proximas dos
produtos de referéncia no mercado. Trés formulagdes foram produzidas em triplicata
cada: BCL (controle 1 — bebida lactea com lactose); BIL (controle 2 — bebida lactea
isenta de lactose) e BVC (bebida vegetal de leite de coco). Para todas as bebidas foi
empregada a cultura nativa Lactobacillus mucosae CNPCO007, a cultura starter
Streptococcus thermophilus TA40 e a polpa de jamboldo. Apds processamento, 0s
produtos foram armazenados a 4+1 °C e analisados semanalmente por 21 dias. A
bebida vegetal frente as bebidas lacteas, durante a estocagem, apresentou boa
estabilidade quanto ao pH (proximo de 3,6) e acidez (entre 0,41 e 0,39 g de &cido
latico/100 g), populacdo de lactobacilos viaveis entre 7,03 e 8,16 log UFC/mL e
potencial atividade antioxidante (préximo de 400 g de produto para a captura de 1 g
de DPPH). Dentre os parametros avaliados na andlise sensorial, cor e aceitacao
global foram os de maior relevancia para a bebida vegetal, alcan¢cando notas de até
8,29 e 7,28, respectivamente, dentro de uma escala de 0 a 10. Dessa maneira, a
formulacdo proposta elaborada nas condi¢cdes do estudo apresentou-se como uma
potencial categoria dentre os alimentos ndo-lacteos saudaveis e funcionais e como
um produto tecnologicamente viavel, além de usar uma cultura nativa e uma fruta,
normalmente negligenciada pelos brasileiros, que apresenta excelente propriedade
antioxidante, possibilitando baratear os custos de produgédo e garantir um maior
acesso aos consumidores para este tipo de produto.

Palavras chave: Alternativas vegetais ao leite. Produtos ndo-lacteos. Lactobacillus
mucosae. Azeitona-preta.



ABSTRACT

Fermented products have been used as potential products with benefits to health
since the antiquity. In recent times, the consumer interest in non-dairy probiotics has
been increased, as the use of milk has become limited due to an increasing number
of people allergic to its proteins, intolerant to lactose, adept a to low-cholesterol diet,
or even vegans. Thus, the objective of this study was to evaluate the functional and
technological potential of a plant-based fermented beverage using coconut milk
(Cocos nucifera), jambolan (java plum, black plum or jamun) pulp (Syzygium cumini
(L.) Skeels) and a potentially probiotic indigenous culture of Lactobacillus mucosae,
comparing its physical-chemical, microbiological, hygienic-sanitary, antioxidant and
sensory parameters with two dairy beverages (controls), one with lactose and
another free of this disaccharide, since these last two are the most similar to the
reference products on the market. Three formulations were produced in triplicate
each: BCL (control 1 - dairy beverage with lactose); BIL (control 2 - lactose-free dairy
beverage) and BVC (coconut milk plant-beverage). For all beverages, the indigenous
culture Lactobacillus mucosae CNPCO007, the starter culture Streptococcus
thermophilus TA40 and the jambolan pulp were used. After processing, the products
were stored at 4 £ 1 ° C and sampled weekly for analysis during 21 days. The plant
beverage compared to the dairy ones presented good stability regarding the pH
(close to 3.6) and acidity (between 0.41 and 0.39 g lactic acid/100 g), population of
viable lactobacilli between 7.03 and 8.16 log CFU/mL and potential antioxidant
activity (close to 400 g product to scavenge 1 g DPPH) at all sampling periods.
Among the parameters evaluated in the sensory analysis, color and overall
acceptance were those of highest relevance for the plant beverage, achieving scores
of up to 8.29 and 7.28, respectively, within a scale from 0 to 10. Thus, the plant
formulation elaborated under the study conditions showed to be a potential category
among healthy and functional non-dairy foods and as a technologically viable
product, in addition to the use of indigenous cultures and a commonly neglected fruit
by the Brazilian population, which has an high antioxidant capacity, making it
possible to reduce the production costs and ensure greater access of this kind of
product to the consumers.

Keywords: Plant-based milk alternatives. Non-dairy products. Lactobacillus mucosae.
Black plum.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Fundacdo das Nacbes Unidas para a Alimentacdo e
Agricultura (FAO) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define-se probioticos
como "microrganismos vivos, que gquando consumidos em gquantidades adequadas,
conferem um efeito de saude ao hospedeiro” (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2001). Esse conceito foi considerado
como relevante pela International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics
(ISAPP) e suficientemente adaptavel para aplicacdes atuais, desde que seus
beneficios a saude sejam demonstrados em estudos rigidamente controlados para
garantir seguranca e eficacia (HILL et al., 2014).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2018) adota essa mesma
definicdo em resolucdo que dispfe sobre 0s requisitos para comprovagao da
seguranca e dos beneficios a salude dos probidticos para uso em alimentos. Entre os
requisitos estdo: a) caracterizacao e identificacdo da linhagem do microrganismo; b)
estudos cientificos que demonstrem uso seguro; c) auséncia de eventos adversos
relevantes a partir de estudos clinicos; d) auséncia de fatores de viruléncia e
patogenicidade; e) auséncia de resisténcia potencialmente transmissivel a
antibioticos relevantes para saude humana; f) o beneficio a saude associado ao uso
do probiotico deve estar claramente identificado e refletir da forma mais adequada o
conjunto de evidéncia apresentadas.

O tratamento com probiéticos envolve a modulagdo do sistema imunoldgico
tanto em nivel local como sistémico e os efeitos benéficos incluem quer a reducéo
da duracdo das infeccbes quer a diminuicdo da suscetibilidade aos agentes
patogénicos (ANTOINE, 2010).

A principal fonte alimentar de probidticos para humanos sdo leites
fermentados e ou produtos lacteos similares (HUSAIN, 2016), porém, questbes de
saude como intolerancia a lactose e as alergias ao leite, caracteristicas dos produtos
como a gordura elevada e o colesterol e também questdes comportamentais como a
tendéncia crescente do vegetarianismo vém promovendo a pesquisa no campo de
produtos probidticos sem leite (KANDYLIS et al., 2016).

Recentemente, outras areas alimenticias estdo envolvidas no ramo de
probiodticos, como as industrias de “leite” de oleaginosas, de cereais ou de outras

origens vegetais. Os chamados “leites” vegetais tém especial relevancia uma vez
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gue, além de seus beneficios nutricionais e de saude, contém compostos prebidticos
ou podem ser facilmente adicionados destes componentes (a exemplo do prebidtico
inulina), ou de outras fontes de fibras e compostos bioativos (BERNAT et al., 2015).

No entanto, a composicdo das bebidas probiéticas ndo lacteas pode
representar desafios especificos para a sobrevivéncia desses microrganismos. Para
superar esses desafios, técnicas de selecdo e protecdo das cepas adicionadas
desempenham um papel muito importante para a obtencdo de um produto estavel
(GAWKOWSKI; CHIKINDAS, 2013).

Nesse sentido, estudos precisam ser realizados para avaliar a viabilidade do
probidtico no produto de base vegetal, a fim de se assegurar que o alimento
alternativo aos de base lactea também € capaz de oferecer os microrganismos
probiéticos ao consumidor nas quantidades recomendadas para demonstrarem 0s
efeitos benéficos a saude humana.

Segundo dados da literatura, o coco (Cocos nucifera (L.)) € uma fruta
tropical popular amplamente utilizada para a preparacdo de diferentes tipos de
produtos alimentares. A palavra leite de coco descreve o liquido de cor branca
extraido usando a for¢ca mecénica da polpa de coco madura com a adicao de pouca
agua gue apresenta textura cremosa, sabor suave e aromatico (NARATARUKSA et
al., 2010; SANFUL, 2009; SHANA et al., 2015).

Sanful (2009) produziu um iogurte a partir de leite de coco e leite de vaca
desnatado. A avaliacdo sensorial indicou que ndo houve diferencas entre as duas
bebidas quanto a todos os atributos de qualidade sensorial. Logo, 0 coco surge
como potencial alternativa saudavel ao leite de vaca para produzir produtos
probidticos nao-lacteos aceitaveis e acessiveis, uma vez que é mais barato,
disponivel e indicado para o publico com restricdo alimentar.

Paralelamente, apesar da disponibilidade comercial de cepas probidticas
bem caracterizadas, é necessario 0 estudo de novos microrganismos com
propriedades benéficas a saude para incorporagcdo em alimentos, como, por
exemplo, cepas nativas de lactobacilos.

A utilizacdo de novas cepas com potencial probiético possibilita um acesso
mais amplo a estes microrganismos, especialmente as pequenas e médias
agroindustrias de alimentos em paises em desenvolvimento (VINDEROLA, et al.,
2008). Isso permitiria menores custos para a obtencao do produto final, viabilizando

0 Seu acesso a um maior numero de consumidores.
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O uso de uma base vegetal e 0 uso de cepas nativas com potencial
probidtico sdo, portanto, alternativas para a obtencdo de um alimento funcional que
nao apresente restricdes de consumo tanto aos intolerantes a lactose e alérgicos as
proteinas do leite, bem como para o consumidor geral que tenha interesse em
consumir opgdes alternativas aos derivados lacteos.

A utilizacdo de jamboldo (Syzygium cumini (L.) Skeels — familia Myrtaceae)
no processamento de uma bebida fermentada de base vegetal traz beneficios
adicionais ao consumidor por ser uma fruta fonte de compostos fendlicos, com
potencial atividade antioxidante, e de fibras alimentares, que juntamente com 0s
probidticos, contribuiria para o bom funcionamento do intestino.

As fibras alimentares e o0s compostos fendlicos podem tornar mais
favoraveis as condicbes para a multiplicacdo e sobrevivéncia das culturas
adicionadas ao produto. Igualmente, a biodisponibilidade dos compostos fendlicos
ao organismo humano e consequente atividade antioxidante pode ser aumentada
em decorréncia do metabolismo microbiano, aumentando os efeitos benéficos para a
saude. Outros potenciais beneficios podem ser obtidos em uma bebida fermentada
de base vegetal adicionada de uma cultura nativa de lactobacilos e jambolao e

merecem ser estudados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar o potencial funcional e tecnolégico de uma bebida fermentada de

base vegetal usando leite de coco (Cocos nucifera), cultura nativa potencialmente

probidtica de Lactobacillus mucosae e polpa de jamboldo, conhecido também por

azeitona-preta (Syzygium cumini).

2.2 Objetivos especificos

Este projeto apresenta os seguintes objetivos especificos:

a)

f)

9)

Comparar a bebida de coco com duas formulacdes lacteas fermentadas
(controles), uma com lactose e outra sem esse dissacarideo, visto que
sao tipos de bebidas mais proximas as ja conhecidas pelos consumidores
neste setor de probioticos, sendo estas a base de leite e soro de queijo, e
também com polpa de jamboldo e cultura nativa potencialmente probiética
de L. mucosae;

caracterizar bromatologicamente as diferentes bebidas fermentadas
produzidas;

caracterizar bromatologicamente o leite de coco usado;

comparar o potencial fermentativo da base vegetal de coco com duas
formulacdes lacteas;

avaliar e comparar a estabilidade da bebida vegetal com a das bebidas
lacteas fermentadas controles durante o armazenamento refrigerado de
21 dias;

avaliar a viabilidade da cultura nativa de L. mucosae nas diferentes
formulacdes e o efeito deste microrganismo sobre o teor de compostos
fendlicos ao longo do armazenamento;

avaliar sensorialmente as diferentes bebidas fermentadas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Probioticos

Uma revisdo sobre o conceito para probiéticos foi realizada por Hill et al.
(2014), que consideraram a definicdo proposta por FAO/OMS e os avancos da
pesquisa nos 12 anos anteriores aquela publicacdo. Para os autores 0 uso
adequado do termo probidtico serd util para orientar clinicos e consumidores na
diferenciagao dos diversos produtos no mercado.

De acordo com a FAO/OMS define-se probidticos como "microrganismos
vivos, que quando consumidos em quantidades adequadas, conferem um efeito de
saude ao hospedeiro” (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE
UNITED NATIONS, 2001). Hill et al. (2014) propuseram a adicdo de alguns

requisitos essenciais:

Incluir no quadro para a definicdo de probidticos espécies microbianas que
foram mostradas em estudos devidamente controlados para conferir
beneficios a salde; qualquer reivindicacdo especifica além de "contém
probiéticos" deve ser ainda fundamentada; manter fora do quadro probiético
culturas vivas, tradicionalmente associadas com alimentos fermentados e
para as quais ndo ha provas de beneficios para a salde; manter indefinidos
os transplantes de microbiota fecais fora da estrutura probiética; novos
comensais e consorcios que compdem cepas definidas oriundas de
amostras humanas, com provas adequadas de seguranca e eficacia, séo
"probioticos".

Os microrganismos probi6ticos sdo predominantemente de origem humana e
animal (RIVERA-ESPINOZA; GALLARDO-NAVARRO, 2010) e a principal fonte
alimentar para humanos sao iogurtes e produtos lacteos (HUSAIN, 2016).

Ha evidéncias clinicas de que alguns probidticos, mas néo todos, estimulam
a defesa do hospedeiro, como demonstrado por uma menor duragéo das infec¢des
ou por uma reducdo da suscetibilidade do hospedeiro aos agentes patogénicos
(ANTOINE, 2010). Galdeano et al. (2007) apresentaram um modelo para o0s
mecanismos de imunomodulacdo intestinal induzida por bactérias probioticas. O
estudo mostrou, em parte, a base cientifica sobre a maneira como os probidticos
funcionam e sua possivel influéncia no sistema imunoldgico intestinal em condi¢cdes
patologicas.

