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RESUMO

Este trabalho teve por objetivos desenvolver uma bebida lactea cremosa fermentada
probidtica utilizando a casca da jabuticaba (Myrciaria cauliflora) e uma cultura nativa
potencialmente probidtica de Lactobacillus plantarum (cepa CNPC 003), comparando-a com
uma bebida lactea contendo uma cultura probidtica comercial (Lactobacillus rhamnosus
LR32) e uma bebida controle (sem probidticos). Houve a realizacdo de varios testes pilotos
até a obtencdo de formulacdes apropriadas da bebida lactea cremosa. Foram produzidos trés
lotes de bebidas l&cteas cremosas contendo extrato hidroalcoolico e calda obtidos do
aproveitamento da casca de jabuticaba, sendo realizadas avaliacdes quanto a viabilidade do
microrganismo nativo, da bactéria comercial com potencial probidtico e da cultura starter,
analises de contaminantes (coliformes a 37°C e a 45°C), analises quanto as caracteristicas
fisico quimicas (pH e acidez titulavel), composicdo centesimal, textura instrumental, teor de
compostos fendlicos e capacidade antioxidante ao longo do armazenamento a 4 + 1°C, por até
21 dias, assim como avaliacdo sensorial realizada a partir de lote especifico produzido para a
determinacdo da aceitabilidade. A bebida lactea cremosa apresentou viabilidade de
Lactobacillus plantarum superior a 7 log UFC g™, assim como a cultura probiética comercial,
ao longo do periodo de armazenamento (21 dias a4 £ 1 °C). Os teores de fendlicos totais (45-
60 mg GAE 100 g™) foram similares aos de outros estudos que avaliaram produtos lacteos
contendo fontes vegetais. A respeito da capacidade antioxidante total, seriam necessarios
entre 200 g e 250 g de bebida l&ctea para a captura de 1 g de radicais DPPH. As formulacdes
de bebidas lacteas cremosas foram consideradas de baixo teor de gordura, 0 que pode
justificar a reducdo da consisténcia, a partir do décimo quarto dia do armazenamento.
Também apresentaram aceitabilidade global adequada, cor atrativa e textura apreciavel,
porém com sabor &cido. A bebida lactea cremosa com Lactobacillus plantarum CNPCO003
apresentou-se como uma alternativa viavel para o reaproveitamento do soro de queijo e da
casca de jabuticaba, além de poder auxiliar na promocao da salde.

Palavras-chaves: Jabuticaba. Lactobacillus plantarum. Soro de queijo. Atividade antioxidante

Textura.



ABSTRACT

The objective of this study was to develop a probiotic fermented creamy milk drink using
jabuticaba bark (Myrciaria cauliflora) and a potentially probiotic native culture of
Lactobacillus plantarum (strain CNPC 003), comparing it to a dairy beverage containing a
commercial probiotic culture (Lactobacillus rhamnosus LR32) and a control drink (without
probiotics). A number of pilot tests was performed until appropriate creamy beverage
formulations were obtained. Three batches of creamy milk drinks containing hydroalcoholic
extract and syrup obtained from the use of jabuticaba peel were produced and evaluated for
microbial viability of native and commercial bacteria with probiotic potential and also the
starter culture, contaminant analyzes (total and thermotolerant coliforms), physicochemical
analyzes (pH and titratable acidity), proximate composition, instrumental texture, total
phenolic content and antioxidant capacity throughout storage at 4 + 1 ° C for up to 21 days, as
well as sensory evaluation performed from a specific batch produced to determine
acceptability. The creamy milk beverage presented viability of Lactobacillus plantarum higher
than 7 log CFU g™, as well as the commercial probiotic culture The total phenolic content (45-
60 mg GAE 100 g™) was similar to that of other studies evaluating dairy products containing
plant sources. Regarding the total antioxidant capacity, portions between 200 g and 250 g of
dairy beverage would be required to capture 1 g of DPPH radicals. Creamy milk beverage
formulations were considered low in fat, which may justify a reduction in consistency, from
the tenth fourth day of storage. Products also presented adequate global acceptability,
attractive color and appreciable texture, but with an acidic flavor. Creamy drink with
Lactobacillus plantarum CNPCO003 was presented as a viable alternative for the reuse of
cheese whey and jabuticaba peel, in addition to health promotion.

Keywords: Jabuticaba. Lactobacillus plantarum. Cheese whey. Antioxidant activity. Texture.
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1 INTRODUCAO

A alimentacdo atualmente apresenta relacdo direta com o bem-estar mental e
prevencdo de doencas nutricionais. Nos Ultimos anos, pesquisas de mercado e académicas
destacaram a crescente conscientizacdo e interesse dos consumidores quanto aos alimentos
funcionais (KAUR; SINGH, 2017).

Vérios fatores vém influenciando o consumidor neste aspecto, tais como o
reconhecimento do papel dos alimentos na preservacdo da salde, o aumento da expectativa de
vida e 0 aumento dos custos de cuidados de salde, devido a prevaléncia de problemas de
salde como a hipertensdo arterial, colesterol, glicemia, obesidade, risco de doencas
cardiovasculares e cancer (KAUR; SINGH, 2017).

A producdo de bebidas lacteas vem aumentando mundialmente devido a sua
tecnologia de producdo simples e ampla aceitacdo pelos consumidores; elas foram
caracterizadas como um uso alternativo para o soro de leite de ovelha, cabra e vaca resultante
da producédo de queijos de coagulacdo enzimatica e merecem destaque devido as importantes
propriedades nutricionais e por possibilitarem producdo de fermentados lacteos (GOMES et
al., 2013). Alguns alimentos fermentados podem apresentar em sua composi¢do bacterias
probidticas, as quais apresentam efeitos benéficos a salde quando vivas e disponiveis em
nimeros elevados, geralmente de 10% a 10° UFC g* ou ml™?, além de serem capazes de
sobreviverem as condicdes adversas do trato gastrointestinal (SIDIRA et al., 2015).

Os probidticos atuam por mecanismos de producdo de substancias antimicrobianas,
inibicdo do epitélio, aderéncia a patdégenos na mucosa, competicdo por nutrientes limitados,
modulacdo do sistema imunoldgico e instrucdo da composicdo intestinal e atividade de
microbiota (WAN et al., 2016).

Novas técnicas para caracterizacdo de isolados de probioticos sdo utilizadas em
laboratérios, porém o acesso a muitos paises devido a razdes econdmicas € limitado. Neste
contexto, é desejavel a acessibilidade de novas técnicas para permitir o rastreio de novos
isolados com o objetivo de identificar potenciais candidatos para a formulacdo de alimentos
probidticos para o mercado local (VINDEROLA et al, 2008).

Na inddstria alimenticia, as matérias-primas descartadas, em sua maioria, apresentam
caracteristicas mais nutritivas do que partes habitualmente comestiveis e, portanto, 0s
alimentos produzidos a partir daqueles subprodutos poderiam ter finalidade mais benéfica ao

ser humano e ao meio ambiente por meio de seu reaproveitamento, como aqueles
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provenientes de frutos que s@o as cascas, carogos, sementes e bagacos (PADILHA; BASSO,
2015).

A jabuticaba e seus produtos derivados tém sua composicdo e valor nutricional
provenientes de alto contetdo de carboidratos (principalmente glicose e frutose), de fibras
alimentares, minerais como ferro, célcio e fosforo, de vitaminas e compostos bioativos, como
acido ascérbico, carotenoides e compostos fendlicos (MORALES et al., 2016). Partindo do
saber que a maior parte dos compostos fendlicos da jabuticaba encontra-se em sua casca,
deve-se buscar alternativas para a utilizacdo desta fracdo a fim de se fazer uso das
propriedades antioxidantes do fruto, bem como aumentar sua vida util por meio do
desenvolvimento de produtos (LIMA et al., 2008).

Nesta perspectiva, 0 uso de culturas nativas probidticas juntamente com residuos
agroindustriais como o soro de leite e cascas de jabuticaba poderia proporcionar a producéo
de produtos benéficos a salde de custo acessivel ao consumidor, como também um melhor
aproveitamento de residuos, de modo a reduzir o impacto ambiental que o descarte destes

pode ocasionar.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Alimentos funcionais

Com o aumento da populagdo mundial e diminuigdo dos recursos naturais, o
aproveitamento de alimentos suficientemente nutritivos torna-se um problema sério, visto que
mais de dois bilhdes de pessoas em todo o mundo apresentam deficiéncias cronicas de
micronutrientes. Nesse sentido, a prospeccao de fontes naturais de alimentos € uma solucéo.
Ao longo dos anos, muitas fontes de alimentos subutilizadas foram sendo reconhecidas como
alimentos funcionais (PATEL, 2017).

Os alimentos funcionais tém por objetivo o reforco da dieta através de substancias que
fornecem beneficios adicionais aos da alimentacéo habitual do consumidor, podendo reduzir o
risco de doencas. No entanto, ndo podem ser destinados ao tratamento de doencas agudas ou a
utilizacdo de cuidados paliativos (BALDISSERA et al., 2011).

Os alimentos industrializados sdo comumente desenvolvidos para atender as
exigéncias dos consumidores em relacdo ao sabor, aparéncia, valor de mercado, e praticidade
para 0 consumo. O desenvolvimento de produtos que proporcionam efeitos benéficos na
salde tem sido uma tendéncia que reflete 0 aumento da aceitacdo do papel da dieta na reducéo
dos riscos de doencas crénicas. Nos Ultimos anos, tem havido um aumento do interesse da
industria de alimentos na incorporacdo de ingredientes com propriedades benéficas a saude
(ALEZANDRO et al., 2011).

A relacdo entre dieta e salde, destacada nas atuais evidéncias cientificas, tém
permitido o surgimento de um mercado de alimentos diferenciados, de rapido crescimento em
periodo recente, com enfoque no extraordinario potencial dos alimentos em melhorar o estado
de satde dos consumidores, em especial, na reducdo da incidéncia de doencas cronicas
(BALDISSERA et al., 2011).

Os produtos alimentares que tém como alvo melhorias das funcdes fisiol6gicas dos
consumidores também sdo conhecidos como alimentos funcionais, os quais vem apresentando
elevado desenvolvimento no mercado em todo o mundo, uma vez que novos produtos vém
sendo langados continuamente (SIEGRIST et al., 2015).

O incentivo para se ampliar o desenvolvimento de produtos funcionais tambem teve
como contribuintes 0 aumento da expectativa de vida e 0 aumento dos custos dos cuidados de
salde. Portanto, ndo é surpreendente que a industria alimentar e pesquisadores invistam

recursos substanciais no desenvolvimento de novos produtos alimenticios funcionais e
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tecnologias para obtencdo de tais alimentos. Porém os alimentos funcionais s6 poderdo ser
considerados viaveis a partir da aceitacdo dos consumidores para incorpora-los como parte de
sua dieta diaria, tornando importante uma compreensdo de como 0s consumidores aceitam
estes produtos como alternativa de salde e quais fatores permitem a sua compra (SIEGRIST
et al., 2015).

Um alimento funcional é definido como alimentos e componentes alimentares que,
além da nutricdo basica, trazem beneficio a saude, fornecendo nutrientes esséncias muitas
vezes além da quantidade necessaria para manutencdo, desenvolvimento e crescimento
normais e/ou componentes biologicamente ativos que trazem beneficios a salde ou tém
efeitos fisiologicos desejaveis (INSTITUTE OF FOOD TECHNOLOGISTS, 2017).

2.2 Probioticos

Eli Metchnikoff em 1907 apresentou pela primeira vez o termo probidtico e, desde
entdo, os “probiodticos” sdo cada vez mais usados com o objetivo de beneficiar o sistema
imune do hospedeiro humano, apresentando ampla escala de uso nos tratos respiratorio,
gastrointestinal, urogenital, nas doencas alérgicas, autoimunes e canceres (DE ARAUJO et
al., 2015).

Os probidticos referem-se a uma gama de espécies microbianas veiculadas em uma
dose funcional para utilizacdo em alimentos ou suplementos alimentares (HILL et al., 2014).
A comprovacdo do beneficio para probidticos requer demonstracdo da sobrevivéncia as
condigbes do trato digestorio humano e evidéncia de efeito em humanos (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2018).

Os probidticos tém como mecanismo de acdo trés efeitos principais: eles podem
modular o recebimento de respostas inflamatorias, exercem efeitos diretos contra bactérias
patogénicas ou produzem efeitos indiretos contra estas bactérias. A maioria dos probidticos
pertence ao género Lactobacillus e Bifidobacterium, podendo ser encontrados em varios
veiculos como pastilhas, goma, leite, queijo, iogurte, sorvete, gotas, em po, entre outros
(LALEMAN; TEUGHELS, 2015).

Os probidticos sdo bactérias ndo patogénicas ou leveduras que podem sobreviver ao
ambiente severo no trato gastrintestinal conferindo beneficios a saide ao hospedeiro. Nos
Gltimos anos, a ciéncia tem projetado por técnicas de engenharia novas funcfes terapéuticas
para os probidticos, direcionando sua atuacdo para doencas como colite, diabetes e infec¢des
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (CHUA et al., 2017).


http://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/gastrointestinal
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O emprego de bactérias probidticas em produtos lacteos fermentados tem sido
amplamente estudado, visto que, durante o armazenamento sob-refrigeracdo, a viabilidade
destes microrganismos pode ser comprometida. Dessa forma, as bactérias probidticas devem
apresentar boa viabilidade durante toda estocagem para que sejam utilizadas na produgdo em
escala industrial e de processamento (JARDIM, 2012).

As bactérias laticas (BAL) tém maior evidéncia clinica por utilizagdo como
probidticas, melhorando a funcéo intestinal e o estado imunoldgico de humanos e animais. As
BAL sdo definidas como ndo toxicas e ndo patogénicas, caracterizadas pela producédo de acido
latico a partir de hidratos de carbono, o que as torna Uteis como culturas iniciadoras para a
fermentacéo de alimentos (SANCHEZ; TROMPS, 2014).