De acordo com Soccol et al. (2010) Lactobacillus e Bifidobacterium s&o os
principais grupos probidticos; porém, existem relatos sobre o potencial probiotico de

Pediococcus, Lactococcus, Bacillus e leveduras. Algumas das cepas probidticas
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identificadas apresentam poderosas propriedades anti-inflamatérias, antialérgicas e
outras importantes. Além disso, o consumo de produtos lacteos e nao lacteos
estimula a imunidade de diferentes maneiras.

Uma meta-analise de estudos randomizados e controlados avaliou se o
tratamento com Lactobacillus melhora os resultados clinicos em criangas com
diarreia infecciosa aguda. O estudo relatou uma reducéao significativa na duracdo da
diarreia de 0,7 dias nos grupos probidticos em comparacdo com 0s controles dentro
de um tratamento de dois dias, sugerindo uma alternativa de tratamento eficaz e
segura (VAN NIEL et al., 2002).

Nos estudos randomizados os pesquisadores decidem aleatoriamente quais
participantes do estudo recebem o novo tratamento e quais recebem placebo. Nos
estudos controlados o teste usa um grupo de controle para comparagcdo ou
referéncia, onde os participantes nao recebem o novo tratamento, mas recebem um
placebo (MACGILL, 2018). Nos estudos de controle randomizado duplo-cego tanto
0S pesquisadores como 0s participantes ndo sabem qual grupo grupo recebera o
novo tratamento teste e qual recebera o placebo. Ainda no estudo randomizado
duplo-cego, as acbes de “cegar” (tanto pacientes como pesquisadores) e
“aleatorizar” eliminam, respectivamente, confusdes por co-intervencgdes, que podem
levar a estimativa tendenciosa e incorreta do efeito do tratamento e o confundimento
por variaveis de base (MISRA, 2012).

Em estudo randomizado duplo cego controlado com 135 individuos idosos
hospitalizados que receberam antibioticoterapia, Hickson et al. (2007) relataram uma
reducdo da diarreia associada ao uso de antibioticos e causada por Clostridium
difficile, e a auséncia de toxina desse microrganismo nas fezes do grupo probidtico,
enquanto havia 17 amostras positivas no grupo controle.

A ingestdo de alguns probiéticos melhora significativamente as defesas do
hospedeiro e a capacidade de lidar com diferentes fatores externos do meio
ambiente, infeccdo ou estresse que enfraquecem parte dos sistemas de defesa. A
acao dos probidticos pode ser explicada por um efeito direto sobre a microbiota
intestinal, sua composi¢cao ou sua funcéo defensiva (resisténcia de colonizacao); por
um efeito na mucosa intestinal (por exemplo, muco, permeabilidade e defensinas) ou
por um efeito sobre o sistema imune e inflamac¢des. No entanto, os probidticos,
como outros microrganismos exdgenos, sao transitorios no intestino, e é necessaria

uma ingestao regular para proporcionar um beneficio sustentavel (ANTONIE, 2010).
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Muitos estudos nas Ultimas décadas concluiram que os melhores substratos
para a ingestdo de probidticos sdo produtos lacteos. No entanto, a
intolerancia a lactose, a gordura elevada e o colesterol, as alergias ao leite e
também a tendéncia crescente do vegetarianismo promoveu a pesquisa no
campo de produtos probioticos sem leite. (KANDYLIS et al., 2016).

Diante disso, o desenvolvimento de produtos probidticos néo lacteos,
incluindo matrizes alimentares a base de frutas, vegetais e cereais, tem sido
largamente pesquisado. O trabalho de Martins et al. (2013) analisa as principais
aplicacbes de microrganismos probidticos em produtos de origem vegetal e as
caracteristicas que permitem o uso dessas massas alimentares como potenciais
portadores de bactérias probidticas.

A fermentacédo € tradicionalmente usada em todas as regides do mundo por
seus atributos de promocdo a saude e € uma forma antiga de conservacdo dos
alimentos. Os produtos fermentados desfrutam do sucesso em muitos mercados e
h& um interesse crescente pelas bebidas funcionais em uma perspectiva cientifica,
de consumo e comercial.

Recentemente foram desenvolvidos esfor¢cos inovadores para desenvolver
bebidas fermentadas probiéticas ndo lacteas de uma variedade de substratos,
incluindo leite de soja, cereais e vegetais e sucos de frutas. H4 um movimento junto
aos consumidores atuais para a selecao de alimentos que oferecem beneficios de
saude, sociais e ambientais, o que incentivou a industria de alimentos a desenvolver
novos produtos e estratégias de mercado. De fato, com a disponibilidade e as
melhorias na tecnologia e o crescente interesse dos consumidores em alimentos
funcionais, a perspectiva de bebidas fermentadas € mais promissora do que nunca
(MARSH et al., 2014).

3.2 Probi6ticos néao-lacteos

Os consumidores tém procurado cada vez mais dietas que promovem a
saude e bem-estar. Entre os alimentos que atendem a essa demanda, aqueles com
propriedades funcionais tém atraido a atencdo dos consumidores e da inddstria de
alimentos (MARTINS et al., 2013).

A pesquisa esta sendo continuada no desenvolvimento de solucbes
alternativas aos produtos probidticos a base de leite existindo a preferéncia por
produtos probidticos ndo lacteos, especialmente usando suco de frutas e/ou de
hortalicas como ingredientes principais (KUMAR; VIJAYENDRA; REDDY, 2015).
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Frutas e hortalicas processados tém sido boas matrizes e sdo considerados
como substratos ideais para probioticos devido a presenca de minerais, vitaminas,
antioxidantes e fibras (SOCCOL et al., 2010). Varias espécies de lactobacilos e
bifidobacterias apresentam boa tolerancia em ambientes &cidos, favorecendo o uso
dessas bases na fabricacdo de bebidas fermentadas. Porém, mais trabalhos séo
necessarios quanto aos sucos fermentados contendo probiéticos, pois além da
importancia da multiplicagdo e a estabilidade dos microrganismos durante a
fermentacdo e armazenamento, respectivamente, a avaliacdo sensorial esta
diretamente associada com a qualidade e aceitacdo do produto final pelo
consumidor, sendo necessario uma selecdo adequada dos componentes do
substrato (formulacéo) e composicéo das cepas (SHORI, 2016).

Atualmente, os produtos probiéticos de frutas e vegetais jA4 estdo
disponiveis nos mercados americano e europeu. Os produtos comerciais incluem
frutas e hortalicas fermentados e néo fermentados, bebidas probiodticas organicas e
frutos secos enriquecidos com estes microrganismos. Estes produtos tém um apelo
saudavel, que atrai os consumidores (MARTINS et al., 2013).

Sharma e Mishra (2013) utilizaram como matéria-prima para a producdo de
bebidas probiéticas suco de meldo amargo (Momordica charantia), suco de caldo
de abdbora-d'dgua (Lagenaria siceraria) e cenoura (Daucus carota). O suco de
vegetais foi fermentado a 30 °C por até 72 h e as alteracdes na populacdo
microbiana, pH, acgucares e acidez titulavel foram observadas durante o periodo de
fermentacdo. A contagem de células viaveis atingiu até 8 log UFC/mL, a partir de
uma populacao inicial de 6 log UFC/mL. A viabilidade das cepas foi determinada
durante o tempo de armazenamento a 4 °C dentro de 4 semanas. O suco de
vegetais provou ser um meio adequado para a producdo de uma bebida probiotica
fermentada e pode servir como uma bebida saudavel para vegetarianos,
particularmente os diabéticos.

A Plant Based Foods Association e o Good Food Institute divulgaram
dados encomendados da Nielsen, uma empresa lider em pesquisa de vendas de
varejo, sobre o mercado do setor de alimentos a base de plantas. Nos Estados
Unidos, no ano de 2017, as vendas no varejo de alimentos de origem vegetal, a fim
de substituir produtos animais, totalizaram 3,1 bilhdes de ddlares. Do total de
vendas de leite e produtos similares, 9,3% compreende as alternativas vegetais a

esses alimentos. Os dados apontam esses produtos alternativos a base de plantas
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como uma categoria de rapido crescimento, incluindo produtos como “leite
vegetal’, bem como produtos nao-lacteos similares a queijos e iogurtes. O
consumo de produtos vegetais similares ao iogurte aumentou 56% em relacdo a
2016 (NIELSEN, 2017).

3.3 Leite de coco (Cocos nucifera (L.))

O coco, de acordo com a sua classificacdo botanica, € um fruto da
palmeira que pertence a classe Monocotyledoneae, ordem Palmales, familia
Arecaceae, subfamilia Cocoideae, género Cocos, espécie nucifera. Esta palmeira
também é denominada popularmente como coqueiro, coco-da-bahia ou coqueiro-
da-praia no Brasil (MAURO, 2018).

Cocos nucifera (L.) € uma importante fruteira nas regifes tropicais e a
fruta pode ser transformada em uma variedade de alimentos e bebidas. Parece
haver uma confusdo na literatura, na industria e entre os consumidores em
relacdo aos termos “leite de coco” e "agua de coco”, que, por vezes, sao
utilizados de forma intercambiavel. Em 1994, a Asian and Pacific Coconut
Community (APCC) prop0s certas definicdes para diferentes produtos aquosos de
coco: o termo “agua de coco” deve referir-se exclusivamente ao endosperma
liquido aquoso natural da drupa de Cocos nucifera (L.), enquanto o termo “leite de
coco” deve referir-se ao produto aquoso, essencialmente sem a fibra, extraidos
do endosperma de coco soélido, mas que podem incluir eventualmente agua de
coco (SEOW; GWEE, 1997).

Segundo a Tabela Brasileira de Composicdo dos Alimentos (TACO) a
composicdo centesimal do leite de coco apresenta: 78% umidade; 1g proteina;
18,49 de lipideos; 2,2g carboidratos; 0,7g fibra alimentar e 0,4g cinzas por 100g
da parte comestivel (UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS, 2011). Belewu
e Belewu (2007) apresentam a composicao de acidos graxos do leite de coco, a
gual consiste em 56,23% de acido laurico, 18,30% de miristico, 8,95% de
palmitico, 8,90% de caprico, 7,30% de oleico e 1,60% de linoleico. Segundo os
autores, os acidos laurico e oleico podem auxiliar na prevencdo de doencgas
coronarianas e aterosclerose.

Nesse sentido, Ekanayaka et al. (2013) reportaram o comportamento do

perfil lipidico de individuos saudaveis que consumiram suplemento dietético
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tradicional contendo leite de coco por 8 semanas, a fim de avaliar o risco
cardiovascular. No referido estudo concluiu-se que a gordura de coco mostrou-se
benéfica ao diminuir niveis de LDL e aumentar o HDL colesterol, resultados estes

gue reafirmam o potencial funcional do produto.

3.4 Bebidas lacteas

Entende-se por Bebida Lactea:

O produto lacteo resultante da mistura do leite (in natura, pasteurizado,
esterilizado, UHT, reconstituido, concentrado, em po, integral,
semidesnatado ou parcialmente desnatado e desnatado) e soro de leite
(liquido, concentrado e em po) adicionado ou ndo de produto(s) ou
substancia(s) alimenticia(s), gordura vegetal, leite(s) fermentado(s),
fermentos lacteos selecionados e outros produtos lacteos. A base lactea
representa pelo menos 51% (m/m) do total de ingredientes do produto.
(BRASIL, 2005).

Essa mesma legislacao define Bebida Lactea Fermentada como:

O produto “fermentado mediante a agdo de cultivo de microrganismos
especificos e/ou adicionado de leite(s) fermentado(s) e que ndo podera ser
submetido a tratamento térmico apos a fermentacéo. A contagem total de
bactérias lacticas viaveis deve ser no minimo de 10° UFC/g, no produto
final, para o(s) cultivo(s) lactico(s) especifico(s) empregado(s), durante todo
o prazo de validade. (BRASIL, 2005).

O desenvolvimento de bebidas lacteas adicionadas de culturas probidticas e
polpas ou suco de frutas, além de ser funcional, ter uma boa aceitacéo e alto valor
nutritivo, € uma alternativa para o aproveitamento do soro gerado nas industrias.
Ferreira (2015) desenvolveu uma bebida lactea fermentada sabor pitanga, utilizando
culturas probidticas e prebidticos como fruto-oligossacarideos (FOS), demonstrando
viabilidade tecnologica e com potencial de producédo pela industria de produtos

lacteos funcionais.

3.5 Principais razfes para dietas com restricdes ao leite

3.5.1 Intolerancia a lactose e alergia a proteina do leite

A lactose é o principal acucar presente no leite de mamiferos. De acordo

com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA):

Quando alimentos contendo lactose s&o ingeridos, esse acUcar é
hidrolisado pela enzima lactase em glicose e galactose. Na maioria dos
mamiferos, a atividade da enzima lactase diminui apés o desmame. Esse &
um fendbmeno normal, geneticamente programado e irreversivel, conhecido
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como hipolactasia primaria ou lactase ndo persistente. Quando individuos
com hipolactasia primaria ingerem alimentos contendo lactose, uma parte
deste aclUcar ndo € digerida e atinge o cdlon, sendo degradada em acido
lactico, &cido acético, hidrogénio e didéxido de carbono pelas bactérias
intestinais. Essa situacdo é denominada de ma digestdo de lactose. O
aparecimento de sintomas abdominais (ex. dor e distensdo abdominal,
flatuléncia, diarreia, nausea, vémitos ou constipacdo) em fungcdo da ma
digestdo de lactose caracteriza a intolerancia a lactose. (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016).

Embora seja frequentemente confundida com alergia alimentar ao leite, a
intolerancia a lactose € uma reacdo adversa que ndo envolve o sistema imunoldgico
e ocorre devido a deficiéncia da enzima lactase, sendo classificada como uma
intolerancia alimentar (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016).

Alergia a proteina do leite € uma reacdo adversa desenvolvida pelo
organismo gue envolve mecanismos imunes e € desencadeada pela ingestao de
fracdes das proteinas desse alimento, e ndo pela lactose (TOMEI, 2016).