Sanchez e Tromps (2014) afirmaram que as pesquisas com BAL mostram uma série
de potenciais beneficios para a saude. Os efeitos descritos para as BAL s6 podem ser
atribuidos as cepas analisadas em cada estudo e ndo podem ser generalizadas para todas as
espécies ou para todo o grupo ou outras cepas probiodticas (GAGGIA; MATARELLI;
BIAVATI, 2010).

Novas estirpes de probioticos sdo testadas partindo da premissa que a busca por novas
culturas probidticas possam proporcionar o desenvolvimento de diversos produtos, sendo
necessario a inovagdo de técnicas de isolamento e caracterizagdo, principalmente nos paises
em desenvolvimento (VINDEROLA et al., 2008).

As doencas cronicas normalmente estdo relacionadas aos sistemas imunoldgico e
gastrintestinal, desse modo, a caracterizacdo de novas estirpes de probioticos, pode
proporcionar uma prevencao destas doengas, além de contribuirem para a redugdo dos custos
para 0 processamento e aumento do consumo de produtos com probidticos (VINDEROLA et
al., 2008).

2.3 Produtos lacteos fermentados e o desenvolvimento de bebidas lacteas

Um dos métodos mais antigos para o desenvolvimento de novos produtos lacteos que
permite a conservacao do leite é a fermentacdo (FIORENTINI et al., 2011). Os consumidores
de produtos lacteos funcionais podem ter sua necessidade atendida, em virtude destes
produtos serem considerados alimentos nutricionalmente completos, com quantidades
importantes de componentes bioativos e que ainda podem ser potencializados (BALDISSERA
etal., 2011).
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O soro lacteo contém, aproximadamente, 55% dos nutrientes do leite e representa de
80 a 90% do volume total desse alimento quando utilizado durante a producdo de queijos. O
soro, pode tanto ser utilizado em sua forma concentrada, a partir da consideracdo de seu alto
teor de &gua, com a finalidade de agregar valor ao produto e a seus derivados, como também
na sua forma original para a producdo de bebidas lacteas, carreando importantes nutrientes
contidos no leite, como as proteinas sollveis, lactose, vitaminas, minerais € uma quantidade
minima de gordura (ALVES et al., 2014). Seu emprego para a producédo de bebidas lacteas,
por exemplo, pode contribuir a diversificacdo do perfil proteico do produto final com a
incorporacdo de proteinas solUveis tipicas do soro e, tambeém, para elevar o teor de lactose,
importante fonte de galactose, requerida a manutengdo das atividades cerebrais normais. O
processamento do soro contribui para a geracdo de receita as organizacdes do setor de lacteos
e para a reducdo de seu impacto ambiental, pois o soro apresenta alto poder poluente e requer
elevado tratamento (RIBEIRO et al., 2014).

O excesso de soro de leite consiste em um dos maiores problemas enfrentados pelas
industrias de laticinios. Em vista disso, algumas industrias, infelizmente, optam pelo seu
descarte diretamente na rede publica, rios e lagos, sendo que, em relacdo ao esgoto domeéstico,
0 soro apresenta, aproximadamente, poder de poluicdo 100 vezes maior (SIQUEIRA;
MACHADO; STAMFORD, 2013).

O soro de leite € um importante coproduto, gerado pelos laticinios através da
caseificacdo, ou seja, apos a coagulacdo da caseina, variando suas caracteristicas de acordo com
a qualidade do leite e da tipologia de processamento (BALDISSERA et al., 2011). Por esse
motivo, h& uma preocupacdo recorrente em gerar aplicabilidade ao soro de queijo em novos
alimentos, como as bebidas lacteas. Destaca-se ainda que no territério brasileiro, cerca de 50%
do soro néo é aproveitado, gerando desperdicios nutricionais, financeiros e impactos ambientais
relevantes, ja que é um residuo com alto teor de matéria organica (MAGALHAES et al., 2011).

A producdo de bebida lactea adicionada de soro de queijo em sua formulacdo vem se
destacando no mercado e, um dos principais fatores, € o papel dos componentes bioativos
para a saude e a possibilidade de adigdo de microrganismos probioticos. O termo “bebidas
lacteas” tem sentido amplo e pode englobar uma série de produtos fabricados com leite e soro
(THAMER; PENNA, 2006).

De acordo com a definigdo oficial da legislacdo brasileira, bebida lactea é o produto
lacteo resultante da mistura do leite (in natura, pasteurizado, esterilizado, UHT, reconstituido,
concentrado, em pd, 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)
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alimenticia(s), gordura vegetal, leite(s) fermentado(s), fermentos lacteos selecionados e outros
produtos lacteos. Nesta categoria de produto, a base lactea deve representar pelo menos 51%
(cinquenta e um por cento) massa/massa (m/m) do total de ingredientes (BRASIL, 2005).
Atualmente, muitos estudos tém demonstrado o potencial das bebidas lacteas como
alimento probidtico, em funcdo da sua capacidade em carrear tais microrganismos pelo trato
gastrointestinal, e como estimulador desses microrganismos no alimento e da microbiota
benéfica do intestino, em decorréncia das propriedades funcionais do soro de queijo
(CASTRO, 2012). A producédo de bebidas lacteas é atraente para as industrias de laticinios,
em virtude do processo simples de fabricacdo, da possibilidade de utilizacdo dos mesmos
equipamentos para tratamento do leite, das excelentes propriedades funcionais das proteinas

do soro, além da reducdo dos gastos com tratamento de efluentes (CASTRO, 2012).

2.4 Antioxidantes naturais em produtos lacteos

Comumente, vem sendo observado uma maior valorizacdo de alimentos com potencial
antioxidante (PRASAD et al., 2012). Os produtos naturais e alimentos saudaveis sdo
interessantes para a melhoria do bem-estar geral, por meio da prevencdo de doengas e
promoc¢do da salde, através de substancias que agem como aditivos alimentares quando
incorporadas na dieta (ALENISAN et al., 2017)

Estudos epidemioldgicos atestam que 0s antioxidantes naturais contidos em alimentos
sd0 mais consumidos do que os produtos sintéticos, visto atuarem podendo diminuir a
incidéncia de tipos especificos de cancer, hipertensdo, diabetes e doencas cardiovasculares,
especialmente, nos paises em desenvolvimento onde a maioria das pessoas tem recursos e
acesso a tratamentos modernos de maneira limitada (ALENISAN et al., 2017).

Os produtos lacteos representam alimentos promissores a salde devido também a sua
relacdo com o potencial antioxidante proveniente de uma variedade de moléculas presentes no
leite capazes de sequestrar radicais livres (NIERO et al., 2014). Plantas medicinais ricas em
compostos fendlicos vém sendo bastante utilizadas em produtos lacteos para a obtencdo de
melhores propriedades nutricionais e terapéuticas. As bebidas lacteas fermentadas sdo
associadas a beneficios para a saude devido a presenca de grandes quantidades de compostos
fenolicos e suas propriedades antioxidantes, exibindo um papel importante na prevencao de
processos deletérios como o envelhecimento, diabetes, cancer, distdrbios neuroldgicos,
aterosclerose e doengas cardiovasculares (MARTINS et al., 2014).

Os antioxidantes naturais sdo usados para substituir substancias sintéticas causadoras
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de danos, em produtos alimentares. Apresentam importancia na ciéncia alimentar, devido a
sua capacidade para prevenir a oxidacdo lipidica em alimentos e para diminuir os efeitos
negativos das espécies reativas de oxigénio em varias fungdes fisiologicas nos seres humanos.
Os compostos fendlicos, que sdo abundantemente distribuidos em plantas, estdo entre os
antioxidantes naturais mais estudados em fungcdo da preferéncia dos consumidores
(BERTOLINO et al., 2015).

A acdo antioxidante natural desejavel segue propriedades como eficacia em baixas
concentracdes (0,001% a 0,01%), auséncia de efeitos indesejaveis na cor, no odor, no sabor e
em outras caracteristicas do alimento, compatibilidade com o alimento e seus constituintes,
facil aplicagdo e estabilidade nas condi¢Bes de processo e armazenamento. O composto
antioxidante e seus produtos de oxidacdo ndo podem ser tdxicos, mesmo em doses muito

maiores das que normalmente seriam ingeridas no alimento (SOUZA, 2013).

2.5 Compostos fendlicos e atividade antioxidante

Os compostos fendlicos sdo substancias com distribuicdo ampla na natureza, que faz
parte dos constituintes de uma variedade dos vegetais, frutas e produtos industrializados,
apresentados como pigmentos que colorem os alimentos ou produtos do metabolismo
secundario de reacdes de defesa das plantas. Estes compostos agem como antioxidantes tanto
pela habilidade em doar elétrons ou hidrogénio como também pela agcdo de seus radicais
intermediarios que impedem a oxidacao nos alimentos (SILVA et al., 2010).

Quimicamente, os compostos fendlicos sdo definidos como substancias que possuem
anel aromatico com uma ou mais hidroxilas (Figura 1) incluindo seus grupos funcionais. Séo
multifuncionais, pois possuem estrutura variavel. Existem cerca de cinco mil derivados
fendlicos e, dentre eles, destacam-se os flavonoides, &cidos fendlicos, fendis simples,
cumarinas, taninos, ligninas e tocoferéis (ANGELO; JORGE, 2007).



19

Figura 1 — Estrutura de um composto fendlico.
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Fonte: Angelo e Jorge (2007).

As inimeras pesquisas tém trabalhado na separacdo, identificacdo, quantificacdo e
aplicacdo dos compostos fendlicos em alimentos, tendo como impasses muitos problemas
metodoldgicos, pois, aléem de englobarem uma gama enorme de substancias, sdo, na maioria
das vezes, de grande polaridade, muito reativos e susceptiveis a acdo de enzimas. Os métodos
realizados em anélises de compostos fendlicos podem ser classificados em determinacdo de
compostos fendlicos totais, quantificacao individual e/ou de um grupo ou classe de compostos
fendlicos (ANGELO; JORGE, 2007).

A quantificacdo de compostos fendlicos totais revela informagdes relacionadas a
atividade antioxidante, qualidade do alimento e potencial benéfico a saude. As moléculas
tipicas de antioxidantes sdo derivadas das formas isoméricas dos polifenois e flavonas,
isoflavonas, flavonois, catequinas, cumarinas, 4acidos fendlicos e outras substancias
encontradas nos vegetais (SUCUPIRA, 2012).

Diversos sdo 0s métodos existentes para avaliar a atividade antioxidante in vitro de
substancias biologicamente ativas, envolvendo desde ensaios quimicos com substratos
lipidicos a ensaios mais complexos utilizando as mais diversas técnicas instrumentais
(ALVES et al., 2010). Em geral, eles se baseiam na capacidade de eliminar radicais (2,2'-
azino-bis 3-acido etilbenzotiazolina-6-sulfénico, o ABTS; 2,2-difenil-1- (2,4,6-trinitrofenil)
hidrazila (0 DPPH). na capacidade de absorcdo do radical oxigénio, (0 ORAC), em
fotoquimioluminiscéncia (PCL) ou em potenciais de reducdo de compostos (potencial
oxidante de reducdo férrica, FRAP) (MARECEK et al., 2017).

Os testes antioxidantes em alimentos e sistemas bioldgicos classificam-se em dois
grupos: 0s ensaios usados para avaliar peroxidacdo lipidica, no qual um lipidio ou substrato

lipoproteico, sob condi¢cbes controladas, é usado e o grau de inibicdo da oxidacdo € medido; e
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0s ensaios usados para medir a habilidade de sequestro de radicais livres. Um método de
maior destaque é o DPPH (SANCHEZ-MORENO et al., 1998).

A molécula de DPPH é caracterizada como um radical livre estdvel em virtude da
deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda a molécula, o que a confere uma coloracéo
violeta, caracterizada por uma banda de absor¢do em etanol em cerca de 520 nm. Este ensaio
se baseia na medida da capacidade antioxidante de uma determinada substancia em sequestrar
o radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina. Quando uma determinada substancia que age como
doador de atomos de hidrogénio é adicionada a uma solucdo de DPPH, a hidrazina é obtida
com mudanga simultanea na coloracdo de violeta a amarelo pélido (ALVES et al., 2010;
SANCHEZ-MORENO et al., 1998).

Sanchez-Moreno et al. (1998) sugeriram uma metodologia para a avaliacdo da
atividade antioxidante considerando alem da concentragdo do antioxidante, o tempo de reacdo
necessario para sequestrar este radical, introduzindo assim a eficiéncia antirradicalar como um
novo pardmetro. Neste contexto ao avaliar, as atividades antioxidantes de vinhos tinto, rose e
branco, concluiu-se que existe uma correlacdo entre eficiéncia antirradicalar e a concentracédo

de polifendis presentes nos vinhos.

2.6 Potencial da casca de jabuticaba como fonte de antioxidantes em produtos lacteos

Nos ultimos anos, houve um interesse crescente na inddstria pela substituicdo de
aditivos artificiais por compostos naturais. O potencial antioxidante de muitos compostos
naturais foi relatado e atualmente, existe uma tendéncia global de uso de coprodutos da
industria de frutas como fonte de antioxidantes naturais (VICTOR-ORTEGA et al., 2017).

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora), pertencente a familia Myrtaceae, ¢ uma fruta
brasileira generalizada, que tem a mesma forma e tamanho que as uvas, apresentando uma cor
roxa profunda a preta, de sabor agradavel e gosto doce, proveniente de sua polpa. A casca é
uma fonte potencial de antioxidantes naturais (DE SA, 2014). Como a uva, a jabuticaba também
perece rapidamente; portanto, deve ser consumida em pouco tempo ap6s a colheita. Esta fruta é
muito popular no Brasil, usada na producdo de geleias, sorvetes, sucos e bebidas alcodlicas,
assim como utilizada na medicina popular para tratar asma, inflamacéo da garganta e distarbios
gastrointestinais. Ainda, pode-se destacar o uso das folhas de jabuticaba na atividade
antimicrobiana para Streptococcus e culturas de Candida da cavidade oral (DE SA, 2014).