A rotulagem de alimentos € mais exigente para os casos de alergia que para
os de intolerancia. Ambas as condi¢des, tanto intolerancia a lactose, como alergia as
proteinas do leite, merecem uma atencdo minuciosa e descritiva a respeito de suas
causas e sintomas, visando esclarecer bem a diferenciacéo entre as duas para que
os portadores, profissionais e cuidadores possam obter satisfatorio dominio sobre o
tema e realizar um adequado tratamento (TOMEI, 2016).

Oliveira (2013) cita um estudo realizado no Brasil que concluiu que a
incidéncia de alergia a proteina do leite de vaca é de 2,2% e a prevaléncia é de
5,7%. No tocante a intolerancia a lactose, a incidéncia foi de 44,11%em um estudo
realizado em Joinville-SC com 1.088 individuos que apresentavam distlrbios
intestinais ou manifestacdes clinicas suspeitas. No referido estudo, o maior nimero
de casos novos foi encontrado em criancas de zero a dez anos com 23,71% de
incidéncia. Os autores também verificaram que a menor frequéncia ocorreu em
individuos a partir dos 40 anos, expressando o menor percentual depois dos 60 anos
com 6,71% (PEREIRA FILHO; FURLAN, 2004).

3.5.2 Vegetarianismos e veganismo
Segundo Ruby (2012) a literatura atual indica que o termo "vegetariano" se

tornou bastante vago, variando de pessoas que ocasionalmente comem carne, mas

se consideram vegetarianas, aguelas que ndo consomem nenhum produto animal. A
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definicdo proposta por Beardsworth e Keil (1991), que vem sendo utilizada até a
presente década, propde a categorizacdo do termo vegetarianismo, medindo o grau
progressivo para o qual os alimentos de origem animal séo evitados.

Os vegetarianos do Tipo | sdo aqueles que se consideram vegetarianos,
mas ocasionalmente comem carne vermelha ou frango, tipicamente resultante da
indisponibilidade temporaria da op¢cdo de comida vegetariana, ou do desejo de evitar
constrangimentos em ambientes sociais onde a carne é servida. O Tipo Il evita o
consumo de carne e aves. O Tipo lll também evita os peixes. O Tipo IV também
exclue os ovos e o Tipo V exclui os produtos lacteos produzidos com coalho
(enzimas extraidas do estdbmago de bezerros jovens). No extremo oposto do
espectro estdo os vegetarianos do Tipo VI, ou veganos, que consomem apenas
alimentos derivados de vegetais, evitando todos os produtos alimenticios derivados
de animais (RUBY, 2012).

A Sociedade Vegetariana Brasileira (SVB) define vegetarianismo como um
regime alimentar que exclui todos os tipos de carnes e o classifica como: a)
ovolactovegetarianismo, quando o individuo utiliza ovos, leite e laticinios na sua
alimentacdo; b) lactovegetarianismo, quando utiliza leite e laticinios na sua
alimentagdo; c) ovovegetarianismo, quando utiliza ovos na sua alimentagcéo e d)
vegetarianismo estrito, quando nédo utiliza nenhum produto de origem animal na sua
alimentagdo.

Por sua vez, a filosofia do veganismo prevé o ndo consumo de qualquer
produto que gere exploragdo e/ou sofrimento animal, adotando o vegetarianismo
estrito no ambito da alimentacdo. Por este motivo, costuma-se também chamar de
“vegano” aquele individuo que ndo consome nenhum alimento de origem animal
(carnes, ovos, laticinios, etc.) (SOCIEDADE VEGETARIANA BRASILEIRA, 2017).

Na cartilha “Opgéo vegana” a SVB define veganismo como:

Um modo de vida que procura excluir, na medida do possivel e praticavel,
todas as formas de exploracédo e crueldade com os animais. O vegano néo
consome, assim, nada que tenha origem animal, seja na alimentagcdo, no
vestudrio, nas atividades de lazer, entre outras praticas da vida cotidiana.
(BASTOS et al., 2015, p. 2).

3.6 Lactobacillus mucosae CNPCO007

Ross et al. (2000) descreveu pela primeira vez a espécie Lactobacillus

mucosae, isolada do intestino de um porco. O estudo revelou que os novos isolados
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representavam uma espécie geneticamente relacionada com L. reuteri, Lactobacillus
fermentum e Lactobacillus pontis, que apresentam potencial probidtico.

A espécie L. mucosae CNPCO007 foi isolada de leite de cabra por
pesquisadores da Embrapa Caprinos e Ovinos. Foram identificados genes
relacionados a capacidade de adesdo a mucosa intestinal e tolerdncia aos sais
biliares, inibicdo de patdgenos no trato gastrointestinal e taxa notavelmente alta de
sobrevivéncia em condi¢cbes gastricas e entéricas simuladas. Segundo aquele grupo
de estudo, um probidtico promissor também deve ser capaz de sobreviver em
operacfes de processamento e armazenamento e, é desejavel que sejam
otimizados o sabor e a textura do produto final. Em conjunto, os resultados obtidos
por aquele grupo de pesquisa sugerem a cepa isolada como potencialmente
promissora para aplicacdo em bebidas funcionais por reunir um conjunto de
propriedades probidticas e tecnoldgicas verificadas por testes in vitro (MORAES et

al., 2017).

3.7 Jambol&do (Syzygium cumini (L.) Skeels) e compostos fendlicos como

antioxidantes naturais

O Syzygium cumini (L.) Skeels (jamboldo) também pode ser chamado
cientificamente como Eugenia jambolana ou Eugenia cumini (ARAUJO, 2014;
VEIGAS et al., 2007), pertencente a familia Myrtaceae, original da Indonésia, da
China e das Antilhas, e encontrado em diversos paises, inclusive em grande parte
do Brasil nas planicies litoraneas, nas serras e nos planaltos (VIZZOTO; PEREIRA,
2008). O fruto € conhecido popularmente por jambu, amora indiana, ameixa roxa,
jameldo, jamun, azeitona-do-nordeste, murta, guapé, azeitona preta, cereja, jaldo,
kambol, jambui, azeitona-da-terra e baga de freira (BEZERRA, 2015; VIZZOTO;
FETTER, 2009).

Baliga et al. (2011) citam estudos que comprovam uma gama de
propriedades farmacolégicas do Syzygium cumini, tais como antibacteriana,
antifngica,  antiviral,  anti-genotoxico,  anti-inflamatorio,  anti-ulcerogénico,
cardioprotetor, antialérgico, anticancerigeno, quimiopreventivo, radioprotetor,
sequestrador de radicais livres, antioxidante, hepatoprotetor, antidiarreico,

hipoglicémico e antidiabético.


https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/goat-milk
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0023643818303347?via%3Dihub#bib26
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0023643818303347?via%3Dihub#bib26
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Aqil et al. (2012) relataram o elevado potencial quimioprotetor do cancer de
S. cumini, atribuido as suas atividades antioxidantes, antiproliferativas e
antiinflamatdrias. Os extratos da polpa e sementes apresentaram alta capacidade de
absorcao de radicais livres de oxigénio. Seu alto potencial antioxidante também foi
refletido pelas atividades de absorcao de ions 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-
sulfénico) (ABTS) e 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e quelantes de ions ferrosos.
Também analisaram a atividade antiproliferativa dos extratos de S. cumini contra
células A549 do céancer de pulmdo humano, apresentando significativa atividade
antiproliferativa.

Os frutos da espécie S. cumini, sdo tradicionalmente usados para curar uma
série de doencas. Banerjee, Dasgupta e De (2005) comprovaram a atividade
antioxidante da casca do fruto utilizando diferentes ensaios, como ensaio de
eliminacdo de radical hidroxila, ensaio de eliminacdo de radical superéxido, ensaio
de eliminacdo de radicais DPPH e ensaio de peroxidacdo lipidica. Segundo os
autores a propriedade antioxidante da casca da fruta pode vir em parte das
vitaminas antioxidantes, fendlicos ou taninos e antocianinas presentes na fruta.

Singh et al. (2016) examinaram o extrato de polifenol do fruto Syzygium
cumini e constataram atividade antimicrobiana de amplo espectro contra cepas
patogénicas de referéncia (Staphylococcus aureus, S. aureus resistente a meticilina
[MRSA], Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Candida albicans), além de
atividade antioxidante para diferentes polifendis. O acido galico e a quercetina

apresentaram maior atividade antioxidante (DPPH e ABTS).
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4 METODOLOGIA
4.1 Local da Pesquisa

A pesquisa foi realizada no Nucleo de Pesquisa e Extensdo em Alimentos
(NUPEA) e no Laboratoério de Quimica Analitica Aplicada, ambos do Departamento
de Quimica — Centro de Ciéncias e Tecnologia, bem como no Laboratério de
Genética do Departamento de Biologia e no Laboratério de Bioquimica do
Departamento de Farmécia — Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, localizados
no Campus | da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), no municipio de

Campina Grande — PB.
4.2 Matéria-prima

A pesquisa contou com a producédo de trés bebidas fermentadas, uma a
base de leite de coco (Cocos nucifera) e duas de origem lactea. Para a base da
bebida vegetal foram utilizados: endosperma solido do coco maduro para preparo do
leite de coco, amido de milho (Maisena® Duryea®, Unilever) e sacarose (agucar
granulado Estrela, Biosev). Para o preparo das bases lacteas foram usados soro de
queijo Minas frescal, leite em pd desnatado (Molico®, Nestlé®), B-galactosidase
(Prozyn® Lactase) e sacarose (acticar granulado Estrela, Biosev). Em comum as trés
formulagcdes usou-se polpa de S. cumini (jamboldo), cultura iniciadora de
Streptococcus thermophilus (TA40, DuPont) e cultura nativa potencialmente
probidtica de Lactobacillus mucosae (CNPCO007, fornecida pela Embrapa Caprinos e
Ovinos, Sobral, Ceara).

Os ingredientes usados nos trés tratamentos encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 -Ingredientes usados em cada tratamento.

(continua)
. Tratamentos
Ingredientes
BCL BIL BVC
Leite de coco - - +

Sacarose + + +
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(conclusao)

Amido de milho - - +
Soro de leite + + -
Leite em po6 + + -
L. mucosae + + +

S. thermophillus + + +

Polpa de jamboléo + + +

B-galactosidase - + -

Fontes: Dados da pesquisa.

BCL - bebida lactea fermentada com lactose; BIL — bebida lactea fermentada isenta de lactose; BVC —
bebida vegetal fermentada.

+ — presente ; - — ausente.

4.3 Obtencéao dos frutos e polpa de jamboléo

O periodo da coleta dos frutos no estadio de maturacdo maduro no
municipio de Lagoa Seca - PB aconteceu em fevereiro de 2017, dentro do periodo
de safra que, geralmente, acontece entre outubro a fevereiro, a partir de plantas
adultas selecionadas.

Os frutos foram selecionados, pesados, lavados em agua corrente,
posteriormente, higienizados em agua clorada a 200 ppm por 30 minutos e, em
seguida, escorridos. Ja a polpa foi separada manualmente da semente, triturada em
liquidificador doméstico, embalada em sacos de policloreto de polivinila (PVC) e
depois selada, tratada termicamente a 85 °C durante 5 minutos e congelados em

freezer horizontal doméstico (-18°C).

4.4  Fabricacédo das bebidas fermentadas

4.4.1 Fabricacdo de bebidas vegetais probioticas a base de leite de coco
4.4.1.1 Ensaios piloto

O primeiro ensaio piloto contou com a escolha entre o leite de coco caseiro

ou comercial (Ducoco®) para preparo da bebida fermentada.
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Para preparo do leite de coco caseiro foi utilizada a proporgéo 1:5 (p/v) do
endosperma solido do coco/volume de agua potavel. Os dois componentes foram
misturados em liquidificador domeéstico por 5 minutos formando uma suspensao que
foi posteriormente filtrada em coador de tecido sintético.

Aos dois tipos de leite foram acrescentados 9% de acucar até completa
solubilizacdo. Em seguida, receberam tratamento térmico a 85 °C por 30 min.
Terminado o processo de termizacao, as duas bases foram resfriadas até atingirem
43 £ 1 °C para adicionar a cultura starter Streptococcus thermophilus TA40 na
propor¢cdo de 0,004 g/100 g e cepa nativa Lactobacillus mucosae CNPCO007 —
previamente ativada em 5mL de caldo MRS a 37 °C por 24h, centrifugada em
criotubos de 1,5 mL, com descarte do sobrenadante — na propor¢céao 4 criotubos da
centrifugacao/L de base vegetal.

As alteracOes de pH e acidez observadas durante as 6 horas iniciais da
fermentacdo foram bem discretas, entdo optou-se por esperar 24 horas até finalizar
0 processo. Os microrganismos L. mucosae e S. thermophilus multiplicaram-se
apenas na base de leite de coco caseiro.

O segundo ensaio ajustou o0 sabor (aumentou a concentracdo do agucar de
9% para 13,5%) e a estabilidade do leite de coco com a adi¢cdo do espessante amido
de milho, testado nas concentracdes 1% e 2%.

No terceiro e ultimo ensaio ficou determinado a formulacédo da base vegetal
definitiva: leite de coco, acUcar e amido de milho nas concentracdes,
respectivamente, 85%, 13,5% e 1,5%.