A jabuticaba apresenta grande valor nutricional, possuindo alto teor de carboidratos,

fibras, vitaminas, sais minerais como ferro, célcio e fdésforo, e principalmente compostos
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fendlicos, os quais apresentam elevado potencial benéfico a saide. Uma vez que a maior parte
de compostos fendlicos da jabuticaba encontra-se em sua casca, deve-se buscar alternativas
para a utilizacdo desta fracdo, visto que a ingestdo de alimentos com elevados teores de
compostos fenolicos associa-se a reducdo do estrese oxidativo, prevencdo de doencas
cardiovasculares, protecdo contra a obesidade e hiperglicemia e além de melhora da memoria
(ALMEIDA et al., 2015).

A casca da jabuticaba apresenta-se como alternativa viavel na obtencdo de corantes,
pois se trata de uma boa fonte de pigmentos antocianicos por apresentar altos teores desses
compostos bioativos. Quando comparada a outras fracbes do fruto, a casca da jabuticaba
apresenta maior teor de fibras alimentares e de sais minerais. Além de cumprir sua funcéo
basica que é colorir, pode ainda trazer o beneficio de suas propriedades funcionais e
nutricionais (ZICKER, 2011). Neste sentido, a utilizagdo da casca de jabuticaba no
desenvolvimento de produtos lacteos probioticos aparece como uma alternativa inovadora
(LIMA et.al., 2008).

A maioria dos produtos lacteos disponiveis atualmente apresenta em sua composicao
polpas e extratos de frutos (ZICKER, 2011). No entanto, durante o processamento de algumas
frutas, a maioria das substancias de interesse é encontrada em partes que sdo desprezadas,
como cascas e bagacos, 0 que gera um enorme volume de residuos. Portanto, é de grande
interesse agregar valor a estes subprodutos, indicando assim uma solugdo viavel para o
enriquecimento da alimentacdo humana, além de dar destino a estes residuos, evitando
poluicdo (MARQUES, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver uma bebida lactea cremosa probidtica utilizando soro de queijo de

coagulacdo enzimatica, ingredientes provenientes da casca da jabuticaba (Myrciaria

cauliflora) produzida com uma cultura nativa potencialmente probioética de Lactobacillus

plantarum (cepa CNPC 003) e comparar com uma bebida lactea contendo uma cultura

probidtica comercial (Lactobacillus rhamnosus LR32) e uma bebida controle (sem

probidticos).

3.2 Objetivos Especificos

Sédo objetivos especificos do presente trabalho:

a)

selecionar um tratamento na casca de jabuticaba de modo a obter extrato aquoso e
hidroalcdolico, geleia e calda para serem adicionados as formulacBes de bebida
lactea cremosa;

comparar 0s produtos quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas,
microbioldgicas e composicdo centesimal das bebidas lacteas cremosas;

analisar o perfil de textura das bebidas lacteas cremosas;

avaliar o teor de compostos fendlicos totais presentes na casca, extrato
hidroalcolico, calda e geleia de jabuticaba;

avaliar o teor de compostos fendlicos totais, atividade antioxidante nas
formulacdes de bebidas lacteas cremosas probidticas;

avaliar, quanto as caracteristicas sensoriais, a aceitabilidade global, atributos
preferidos e ndo preferidos das bebidas lacteas cremosas ao longo do

armazenamento pelos consumidores.



23

4 METODOLOGIA

O desenvolvimento dos produtos e suas analises ocorreram no Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento e Extensdo em Alimentos (NUPEA), localizado no Departamento de
Quimica da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) e no Laboratério de Engenharia de
Alimentos da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), em Campina Grande-PB.

Na Figura 2 encontram-se, resumidamente, as principais etapas de desenvolvimento da

pesquisa.

Figura 2 - Esquema das principais etapas realizadas no desenvolvimento da pesquisa.

Obtencao dos frutos e residuos da
jabuticaba

| 2

Preparo do extrato aquoso

4

Preparo do extrato hidroalco6olico

4

Preparo da calda e geleia de casca de
jabuticaba

\ 4

Producédo das bebidas lacteas cremosas
probiéticas

2

Analises fisico-quimicas e
microbioldgicas, durante o
desenvolvimento e armazenamento das
bebidas lacteas cremosas

\ 4

Analises de composiciao centesimal,
contaminantes, perfil de textura,
compostos fenodlicos, capacidade

antioxidante e avaliacio sensorial dag

Fonte: prépria.

Foram desenvolvidos e avaliados trés diferentes tratamentos de bebidas lacteas

cremosas: tratamento controle tradicional T1 — com a cultura Streptococcus thermophilus
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TA40 (DuPont); tratamento controle probidtico T2 — produzido com S. thermophilus TA40 e
a cultura comercial potencialmente probiética de Lactobacillus rhamnosus LR32 (DuPont);
tratamento experimental T3 — produzido com S. thermophilus TA40 e a cultura nativa
potencialmente probidtica de Lactobacillus plantarum CNPC 003 (EMBRAPA). Todos 0s
tratamentos foram produzidos a partir do uso de ingredientes provenientes de casca de

jabuticaba (calda, geleia, extrato aquoso e hidroalcodlico) e soro de leite.

4.1 Obtencao dos frutos e residuos da jabuticaba

Os frutos foram obtidos no comércio local da cidade de Campina Grande-PB, durante
a safra de jabuticaba nos meses de marco a abril dos anos de 2014 e 2015, sendo 0s mesmos
selecionados, lavados e higienizados com hipoclorito de sédio em solucdo (200 mg L™ de
cloro livre). As fracOes da jabuticaba foram separadas (polpa, casca e semente) por

despolpamento manual e suas cascas foram congeladas a —18 °C.

4.2 Preparo do extrato aquoso

Para hidrolise parcial e solubilizacdo dos taninos, responsaveis pelo gosto
adstringente, as cascas foram tratadas em meio acido em temperatura ambiente pela adi¢do de
suco de limdo na proporcdo de 1,0: 2,0: 0,15 (cascas de jabuticaba: &gua destilada: suco de
limédo) por 45 minutos. A seguir, as cascas foram enxaguadas, trituradas com agua destilada
em uma proporcdo de 1:1,7 (casca: agua) e filtradas em redes de nylon para separacdo do
residuo de cascas do filtrado. Utilizou-se o filtrado para trituragdes sequenciais de outras
cascas, até a obtencéo de um extrato aquoso contendo 2,5% de sélidos soluveis, para posterior
producdo de geleia e calda de jabuticaba. O residuo obtido a cada trituracdo foi armazenado a
4 °C, para ser manipulado futuramente na producéo do extrato hidroalcoodlico.

O rendimento da producéo de extrato aquoso, equacdo (1), foi avaliado em relacdo a
quantidade total de extrato aquoso obtido (Q igual a 221,7 g) pelo somatério das cascas
acidificadas (90,5 g) com a quantidade de agua utilizada para a trituracdo (170 g) (n igual a
260,5 g):

Rendimento (%):%xloo D,
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4.3 Preparo do extrato hidroalcodlico

O extrato hidroalcoolico foi produzido a partir do residuo originado pela producédo do
extrato aquoso utilizando o método descrito por Cruz (2013) para o aproveitamento do
residuo da industria vitivinicola, com adaptacdes. O residuo da obten¢do do extrato aquoso da
casca da jabuticaba foi hidratado com agua estéril durante 1 hora e distribuido em frascos de
Erlenmeyer, juntamente com alcool potavel (alcool etilico extra-neutro, Usina Giasa, Biosev).
Foi utilizada a proporcédo de 1:9, sendo 10 g do residuo para 90 mL do alcool potavel a 30% e
acidificado até pH 4,0, totalizando 100 ml. A extracdo foi realizada em banho de ultrassom
por 2 horas, em temperatura de 50 °C, sem a utilizacdo de refluxo. O residuo foi filtrado em
redes de nylon. O extrato hidroalcoo6lico obtido de trés filtracdes (considerando trés extracoes,
cada uma delas usando 10 g de residuo para 90 mL de alcool) foi colocado em béqueres de
1000 mL para secagem em estufa de circulacdo de ar, em temperatura constante de 50 °C, até
a obtencdo de um volume padronizado de 15 ml. O extrato foi devidamente armazenado em
tubos criogénicos a —18 °C, sendo acrescentado nas formulag6es na propor¢éo de 2% (18,7 g
de extrato hidroalcodlico para 935 g de base lactea), de modo a auxiliar na coloracdo, como
também no aumento do teor de compostos fenolicos do produto final.

O rendimento da produgdo de extrato hidroalcodlico, equacdo (2), foi avaliado em
relacdo a quantidade total de extrato hidroalcodlico obtido considerando 3 extracfes (Q igual
a 15 g) pelo somatorio da quantidade de residuo (30 g) com a quantidade de alcool comestivel

utilizada para as 3 extragdes (270 g) (n igual a 300 g):

Rendimento (%)= % %100 (2),

4.4 Preparo da geleia da casca de jabuticaba

Para o preparo da geleia utilizou-se o extrato aquoso com 2,5% de sdlidos soluveis,
obtido conforme descrito na subsecdo 4.2, adicionado de acglcar e pectina. Varios ensaios
preliminares foram feitos até a obtencdo da geleia adequada, de modo que a formulagcdo usada
para 0s ensaios definitivos foi produzida pela fervura, sob baixo aquecimento, dos
ingredientes citados até a obtencdo de 60% de solidos sollveis, no qual a geleia apresenta

textura apropriada para 0 acompanhamento de bebida lactea cremosa. A Tabela 1 apresenta
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as proporc¢Oes dos ingredientes utilizados no preparo da geleia. A geleia foi distribuida em
potes plasticos na quantidade de 12 - 13 g.

Tabela 1 - Proporcdo de ingrediente para a producgédo da geleia nos ensaios definitivos.

Componentes Proporcéo
Extrato aquoso (2,5% de so6lidos soluveis) 66,35%
Acucar comercial (sacarose) 33,17%
Pectina (YF310, DuPont) 0,41%
Corante natural carmim de cochonilha 0,0044%

Fonte: dados de pesquisa.

O rendimento da producdo de geleia de jabuticaba, equacdo (3), foi avaliado em
relacdo a quantidade total de geleia obtida (Q igual a 416 g) pelo somatério das quantidades
de cada ingrediente utilizado no preparo da geleia, (extrato aquoso 480 g, acucar 240 g,

pectina 4 g, corante carmim de cochonilha 0,3 g) (n igual a 724,3 g):

Rendimento (%):%xmo 3),

4.5 Preparo da calda de casca de jabuticaba

A calda de casca de jabuticaba foi utilizada para incorporacdo na bebida lactea o
visando o aumento do teor de compostos fendélicos. O preparo da calda foi semelhante ao
preparo da geleia, no qual se utilizou o extrato aquoso (2,5% de solidos soluveis), aglcar e
pectina nas proporgOes apresentadas na Tabela 2, as quais foram utilizadas nos ensaios
definitivos de producéo das bebidas lacteas. Apds cocgédo, sob baixo aquecimento, obteve-se 0
teor de solidos soluveis de, aproximadamente, 40%, sendo a calda sob refrigeracdo a 4 °C até

a sua incorporacgdo na bebida lactea fermentada.
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Tabela 2 - Producéo da calda da casca de jabuticaba nos ensaios definitivos

Componentes Proporgéo
Extrato aquoso (2,5% de solidos soluveis) 66,38%
Acucar comercial (sacarose) 33,19%
Pectina (YF310, DuPont) 0,420%

Fonte: dados de pesquisa.

O rendimento da producdo de calda de jabuticaba, equacdo (4), foi avaliado em
relacdo a quantidade total de calda obtida (Q igual a 300 g) pelo somatério das quantidades de
cada ingrediente utilizado no preparo da calda, (extrato aquoso 240 g, acucar 120 g, pectina
1,52 g, nigual a 361,52 g):

Rendimento (%)= % %100 4,

4.6 Desenvolvimento das bebidas lacteas fermentadas probidticas

4.6.1 Preparo da base lactea

Para a obtencdo da base lactea foram utilizados soro de queijo Minas frescal, leite em
po reconstituido e agucar. O soro foi previamente obtido durante o processamento de queijo
Minas frescal, utilizando leite pasteurizado Cariri Light (Cooperativa Agropecuaria do Cariri),
coagulante Hannilase (Chr. Hansen) e cloreto de calcio, segundo a metodologia descrita por
Florentino (1997). Apds o preparo do queijo, o soro de leite foi acondicionado em sacos de
plastico de nylon e armazenado a —18 °C até ao momento de sua utilizacéo.

A base lactea foi produzida através de tratamento térmico dos ingredientes para
posteriormente serem adicionadas as culturas microbiologicas para a fermentacao e producao
das bebidas lacteas. Inicialmente, com excecdo do ensaio piloto 1, o soro de queijo foi tratado
termicamente a 85 °C por 5 minutos para inativagdo das enzimas coagulantes ainda presentes
no soro e evitar a coagulacdo da base lactea, observada em testes preliminares. Os demais
ingredientes utilizados para obtencdo das bebidas lacteas e suas proporcdes sdo apresentadas
para cada ensaio. A base lactea (mistura de soro com os demais ingredientes antes da adicéo
das culturas) foi tratada termicamente a 85 °C durante 30 minutos, sendo armazenada a 4 °C

até o processo de fermentacdo.
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4.6.2 Processo de fermentagéo

A base lactea pasteurizada foi aquecida a 40 °C, para a adicdo da cultura starter,
liofilizada constituida de S. thermophilus TA40 (0,003 g 100 g™ nos trés tratamentos), sendo
T1 constituido apenas de S. thermophilus TA40, L. rhamnosus LR32 (0,02 g 100 g™ no
tratamento T2) e L. plantarum CNPCO003 (ap6s ativacdo no tratamento T3), sendo mantida a
43 £ 2 °C durante o tempo necessario para alcancar valor de pH menor ou igual a 5,0 e acidez
igual ou superior a 0,6 g de 4cido latico 100 g™.