4.4.1.2 Ensaio definitivo

O leite de coco caseiro foi preparado na proporcéo 1:5 (p/v) do endosperma
solido do coco/volume de agua potavel. Os dois componentes foram misturados em
liquidificador de uso domeéstico por 5 minutos. A suspenséo foi filtrada em coador de
tecido sintético. Ao leite de coco foram acrescentados o aclUcar e amido nas
proporcdes 13,5 e 1,5%, respectivamente, até completa solubilizacdo. Esta mistura
recebeu tratamento térmico a 85°C por 30 min, sendo imediatamente resfriada a 43
+ 1 °C para a adicdo da cultura starter Streptococcus thermophilus TA40 na
proporcdo de 0,004 g/100 g e da cepa nativa Lactobacillus mucosae CNPCO007 —

previamente ativada conforme mencionado no item 4.4.1.1 — na propor¢cao 4
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criotubos da centrifugacdo/L de base vegetal. A fermentacdo durou 24 horas, foi
refrigerada a 4 + 1 °C e logo apds, a polpa da fruta (jambolédo) foi adicionada na
proporcdo de 15 g/100 g de produto final. A bebida finalizada foi envasada em
garrafas plasticas de 200 mL e armazenada a 4 + 1 °C durante 21 dias. Todo o
processo foi realizado em trés lotes (triplicatas independentes).

4.4.2 Fabricacdo de bebidas lacteas probioticas

4.4.2.1 Fabricagdo do queijo para obtencéo do soro lacteo

O soro lacteo foi obtido através do processamento de queijo, de acordo com
a metodologia descrita por Florentino (1997), utilizando o método de coagulacéo
enzimatica. O leite pasteurizado desnatado (Cariri Light, COAPECAL) foi aquecido
entre 35 e 37 °C, em seguida, foi acrescentado o coagulante Hannilase (Chr.
Hansen), seguindo as orientacdes do fabricante, e o cloreto de calcio na proporcéo
de 0,25 g/L. O tempo de coagulacao foi de 30 e 40 minutos. Posteriormente, foram
realizados cortes no coagulo obtido e agitacdes a fim de separa-lo do soro. Com
auxilio de uma peneira, o soro foi separado e armazenado em garrafas a —18 °C, até

0 momento do seu uso para preparo das bebidas lacteas.

4.4.2.2 Fabricacao de bebidas lacteas

A base lactea foi preparada usando acucar, leite em p6 desnatado e soro do
leite nas proporcdes 8%, 8% e 84%, respectivamente. O soro de queijo passou por
tratamento térmico a 85 °C durante 5 minutos para inativagdo das enzimas
coagulantes, evitando assim a coagulacédo da base lactea. Logo apds, acrescentou-
se os demais ingredientes, agitando-os até completa dissolucdo. Esta mistura
recebeu tratamento térmico a 85 °C por 15 min, sendo imediatamente resfriada a
43 + 1 °C para a adicdo da cultura starter Streptococcus thermophilus TA40 na
proporcao de 0,004 g/100 g e da cultura nativa Lactobacillus mucosae CNPCO007 —
previamente ativada conforme mencionado no item 4.4.1.1, referente aos Ensaios
piloto — na propor¢cdo 4 criotubos/L de base lactea. A base lactea fermentou até
atingir pH igual a 4,5 e foi refrigerada a 4 + 1 °C. A polpa da fruta (jambolao) foi
entdo adicionada na proporcéo de 15 g/100 g de produto final.



28

A bebida finalizada foi envasada em garrafas plasticas de 200 mL e
armazenada a 4 £ 1 °C durante 21 dias. Todo o processo foi realizado em trés lotes

(triplicatas independentes).

4.4.2.3 Fabricacdo de bebidas lacteas isentas de lactose

A base lactea isenta de lactose foi preparada conforme descrito no item
4.4.2.2, e, em seguida, recebeu o tratamento enzimatico da (3-galactosidas e na
propor¢cédo de 0,05 mL/L por 24 horas sob refrigeragdo a 4 + 1 °C, conforme as
instrucBes do fabricante. Esse processo conferiu a isencéo total da lactose na base
lactea conforme a legislacdo vigente (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2017).

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi realizada
pela Embrapa Agroindustria de Alimentos (Rio de Janeiro, RJ) e o teor foi inferior ao
limite de deteccdo do método (100 mg/100 g).

Decorrido o tempo de 24 horas, a bebida foi aquecida a 43 + 1 °C para
seguir com a fermentacao utilizando a mesma técnica citada. Todo o processo foi

realizado em trés lotes (triplicatas independentes).

4.5 Caracterizacao bromatologica das formulacfes

As analises de teor de sodlidos, cinzas, lipidios (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2008) e proteinas (OFFICIAL METHODS OF ANALYSIS OF AOAC
INTERNATIONAL, 2003) foram realizadas nos produtos congelados no dia seguinte
a fabricacdo, em triplicata. O teor de carboidratos totais das amostras foi obtido por
diferenca (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS, 2003).

4.6 Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas e da viabilidade dos
microrganismos probiotico e starter das formulagbes durante a

fermentac&o e ao longo do armazenamento

As seguintes analises foram realizadas nas bebidas durante o periodo da

fermentacéo, no dia seguinte a fabricacdo e apds 7, 14 e 21 dias:



29

a) pH e acidez titulavel - métodos 017/IV e 426/IV (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 2008);

b) Lactobacillus sp., de acordo com Oliveira et al. (2001);

c) S. thermophilus, de acordo com o método descrito por Richter e
Vedamuthu (2001).

Amostras dos trés lotes de cada base lactea e vegetal antes e apls a
fermentacdo e das bebidas resultantes (no dia seguinte a fabricacdo e apos 7, 14 e
21 dias de armazenamento refrigerado) foram congeladas a —18 °C para a obtencao
dos extratos para a quantificacdo de fendlicos totais e realizacdo do ensaio com
DPPH.

Um lote adicional de cada tratamento foi produzido especificamente para a
andlise sensorial e mantido sob refrigeragéo por 21 dias.

4.7 Pesquisa de microrganismo indicadores de contaminacao

No dia seguinte a fabricacdo dos produtos destinados a analise sensorial
foram realizadas as analises para contagem de coliformes totais e de coliformes
termotolerantes em meio de cultura Agar Vermelho Violeta Bile Lactose (VRBA)
seguindo os padrdes estabelecidos pelo Ministério da Agricultura (BRASIL, 2003) e
a pesquisa de Salmonella, utilizando o meio RajHans (HIMEDIA, 2011).

4.8 Quantificacdo dos compostos fendlicos totais e avaliacdo da atividade

antioxidante das formulacdes

Os procedimentos de preparacdo dos extratos, apresentados nos préoximos
paragrafos, foram realizados segundo recomendacdes de Santos et al. (2017) com
as adaptacfes também mencionadas a seguir.

Como previamente informado, foram analisadas as amostras congeladas a
-18°C de trés lotes das trés formulacdes antes e apos a fermentacdo (TO e Tf,
respectivamente) e das respectivas bebidas fermentadas apés 1, 7, 14 e 21 dias de
armazenamento.

Para cada amostra foram recolhidas 5 aliquotas em criotubos de 2mL,

contendo aproximadamente 0,2500 g da bebida pesados em balanca analitica e 1
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mL de metanol acidificado — na propor¢gédo de 100 pL de acido cloridrico P.A. para
cada 100 mL de metanol — totalizando = 1,2500 g por criotubo. Em seguida, as
amostras foram homogeneizadas em agitador de tubos (vortex), sendo logo apos
recobertas com papel aluminio para evitar a incidéncia de luz e acondicionadas sob
refrigeracdo a 4 °C por no minimo 12 horas.

Apoés esse tempo de armazenamento, as amostras foram agitadas no vortex
e centrifugadas em centrifuga refrigerada Eppendorf (5810R, Eppendorf), na rotacéo
de 13500 x g, por 5 minutos na temperatura de 4 °C. Posteriormente, transferiu-se
0s sobrenadantes dos 5 criotubos de cada bebida para 1 baldo volumétrico de 10
mL e os precipitados foram submetidos a duas lavagens. Na primeira lavagem,
adicionou-se em cada criotubo 250 pL da solucdo de metanol acidificado, agitou-se
no vortex e centrifugou-se na mesma rotacdo, duracdo e temperatura inicial.
Novamente o sobrenadante foi transferido para o mesmo baldo volumétrico. A
segunda lavagem prosseguiu da mesma maneira; entretanto, o volume adicionado
de solvente por criotubo foi de 170 pL. Logo depois, os baldes foram aferidos com
metanol acidificado.

De cada baldao volumétrico, apos afericdo e homogeneizacéo, foi retirado 1,5
mL para um novo criotubo e sujeito a uma nova centrifugagéo diferindo das demais

apenas no tempo, sendo este de 1 minuto.

4.8.1 Determinagdo de compostos fendlicos totais

A andlise de compostos fendlicos totais foi realizada no escuro e em
temperatura ambiente, utilizando o extrato obtido nas centrifugacbes, seguindo a
metodologia de Santos et al. (2017) com adaptagbes. Em tubos conicos de
centrifuga de 15 mL foram adicionados em sequéncia 60 pL da amostra, 2.340 uL de
agua destilada e 150 pL do reagente Folin — Ciocalteu (Sigma-Aldrich). Em seguida,
agitou-se até a completa homogeneizacao e estes ficaram em repouso durante 8
minutos.

Apos este tempo, adicionou-se 450 pL de uma solucdo aquosa de carbonato
de sodio (Na,CO3) a 30%. Os tubos foram novamente agitados e aguardou-se 30
minutos. Passado o Ultimo tempo de repouso, a absorbancia foi medida em
espectrofotometro (Spectrum Meter SP-2000UV) no comprimento de onda de 750

nm, sendo este anteriormente zerado com metanol acidificado.
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A prova controle utilizada nesta andlise foi preparada da mesma maneira
acima descrita, porém, utilizando 60 uL de metanol acidificado (na propor¢ao de 100
mL de metanol para 94 pL de acido cloridrico apenas para o controle) no lugar da

amostra.

4.8.2 Determinacdo da atividade antioxidante total pela captura do radical
DPPH

A atividade antioxidante total pela captura do radical livre DPPH foi realizada
a partir de adaptacbes dos procedimentos de Rufino et al. (2007). A principio,
preparou-se 25 mL da solugdo mae de DPPH pesando-se em balanca analitica
0,0020 g deste e diluindo-o em éalcool etilico P.A. Para cada amostra foram utilizados
3 tubos cobnicos de centrifuga, realizando-se 3 diluicdes diferentes. Foram pipetados
2,95 mL, 2,90 mL e 2,80 mL da solucdo de DPPH nos tubos e em seguida
adicionados 0,05 mL, 0,10 mL e 0,20 mL da amostra, respectivamente. A prova
controle foi preparada da mesma forma, sendo que ao invés da amostra foi
adicionado etanol P.A. na mesma quantidade.

Depois das amostras serem adicionadas aos tubos, leu-se imediatamente os
valores da absorbancia de cada solucdo em um espectrofotémetro (Spectrum Meter
SP-2000UV) zerado com etanol P.A., em comprimento de onda em 517 nm. A leitura
foi efetuada ap6s 0, 30 e 60 minutos da adicdo da amostra. Com base nos
resultados, calculou-se a porcentagem de sequestro de radicais DPPH e o0 ECsg para
cada amostra. A porcentagem de sequestro de radicais DPPH foi calculada de

acordo com a equacéao (1):

ABS.. . —ABS,. .
% de sequestrode DPPH= (ABS ceomin Asoni) %100

C60min

Onde
ABScs0 min: @absorbancia do controle no tempo de 60 min;

ABS 60 min: @absorbancia da amostra no tempo de 60 min.

4.8.3 Obtencao do ECsg
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b

O ECs refere-se a concentragdo necessaria para inibir 50% da
concentracao inicial do radical DPPH.

O ECs foi obtido a partir de célculos de retorno do ensaio de calibragcdo com
diferentes concentracdes de DPPH e das equacbes obtidas a partir da massa de
DPPH anéalogo a metade da absorbancia do controle, dos gréaficos de disperséo das
absorbancias das diferentes amostras nas diferentes concentracdes de extrato,
segundo relatado no protocolo de Rufino et al. (2007), apresentando o resultado final

em g de amostra/g de DPPH captado.

4.9 Andlise sensorial das formulagdes

A analise sensorial das bebidas fermentadas foi realizada em um Unico lote,
apos 7, 14 e 21 dias de armazenamento, através de teste de aceitabilidade,
utilizando a escala hedénica hibrida de 11 pontos (0 = desgostei muitissimo, 5 = ndo
gostei nem desgostei, 10 = gostei muitissimo) (LAWLESS; HEYMANN, 1999;
VILLANUEVA; DA SILVA, 2009), com foco nas -caracteristicas sabor, dulcor,
aparéncia, consisténcia, cor e aceitacao global. O termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) e o modelo da ficha de avaliacdo sensorial usados nas analises
encontram-se nos Apéndices C e D, respectivamente. Participaram 43 voluntarios
adultos saudaveis (provadores néo treinados), de ambos os sexos, em cada dia de
andlise, totalizando 129 voluntérios, adultos, de ambos os sexos, com idade entre 18
e 65 anos. Nao participaram do estudo pessoas com histdrico de alergia, intolerancia
a alimentos ou doenca crbnica (como diabetes, hipotiroidismo, hipertiroidismo,
hipertensdo ou outras), que estivessem fazendo tratamento médico, gripadas,
resfriadas ou indispostas e que tivessem entrado em contato, h4 menos de 1 hora
antes das sessfes, com materiais, alimentos ou cosméticos de cheiro forte. As
amostras de aproximadamente 20 mL das trés diferentes formulacdes (lactea, lactea
zero lactose e vegetal) foram codificadas com 3 digitos aleatérios e foram servidas,
monadicamente, em temperatura de refrigeracao (aproximadamente 4 °C). Com a
finalidade de se obter maiores informacdes sobre as caracteristicas sensoriais das
bebidas fermentadas, os provadores foram instruidos a relatar os atributos
sensoriais que mais apreciaram e gue menos gostaram nas amostras, atributos
estes relacionados ao sabor, textura, aparéncia e aroma. A analise foi realizada

ap6s aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica da Universidade Estadual da
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Paraiba. O certificado de apresentacdo para apreciacdo se encontra em anexos
(Anexo 1).

410 Anédlise estatistica

O delineamento experimental para o processamento das diferentes
formulacdes de bebidas no laboratdrio foi inteiramente casualizado, utilizando-se um
esquema fatorial 3 x 4, constituido de 3 tipos de combinac6es em termos de
ingredientes (base lactea com lactose, base lactea sem lactose e base vegetal)
elaborados para a producdo das bebidas (BCL, BIL e BVC, respectivamente, todos
na presenca de L. mucose e polpa de jambolao) e de 4 tempos (1, 7, 14 e 21 dias
apos o processamento), com 3 repeticdes.

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. Para a
estatistica, foi usado o programa Statistca 8.0, onde o0s resultados foram
primeiramente analisados quanto a normalidade usando o teste de Shapiro-Wilk e
guanto a homogeneidade de variancias usando o teste de Cochran, Hartley e
Bartlett. Em casos onde a normalidade e/ou homogeneidade de variancias foram
confirmadas, os dados foram analisados através de analise de variancia,
considerando p<0,05, utilizando o teste de Tukey para a avaliacdo dos contrastes.
Nos casos em que ndo foram confirmadas a normalidade e/ou homogeneidade de
variancias, os dados foram analisados através de testes ndo paramétricos
equivalentes também considerando p<0,05, como Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U,

Friedman e Wilcoxon.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo bromatoldgica das formulagdes

A caracterizacdo bromatolégica se deu mediante os resultados obtidos para
0os parametros umidade, solidos totais, cinzas, lipideos, proteinas e carboidratos,

conforme consta na Tabela 2.

Tabela 2 - Composicéo centesimal (média + desvio padréao) das formulacdes BCL,

BIL e BVC, obtida das amostras congeladas no primeiro dia de

armazenamento.
Bebidas Teor de Teor de Teor de Teor de Teor de carb.*
umidade (%) cinzas (%) lipideos (%) proteinas (%) (%)

Base Umida
BCL 79,33+0,365" 1,11+0,138% 0,25+0,066" 2,24+0,218° 17,07+0,423°
BIL 79,56+0,542" 1,06+0,059% 0,31+0,080" 2,01+0,217% 17,06+0,446°
BVC 79,71+0,631" 0,26+0,043" 3,44+0,809% 0,99+0,214" 15,59+0,694"
Base seca
BCL 20,67+0,365" 5,35+0,666° 1,23+0,319" 10,82+1,05° 61,93+1,54°
BIL 20,44+0,542" 518+0,289% 1,52+0,391" 9,83+1,06® 63,02+1,736°
BVC 20,29+0,631" 1,31+0,213" 15,99+4,52% 4,92+1.06" 57,50+5,26"

Fonte: Dados da pesquisa.

BCL - bebida lactea fermentada com lactose; BIL — bebida lactea fermentada isenta de lactose; BVC —
bebida vegetal fermentada.

Letras maiusculas diferentes (A, B ou C) na mesma coluna representam diferencas significativas
(p<0,05) entre as formulacdes.

*Teor de carboidratos

Entre as formulacdes lacteas com lactose (BCL) e isenta (BIL) houve
diferenca significativa apenas para o teor de proteinas, tanto na base umida como
na base seca (p<0,05), enquanto que a bebida vegetal (BVC) diferiu os parametros
cinzas, lipideos, proteinas e carboidratos quando comparados aos dois tratamentos,
resultado este esperado por se tratar de produtos distintos quanto a composicao.

Teores de cinzas, proteinas e carboidratos da formulacdo BVC
apresentaram valores significativamente menores (p<0,05) quando comparados aos

teores das duas formulagbes lacteas, diferente do teor de lipideos que foi
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significativamente superior (3,44+0,809%), uma vez que a formulagdo vegetal tem
como ingrediente basico o leite de coco (Cocos nucifera) rico em gordura (Tabela 3).
Segundo Sethi, Tyagi e Anurag (2016), os “leites vegetais” ndo sdo nutricionalmente
comparaveis ou equivalentes ao leite bovino, pois diferem no teor de proteina e
outros nutrientes, porém podem oferecer alternativas aos consumidores devido aos
componentes funcionais com propriedades de saude.

Segundo a Tabela Brasileira de Composicdo dos Alimentos (TACO) a
composicdo centesimal do leite de coco apresenta: 78% umidade; 1g proteina; 18,49
de lipideos; 2,2g carboidratos; 0,79 fibra alimentar e 0,4g cinzas por 100g da parte
comestivel (UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS, 2011).

Essas diferencas estatisticas observadas para os parametros centesimais
podem ser explicadas pela variagdo de composicédo entre a base vegetal e as duas
bases lacteas, de maneira que a medida que a quantidade de um nutriente aumenta,
como a concentracdo de lipideos no leite de coco e na bebida vegetal, os outros

diminuem.

Tabela 3 - Composicdo centesimal (média + desvio padrdo) do leite de coco usado

no preparo da bebida vegetal.

Parametros

Teor de Teorde
Base _ Teor de Teor de Teor de

umidade ) o) lipideos (%) teinas (%) carb.*

cinzas (% ipideos (% roteinas (%
%) P P %)

Umida 91,01+1,53 0,136+0,024 5,46+0,494 1,04+0,01 2,35
Seca 8,99+1,54  1,51+0,095 60,81+5,49 11,58+0,102 26,10

Fonte: Dados da pesquisa.
*Teor de carboidratos

5.2 Avaliagcdo das caracteristicas fisico-quimicas e da viabilidade dos
microrganismos probidtico e starter das formulacdes durante a

fermentacédo e ao longo do armazenamento

A avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas das formulacfes
encontram-se em termos de pH e acidez titulavel obtidos durante a fermentacéo.

Os valores de pH estédo apresentados na Figura 1.
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Figura 1 - Valores de pH obtidos para os tratamentos BCL, BIL e BVC durante a

fermentacéo.
pH de fermentacéao
7
6,21 —pH BIL
6,16 6,16 6.09 —pH BCL
| ==t 601 579 pH BVC
ABg 6,11
Af
Af Ae
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4
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Tempo de fermentacéo (h)

Fonte: dados da pesquisa.

pH BCL — pH de fermentac¢do bebida lactea fermentada com lactose.

pH BIL — pH de fermentacado bebida lactea fermentada isenta de lactose.

pH BVC — pH de fermentacéo bebida vegetal fermentada.

Letras maiusculas diferentes representam diferencas significativas (p<0,05) entre as formulagdes.
Letras minusculas diferentes representam diferencas significativas (p<0,05) dentro de cada
formulagéo.

Nas trés formulacdes observou-se que o pH diminuiu com o tempo de
fermentacdo e apresentou diferencgas significativas (p<0,05) entre os tratamentos
BIL e BVC no tempo TO. A partir do T2 o tratamento BCL apresentou valores
significativamente maiores (p<0,05) que os encontrados para BIL.

Durante as 6 horas inicias da fermentacdo da base vegetal os valores de
pH praticamente ndo mudaram e, por esse motivo, foi escolhido o tempo final da
fermentacédo (TF) de 24 horas. Enquanto que o tempo necessario para as bases
lacteas atingirem pH = 4,5 foi de 6 horas. Um estudo de otimizacdo da
fermentacdo de bebida a base de leite de coco por Lactobacillus reuteri DMS
17938 e LR 92 observou o comportamento do pH por 48 horas e o produto

fermentado com a linhagem DMS 17938 se estabilizou ap6s 24 horas (MAURO,
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2018). No presente estudo, os valores atingidos foram semelhantes ao
encontrado por aquela autora para a linhagem DMS 17938, que apresentou pH
inicial 6,45 e final 3,32. Porém o tempo estabelecido para término da fermentacéao
no estudo de otimizacdo daquela autora foi de 15 horas, pois o L. reuteri havia
atingido a fase estacionéria do crescimento bacteriano (MAURO, 2018).

Entre os tempos de fermentacdo de cada formulacdo houve diferencas
estatisticas significativas conforme Figura 1. A bebida BCL diferiu
significativamente (p<0,05) em todos os tempos. A bebida BIL variou
significativamente (p<0,05) do TO ao T5, de forma que tempo de 6 horas nao foi
atingido por todos os lotes, talvez esse comportamento tenha interferido no
resultado, inclusive no leve aumento do pH no tempo final. A bebida BVC variou
significativamente no TO e T24.

Os dados referentes a acidez estdo apresentados na Figura 2. Houve um
aumento do acido latico com o tempo de fermentacédo nas trés formulacdes. A
acidez em TO foi significativamente menor (p<0,05) para a bebida vegetal. Entre
os tratamentos lacteos a base BIL apresentou acidez significativamente maior
que BCL a partir do T2 (p<0,05).

No metabolismo das bactérias do acido latico a lactose (um dissacarideo) é
um dos principais acucares do leite utilizado e sua absorcdo € facilitada pela
presenca de uma permease nestas bactérias, via sistema fosfotransferase
fosfolpiruvato-dependente (PTS) (SILVA, 2011).

A molécula de lactose é clivada produzindo galactose (ou galactose-6-
fosfato) e glicose (pronta a iniciar o ciclo do metabolismo da glicose). Por sua vez, a
galactose sofre uma fosforilacdo formando diacetilhidroxiacetona, que acaba por
entrar no metabolismo da glicose, via homo ou heterofermentativa (SILVA, 2011). Na
base BIL a lactose é previamente hidrolizada pela B-galactosidase, disponibilizando
mais rapidamente moléculas de glicose no inicio da fermentacdo, o que favorece o
metabolismo do &cido latico e consequente aumento de acidez ao final do processo.

O comportamento da acidez na BCL diferiu significativamente (p<0,05) em
todos os tempos, no tratamento BIL variou significativamente (p<0,05) do TO ao T5 e
na BVC entre 0 TO e T24.

O pH e a acidez da base vegetal chegou a 3,65 e 0,439 g de acido
latico/100g, respectivamente, no T24. Valor de pH préoximo ao encontrado por

Sharma e Mishra (2013) que utilizaram como matéria-prima para a producédo de
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bebidas probidticas ndo-lacteas suco de meldo amargo (Momordica charantia), suco

de caldo de abdbora-d'agua (Lagenaria siceraria) e cenoura (Daucus carota).

Figura 2 - Valores de acidez obtidos para os tratamentos BCL, BIL e BVC durante a

fermentacgéo.
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Fonte: dados da pesquisa.

AC BCL - Acidez de fermentacéo bebida lactea fermentada com lactose.

AC BIL — Acidez de fermentacao bebida lactea fermentada isenta de lactose.

AC BVC - Acidez de fermentacéo bebida vegetal fermentada.

Letras maiusculas diferentes representam diferencas significativas (p<0,05) entre as formulagdes.
Letras minusculas diferentes representam diferencas significativas (p<0,05) dentro de cada
formulacgéo.

Nas bases lacteas, em T6, o pH atingiu 4,85 para as duas formulagbes e a
acidez esteve entre 0,7 e 0,9 g de &cido latico/100g, assim como os valores
apresentados por Busanello (2014).

A avaliacdo de vida de prateleira dos produtos conta com 0 acompanhamento
dos valores de pH e acidez titulavel ao longo do armazenamento de 21 dias conforme
a Tabela 4, uma vez que valores elevados de acidez ou valores de pH muito baixos
podem conferir alteracdes sensoriais que prejudiquem sua aceitacdo (FERREIRA,
2015).
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Tabela 4 - Valores de pH e acidez titulavel (média + desvio padrdo) obtidos para os
tratamentos BCL, BIL e BVC armazenadas sob refrigeracdo (4 + 1 °C)

por até 21 dias.

Trata- Periodo de armazenamento (dias)
mentos 1 7 14 21
pH
BCL 5,08+0,1375¢ 4,74+0,166°° 4,50+0,082%2 4,45+0,05652
BIL 5,02+0,173% 4,67+0,0715¢ 4,47+0,044%° 4,42+0,04152
BVC 3,58+0,029"® 3,67+0,045"° 3,67+0,018"° 3,58+0,015"%
Acido latico (g/100 mL)

BCL 0,62+0,04552 0,66+0,090%2 0,74+0,024%° 0,87+0,025%¢
BIL 0,700,053 0,73+0,02752° 0,74+0,035%2¢ 0,84+0,035%

BVC 0,41+0,012"° 0,43+0,016"° 0,40+0,02372° 0,39+0,020"®

Fontes: Dados da pesquisa.

BCL - bebida lactea fermentada com lactose; BIL — bebida lactea fermentada isenta de lactose; BVC
— bebida vegetal fermentada.

Letras mailsculas diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas (p<0,05) entre
as formula¢des no mesmo tempo.

Letras minUsculas diferentes na mesma linha representam diferencas significativas (p<0,05) na
mesma formulacdo em diferentes tempos.

Por outro lado, o pH ideal além de agregar na aceitacdo sensorial, também
confere 0 meio ideal para sobrevivéncia dos probidticos e combate microrganismos
patogénicos, como salmonelas, clostridios e deteriorantes (LIU e al., 2006).

A bebida BVC apresentou pH significativamente menor (p<0,05) do primeiro
ao ultimo dia de armazenamento quando comparados com as bebidas BCL e BIL. A
bebida vegetal pode ter oferecido um ambiente nutricional favoravel a multiplicacéo
dos microrganismos e, consequentemente, a diminuicdo do pH durante o prazo
analisado na pesquisa.

O pH do tratamento BCL apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre os
dias 1 e 7. O pH da bebida BIL diminuiu significativamente (p<0,05) ao longo do
armazenamento, enquanto a bebida BVC se manteve estavel nos dias 7 e 14 e voltou
ao valor inicial no ultimo dia de armazenamento.