A cepa nativa de L. plantarum CNPCO003, foi fornecida pela Embrapa Caprinos e
Ovinos (Sobral, CE) na forma liofilizada para as atividades do Nucleo de Pesquisa e Extensao
em Alimentos da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). A ativacdo da cultura se deu pela
multiplicacdo da mesma em 10 mL de caldo de Man Rogosa Sharpe (MRS Broth, Difco,
Sparks, EUA) por 24 h, distribuicdo em microtubos de 1,5 ml e centrifugacdo com descarte do
sobrenadante. Ap0s este procedimento, as culturas foram lavadas com solucédo salina por trés

vezes para a incorporacao a base lactea a ser fermentada.

4.6.3 Obtencéo da bebida lactea cremosa fermentada probidtica — ensaios preliminares

Varios ensaios pilotos foram realizados até a obtengdo das bebidas lacteas cremosas
com caracteristicas de consisténcia e viscosidade de um produto cremoso para ser consumido
em combinacdo com a geleia, bem como coloracdo adequada para formulagdes lacteas
adicionadas de ingredientes derivados da casca da jabuticaba.

Foram realizados 8 ensaios pilotos até a obtencdo dos ingredientes e suas respectivas
proporc¢des para a obtengdo da bebida lactea cremosa probidtica com caracteristicas ideais.

A partir do ensaio piloto 8 foi produzida a formulagdo que serviu de base para
estabelecer as proporcdes ideais e os componentes adequados para o preparo da bebida lactea
cremosa probidtica com coloragdo caracteristica de um produto lacteo adicionado de
ingredientes derivados da casca da jabuticaba e com textura apropriada para ser acompanhada
da geleia também produzida a partir da casca da jabuticaba.

Para garantir que a coloracdo das bebidas lacteas ndo fosse alterada ao longo do
armazenamento, foi utilizado o corante carmim de cochonilha, juntamente com extrato
hidroalcoolico, cido latico e calda produzida a partir do extrato aquoso da casca da jabuticaba.

Conforme mencionado anteriormente, o acido latico atua reduzindo o pH favorecendo a cor
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rosea das formulagdes. A calda produzida a partir do extrato aquoso da jabuticaba colabora com
0 aumento do teor de compostos fenolicos, especialmente aqueles que ndo sdo extraidos no
meio hidroalcodlico, favorecendo, portanto, a coloracdo das bebidas. A pectina foi utilizada
para promover consisténcia e viscosidade a base lactea cremosa fermentada.

Dessa forma, apds a fermentacdo da base lactea cremosa, esta foi misturada, em
liquidificador, aos ingredientes &cido latico, corante carmim de cochonilha, calda de
jabuticaba, extrato hidroalcoolico e pectina. A bebida lactea cremosa probidtica foi

armazenada a 4 °C.

4.6.4 Producao da bebida lactea cremosa probidtica — ensaios definitivos

Conforme mencionado anteriormente, a partir da formulacdo do ensaio piloto 8 foram
estabelecidas as proporcdes para o preparo dos trés tratamentos de bebida lactea cremosa
produzidos nos trés lotes (replicatas verdadeiras) de producdo dos ensaios definitivos ja
realizados: tratamento controle tradicional T1 — produzido com a cultura iniciadora de S.
thermophilus TA40; tratamento controle probidtico T2 — produzido com S. thermophilus
TA40 e a cultura comercial potencialmente probiotica de L. rhamnosus LR32; tratamento
experimental T3 — produzido com S. thermophilus TA40 e a cultura nativa potencialmente
probidtica de L. plantarum CNPC 003 (EMBRAPA). O tratamento T3 consiste em uma
formulagéo inovadora, produzida com uma cultura nativa de lactobacilos isolada de derivados
de leite de cabra e previamente avaliada quanto ao seu potencial probidtico pela Embrapa
Caprinos e Ovinos (Sobral, CE).

Para este fim, foram produzidos 935 g de base lactea de cada tratamento para mistura
aos demais ingredientes, nas proporc¢des apresentadas na Tabela 3, para a obtencdo da bebida

lactea cremosa.
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Tabela 3 - Propor¢do de cada componente das bebidas lacteas cremosas dos ensaios
definitivos proporcdo de cada componente das bebidas lacteas cremosas dos

ensaios definitivos.

Componentes Proporc¢éao
Base lactea 90%
Pectina YF310 (DuPont) 1,75%
Extrato hidroalcodlico 2%
Corante natural carmim de cochonilha 0,0045%
Acido latico alimenticio (solugdo a 85%, Purac Sinteses) 0,48%
Calda 5,725%
Total 100%

Fonte: dados de pesquisa.

Apos a trituracdo em liquidificador de todos os componentes (base lactea, acido latico,
corante carmim de cochonilha, calda da casca de jabuticaba, extrato hidroalcodlico e pectina),
75 g de cada formulagdo, em separado, foram acondicionadas em potes plasticos ja contendo
a geleia da casca de jabuticaba (12 a 13 g) e armazenadas a 4 °C, totalizando uma gquantidade
de, aproximadamente, 100 g de produto final em cada pote (Figura 3), de modo que foram

preenchidos 12 potes para cada tratamento (T1, T2 e T3)

Figura 3 - Bebidas lacteas cremosas dos trés tratamentos avaliados ( T1,T2, T3).

Fonte: dados de pesquisa.
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4.7 Periodos de amostragem

Em cada lote produzido, as bebidas lacteas cremosas probioticas foram armazenadas a
4 + 1 °C, durante 21 dias, sendo realizadas as analises fisico-quimicas, microbiolégicas
(culturas starter e probidticas, além dos microrganismos contaminantes) e de textura apo6s 1,
7, 14 e 21 dias da data de fabricagdo, assim como posterior determinacdo de compostos
fenolicos totais, capacidade antioxidante e composi¢do centesimal.

Para acompanhamento do processo fermentativo, foram avaliados o pH das bases
lacteas no momento da adi¢do das culturas (tempo zero) e em intervalos de 1 h até o final do
periodo de incubagdo a 43 + 2 °C (tempo final), o qual foi de 6 horas, considerando todos os
lotes produzidos, bem como a viabilidade dos microrganismos starter e probioticos antes e
apos a fermentacao.

Houve a determinacdo da avaliacdo sensorial a partir da producdo de lotes especificos
de bebidas lacteas, sendo realizada apds 7 e 21 dias de armazenamento.

4.8 Analises fisico-quimicas e microbioldgicas das bebidas lacteas cremosas probioticas

4.8.1 Valores de pH, acidez titulavel, cultura starter e culturas probioticas durante processo

fermentativo e ao longo armazenamento

Os valores de pH, obtidos em um pHmetro, foram medidos durante o processo
fermentativo e ao longo do armazenamento, nos dias 1, 7, 14 e 21, assim como a acidez
titulavel expressa em g de 4cido latico 100 g™, sendo determinados em duplicata, segundo as
normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008).

Para as analises microbioldgicas das bases lacteas antes e apds a fermentacdo, foi
realizada a transferéncia de 1,0 ml de amostra para 9,0 ml de solucéo salina (0,85 g de NaCl
100 mI™). Durante o periodo de amostragem das bebidas lacteas ao longo do armazenamento,
as anélises microbioldgicas se deram com a diluicdo de 25 g de cada bebida lactea em 225 g
de solucdo salina. A partir destas diluigdes da base lactea e das bebidas foram realizadas as
diluicBes em séries para as determinag6es dos diferentes microrganismos analisados.

A viabilidade de S. thermophilus e das culturas probidticas de Lactobacillus (L.
rhamnosus e L. plantarum) foi determinada em triplicata, segundo Buriti et al. (2014), para 0s

trés lotes produzidos.



32

A determinacéo de S. thermophilus foi obtida por semeadura de 1,0 ml de cada diluigéo
em agar M17 (Difco) com adicdo de 10% de lactose, em profundidade, com posterior incubagédo
a 36 £ 1 °C durante 24 h. As determinac6es de L. rhamnosus e L. plantarum foram realizadas
por plaqueamento de 1,0 ml de cada diluicdo em agar MRS (Difco, Sparks, MD, EUA)
acidificado até pH 5,4 com acido acético, com posterior incubacdo a 36 + 1°C durante 24 h.

4.8.2 Determinacéo de contaminantes

4.8.2.1 Coliformes totais (a 35° C), termotolerantes (a 45 °C) e Salmonella sp.

No primeiro dia de amostragem das bebidas (dia seguinte a fabricacéo), foi analisado o
namero mais provavel (NMP) de coliformes totais (a 35 °C), segundo os métodos analiticos
oficiais para produtos de origem animal (BRASIL, 2003), por meio da inoculacdo das
diluicdes (10, 102, 10®) dos tratamentos (T1, T2 e T3) em séries de 3 tubos contendo caldo
verde brilhante bile lactose 2% (Himedia, Mumbai, india) e posterior incubacéo a 36 + 1 °C.
Na presenca de gas nos tubos de Durhan do caldo verde brilhante, indicando a fermentacéo da
lactose, foi necessaria a analise de coliformes termotolerantes (a 45 °C). A confirmagdo de
coliformes termotolerantes foi determinada pela inoculacdo de aliquotas dos tubos positivos
obtidos para coliformes totais em caldo EC (Himedia, Mumbai, india) com incubacdo em
temperatura seletiva de 45 + 0,2 °C (BRASIL, 2003).

Para a determinagdo qualitativa de Samonella sp., realizada no lote para avaliagdo
sensorial, foram pesados 25 g de amostra em 225 g de agua peptonada, em condicdes de
assepsia. Em seguida, foi realizado o enriquecimento por meio da incubacéo a 35 °C por 24
horas. Em seguida, com auxilio de uma alca de platina foram retiradas alcadas da amostra e
realizadas estrias no meio de cultura diferencial para Salmonella RajHans. Colénias tipicas de
Salmonella sp. produzem é&cido a partir do propileno glicol presente no meio de cultura. Na
presenca do &cido, o indicador BC também presente no meio muda de cor, e as col6nias
tipicas de Salmonella sp. sdo visualizadas em coloracdo rosa (maioria das especies) a
vermelha (S. typhimurium e S. enteritidis) (HIMEDIA, 2011).
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4.9 Composicao centesimal

A composicdo centesimal teve sua avaliacdo nas bebidas lacteas fermentadas dos trés
lotes dos trés tratamentos, utilizando de amostras congeladas no primeiro dia de
armazenamento, sendo cada parametro avaliado em triplicata. O teor de solidos totais foi
obtido a partir da secagem de 2 g de amostra em estufa a vacuo a 70 °C (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008). O teor de cinzas foi determinado pela incineracdo de 2 g de amostra
em mufla a 550 °C até a total eliminacdo de matéria organica (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2008). O teor de gordura foi obtido por extracdo com solventes a frio pelo método de Folch,
Less e Stanley (1957). O teor proteico foi estimado a partir da analise do conteudo de
nitrogénio pelo método de micro Kjeldahl, usando o fator de conversdo de 6,38, para leite e
derivados. O teor de carboidratos totais foi calculado por diferenca para se obter 100% da
composicdo total (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS, 2003).

4.10 Anédlise de compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante

4.10.1 Obtencdo dos extratos das bebidas lacteas para analise de fendlicos e de atividade

antioxidante

A obtencdo dos extratos das amostras de bebidas lacteas cremosas fermentadas foi
realizada de acordo com a metodologia de dos Santos et al. (2017) e adaptacGes. As amostras
de bebidas lacteas (1,25 g) foram misturadas com 5 mL de metanol-HCI (HCI concentrado,
0,1 mL 100 mL™), e mantidas em temperatura de refrigeracdo a 4 °C durante a noite. As
misturas refrigeradas foram entdo centrifugadas (centrifuga 5810R, Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha) a 13500 x g por 5 min a 4 °C. O residuo foi lavado com metanol-HCI, havendo
repeticdo do procedimento por duas vezes, obtendo sobrenadantes, 0os quais serviram para

realizacdo das analises.

4.10.2 Analise de fenolicos totais, ensaio com DPPH e célculo da capacidade antioxidante

Houve a determinacdo de fendlicos totais no extrato hidroalcoolico, casca, calda e
geleia de jabuticaba, além dos tratamentos de bebidas lacteas cremosas. Cada amostra foi

avaliada em triplicata. Foi utilizada a metodologia de dos Santos et al. (2017) e modificacdes.
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Aliquotas de 60 pL de cada extrato preparado, 2,340 uL de &gua destilada e 150 ul do
reagente de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Alemanha) foram
colocados em tubos de ensaios e misturados. Ap6s 8 min, 450 pL de solucdo de Na,CO3 (30 g
100 mL™) foi incorporada aos tubos, novamente misturados, e mantidos em repouso por 30
min no escuro em temperatura ambiente. A absorbancia foi medida a 750 nm em
espectrofotbmetro SP — 2000 UV (Spectrum, Shangai, China). Ao final foi obtida uma
equacdo, a partir de uma curva de calibracdo utilizando acido galico (Vetec, Sigma-Aldrich,
Duque de Caxias, Brasil) para obter a equacédo. Os resultados foram expressos como mg de
equivalente de 4cido galico (mg GAE) 100 g™* de amostra.

A capacidade antioxidante das bebidas lacteas pelo sequestro de radicais DPPH (1,1-
difenil-2-picrilidrazil) foi estimada seguindo a metodologia de Karaaslan et al. (2011) com
modificacOes. Diferentes aliquotas dos extratos das amostras (50 pL, 100 puL e 200 pL) foram
misturadas com DPPH 100 uM para um volume total de 3 mL. O decréscimo da absorbancia
em 517 nm foi medido ap6s 60 min de manutencao das amostras em temperatura ambiente.

Os resultados obtidos foram expressos em percentual (%) de inibicdo de DPPH,

seguindo a equacéo (5):

%100 (),

% de inibicio de DPPH = w

onde Ac é absorbancia do controle (absorbancia da solu¢cdo de DPPH sem o extrato das
amostra) e As é a absorbancia com o extrato das amostras.

A quantidade de bebida necessaria para reduzir a concentracéo inicial do DPPH em
50% (ECso) foi calculada (inicialmente em g de amostra L™ de solucdo de DPPH 100 pM)
apos construir o percentual de inibicdo pela curva da concentracdo do extrato. O resultado
final de capacidade antioxidante total foi expresso em g de amostra g de DPPH, segundo
Rufino et al. (2008), de acordo com a equacao (6):
ECGL g

Capacidade antioxidan te (g amostra g™ de DPPH) =
uM DPPH x 394,3

(6)

onde uM DPPH é o DPPH em uM consumido pela sobremesa no ensaio para o decaimento da
absorbancia em 50% e 394,3 é a massa molar do DPPH.
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4.11 Andlise da textura instrumental das bebidas lacteas fermentadas

O perfil de textura foi determinado em duplicata para cada formulacdo nos trés lotes
produzidos através de teste extrusdo por retorno (back extrusion) em amostras armazenadas (4
+ 1 °C) utilizando-se um analisador de textura TA-XTplus (Stable Micro Systems). Os
parametros determinados foram firmeza, consisténcia, coesividade, e indice de viscosidade.
Um disco acrilico de 35 mm de diametro foi introduzido em um container cilindrico (50 mm
de didmetro x 70 mm de altura) preenchido com a amostra até 50 mm de sua altura util (ca.
100 ml). Inicialmente, o disco acrilico foi posicionado a 20 mm da superficie da amostra.
Foram empregadas distancia de penetracéo, velocidade de penetracéo e velocidade de retorno
de 30 mm, 1 mm s* e 10 mm s™, respectivamente. Os dados dos parametros foram dados

coletados através do programa “Exponent” — versdo 6.1.4.0 (Stable Micro Systems).

4.12 Avaliacgao sensorial de bebidas lacteas cremosas fermentadas

A avaliacio sensorial deste trabalho teve aprovacdo pelo Comité de Etica da
Universidade Estadual da Paraiba (Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica —
CAAE n° 43582514.3.0000.5187), sendo realizada no Laboratdrio de Analise Sensorial da
Unidade Académica de Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Campina
Grande (Campus I). As analises foram realizadas por julgadores ndo treinados (estudantes e
funcionérios) utilizando a escala hedonica hibrida de 11 pontos variando de 10 (“gostei
muitissimo”) a 0 (“desgostei muitissimo”) (VILLANUEVA; DA SILVA, 2009). A
avaliacdo foi feita por 35 julgadores em cada sessdo, previamente selecionados quanto ao
interesse e habito de consumo de produtos lacteos adicionados de frutas. As amostras
estocadas a 4 + 1°C, estavam distribuidas em potes plasticos transparentes e individuais
contendo 12 g de produto, as quais foram codificadas com trés digitos aleatorios. Para cada
provador foram servidas trés amostras, referentes as trés formulacdes de bebida lactea
fermentada produzidas, sendo entregues a0 mesmo tempo a cada provador, seguindo
aleatorizacéo.

Antes da realizacdo da analise sensorial, visando a seguranca dos provadores, houve
a determinacdo de coliformes a 35 °C, coliformes a 45 °C e pesquisa de Salmonella sp. no
primeiro dia de armazenamento dos lotes preparados nas bebidas lacteas fermentadas. Estas

foram avaliadas ap6s 7 e 21 dias de armazenamento quanto a aceitabilidade global e
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atributos como sabor, textura, aparéncia e cor dos produtos que foram por eles preferidos e

ndo preferidos nas amostras analisadas.

4.13 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Para a andlise estatistica, 0s
dados foram primeiramente analisados quanto a normalidade, usando o teste de Shapiro-Wilk,
e a homogeneidade de variancias, usando o teste de Bartlett. Quando a normalidade e/ou
homogeneidade de variancias ndo foram confirmadas, os dados foram analisados através de
testes ndo paramétricos. Nos demais casos, os dados foram analisados por ANOVA (anéalise
de variancia), seguidos pelo teste de Tukey para a identificacdo dos contrastes, considerando
nivel de significancia de p<0,05. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o
programa Statistica 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Preparo do extrato aquoso

Durante a producéo do extrato aquoso, foi observado que sua concentracdo até um teor
de solidos totais de 2,5 % seria adequada para a obtencdo de uma geleia e calda de jabuticaba
de caracteristicas adequadas, respectivamente, para acompanhamento e incorporagdo em uma
bebida lactea cremosa. O rendimento da producdo deste extrato foi feito em relacdo a
quantidade de cascas acidificadas e ao volume de agua utilizada para a trituracdo das cascas,
sendo observado que a partir de 260,5 g (90,5 g de cascas acidificadas + 170 ml de &gua
destilada para trituracdo, proporcao 1:1,7), o rendimento de producdo de extrato aquoso foi de
85 %. O rendimento do extrato aquoso é influenciado pela quantidade de solidos sollveis
presente na casca da jabuticaba. De acordo com Resende et al. (2010), o teor de sélidos
soliveis é uma caracteristica associada a qualidade dos frutos, podendo ser modificado a
partir do manejo das variaveis ambientais. Ainda segundo o autor, o teor de sélidos soluveis é
caracteristica de interesse, principalmente para frutos comercializados in natura, por auxiliar

na qualidade final do produto, visto que o mercado consumidor prefere frutos doces.

5.2 Preparo do extrato hidroalcodlico

O rendimento de extrato hidroalcodlico obtido, a partir de todo sistema utilizado no
seu preparo (residuo da casca de jabuticaba, alcool comestivel), foi de 5 %. O extrato
hidroalcéolico, além de auxiliar na coloracdo caracteristica para uma bebida lactea de
jabuticaba, devido a presenca de antocianinas, contribui para o aumento do teor de compostos
fendlicos, o que poderd elevar a atividade antioxidante dos produtos finais. Para
ALEZANDRO et al. (2011), os compostos fenolicos apresentam propriedades redox, através
de mecanismos como eliminacao de radicais livres, atividade guelante de metais de transicdo
e/ou reducédo de oxigénio atdbmico, tendo papel em evitar a peroxidacéo lipidica e inibicao de

Varios tipos de enzimas oxidativas.
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5.3 Preparo da geleia da casca de jabuticaba

O rendimento da geleia de jabuticaba, considerando todos os ingredientes utilizados no
seu preparo, foi de 57%. A mesma apresentou caracteristica de textura ideal para incorporacédo
em bebida lactea cremosa, com teor de sdlidos solUveis de 60% (°Brix), condizentes com
estudos de Batista et al. (2016), ao avaliarem diferentes formulagOes padrdo de geleia de

jabuticaba, demonstrando teor de sélidos soltveis variando em 63 a 66% (°Brix).

5.4 Preparo da calda de casca de jabuticaba

O rendimento da calda considerando todos os ingredientes utilizados no preparo da
mesma foi de 82%. A mesma foi utilizada para aumentar a quantidade de compostos fenolicos
nas bebidas lacteas cremosas probioticas, auxiliando na coloracéo caracteristica de produtos a

base de jabuticaba, em funcdo da presenca especialmente de antocianinas.

5.5 Anadlises fisico-quimicas e microbioldgicas das bebidas lacteas fermentadas

probidticas

5.5.1 Valores de pH, acidez titulavel, cultura starter e culturas probidticas durante processo
fermentativo e ao longo armazenamento.
A Figura 4 apresenta os valores de pH obtidos durante a fermentacdo da base lactea

fermentada dos tratamentos T1, T2 e T3.
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Figura 4 — Valores de pH obtidos durante a fermentagdo da base lactea dos tratamentos T1,
T2eT3.
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Fonte: dados de pesquisa.

A, B letras maiusculas ndo diferem significativamente entre os tratamentos para um mesmo tempo de
fermentacdo (p>0,05). a,b,c,d,e,f letras minudsculas iguais ndo diferem significativamente entre os tempos de
fermentagdo para um mesmo tratamento ( p>0,05).

T1 = bebida lactea controle contendo S. thermophilus TA40; T2 = bebida lactea potencialmente probidtica
tradicional contendo S. thermophilus TA40 e a cultura comercial L. rhamnosus LR32; T3 = bebida lactea
potencialmente probidtica produzida com S. thermophilus TA40 e a cultura nativa L. plantarum CNPC 003

Durante o processo fermentativo , os valores de pH nao diferiram significativamente
entre os tratamentos (T1, T2 e T3) (p>0,05) para um mesmo tempo de fermentacdo, com
excecdo nos tempos iniciais (0 h e 1 h), em que T3 (com a cultura nativa de L. plantarum
CNPCO003) apresentou valores significativamente inferiores (p<0,05) que T2 (com a cultura
comercial L. rhamnosus LR32), possivelmente em funcdo da adicdo da cultura ativada de L.
plantarum resultar em uma leve, porém significativa e imediata reducdo do pH da base lactea.
Quanto ao tempo de fermentacéo, houve repetidas reducéo significativa do pH dentro de um
mesmo tratamento entre 0 h e 4 h (p<0,05) e estabilidade do pH, sem diferencas significativas
até 6 h para os tratamentos T2 e T3. Tal situacdo ndo ocorreu com a bebida controle T1 (sem
cultura adjuvante), que apresentou sucessiva reducdo do pH até 5 h de fermentacdo. A
presenca das culturas adjuvantes L. rhamnosus em T2 e L. plantarum em T3 colaboraram para
que valores menores de pH, proximos do término de fermentacdo, fossem atingidos mais
rapidamente, ja a partir da quarta hora de ensaio em dois lotes desses tratamentos, com

valores inferiores a 5,0. Em T1, provavelmente em funcdo da auséncia da cultura adjunta, tal
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comportamento na quarta hora de fermentacdo ndo foi verificado em dois, para os quais ainda
eram observados valores de pH bastante elevados (entre 5,85 e 6,21). Contratando, a partir de
5 horas, os valores médios de pH encontravam-se bastante proximos para os trés tratamentos
dentro dos mesmos lotes. Apds o fim do processo fermentativo, os valores médios de pH
observados para os tratamentos T1, T2 e T3 foram de 4,89 + 0,16, 4,79 + 0,04, 4,81 +0,06,
respectivamente, sendo semelhantes e condizentes para o término da fermentacao e condi¢des
adequadas ao consumo de produtos fermentados.

A Figura 5 apresenta os resultados das populagbes de S. thermophilus e de
Lactobacillus spp. nos tratamentos T1, T2 e T3 no tempo inicial e final do processo de
fermentac&o da base lactea.

Figura 5 — Populac@es de S. thermophilus nos tratamentos T1, T2 e T3 (a) e de Lactobacillus
spp. nos tratamentos T2 e T3 (b) durante a fermentacdo das bases lacteas. Cinza

claro = tempo inicial, cinza escuro = tempo final.
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Fonte: dados de pesquisa.

A, B letras maiGsculas iguais ndo diferem significativamente entre os trés tratamentos para um mesmo tempo de
fermentacdo e microrganismo (p>0,05). a,b letras mindsculas diferentes diferem significativamente entre os
tempos de fermentacdo para um mesmo tratamento e microrganismo (p <0,05). T1 = bebida lactea controle
contendo S. thermophilus TA40; T2 = bebida lactea potencialmente probidtica tradicional contendo S.
thermophilus TA40 e a cultura comercial L. rhamnosus LR32; T3 = bebida lactea potencialmente probidtica
produzida com S. thermophilus TA40 e a cultura nativa L. plantarum CNPC 003.

As populagdes de S. thermophilus no inicio da fermentacdo foram significativamente
menores em T1, diferindo significativamente de T2 e T3 (p<0.05); contudo, estes dois ultimos
tratamentos ndo diferiram significativamente entre si para esse microrganismo no tempo
inicial (p>0,05). No tempo final, os valores de S. thermophilus ndo apresentaram diferenca
significativa entre os trés tratamentos (p>0,05). E possivel observar o aumento significativo
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(p<0,05) da populagéo de S. thermophilus em mais de 2 ciclos log entre os tempos inicial e
final de fermentacdo nos trés tratamentos. Similar com estudo de Pereira et al. (2016), no qual
teve comportamento semelhante quanto a multiplicacdo de S. thermophilus TA-40 durante a
fermentacdo de bases lacteas produzidas com soro de queijo caprino reconstituido na presenca
ou auséncia de cultura adjuvante (Lactobacillus casei BGP93).

Quanto as populacbes de Lactobacillus spp., ndo houveram diferengas significativas
entre os tratamentos T2 e T3 no inicio da fermentagdo (p>0,05); no entanto, estes tratamentos
diferiram significativamente entre si no tempo final (p<0,05), com popula¢cdes com nimero
maior no produto contendo L. rhamnosus (T2), apesar de terem sido observados valores de
pH sem diferenca significativa ao final da fermentagdo (p>0,05). Considerando o
comportamento isolado de Lactobacillus spp. em cada uma das bebidas (T2 e T3) um
aumento significativo foi observado apenas naquela contendo L. rhamnosus (p<0,05). Buriti
et al. (2014), destacou o estimulo da cultura comercial L. rhamnosus LR32 durante a
fermentacdo de bases lacteas contendo leite, agucar e soro de queijo de cabra, na qual a
populacéo apresentou significativo aumento durante a etapa de incubacdo a 43 £ 2 °C, de 6,91
log UFC mL™* a 7,13 log UFC mL™(p<0,05), e também outro aumento significativo durante o
processo de arrefecimento (p<0,05), alcancando valores de 8,11 log UFC mL™, sendo o
estudo em questdo semelhante a tal situacdo. Notou-se que mesmo 0s cultivos em cocultura
serem descritos como capazes de melhorar a multiplicacdo de culturas adjuvantes com
potencial probidtico em produtos lacteos, a cultura nativa de L. plantarum CNPCO003 nao teve
aumento e estimulacdo nas condicGes de fermentacdo utilizada (43 °C) em cocultura com o
microrganismo starter empregado e na presenca dos substratos adicionados a base lactea
(leite em pd, soro lacteo e acucar) quando comparada a cultura adjuvante comercial com
potencial probidtico, recomendada pelo fabricante para produtos lacteos fermentados
similares ao desenvolvido neste estudo.