A acidez diferiu significativamente (p<0,05) entre as trés bebidas no primeiro dia
de armazenamento e para os dias 7, 14 e 21 foi significativamente menor apenas para
a bebida BVC.

A viabilidade de L. mucosae nas amostras esta apresentada na Tabela 5.



Tabela 5 - Populac¢des de Lactobacillus mucosae CNPCO007 (log UFC/g) (média *

desvio padréo) obtidas para os tratamentos BIL, BCL e BVC.

Tempos de Tratamentos
amostragem BCL BIL BVC
TO 6,63 + 0,165 6,81 + 0,113 7,03 + 0,091%?
TF 7,13 £ 0,243"° 7,00 + 0,142"¢ 8,15 + 0,096°°
TFJ 7,21 + 0,275"° 7,02 + 0,124" 8,16 + 0,105°°
1 7,31 +0,223% 6,91 + 0,108 8,14 + 0,090
7 7,06 + 0,190"° 6,81 + 0,399"° 8,11 + 0,163°°
14 7,07 + 0,120°° 6,62 + 0,450"" 8,24 + 0,112
21 6,99 + 0,152 6,55 + 0,679" 8,07 + 0,108%°

Fontes: Dados da pesquisa.

BCL - bebida lactea fermentada com lactose; BIL — bebida lactea fermentada isenta de lactose; BVC
— bebida vegetal fermentada TO — Tempo inicial da fermentagdo (Oh); TF — Tempo final da
fermentacéo (24h); TFJ — Tempo final da fermentacao + adi¢cdo da polpa de jamboldo (24h); D1, D7,
D14 e D21, dias de armazenamento.

Letras mailsculas diferentes na mesma linha representam diferencas significativas (p<0,05) entre as
formulag6es no mesmo tempo.

Letras minUsculas diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas (p<0,05) na
mesma formulagédo em diferentes tempos

As populacdes de L. mucosae (Tabela 5) diferiram significativamente
(p<0,05) entre as trés formulacbes nos tempos TO, D1 e D14, enquanto que nos
demais as bebidas lacteas ndo diferiram significativamente entre si (p>0,05), mas
ambas diferiram da bebida vegetal (p<0,05).

A populacdo do probidtico na bebida de leite de coco ao longo da
fermentacdo e armazenamento apresentou faixa entre 7,03 e 8,16 log UFC/mL e foi
significativamente superior (p<0,05) ao verificado para 0 mesmo microrganismo nas
bebidas lacteas BIL e BCL em todos os periodos de amostragem, sugerindo que a
matriz vegetal e o tempo de fermentacdo utilizados melhorou a viabilidade do
Lactobacillus.

De acordo com a lista de linhagens probidticas para uso em suplementos
publicada pela ANVISA, as linhagens autorizadas foram Bacillus coagulans GBI-30,
Bifidobacterium lactis HNO19 e Lactobacillus reuteri DSM 17938, sendo que a
guantidade minima viavel destas cepas a serem consumidas para contribuicdo com

a salde gastroinstestinal deve ser de 10° UFC/dia, com excecdo da cepa de
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bifidobacteria que deve ser de 10° UFC/dia (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2017).

Ouwehand (2017) concentra em seu artigo de revisdo estudos de meta-
andlises que investigaram a relagdo dose-resposta de probidticos em intervencoes
humanas. Pesquisas sobre o efeito dos probidticos na diarreia associada a
antibiéticos (DAA) e recuperacao fecal parecem sugerir uma relacdo dose-resposta.
Tanto as metanalises como os estudos dedicados de dose-resposta relatam
consistentemente uma menor incidéncia de DAA, com uma dose maior de probibticos
(superior a 10%° UFC/dia). Isto ndo significa que se possa extrapolar para além dos
intervalos testados, mas recomenda que outros ensaios investiguem se € possivel um
efeito maior com doses mais elevadas.

Quanto & recuperacdo fecal, estudos que testaram doses variando de 10’ a
10" UFC/dia relataram um efeito dose-dependente (GIANOTTI et al., 2010; LARSEN
et al.,, 2006; SAXELIN; PESSI; SALMINEN, 1995). O estudo realizado por Gianotti et
al. (2010) indicou que a dose de 10° UFC/dia, a mais alta nos ensaios desses autores,
estava associada ao aumento de lactobacilos fecais. Parece, portanto, provavel que a
recuperacéo fecal de probioticos seja dose-dependente.

Um dos trabalhos citados Ouwehand (2017) analisa a eficacia dose-resposta
de uma férmula probiética de Lactobacillus acidophilus CL1285 e Lactobacillus casei
LBC80R para DAA e profilaxia para diarreia associada a Clostridium difficile (DACD)
em 255 pacientes adultos internados. O estudo foi do tipo multicéntrico,
randomizado, duplo-cego e controlado por placebo, onde os participantes foram
randomizados em um dos trés grupos: duas capsulas probiéticas por dia (Pro-2, n =
86); uma capsula probidtica e uma capsula de placebo por dia (Pro-1, n = 85) ou
duas céapsulas de placebo por dia (n = 84). Cada cépsula probio6tica continha 50
bilhdes de UFC de organismos vivos. A profilaxia probiotica comegou dentro de 36 h
da administracao inicial de antibiéticos, continuado por 5 dias apos a ultima dose de
antibiotico, e os pacientes foram seguidos por mais 21 dias. A formula probidtica
usada neste estudo foi bem tolerada e eficaz para reduzir o risco de DAA e, em
particular, DACD em pacientes hospitalizados utilizando antibiéticos. Um efeito de
variagao da dose foi mostrado com 100 bilhdes de UFC/dia, produzindo resultados
superiores e conferindo menos eventos gastrointestinais em comparagcao com 50
bilhdes de UFC/dia (GAO et al., 2010).
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Larsen et al. (2006) investigaram os efeitos dose-resposta da suplementacao
com Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BB-12) e Lactobacillus paracasei subsp
paracasei (CRL-431) sobre lipidios no sangue, recuperacdo de fezes e habitos
intestinais em 75 adultos jovens saudaveis. Os voluntarios foram distribuidos
aleatoriamente em cinco grupos que receberam placebo ou uma mistura dos dois
probidticos na concentracéo de 102, 10°, 10'° ou 10™ UFC/dia durante 3 semanas
de intervencdo. O diario relatando habitos intestinais e bem-estar (distenséo
abdominal, flatuléncia e cefaleia) foi mantido por 7 semanas e lipidios sanguineos,
recuperacao fecal de BB-12 e CRL-431, bem como microflora fecal foi testada antes,
imediatamente e 2 semanas apdés intervencdo. A recuperacdo fecal de BB-12
aumentou significativamente (p<0,001) com o aumento da dose. No grupo que
recebeu 10" UFC/dia, o microrganismo BB-12 foi recuperado de 13 de 15
voluntarios e houve um aumento linear significativo na consisténcia fecal (fezes mais
soltas) com aumento da dose de probidtico (p=0,018). Altas doses de probibticos
foram bem toleradas. Conclui-se que houve uma recuperacdo dose-dependente de
BB-12 nas fezes.

Diante dos trabalhos citados, pode-se notar que as dosagens de probiéticos
testadas a partir de 10” UFC/dia apresentaram resultados para recuperacao fecal e
considerando também a quantidade minima viavel exigida para as linhagens
aprovadas pela ANVISA (10° e 10° UFC/dia), verifica-se que a viabilidade atingida
para Lactobacillus mucosae na bebida vegetal do presente estudo até o ultimo
periodo de amostragem analisado se encontraria dentro das faixas consideradas
como de importancia fisioldogica ao organismo humano. A partir disso, se faz
necessario realizar pesquisas in vivo utilizando cepas probioticas nativas veiculadas
em bebidas fermentadas para testar dosagens que confiram beneficios a saude dos
consumidores.

As populagdes de S. thermophillus estdo apresentadas na Tabela 6.

A viabilidade da cultura starter apresentou diferencas significativas (p<0,05)
entre as trés formulagbes apenas no TF (tempo final da fermentacéo). Nos demais
tempos ambas as bebidas lacteas apresentaram viabilidade desse microrganismo
significativamente superior (p<0,05) a da bebida BVC, com cerca de 9 log UFC/mL

entre os tempos TF e D21.
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Tabela 6 - Populagdes de S. thermophillus TA40 (log UFC/g) (média + desvio

padréo) obtidas para os tratamentos BIL, BCL e BVC, obtidas durante a

fermentacdo e sob refrigeracao (4 + 1 °C) por até 21 dias.

Tempos de Tratamentos
amostragem BCL BIL BVC
TO 6,22 + 0,162 6,37 + 0,234°2 5,42 + 0,133"2°
TF 8,96 + 0,429°° 9,30 + 0,067° 5,19 + 0,751
TFJ 8,91+ 0,474%° 9,16 + 0,128%" 5,20 + 0,655""
1 8,94 + 0,431°° 9,12 + 0,103 5,30 + 0,729""
7 9,16 + 0,136 9,06 + 0,116%° 5,37 + 0,697°%
14 9,16 + 0,270°" 9,03 + 0,136%° 5,12 + 0,919"2°
21 9,10 + 0,156°" 8,99 + 0,106%° 5,04 + 0,985

Fontes: Dados da pesquisa.

BCL - bebida lactea fermentada com lactose; BIL — bebida lactea fermentada isenta de lactose; BVC
— bebida vegetal fermentada; TO — Tempo inicial da fermentacdo (0Oh); TF — Tempo final da
fermentacéo (24h); TFJ — Tempo final da fermentacao + adi¢cdo da polpa de jambol&o (24h); D1, D7,
D14 e D21, dias de armazenamento.

Letras mailsculas diferentes na mesma linha representam diferencas significativas (p<0,05) entre as
formulag6es no mesmo tempo.

Letras minUsculas diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas (p<0,05) na
mesma formulagédo em diferentes tempos.

O comportamento de S. thermophilus em produtos lacteos tem sido relatado

da seguinte maneira:

O inicio da fermentacdo (acidez < 20 °D) favorece o desenvolvimento do
Streptococcus thermophilus, estimulado por alguns aminoacidos livres
(especialmente a valina), produzidos pelo Lactobacillus bulgaricus,
provocando um aumento da acidez. Nessa fase, o Streptococcus
thermophilus libera acido férmico, que é estimulante do desenvolvimento do
Lactobacillus bulgaricus. Ao se atingir aproximadamente 46 °D, 0 meio
torna-se pouco propicio ao Streptococcus thermophilus, favorecendo o
rapido desenvolvimento do Lactobacillus bulgaricus, que produz
acetaldeido, o principal responsavel pelo aroma caracteristico do iogurte.
(CHAGAS, 2012).

De acordo com a citacdo, pode-se sugerir que a baixa viabilidade do S.
thermophilus na base vegetal advém da auséncia de aminoacidos ou outros
nutrientes comuns no leite necesséario para a producdo de &cido latico ao final da
fermentacdo. Porém, esse comportamento ndo interferiu no crescimento do

Lactobacillus mucosae.
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5.3 Pesquisa de microrganismos indicadores de contaminacéo

As trés formulacGes probidticas destinadas a avaliagdo sensorial foram
submetidas as analises de qualidade sanitaria para coliformes totais a 35 °C, 45 °C e
Salmonella. Todas apresentaram valores abaixo do aceitavel pela legislacao
seguindo os parametros exigidos para bebidas lacteas e para leite de coco (BRASIL,
2001; 2005).

5.4 Quantificacdo dos compostos fendlicos totais e avaliacdo da atividade

antioxidante das formulagdes

Os resultados das analises de compostos fendlicos totais e sequestro de
radicais DPPH s&o apresentados na Tabela 7.

O teor de compostos fendlicos (Tabela 7) ndo diferiu estatisticamente
(p>0,05) entre os trés tratamentos considerando um mesmo periodo de
amostragem. Mesmo ndo havendo diferencas significativas entre as bebidas, é
importante ressaltar a qualidade dos compostos fendlicos presentes no coco, fruto
usado no preparo da base vegetal.

Mahayothee et al. (2016) investigaram as atividades antioxidantes e
identificou os compostos fendlicos existentes na agua e no endosperma solido do
coco em trés diferentes estagios de maturidade, isto é, 180, 190 e 225 dias apés a
polinizagdo de duas areas de plantio na Tailandia. O contetdo fendlico total e os
indices de atividade antioxidante aumentaram com a maturacdo do coco de 180
para 190 dias apos a polinizacdo e, em seguida, diminuiram ou permaneceram
inalterados aos 225 dias ap06s a polinizacdo. As quantidades de compostos fendlicos
encontrados na agua foram menores que as do endosperma sélido. Os compostos
fendlicos identificados foram os é&cidos salicilico, p-hidréxido benzdico, siringico, m-
cumarico, p-cumarico, galico, caféico e as catequinas. Estes compostos devem
contribuir consideravelmente para as atividades antioxidantes dessas partes do
fruto.

Ocho-Velasco, Cruz-Gonzalez e Guerrero-Beltran (2014) encontraram para
o leite de coco preparado na concentracdo 2:1 (m de endosperma do coco: v de
agua destilada) um teor de compostos fenolicos de 12,8 mg de acido galico/100 mL,

e mesmo sendo um leite de coco mais concentrado seu valor foi inferior ao
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encontrado neste trabalho para as médias de valores da base vegetal de leite de
coco nos tempos TO e TF, as quais foram 22,19 + 9,79 e 20,83 + 7,67 de &cido

galico/100 g, respectivamente (Tabela 7).

Tabela 7 - Teor de fendlicos totais e Sequestro de radicais DPPH obtidos para as
para as amostras BIL, BCL e BVC antes, ap0s a fermentacéo e durante

0 armazenamento.