Estudo destaca que L. plantarum possivelmente pode ter capacidade diminuida de
multiplicacdo em leite devido & sua fraca atividade proteolitica, explicando assim o menor
estimulo da cepa nativa L. plantarum CNPC003 em T3 (GEORGIEVA et al., 2009).

Na Tabela 4 sdo apresentados os valores de pH e das populacdes de S. thermophilus e
Lactobacillus spp. durante os dias de armazenamento (1, 7, 14 e 21) para as bebidas lacteas

cremosas.
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Tabela 4 - Populacdes de S. thermophilus e Lactobacillus spp. e pH das bebidas lacteas

cremosas ao longo do armazenamento a 4 + 1 °C por 21 dias.

Tempo Tratamentos
Parametro (dias) T1 T2 T3
1 3.88+0.10" 3.87+0.07"° 3.97 +0.08%
pH 7 3.86+0.18"* 3.83+0.10"*  3.91+0.12"
14 3.87+0.18" 3.90+0.11"*  3.97+0.10"
21 3.89+0.11" 3.87+0.06"*  3.96+0.10"
1 9.26 +0.21"°  9.07 +0.19"" 9.39 + 0.55""
S. thermophilus 7 8.97 +0.03"  8.92+0.10™ 8.99 + 0.16"
(log UFC g™} 14 8.94 +0.16"® 892 +0.12" 8.93 + 0.22"
21 8.90 + 0.06"*  8.89 +0.02™ 8.96 + 0.20"
1 n.a. 7.93 +0.10%° 7.39 +0.59"°
Lactobacillus spp. 7 n.a. 8.02 + 0.31°° 7.20 +0.52"°
(log UFC g™ 14 n.a. 7.70 £ 0.12%° 7.01 +0.42%
21 n.a. 7.43+0.24" 71240577

Fonte: dados da pesquisa.
n.a. = No adicionado.
AB = |etras mailsculas sobrescritas iguais ha mesma linha ndo diferem significativamente entre os tratamentos

em um mesmo dia de armazenamento (p > 0,05).

aPC = |etras mintsculas sobrescritas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre os dias de

armazenamento para um mesmo tratamento (p > 0,05).

T1 = bebida lactea controle contendo S. thermophilus TA40; T2 = bebida lactea potencialmente probiotica
tradicional contendo S. thermophilus TA40 e a cultura comercial L. rhamnosus LR32; T3 = bebida lactea
potencialmente probidtica produzida com S. thermophilus TA40 e a cultura nativa L. plantarum CNPC 003.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 4 ndo houve diferenca significativa (p
> 0,05) entre os trés tratamentos de bebida lactea em relacdo ao pH no periodo de
armazenamento, destacando que o uso das culturas adjuvantes analisadas, especialmente a
cultura nativa L. plantarum CNPCO003 no tratamento T3, resultam em um pH estavel nos
produtos mantidos em refrigeracdo, sem pds-acidificacdo, assim como ocorreu para a bebida
controle T1, contendo apenas a cultura starter de S. thermophilus.

As populacdes de S. thermophilus ndo demonstraram diferenca significativa entre os
trés tratamentos (T1, T2 e T3) durante cada periodo de armazenamento (p<0,05),

apresentando que as culturas adjuvantes utilizadas, especialmente a cultura nativa (L.
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plantarum CNPCO003), ndo interfere de maneira negativa na viabilidade do microrganismo
starter ao longo do armazenamento. Porém, para todos os tratamentos foi observada uma
diminuicdo significativa entre o primeiro e 0 sétimo dia na populacdo de S. thermophilus
(p<0,05). As populacdes do microrganismo starter comecaram superiores a 9 log UFC g™ no
inicio do armazenamento e se mantiveram abaixo desse valor a partir da segunda semana de
armazenamento, porém préximas ou superiores a 8,90 log UFC g™ até o 21° dia.

Quanto a viabilidade de Lactobacillus spp. fazendo comparacdo entre as bebidas
probidticos (T2 e T3), notou-se diferenca significativa entre estes tratamentos durante todos
os dias de armazenamento (p<0,05), porém no vigésimo primeiro dia, mesmo com valores de
pH semelhantes, devido a populagédo da cultura adjuvante de L. rhamnosus LR32 ter sido mais
alta na base lactea ao final da fermentacdo. Nos periodos em que houve diferenca significativa
entre os tratamentos (p<0,05) para os valores de Lactobacillus spp., a populacéo da cultura
adjuvante na bebida lactea T2 foi maior em, pelo menos, 0,5 ciclo log em comparacdo ao
tratamento T3. A partir do décimo quarto dia foi observada reducdo significativa das
populacdes de Lactobacillus spp. nos dois tratamentos em comparacdo aos valores do
primeiro dia (p<0,05).

Um estudo ao avaliar o uso de cepas livres e imobilizadas de L. plantarum 2035
isoladas de queijo feta grego para producéo de iogurtes probioticos, usando S. thermophillus e
cultura comercial de iogurte CH1 (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e subsp.
salivarius) demosntrou que durante o armazenamento (1, 8, 15, 22 e 29 dias) a 4 °C, o pH
inicialmente durante dias de armazenamento foi reduzindo , porém adquiriu estabilidade em
todas as amostras de iogurtes, sem sinais de pos-acidificacdo, sendo semelhante com o
presente trabalho (SIDIRA et., 2017).

Analisando as populac@es de S. thermophillus e Lactobacillus spp., a cultura starter se
manteve estavel ao longo do armazenamento, diferentemente das culturas probioticas que
diminuiram porém se mantiveram de acordo com a legislacdo para o nimero de probioticos
por um periodo mais longo do que o exigido pelo setor comercial.

De outro modo, levando em consideracdo o potencial probidtico das culturas
adjuvantes usadas nas bebidas do presente estudo, a viabilidade desses microrganismos nos
tratamentos T2 e T3 esteve dentro do que € normalmente recomendado pela literatura
cientifica, estando ativas e viaveis acima de 10° UFC g ou ml* ou durante todo o
armazenamento dentro da porcéo de 200 ml usualmente ingerida em cada ocasido de consumo

desse tipo de produto. Martinez et al. (2015), aborda que tem sido estabelecido que um
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alimento pode ser considerado probiético se contiver uma populacéo de 10° a 10° UFC g™ ou
mi™.
A Tabela 5 apresenta os valores de acidez titulavel obtidos ao longo do

armazenamento (1, 7, 14, 21 dias) para as bebidas lacteas cremosas.

Tabela 5 - Valores de acidez titulavel das bebidas lacteas cremosas ao longo do

armazenamento a4 = 1 °C por 21 dias.

Tempo Tratamentos
Parametro (dias) T1 T2 T3
1 1,11 +0.12"° 0,99 +0.17™ 1,06 +0.14 "
Acidez titulavel 7 1,13 +0.20" 1,12 +0.18"2 1,11 +0.207
(g 4cido l4tico100 g™ 14 1,06 +0.15"2 1,03 +0.26 " 1,02 +£1.177
21 1,03 +£0.30"2 0,99 + 0.23"2 0,95 + 0.26

Fonte: dados da pesquisa.

A = Letras mailisculas sobrescritas iguais na mesma linha no diferem significativamente entre os tratamentos em
um mesmo dia de armazenamento (p > 0,05).

= letras mintsculas sobrescritas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre os dias de
armazenamento para um mesmo tratamento (p > 0,05).

T1 = bebida lactea controle contendo S. thermophilus TA40; T2 = bebida lactea potencialmente probidtica
tradicional contendo S. thermophilus TA40 e a cultura comercial L. rhamnosus LR32; T3 = bebida lactea
potencialmente probidtica produzida com S. thermophilus TA40 e a cultura nativa L. plantarum CNPC 003.

Conforme analise da Tabela 5 acima, observa-se que ndo houve diferenca
significativa entre os trés tratamentos de bebida lactea fermentadas ao longo do
armazenamento, mostrando que as culturas starter e probidticas, principalmente a L.
plantarum CNPCO003 n&o interfere na estabilidade dos valores de acidez. Conforme legislacédo
nacional os valores foram condizentes com outros produtos lacteos fermentados como leites
fermentados e iogurtes, (0,6 a 2,0 g de 4cido latico 100 g™ e 0,6 a 1,5 g de acido latico 100 g™),
respectivamente (BRASIL, 2007).

5.6 Anélises de contaminantes
5.6.1 Coliformes totais e termotolerantes ( 35°C a 45°C)
A Tabela 6 apresenta os valores obtidos para 0s microrganismos contaminantes

determinados nos trés diferentes tratamentos de bebidas lacteas em trés lotes produzidos. Para

avaliacdo de coliformes totais e termotolerantes (a 35°C e a 45°C, respectivamente), a
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legislacdo nacional vigente (BRASIL, 2005) adota que bebidas lacteas podem conter, no
méximo, 100 NMP g™ ou mI™ de coliformes a 35°C e 10 NMP g™ de coliformes a 45°C. De
acordo com os resultados apresentados na Tabela 6 abaixo, 0s trés tratamentos encontram-se
dentro dos do preconizado pela legislacdo, visto que para coliformes a 35°C, os resultados se
mantiveram inferiores ao limite de deteccdo do método utilizado para coliformes a 45°C,
apenas duas amostra apresentaram valores de 3 NMP g™, sendo muito inferior ao limite

permitido.

Tabela 6 — Populagdes de microrganismos contaminantes detectadas nas bebidas lacteas T1,

T2eT3.
Parametro Tempo(dias) T1 T2 T3
1 <3 <3-3 <3-3
7 n.a <3 <3
) 14 n.a <3 <3
Coliformes a
21 n.a <3 <3

35°C (NMP/g)

% amostras positivas 0 (0/27) 0,02% (0/54)  0,02% (0/54)
(n.° amostras
positivas/ n.’total de
amostras x 100)
1 n.a. <3 <3
7 n.a. n.a. n.a.
14 n.a. n.a. n.a.
Coliformes a
21 n.a. n.a. n.a.
45°C (NMP/qg) .
% amostras positivas 0 (0/0) 0 (0/9) 0 (0/9)

(n.° amostras
positivas/ n.°total de

amostras x 100)

Fonte: dados de pesquisa.

T1 = bebida lactea controle contendo S, thermophilus TA40; T2 = bebida lactea potencialmente probidtica
tradicional contendo S, thermophilus TA40 e a cultura comercial L. rhamnosus LR32; T3 = bebida lactea
potencialmente probiética produzida com S, thermophilus TA40 e a cultura nativa L. plantarum CNPC 003.n.a.
= ndo analisado.
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5.7. Composicéo centesimal

Os resultados da composicdo centesimal das bebidas lacteas fermentadas probioticas
no primeiro dia de armazenamento sob refrigeracdo a 4 £ 1 °C, podem ser observados na
Tabela 7.

Tabela7 - Composicdo centesimal das bebidas lacteas cremosas no primeiro dia de

armazenamento sob refrigeracdo a4 + 1 °C.

Tratamentos

Parametro T1 T2 T3
Sélidos totais (g 100 g7 28.90+2.74%  26.49+4.98"  29.66 +8.92"
Cinzas - AU (g 100 g) 0.922 +0.225"  1.02+0.72"  0.874+0.132"*
Cinzas - AS (g 100 g*) 3.16 + 0.56" 3.75 + 2.49% 3.35 + 1.69"
Gordura— AU (g 100 g 0.302 +0.145"  0.320+0.145"  0.410 + 0.169"
Gordura - AS (g 100 g% 1.09 + 0.62* 1.33+0.82" 1.69 + 1.30"
Proteinas - AU (g 100 g™ 2.31+0.33" 2.29 +0.36" 2.33+0.42%
Proteinas - AS (g 100 g™) 8.01 + 1.09" 8.77 +1.33" 9.03+5.17%
Carboidratos totais - AU (g 100 g*) ~ 25.37 +2.57"  22.86+4.61"  26.04 +8.82"
Carboidratos totais - AS (g 100 %)  87.74+1.19"  86.15+3.16"  85.92 +7.99"

Fonte: dados da pesquisa.

A = Letras maiUsculas sobrescritas iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre os tratamentos (p
> 0,05). AU = amostra Umida. AS = amostra seca.

T1 = bebida lactea controle contendo S. thermophilus TA40; T2 = bebida lactea potencialmente probiotica
tradicional contendo S. thermophilus TA40 e a cultura comercial L. rhamnosus LR32; T3 = bebida lactea
potencialmente probidtica produzida com S. thermophilus TA40 e a cultura nativa L. plantarum CNPC 003.

Conforme resultados, foi verificado que ndo houve diferenca significativa (p>0,05)
entre os tratamentos de bebida lactea (T1, T2 e T3), quanto aos diferentes parametros
analisados (umidade, sélidos totais, lipideos, cinzas, proteinas, carboidratos). Tais resultados
evidenciam que a adicdo das culturas adjuntas (cultura probidtica comercial L. rhamnosus
LR32 e cultura nativa L. plantarum CNPCO003 nos tratamentos T2 e T3, respectivamente) ndo
interferiu na composi¢do nutricional das bebidas lacteas fermentadas. O teor de sélidos totais
das bebidas lacteas é principalmente composto de carboidratos totais, em funcéo da lactose do
leite em pd e do soro, o agucar incorporado a base lactea para a fermentacdo, a pectina, a
calda e a geleia de jabuticaba. Mesmo sendo um produto majoritariamente fonte de

carboidratos totais, o teor médio de gordura foi inferior a 0,5 g 100 g o que segundo a
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Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria o produto seria classificado como “zero” ou “ndo
contém” gordura totais (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2012),
esse papel pode ser proveniente da acdo da casca de jabuticaba que atua na obtencdo de
produtos lacteos fermentados desnatados. Quanto ao teor proteico, o regulamento técnico de
identidade e qualidade em bebida lactea, admite um valor de 1,0 g 100 g* de proteinas
(BRASIL, 2005), visto que no estudo em questdo a bebida lactea cremosa T3 obteve valores
superiores a 2,0 g 100 g™* de produto, sendo o dobro do exigido para a legislacdo, condizentes
com o estudo de Rufino et al. (2015) que obteve valor de proteina de 2,30 g 100 g*. Em vista
disso, a bebida teste T3 torna-se importante pois fornece proteinas de origem lactea, que séo
de alto valor nutricional, devido presenca de todos os aminoacidos essenciais, além de
liberarem no organismo, durante o processo digestivo ou tratamento enzimatico, peptideos

bioativos, com diversos efeitos benéficos para a saude (MORAIS et al., 2006).

5.8. Analise de compostos fenolicos totais e capacidade antioxidante

5.8.1 Analises de fendlicos totais e capacidade antioxiadante

Para os teores de compostos fendlicos no extrato hidroalcodlico, casca, calda e geleia
foram detectados valores médios de 50241,7, 3646,94, 3220,0 e 1399,56 &cido galico 100 mg
! de amostra, respectivamente. A maior concentracdo de fenélicos totais no extrato
hidroalcodlico é provavelmente devido ao processo de extracdo do produto final, visto que o
meio aquoso dificulta o processo de extragdo, assim como a presenca de outros componentes
como pectina, aclcar e agua utilizados no preparo dos outros ingredientes de jabuticaba.

A extracdo aquosa usada para a producdo da matriz da calda e da geleia tem
importancia, visto que ja que parte dos compostos fenolicos dos tecidos dos frutos estdo
intimamente associados a fibra alimentar, em especial aos carboidratos soltveis ndo digeriveis
que sdo extraidos com a agua. Dessa forma, o uso da extracdo aquosa é importante para a
obtencdo dos fenolicos associados aos polissacarideos solUveis da casca que nao seriam
extraidos com etanol.

A solubilidade dos compostos fendlicos é liderada pela polaridade do solvente, seu
grau de polimerizacdo, sua interagdo com outros constituintes do alimento e formacao de
complexos insollveis. Dessa forma, fatores como composicdo do solvente, tempo e

temperatura de extracdo, relagdo solvente: amostra, tratamento da amostra, entre outros, tém
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influéncia significativa na eficicia de extracdo, refletindo na maior ou menor recuperacdo dos
compostos fendlicos (MIRA et al., 2008).

A Tabela 8 apresenta os resultados determinados para fenolicos totais, inibicdo de
DPPH, ECs, e capacidade antioxidante total para os trés tratamentos de bebidas lacteas
cremosas (T1, T2 e T3).
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Tabela 8 - Valores de compostos fenolico totais, percentual de inibi¢do de radicais DPPH, ECsy e capacidade antioxidante total das bebidas

lacteas cremosas ao longo do armazenamento a 4 £ 1 °C por 21 dias.

Parametros Tratamentos Tempo (dias)
1 7 14 21
Fenolicos totais T1 54.10 + 9.27 64.52 +19.23 " 59.09 + 15.35 "2 62.77 + 21.60 "
(mg GAE 100 g% T2 45.08 +9.97 A 58.36 + 20.34 " 56.09 + 14.09 61.60 + 10.14 **
T3 50.03 + 18.63 *° 56.71 + 12.78 68.93 + 11.65 56.56 + 14.92 4
Inibicdo de radicais DPPH (%)* T1 36.92 574" 35.31 + 10.80 34.96 + 12.03 42.34 +518 "
T2 44.84 +2.35 " 43.32 +1.40 32.60 +0.78 4 35.66 + 9.06
T3 40.45 +2.30 A 39.08 +0.99 33.75+2.08 " 35.50 + 1.46
ECso (g amostra L™ sol. DPPH 100 pM) T1 5.30 + 0.10 A 6.32 +0.78 A 5.76 + 1.04 A 5.61 +1.48 A
T2 4.94 +0.54 " 454 +0.53 " 4.22 +0.82 " 6.15 + 0.52
T3 4.60 +0.27 4.49 +0.27 " 5.27 +0.18 * 5.46 + 2.34 "2
Capacidade antioxidante total T1 248.88 +7.39 " 25820+ 5477  22011+21.97"*  239.76 + 84.74 "
(g amostra g=! DPPH) T2 20556 +8.03”%  207.10 +10.23"*  165.77 +48.07"*  237.36 + 13.39
T3 234.87+29.23"% 21027 +2151"*  253.78+8.52"%  248.20 +108.85 "

Fonte: dados da pesquisa.

*Valores apresentados para a aliquota maxima de amostra utilizada no ensaio (0,02 g do extrato da amostra para o volume total de 3 mL em solugdo contendo DPPH a 100

UM).

Letras maiGsculas iguais na mesma coluna, para um mesmo parametro, ndo diferem significativamente entre si entre as formulagdes considerando o mesmo periodo de

armazenamento (p > 0.05).

Letras minGsculas iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si entre os dias de armazenamento considerando a mesma formulagéo (p > 0.05).
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De acordo com os resultados, os trés tratamentos (T1, T2 e T3) avaliados durante o
periodo de armazenamento, ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) quanto ao
teor de compostos fendlicos e capacidade antioxidante. Tal situacdo pode demonstrar que 0s
probidticos, fendlicos totais e ingredientes que compdem as bebidas lacteas interagem de
maneira positiva, especialmente o tratamento T3 contendo a cultura nativa adjuvante de L.
plantarum CNPCO003, afirmando comportamento semelhante deste tipo de cultura quando
comparado ao tratamento controle contendo a cultura starter e ao tratamento potencialmente
probiético contendo a cultura adjuvante comercial potencialmente probidtica de L.
rhamnosus.

Alimentos produzidos a partir de plantas, incluindo frutas, oferecem beneficios para a
salide e protecdo contra doencas cardiacas, de acidente vascular, cerebral e coronaria. Os
efeitos farmacoldgicos benéficos das frutas selvagens podem ser atribuidos a presenca de
nimero de metabolitos secundarios, como fendis, flavonoides e taninos (AHMAD et al.,
2015). A importancia dos fendlicos como agente antioxidante natural e preventivo juntamente
com o espaco de informacdo existente, solicita a necessidade de investigar o perfil desses
bioativos de alto valor nos frutos de plantas selecionadas.

No presente estudo os teores de fenolicos totais dos produtos foram semelhantes com
estudo de dos Santos et al., 2017, ao avaliarem leites fermentados com S. thermophilus TA40
em cocultura com Lactobacillus acidophilus LA-5 ou L. rhamnosus HNOOL1 adicionados de
suco e de extrato do bagaco de uva, os quais foram préximos de 45 mg GAE 100 g™ durante
28 dias de armazenamento, comprovando a influéncia de compostos fendlicos para a atividade
antioxidante em produtos lacteos.

Em termos de atividade antioxidante, apesar de ndo ocorrer diferencga significativa
entre as amostras de bebida lactea cremosa, torna-se importante destacar a dificuldade de
comparagdo com outros estudos, visto que as ocorrem diluicdes de amostras diferenciadas,
além do uso de solventes e métodos ndo semelhantes ao do presente estudo.

Resultados semelhantes ao estudo, podem ser vistos em Silva et al. (2010), no qual
avaliaram a atividade antioxidante de um extrato alcéolico de casca de jabuticaba atomizado
em diferentes concentracdes de goma arabica e maltodextrina, obtendo valores de polifendis
de 70,4+ 3,2 mg GAE 100 g, visto que conforme tabela acima os resultados variaram entre
68,93 + 11,65 e 45,08 + 9,97 mg GAE 100 g™.

Quanto ao percentual de inibicdo de radicais DPPH (%), os valores médios obtidos
para as bebidas lacteas cremosas avaliadas contendo produtos elaborados a partir da casca da

jabuticaba, sofreram variacdo entre 44,84 + 2,35 e 32,60 + 0,78 considerando o0s trés
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tratamentos, para uma amostra de 0,02 mL de extrato da amostra e um volume total de 3 mL
com DPPH 100 uM), sendo superiores ao achados por Shori (2013), ao avaliar um iogurte
controle de leite de vaca durante 21 dias de armazenamento, no qual se verificou entre 20% a
30% de inibicao de radicais DPPH.

Ribeiro et al, (2014) ao avaliar uma bebida lactea fermentada utilizando de infusdo de
Camelia sinesis (cha da india) observaram que a atividade antioxidante total, avaliada como o
percentual de inibicdo da atividade da enzima DPPH, foi significativamente mais elevada (p <
0,05) quanto maior a quantidade de infusdo adicionada. Esse fato pode ser entendido pela
maior inser¢do de moléculas captadoras de radicais livres de ocorréncia natural da Camelia
sinensis, assim como a acdo da atividade das bebidas lacteas avaliadas estdo associadas a
presenca dos compostos fendlicos contidos nos ingredientes provenientes da casca de
jabuticaba, o que poderia justificar a semelhanca entre os trés tratamentos, visto que tiveram
adicdo desses ingredientes em quantidades iguais.

El-Said et al. (2014) determinaram as atividades antioxidantes de iogurtes fortificados
com extratos de casca de romd, antes e ap6ds a fermentacdo, com destaque para inibi¢do de
radicais DPPH no valor de 19,12 + 1,56% e 17,91 + 1,54%, respectivamente, indicando que a
fermentagdo do leite reduziu significativamente a atividade antioxidante. Neste contexto o
estudo em questdo apesar do processo fermentativo os valores foram superiores aos achados
em El-Said et al. (2014).

Considerando os resultados finais de capacidade antioxidante total das amostras do
presente estudo, seriam necessarios entre 200 g e 250 g de bebida lactea para a captura de 1 g
de radicais DPPH, porc¢éo esta viavel de ser ingerida em cada ocasido de consumo.

Os valores de ECsp em g de amostra L™ de solucdo de DPPH 100 uM deste estudo
variaram entre 6,32 + 0,78 e 4,22 £ 0,82 considerando os trés tratamentos de bebida lactea
fermentada, sendo inferiores a 342,191 g L™, resultados estes observados por Padua et al.
(2017), ao analisarem um iogurte sabor banana enriquecido com farinha de casca de
jabuticaba. Deste modo, conclui-se uma atividade antioxidante superior das amostras de

bebida lactea, visto que quanto menor o valor de ECso maior a atividade antioxidante.

5.9 Andlise da textura instrumental das bebidas lacteas cremosas

A textura € a manifestacdo sensorial e funcional das propriedades estruturais,
mecénicas e de superficie dos alimentos detectadas através dos sentidos da visdo, audicdo e
tato (SZCZESNIAK, 2002).



52

A Tabela 9 apresenta os resultados para o perfil de textura instrumental e os
parametros avaliados das bebidas lacteas fermentadas probidticas ao longo do

armazenamento.
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Tabela 9 — Parametros de firmeza, consisténcia, coesividade e indice de viscosidade das bebidas lacteas cremosas fermentada a 43 + 2 °C nos
dias 1, 7, 14 e 21.

Parametros Tempo (dias)
Tratamentos
1 7 14 21
T1 0,596+ 0,24 A2 1,26+ 0,37°° 0,662 + 0,23 0,811 +0,27 A2
Firmeza (N) T2 0,655 + 0,20 0,813 £0,21 " 0,836 + 0,28 0,958 + 0,38
T3 0,885 + 0,38"? 1,01 +£0,22% 0,770+ 0,14 A2 0,900 + 0,26 A2
T1 8,35 +3,07 " 12,55 + 5,89 A° 9,70 + 4,68 @ 11,35 + 4,05 A
Consisténcia (N x s) T2 9.41 +3,13 A% 12,74 + 4,96 *° 10,87+ 4,03 8,79 + 5,79 A2
T3 041+4,01" 13,46 + 2,44 *° 12,82 +2,82°® 11,17 £ 2,67 "
T1 0,515 + 0,24 B2 0,838 +0.11 P 0,435+ 0,47 A2 0,555 + 0,29 A2
Coesividade (N) T2 0,338 + 0.09 A2 0,516+ 0,19 A° 0,499 + 0,19 A° 0,574 + 0,34 A
T3 0,505 + 0.20 &2 0,689 + 0,09 B 0,560 +0,17°% 0,604+ 0,09 A%
T1 0,499 + 0,33 /@ 0,884 +0,57° 0,769 + 0,27°° 1,015 + 0,39 A°
indice de viscosidade (N x s) T2 0,624+ 0,26™ 0,869 + 0,38 @ 0.801 + 0,34 A2 0,811 + 0,41 42
T3 1,186 + 0,32 B° 1,290 + 0,12 A° 0,978 + 0,23 0,953 + 0,117

T1 - bebida lactea controle contendo S. thermophilus TA40, T2 - bebida lactea potencialmente probidtica contendo S. thermophilus TA40 T2 e
L. rhamnosus- T3-- bebida lactea potencialmente probidtica produzida com S. thermophilus TA40 e a cultura nativa L. plantarum CNPC003
A B.€ = Em uma coluna, maitsculas sobrescritas diferentes letras denotam diferencas significativas entre os tratamentos para 0 mesmo dia de armazenamento.
(p <0,05). " ¢ = Em uma linha, diferentes letras mintsculas sobrescritas denotam diferencas significativas entre os dias de armazenamento para 0 mesmo tratamento
(p<0,05).
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De acordo com a Tabela 9, avaliando os trés tratamentos de bebidas l&cteas
comparando-as, notou-se que para 0s parametros de firmeza e consisténcia ndo houve
diferenca significativa para um mesmo dia de armazenamento (p >0.05). Em se tratando de
coesividade observou-se que a formulacdo T2 (cultura probidtica comercial) nos primeiros
dias de armazenamento se manteve menor que das outras formulagdes (T1 e T3), j& para
indice de viscosidade, o tratamento T3 (cultura probidtica nativa L. plantarum) manteve-se
superior aos outros tratamentos (p<0,05), no entanto apds o décimo quarto dia ndo foram
observadas tais situa¢des, ndo apresentando diferencas significativas.