Tempos de Tratamentos

amostragem BCL BIL BVC

Teor de fendlicos totais (mg Eq de acido gélico/100 g de amostra)

TO 15,91 + 4,10" 18,19 + 3,11"2 22,19 + 9,792
TF 16,79 + 1,852 15,96 + 2,282 20,83 + 7,67
D1 35,45 + 3,20"" 33,78 + 2,51*° 39,37 + 3,27*°
D7 39,60 + 3,96"" 34,98 + 4,43 41,45 + 5 717"
D14 39,41 + 4,82"° 37,67 + 4,06 43,28 + 2,14
D21 39,97 + 11,29 41,74 + 2,90"° 41,06 + 1,10""
Sequestro de radicais DPPH (%)
TO 17,66 + 3,39"2 13,69 + 2,182 29,09 + 10,24"
TF 13,56 + 5,312 15,06 + 4,06"2 34,88 + 2,00"
D1 28,06 + 2,207 34,48 + 13,66"° 39,51 + 2,53
D7 32,02 + 4,68"" 35,32 + 14,22"° 38,57 + 2,45""
D14 36,57 + 10,81"° 42,78 + 7,97*° 41,21 + 2,38"°
D21 38,58 + 7,48"" 38,40 + 14,93"° 38,42 + 6,02"°

Fontes: Dados da pesquisa.

BCL - bebida lactea fermentada com lactose; BIL — bebida lactea fermentada isenta de lactose; BVC
— bebida vegetal fermentada.

TO — Tempo inicial da fermentacédo (Oh); TF — Tempo final da fermentagéo (24h); D1, D7, D14 e D21,
dias de armazenamento.

Letras maiusculas diferentes na mesma linha representam diferencas significativas (p<0,05) entre as
formulag6es no mesmo tempo.

Letras minUsculas diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas (p<0,05) na
mesma formulag¢édo em diferentes tempos.

As bases lacteas e vegetal nos tempos TO e TF de todas as formulacdes
obtiveram os menores valores de fendlicos, resultado esperado por nédo terem

recebido a adicéo da polpa de jamboldo. Com a presenca da fruta, as bebidas dos

trés tratamentos apresentaram valores de fendlicos significativamente maiores



46

guando comparados as respectivas bases (p<0,05). Os valores de fendlicos, ao
longo do armazenamento (D1 a D21), da bebida BCL nédo diferiram estatisticamente
(p>0,05), enquanto que no tratamento BIL o teor de fendlicos do D21 (41,74 + 2,90
mg Eq de acido galico/100 g de amostra) foi significativamente maior (p<0,05) que o
D1 (33,78 + 2,51). Ja a bebida BVC apresentou uma maior concentracdo no D14
(41,21 + 2,38), diferindo significativamente dos dias D1 e D21 (p<0,05). E possivel
gue, apos adicdo da polpa da fruta, reagcdes com outros componentes presentes na
bebida continuem acontecendo ao longo do armazenamento, de modo a favorecer
as variacoes no teor de fendlicos.

Mauro (2018) desenvolveu um produto fermentado por Lactobacillus reuteri
LR 92 em leite de coco na proporcao 1:3 (m/v) de polpa de coco maduro em agua
com e sem adicao de polpa de morango. O produto de leite de com coco apresentou
no primeiro dia de armazenamento 4,09 + 0,10 mg de equivalente de &cido
galico/100 mL e o produto com adicdo da polpa de morango apresentou nesse
mesmo tempo 29,37 £ 0,63 mg de equivalente de acido galico/100 mL. No mesmo
estudo, ao longo do armazenamento de 30 dias, o teor de compostos fendlicos néao
variou estatisticamente no produto contento apenas o leite de coco, ao contrario do
gue continha polpa de morango que diminuiu ap6s 15 dias. Esse fendmeno também
foi observado por Oliveira et al. (2015) em iogurte com adicdo de morango.

Cavararo et al. (2018) comparam o kefir fermentado em leite, adicionado ou
nao de geleia de goiaba, e mostram que este doce de fruta agregou compostos
bioativos ao produto lacteo estudado, assim como foi observado no presente
trabalho com a adicdo da polpa do jamboldo nas bases lacteas e vegetal
fermentadas. Ainda segundo Cavararo et al. (2018), também ¢é preciso considerar
gue as proteinas e polissacarideos produzidos pelas bactérias laticas do kefir
somaram valor nutricional aos compostos bioativos oriundos da fruta, resultando em
um produto alimenticio capaz de contribuir para a saude dos consumidores.

No presente estudo, 0 sequestro de radicais DPPH (Tabela 7) também néo
diferiu estatisticamente entre os tratamentos (p>0,05) considerando um mesmo
periodo de amostragem. No entanto, observou-se que as bebidas de todas as
formulacbes até o ultimo dia de armazenamento (D1 a D21) obtiveram valores
significativamente superiores (p<0,05) aos de suas respectivas bases lacteas e
vegetal (tempos TO e TF). Dessa forma, a adicdo da polpa de jambolao evidencia o

aumento do sequestro de radicais DPPH para todas bebidas.
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Tabela 8 - Valores de ECso e Valores de capacidade antioxidante total obtidos para

as amostras BIL, BCL e BVC antes, ap0s a fermentacdo e durante o

armazenamento.
Tempos de Tratamentos
amostragem BCL BIL BVC
Valores de ECsp (g de bebida/l)

TO 26,02 + 10,76 26,54 + 9,06 14,15 + 2,22"°
TF 18,50+ 1,41%¢ 22,41 + 6,745 11,26 + 1,48
D1 14,22 + 1,26°° 12,91 + 3,388 10,02 + 0,63
D7 11,10 + 1,907 9,40 + 1,90" 10,17 + 1,16"2
D14 12,30 + 3,18 9,00 + 1,98 10,05 + 1,117
D21 10,98 + 1,56 12,20 + 4,04*° 10,29 + 1,67

Valores de capacidade antioxidante total (g de bebida/g de DPPH)

TO 1242,63 + 439,95%¢  1211,98 + 239,26%° 673,45 + 131,13"°
TF 868,74 + 60,16°¢ 1063,06+335,77%% 538,68 + 105,087
D1 714,22 + 97,29%° 676,44 + 85,945 473,37 + 35,78™
D7 555,42 + 98,20" 509,69 + 16,28"2 482.46 + 74,32"
D14 716,70 + 119,23B° 525,91 + 82,03"° 472,57 + 31,66™
D21 623,33 + 56,8852 604,52 + 93,075¢ 483,62 + 49,97

Fontes: Dados da pesquisa.

BCL — bebida lactea fermentada com lactose; BIL — bebida lactea fermentada isenta de lactose; BVC
— bebida vegetal fermentada; TO — Tempo inicial da fermentacdo (Oh); TF — Tempo final da
fermentacéo (24h); 1, D7, D14 e D21, dias de armazenamento.

Letras maiusculas diferentes na mesma linha representam diferencas significativas (p<0,05) entre as
formulagc6es no mesmo tempo.

Letras minUsculas diferentes na mesma coluna representam diferencgas significativas (p<0,05) na
mesma formulagdo em diferentes tempos.

O ECs refere-se a concentragdo necessaria para inibir 50% da
concentracéo inicial de DPPH, logo, quanto menor a concentracao do produto, maior
seu potencial antioxidante. Segundo os valores (g de bebida/L) apresentados na
Tabela 8, houve diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos. Nos
tempos TO e TF, a base vegetal apresentou valores significativamente menores
(p<0,05) em relacéo as bases lacteas.

O maior potencial antioxidante do leite de coco poderia ser explicado pelo

fato deste produto ser de origem vegetal, o qual contém naturalmente um teor maior
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de compostos fendlicos conforme Tabela 7. Embora sua concentracdo ndo tenha
diferido estatisticamente dos valores obtidos para as bases lacteas (p>0,05), supde-
se que os tipos de fendlicos presentes no tratamento BVC podem facilitar o
sequestro de DPPH, de maneira que apresentam uma estrutura que garanta essa
maior capacidade de captacao de radicais livres.

Para as bebidas com jamboldo, no primeiro dia ap6s a adicdo desta fruta
(D1) o tratamento BVC obteve menor ECso em comparacdo a BCL e BIL, tendo
diferido estatisticamente de BCL neste periodo de amostragem (p<0,05). Nos
demais tempos, as trés formulagdes néo diferiram estatisticamente entre si (p>0,05).

Considerando um mesmo tratamento ao longo do armazenamento,
observou-se que a formulacdo BCL apresentou valores de ECs significativamente
mais baixos nos dias D7 e D21, sugerindo uma influéncia sobre a capacidade
antioxidante ndo apenas na polpa do jamboldo, mas também das interacbes de
outros componentes do produto, incluindo o efeito dos microrganismos, durante o
tempo analisado. A bebida BIL atingiu os melhores valores nos dias D7 e D14, os
quais diferiram significativamente dos demais periodos dentro desse tratamento
(p<0,05).

O aumento do ECsy no ultimo dia analisado do tratamento BIL pode estar
associado a complexacdo dos compostos fendlicos com proteinas presentes no
produto, possibilitando perda de grupos hidroxilas, consequentemente, reduzindo
seu potencial antioxidante (LIBARDI, 2010). Os valores de ECsy no tratamento BVC
nao variaram significativamente de D1 a D21 (p>0,05) e, dessa forma, este foi o
produto que apresentou maior estabilidade quanto a esse parametro ao longo do
armazenamento.

Os valores de capacidade antioxidante total (g de bebida/g de DPPH)
reportam a massa de produto necessaria para diminuir um grama de DPPH. Nos
tempos TO, TF, D1 e D21 foi necessario uma quantidade significativamente menor
da bebida BVC, quando comparada as bebidas lacteas BCL e BIL, para a captura de
1 g desse radical (p<0,05, Tabela 8). Os dados reforcam, portanto, a importancia de
utilizar produtos de origem vegetal por representarem uma excelente fonte de
nutrientes e garantirem o potencial antioxidante até o ultimo dia de armazenamento.
As diferencas estatisticas da capacidade antioxidante total para os tempos de
armazenamento dentro de um mesmo tratamento foram as mesmas para as

respostas do ECsg (g de bebida/L) ja comentadas. No presente trabalho o preparo do
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leite, a cultura, a escolha da fruta e todas outras condicBes propostas contribuiram
para a estabilidade do potencial antioxidante da bebida ao logo dos 21 dias, sem

perdas significativas.

5.5 Andlise sensorial das formulacdes

Os resultados da analise sensorial para as diferentes formulacbes podem
ser observados na Tabela 9.

Considerando a maioria dos valores médios, para todas as bebidas, entre 6
e 7, pode-se interpretar o resultado como “gostei ligeiramente”, assim como o faz
Sousa (2016) em seu trabalho com sobremesa lactea de jabuticaba (Myrciaria

cauliflora Berg) com potencial funcional.

Tabela 9 - Médias para os atributos sensoriais avaliados pelo teste de aceitacdo das

formulacdes estudadas.

(continua)
Armazenamento (dias)
Formulacdes Atributos
7 14 21

Sabor 7,05+217" 6,83+1,94" 6,73+2,60"

Dulgor 7,09+224%  711+1,76"* 6,78+2,23"

Consisténcia  7,33+1,83"* 769+1,75% 748+2723"%

BCL Aparéncia 786+1625% 790+1,60% 736+228"
Cor 8,03+1,64"* 783+154" 777+228""

A. global* 748+1,82% 701+195" 7,04+263"

Sabor 6,63+1,69" 6,84+240" 6,71+224"

Dulcor 7,08+1,98"% 718+243" 730+210"

Consisténcia 6,80 £2,40"* 6,81+2,32"* 6,46+2,15"

Bl Aparéncia 711+158% 720+235%  711+186"
Cor 8,07+1,38" 820+1,86" 758+1,89"

A. global* 6,68+1,89% 6,76+272" 691+1,74"
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(conclusao)

Sabor 7,08+290" 557+316" 6,97+255"

. Dulgor 6,91+2,80" 6,37+257" 718+232"
Consisténcia 6,46 +3,18°% 558+3,18"% 6,16 +2,58 *®

Aparéncia 726+299% 597+269% 736+244"

Cor 8,14+238"% 745+239”% 829+212°"5

A. global* 728+261°% 597+295%  665+267"

Fontes: Dados da pesquisa.
BCL — bebida lactea fermentada com lactose; BIL — bebida lactea fermentada isenta de lactose; BVC
— bebida vegetal fermentada.
D7, D14 e D21, dias de armazenamento.
*A. global — Aceitacéo global

Mauro (2018) produziu duas bebidas de leite de coco fermentada, uma com
adicdo de polpa de morango e outra sem, e reporta que todos os atributos (cor,
sabor, textura, aroma e aceitacdo global) receberam notas acima de 7,
correspondendo a “gostei ligeiramente”. As médias das notas variaram de 7,25 a

8,18. A mesma autora afirma;

Os consumidores brasileiros geralmente ndo tém o habito de consumir leites
vegetais fermentados devido a escassez destes no mercado, sendo a opgao
mais comum os derivados de soja. Portanto os escores de aceitacao global
obtidos para os produtos a base de leite de coco mostram resultados
satisfatérios e promissores no desenvolvimento destes novos produtos
funcionais. (MAURO, 2018, f. 92).

Houve diferencas ao comparar os trés tratamentos dentro de um mesmo dia
de armazenamento, para alguns dos parametros avaliados. As bebidas BVC e BCL
apresentaram notas significativamente superiores (p<0,05) para os atributos cor e
aceitacao global, nos dias 21 e 7, respectivamente. A aparéncia das bebidas lacteas
no dia 14 foi mais bem avaliada (p<0,05), enquanto que para consisténcia, apenas
BCL apresentou significancia superior para os dias D14 e D21.

De maneira geral, observa-se uma influéncia positiva da bebida vegetal,
guanto ao desempenho sensorial, diante das amostras lacteas, sugerindo que a
aceitabilidade se configura equivalente as bebidas a base de leite e soro, mais
conhecidas pelos julgadores. Assim, este alimento probidtico, proposto aos
consumidores que apresentam qualquer tipo de restricdo aos lacteos, seja fisioldgica

ou comportamental, mostra-se como alternativa potencialmente viavel.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados, foi observado que a matriz de leite de coco e o tempo
de fermentacdo utilizado para essa bebida melhorou a viabilidade de L. mucosae
com populacdo entre 7 e 8 log UFC/mL durante a fermentagdo e armazenamento,
resultado dentro da faixa considerada como de importancia fisiolégica ao organismo
humano e superior a viabilidade do mesmo microrganismo nas bebidas lacteas, que
sdo produtos mais proximos aos ja disponibilizados no mercado. A viabilidade desse
microrganismo se manteve constante durante todo o periodo de armazenamento
mesmo com a adicdo da polpa de jamboldo, mostrando que a associacdo de
ingredientes utilizada nessa bebida néo interferiu na estabilidade da cultura nativa
potencialmente probidtica de L. mucosae na formulacdo. A partir disso, se faz
necessario realizar pesquisas in vivo utilizando cepas probiéticas nativas veiculadas
em bebidas fermentadas para testar dosagens que confiram beneficios a salude dos
consumidores.

Assim como para o potencial probidtico, o potencial antioxidante da bebida
de coco se mostrou estavel em todas as analises até o Ultimo dia de
armazenamento. Os dados para ECsy para a bebida vegetal reportam melhores
valores entre o fim da fermentacdo e o primeiro dia de armazenamento diante do
observado para as formulagdes lacteas com e sem lactose, destacando o potencial
antioxidante jA na matriz vegetal, por se tratar de um produto que apresenta
naturalmente uma fonte rica de fendlicos e outros nutrientes.

Diante de um mercado consumidor que cresce em busca de alternativas aos
produtos do leite, entre eles os fermentados e probidticos, sugere-se que a
substituicdo da base lactea pela base vegetal de coco possa vir a ser uma opcao
nutritiva e com potencial de aceitacdo sensorial, visto que o leite de coco é
tecnologicamente viavel para um produto funcional.

Porém, para permitir que o leite a base de plantas seja usado como
alternativa nutricionalmente equivalente ao leite bovino por populacdo que apresenta
qgualquer restricdo a este Ultimo, serd necessario intensificar estudos quanto a
fortificacdo adequada e a manutencdo da biodisponibilidade de nutrientes ao longo

do armazenamento.
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APENDICE A
DECLARACAO DE CONCORDANCIA COM PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da estabilidade de bebida fermentada de leite de
coco (Cocos nucifera) adicionada de cultura nativa potencialmente probidtica e

jambolao (Syzygium cumini)

Eu, Flavia Carolina Alonso Buriti, Professora do Curso de Pdés-Graduacdo em
Ciéncias Farmacéuticas, nivel de Mestrado, da Universidade Estadual da Paraiba,
portadora do RG: 28.195.169-X SSP/SP, 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 Saude/ Comissdo Nacional

de Etica em Pesquisa, que dispde sobre Etica em Pesquisa que envolve Seres

Humanos.
Campina Grande, 23 de junho de 2017.
Flavia Carolina Alonso Buriti Débora Santos Dantas
Pesquisadora responsével Orientanda

Orientadora
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APENDICE B
TERMO DE COMPROMISSO DO PESQUISADOR RESPONSAVEL EM CUMPRIR
OS TERMOS DA RESOLUCAO 466/12 DO CNS/MS

Pesquisa: Avaliacdo da estabilidade de bebida fermentada de leite de coco (Cocos
nucifera) adicionada de cultura nativa potencialmente probidtica e jamboldo
(Syzygium cumini)

Eu, Flavia Carolina Alonso Buriti, Professora do Curso de Pés-Graduagédo em
Ciéncias Farmacéuticas, nivel de Mestrado, da Universidade Estadual da Paraiba,
portadora do RG: 28.195.169-X SSP/SP e CPF: 218.157.358-13 comprometo-me
em cumprir integralmente as diretrizes da Resolucdo N°. 466/12 do Conselho
Nacional de Saide do Ministério da Saude/ Comissdo 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 resolucao.

Por ser verdade, assino o presente compromisso.

Campina Grande, 23 de junho de 2017

Flavia Carolina Alonso Buriti

Pesquisadora Responsavel
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APENDICE C
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO-TCLE

(OBS: para o caso de pessoas maiores de 18 anos e que n&o estejam inseridas nas
hipéteses 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 “Avaliagao
da estabilidade de bebida fermentada de leite de coco (Cocos nucifera) adicionada de
cultura nativa potencialmente probidtica e jambol&o (Syzygium cumini)”.

Declaro ser esclarecido e estar de acordo com 0s seguintes pontos:

a) o trabalho tera como objetivo geral formular uma bebida fermentada com
propriedade funcional de base vegetal usando leite de coco (Cocos nucifera),
polpa de jamboldo (Syzygium cumini) e cultura nativa potencialmente
probiotica de Lactobacillus mucosae;

b) ao voluntario s6 cabera a autorizacdo para a autorizacdo para a participacao
da analise sensorial e preenchimento da ficha do teste de diferenca e nao
havera nenhum risco ou desconforto ao voluntario;

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

d) o voluntario poderd se recusar a participar, ou retirar seu consentimento a
qualquer momento da realizagdo do trabalho ora proposto, ndao havendo
gualquer penalizac&o ou prejuizo para 0 mesmo;

e) sera garantido o sigilo dos resultados obtidos neste trabalho, assegurando
assim a privacidade dos participantes em manter tais resultados em caréater
confidencial;

f) ndo 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 voluntério e, portanto, ndo haveria



g)

h)

Assinatura dactiloscopica do participante da

(OBS: utilizado apenas nos casos em que nao seja

possivel a coleta da assinatura do participante da

64

necessidade de indenizag&o por parte da equipe cientifica e/ou da Instituicdo
responsavel;

qualquer davida ou solicitacdo de esclarecimentos, o participante podera
contatar a equipe cientifica no nimero (083) 33153360 e (083) 987970427
com Flavia Carolina Alonso Buriti.

ao final da pesquisa, se for do meu interesse, terei livre acesso ao contetudo
da mesma, podendo discutir os dados, como pesquisador, vale salientar que
este documento sera impresso em duas vias e uma delas ficara em minha
posse;

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 pesquisa do responsavel

Assinatura do participante

pesquisa

pesquisa).
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APENDICE D — MODELO DE FICHA PARA ANALISE SENSORIAL

Ficha para teste de aceitabilidade

Nome: Data: [/ [

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

Produto: Bebida fermentada de jamboldo - Cédigo:

Prove a amostra e marque com um X nas escalas abaixo a sua nota para cada caracteristica (sabor,

consisténcia, aparéncia, cor e aceita¢éo global).

SABOR:
0 5 10
_ Gostei
Desgostei Né&o gostei muitissimo
DULCOR:
—rrr—r0 900
0 5 10
_ Gostei
Desgostei N&o gostei muitissimo
CONSISTENCIA:
-6y 0——0——0—0
0 5 10
_ Gostei
Desgostei N&o gostei muitissimo
APARENCIA:
—r——e 04— r—r—0—0—0
0 5 10
_ Gostei
Desgostei Né&o gostei muitissimo
COR:
0 5 10
Gostei
Desgostei N&o gostei muitissimo
ACEITACAO GLOBAL:
0 5 10
Gostei
Desgostei N&o gostei muitissimo

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

Cite a caracteristica que vocé menos gostou na amostra. Comente.
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ANEXO 1 — PARECER DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA
PARAIBA - PRO-REITORIA DE W o
POS-GRADUAGAO E

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da estabilidade de bebida fermentada de leite de coco (Cocos nucifera)
adicionada de cultura nativa potencialmente probidtica e jambolao (Syzygium
jambolanum)

Pesquisador: FLAVIA CAROLINA ALONSO BURITI

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 71428317.9.0000.5187

Instituicao Proponente: Universidade Estadual da Paraiba - UEPB
Patrocinador Principal: Universidade Estadual da Paraiba - UEPB

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.229.944

Apresentacao do Projeto:

A definicdo amplamente adotada define os probiéticos como microorganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio para a saude do hospedeiro. O
tratamento com probidticos envolve a modulag&o do sistema imunoldgico tanto em nivel local como
sistémico e os efeitos benéficos incluem quer a reducéo da duragédo das infecgdes quer a diminuigdo da
suscetibilidade aos agentes patogénicos.

Objetivo da Pesquisa:
Formular uma bebida fermentada com propriedade funcional de base vegetal usando leite de coco (Cocos
nucifera), polpa de jamboldo (Syzygium jambolanum) e cultura nativa potencialmente

Endereco: Av. das Baraunas, 351- Campus Universitario

Bairro: Bodocongd CEP: 58.109-753
UF: PB Municipio: CAMPINA GRANDE
Telefone: (83)3315-3373 Fax: (83)3315-3373 E-mail: cep@uepb.edu.br
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PARAIBA - PRO-REITORIA DE W“‘-"
POS-GRADUACAO E

Continuagdo do Parscer: 2.229.944

probidtica de Lactobacillus mucosae.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Considerando os objetivos e o exposto na metodologia, observa-se que os procedimentos a serem

realizados apresentam risco minimo aos participantes da pesquisa.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
O projeto apresenta aspectos metodologicos especificos de uma pesquisa cientifica para desenvolvimento

de um produto com avaliagdo sensorial realizada pelos sujeitos da pesquisa.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
Em sua segunda versio, a pesquisadora apresentou o Termo de Autorizagdo Institucional e também o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido padronizado pela Resolugdo 466/12/CNS/MS.

Recomendagdes:
O referido projeto de pesquisa encontra-se em sua segunda apreciagdo ética, tendo sido atendida as

recomendac¢des realizadas.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
Atendida as recomendac¢des anteriores, ndo ha novas pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
PARECER DO RELATOR: (5)

Numero do CAAE: 71428317.9.0000 5187
Data da 12 relatoria: 02/08/2017

Data da 22 relatoria: 21/08/2017

Situacdo do Projeto: Aprovado.

TiITULO: Avaliacdo da estabilidade de bebida fermentada de leite de coco (Cocos nucifera) adicionada de

cultura nativa potencialmente probidtica e jamboldo (Syzygium jambolanum).

Apresentacdo do Projeto:

A definicdo amplamente adotada define os probidticos como microorganismos vivos que, quando
administrados em gquantidades adequadas, conferem um beneficio para a saude do hospedeiro. O
tratamento com probiéticos envolve a modulagdo do sistema imunoldgico tanto em nivel local como
sistémico e os efeitos benéficos incluem quer a reducdo da duragdo das infecgcdes quer a

Enderego: Av. das Baradnas, 351- Campus Universitario

Bairro: Bodocongd CEP: 58.109-753
UF: PB Municipio: CAMPINA GRANDE
Telefone: (33)3315-3373 Fax: (83)3315-3373 E-mail: cep@uepb.edu.br
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Continuagdo do Parecer: 2.229.944
diminuig&o da suscetibilidade aos agentes patogénicos.

Objetivo da Pesquisa:

Formular uma bebida fermentada com propriedade funcional de base vegetal usando leite de coco (Cocos
nucifera), polpa de jamboldo (Syzygium jambolanum) e cultura nativa potencialmente probidtica de
Lactobacillus mucosae.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Considerando os objetivos e o exposto na metodologia, observa-se que os procedimentos a serem
realizados apresentam risco minimo aos participantes da pesquisa.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O projeto apresenta aspectos metodologicos especificos de uma pesquisa cientifica para desenvolvimento
de um produto com avaliacdo sensorial realizada pelos sujeitos da pesquisa.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatdria: Em sua segunda versdo, a pesquisadora
apresentou o Termo de Autorizacdo Institucional e também o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
padronizado pela Resolucdo 466/12/CNS/MS.

Recomendac&es: O referido projeto de pesquisa encontra-se em sua segunda apreciacdo ética, tendo sido

atendida as recomendacdes realizadas.

Conclus@es ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes: Atendida as recomendacdes anteriores, ndo ha novas
pendéncias.

Enderego: Av. das Baral(nas, 351- Campus Universitario

Bairro: Bodocongd CEP: 58.100-T53
UF: FB Municipio: CAMPINA GRANDE
Telefone: (33)3315-3373 Fax: (83)3315-3373 E-mail: cep@uepb.edu.br
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

o
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mo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informages Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 15/08/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 964260 pdf 09-30:44
Declaracéo de carta_anuenciaZDebora.pdf 15/08/2017 | FLAVIA CAROLINA Aceito
Instituicéo e 09:30:15 |ALONSO BURITI
Infraestrutura
TCLE/ Termos de | TCLEDeboracorrigido pdf 15/08/2017 | FLAVIA CAROLINA Aceito
Assentimento / 09:29:22 |ALONSO BURITI
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | ProjetoDeboraparacCEP .docx 15/08/2017 | FLAVIA CAROLINA Aceito
Brochura 09:27:55 |ALONSO BURITI
Investigador
Folha de Rosto folhaDeRostoDeboraAssinada. pdf 18/07/2017 | FLAVIA CAROLINA Aceito

13:54:08  |ALONSO BURITI

Situagio do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: Bodocongd
UF: PB

Telefone: (33)3315-3373

Municipio:

CAMPINA GRANDE, 21 de Agosto de 2017

Assinado por:
Marconi do O Catéo
(Coordenador)

Av. das Baralnas, 351- Campus Universitario

CEP: 58.108-753

CAMPINA GRANDE
Fax:

(83)3315-3373

E-mail:

cep@uepb.edu.br
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