Quanto a avaliagdo de cada tratamento de bebida lactea (T1, T2, T3) isoladamente ao
longo dos dias de armazenamento (1, 7, 14 e 21 dias), notou-se resultados significativamente
diferentes (p<0,05).

Para o tratamento T1 (controle), na primeira semana houve aumento significativo de
firmeza, consisténcia, coesividade, e indice de viscosidade, sendo reduzido significativamente
os valores a partir do décimo quarto dia para firmeza, consisténcia e coesividade.

Por outro lado, em T2 (cultura probidtica comercial), do primeiro ao sétimo dia
elevou-se significativamente a parametro de coesividade, além disso a partir de 14 dias, a
consisténcia foi reduzindo de maneira significativa (p<0,05).

Para o tratamento T3, verificou-se elevacdo significativa no periodo inicial de
armazenamento para consisténcia e coesividade, sendo a consisténcia reduzida
significativamente a partir do sétimo dia e indice de viscosidade aos 14 dias.

A firmeza é a forca necessaria para realizar uma determinada deformacéo, podendo ser
definida também como a forc¢a requerida para comprimir a sobremesa entre os dentes molares
ou entre a lingua e o palato (deformacdo ou penetragdo) (BURITI, 2005). Ramchandran e
Shah (2010) observaram que iogurtes com baixo teor de gordura contendo exopolissacarideos
e inulina, o resultado para firmeza ndo demonstrou diferenca significativa ao longo do
armazenamento, sendo semelhantes ao estudo.

As formulagdes de bebidas lacteas cremosas foram consideradas de baixo teor de
gordura, o que pode justificar a reducdo da consisténcia a partir da segunda metade do periodo
de armazenamento.

Costa et al. (2015) ao avaliar parametros instrumentais em iogurtes a base de leite de
cabra contendo prebidticos, probioticos, combinacdo de probidticos e prebioticos e polpa de
cupuagu ao longo de 28 dias de armazenamento, destacaram um mesmo comportamento
quanto a firmeza e coesividade, ja a consisténcia foi alta e constante para os iogurtes a base de

prebioticos e polpa de cupuacu, quando comparada ao iogurte contendo probidtico, visto que
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tal parametro € altamente dependente da composi¢do das culturas microbianas, assim como o
teor de gordura, podendo explicar a reducéo significativa da consisténcia, detectada no estudo
em questdo, que apresenta diferentes culturas microbianas laticas.

Estudo aborda que lipidios em maior quantidade nos produtos lacteos fermentados,
possibilitam a formagdo de um gel bem compacto, ocasionando consisténcia firme, ao
contrario do que se observou no trabalho, no qual a consisténcia foi reduzindo ao final do
armazenamento (GUGGISBERG et al., 2009).

5.10 Avaliacgdo sensorial de bebidas lacteas cremosas fermentadas

Para todas as trés formulagdes (T1, T2 e T3) a pesquisa de Salmonella, coliformes a
35 °C e coliformes a 45 °C os resultados foram negativos, permitindo uma avalia¢do sensorial
segura aos provadores.

Na Tabela 10 sdo apresentados os resultados para aceitabilidade global pelo
provadores quanto aos tratamentos T1, T2 e T3) de bebidas lacteas cremosa fermentadas

Tabela 10 - Aceitabilidade global (média * desvio padrdo) das formulagdes de bebida lactea

cremosa com ingredientes da casca de jabuticaba apds 7 e 21 dias de armazenamento.

Tratamentos
Tempo (dias) T1 T2 T3
7 545+ 196" 6,58 +2,28 " 6,21 + 2,07 @
21 6,33+1,78" 6,42 +1,70 " 6,25 + 2,35 2

Fonte: dados de pesquisa.

T1 = S. thermophilus TA40; B2 = S. thermophilus TA40 + L. rhamnosus LR32; B3 =S. thermophilus TA40
+ L. plantarum CNPCO003. “ letras mailsculas sobrescritas iguais na mesma linha ndo diferem
significativamente entre as formulagGes estudadas (p > 0,05). ? letras mintsculas sobrescritas iguais na mesma
coluna ndo diferem significativamente entre os dias para uma mesma formulagéo estudada (p > 0,05).

Conforme Tabela 10, a aceitabilidade global ndo demonstrou diferenca significativa
entre os tratamentos em nenhum dia de armazenamento, assim como nao teve diferenca
significativa para 0 mesmo tratamento ao longo do armazenamento. Considerando o0s
resultados os valores foram compreendidos entre 6 e 7 podendo ser interpretada por  gostei
ligeiramente”. Pode-se observar que as diferencas de culturas probioticas adicionadas nos
tratamentos ndo interferiram na aceitabilidade global pelos provadores. E notavel ainda um
valor diminuido do tratamento T1 no dia 7, o qual ndo pdde ser considerado significativo,
considerando os desvios padrdes. Diferindo do estudo de Dias et al. (2013), que ao avaliar a
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aceitabilidade de bebida lactea fermentada simbidtica com adicdo de L. acidophilus,
evidenciou mudancas significativas ao longo do armazenamento, visto que somente no dia 21
de armazenamento as respostas se posicionaram em torno de “gosto um pouco” (valor de
resposta em torno de 7) atribuidos a acidez da bebida lactea.

Outro estudo ao avaliar a aceitabilidade de leites fermentados por meio de escala
hedbnica de 9 pontos, obtiveram valores que podem ser corroborados com o trabalho em
questdo, pois um numero de consumidores respondeu com valores em torno de 6-8,
representando boa aceitabilidade (BAYARRI et al., 2011).

No contexto dos atributos preferidos e ndo preferidos pelos provadores (Tabela 11) o
sabor foi citado como o atributo menos preferido, associado especialmente ao gosto de acido
para as trés formulac6es de bebidas lacteas cremosas. Por outro lado, a cor e a textura, foram

consideradas as caracteristicas preferidas pelos provadores.
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Tabela 11 - Atributos sensoriais analisados pelos julgadores (n=35) para as bebidas lacteas cremosas T1 = S. thermophilus TA40; T2 = S.
thermophilus TA40 + L. rhamnosus LR32; T3 = S. thermophilus TA40 + L. plantarum CNPC003 nos dias 7 e 21 de armazenamento.

Tempo L Atributos citados o L
Tratamento . Classificacao - Total de citacOes Nao citou
(dias) Sabor Textura Aparéncia Cor
7 Mais 9 13 2 11 35
21 apreciado 11 7 5 12 35
Tl
7 Menos 20 3 4 8 35 0
21 apreciado 19 3 5 7 34
7 Mais 10 10 6 9 35 0
21 apreciado 8 10 6 12 36
T2
7 Menos 16 7 2 10 35
21 apreciado 21 5 3 6 35
7 Mais 9 10 3 13 35
21 apreciado 8 7 6 14 35
T3
7 Menos 22 4 7 3 36
21 apreciado 16 11 2 6 35

Fonte: dados de pesquisa.
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A maior preferéncia pela cor das bebidas lacteas é provenientes da estabilidade destas
em funcdo da presenca dos pigmentos das cascas de jabuticaba (antocianinas) e especialmente
pelo uso do corante natural carmim de cochinilha que proporcionaram um aspecto atrativo ao
consumo. O sabor &cido possivelmente presente em fun¢do da adicdo do &cido latico para
obtencdo da estabilidade da cor, como também pelo metabolismo das culturas probidticas e
starter, visto que os valores de pH e acidez titulavel ndo variaram ao longo do
armazenamento, corroborando com estudos de Gomes et al. (2013) que ao avaliarem
caracteristicas sensoriais de bebidas lacteas fermentadas feitas com leite de cabra, leite de
vaca e uma mistura dos dois leites, obtiveram um sabor mais acido para as bebidas,

provavelmente relacionado com o reflexo do metabolismo microrganismos probidticos.
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6 CONCLUSAO

Todos os ensaios pilotos foram validos e contribuiram para a obtencdo de uma
formulacdo de bebida lactea provavelmente adequada para a realizacdo das posteriores
analises e possivelmente adequada ao consumo humano a base de cultura probidtica nativa L.
plantarum CNPCO003.

A cultura nativa L. plantarum CNPCO003 apresentou manutencdo de sua viabilidade
durante a fermentacao das bases contendo leite e soro de queijo e ao longo do armazenamento
das bebidas lacteas cremosas fermentadas adicionadas dos ingredientes da casca da
jabuticaba.

O emprego de L. plantarum CNPCO003 em cocultura com S. thermophilus,
microrganismo starter, em bebida lactea cremosa fermentada ndo promoveu alteracées nas
caracteristicas as caracteristicas fisico-quimicas (pH e acidez titulavel), composicdo
centesimal, o teor de compostos fendlicos e a atividade antioxidante em comparacdo aos
tratamentos controle e com o probidtico comercial.

As bebidas lacteas cremosas fermentadas apresentaram-se com teor baixo de gordura e
teve sua consisténcia diminuida ao longo do armazenamento, porém foram aceitaveis para
consumo de maneira global, de cor atrativa e de textura apreciavel, apesar do gosto acido.

A producdo da bebida lactea cremosa com L. plantarum, representou fonte de
reaproveitamento de residuos agroindustriais (soro de queijo e casca de jabuticaba) e pode ser
considerada uma alternativa viavel para a promoc¢do a saude em funcdo da viabilidade de
lactobacilos, similar a cultura comercial, assim como a presenca de compostos fenolicos, além
da capacidade antioxidante, a qual seriam necessarios entre 200 g e 250 g de bebida lactea
cremosa para a captura de 1 g de radicais DPPH, porcao esta viavel de ser ingerida em cada

ocasido de consumo.
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ANEXO 1 - INSTRUMENTO PARA COLETA DE DADOS

Ficha para teste de aceitabilidade

Nome: Data: [/ [

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

Produto: Bebida lactea de jabuticaba - Codigo:

Vocé esta recebendo uma amostra de bebida lactea fermentada probidtica.

Prove a amostra e marque com um X na escala abaixo 0 seu grau de aceitacdo geral em

relacdo a esta amostra.

—r—r-—r—r—r—r—0r—0—0—0

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

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

Cite a caracteristica que vocé menos gostou na amostra. Comente.
®
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ANEXO 2 - APROVACAO DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA

PARAIBA - UEPB / PRO- W
REITORIA DE POS-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titwio da Pesquisa: Aproveitamento da casca da Jabuticaba (Myrciana caulifiora) e soro da fabricaglo de
queljos para & obtengio de bebida lactea probedtica

Pesquisador: FLAVIA CAROLINA ALONSD BURITI

Area Temética:

Versio: 2

CAAE: £3582514.3.0000 5167

Institulgdo Proponente: Universidade Estadual da Paraiha - UEPE
Patrocinador Princlpal: Universidade Estadual da Paralba - UEFB

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 1.110.738
Data da Relatorla: 200052015

Apresantacio do Projeto:

) proyeto & intitulado; “Aproveltamento da casca de [abuticaba (Myrclaria caulifiora) e soro da fabrcagao de
queljos para 3 abtencdo de beblda lactes probidtice™. O presente projeto € um Projeto de Mestrado
apresentado a0 Programa de Pos-Graduagho em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual da
Faralba.

Objetive da Pesquisa:

Objetive primanie: Desanvolver uma bebida léctes fermentada probidtics ulilzando a casca de jabuticaba
(hdyrciana caulifiora). Objetivos secundarios: realizar um tretamento na casca de jabubicaba de modo & obber
uma gelela para ser acrescida & formulagko da beblda lactea fermentada probidtica; quantificar o teor de
compastos fendlicos totals, flavonoldes e atividade antioxidante presentes na casca e geleds de |abuticaba;
awaliar caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas da bebida lactes fermentada probidtica; guantificar o
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Avaliacao dos Riscos e Beneficlos:
A pesquisadora faz mengao a rsco minimo pare 8 analise sensonal, & destaca que 85 amosiras que nao
obedecerem aos pardmefros de qualidade microbiolbgica e fisico-guimica sergo
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descartedas, além da sele¢o de paricipantes ser rigorosa, excluindo individuos em condigbes fisicas
inzdequadas (doentes), gue sejam aléngicos ou apresentemn restrigdes 8 algem components do produio.
Com relagBo aos beneficios, a pesguisadora faz mengdo aos beneficios & sadde humana do
desenvolvimento de alimenios funcionais, bem como wma possibilidade de aproveitamento & agregacan de
valor de residuos da etividade agro-alimentar.

Comentaries & Conslderacbes sobre a Pesquisa:

0 Projeto & relevante tanto do ponio de vista da sadde humana como amblental. Esta bem fundamentado
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Consideracbes sobre o8 Termos de apresentagdo obrigatdria:

Encontram-se anexados: o Termo de Compromisso do Orientador, & Declaragdo com Frojeto de Pesguizsa, o
Termo de Consentimento Livre & Esclarecido e o Termo de Autorizagso Institucional

Recomendagbes:

A pesquisadors seguie as recomendacies do pRMECer.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Insdequagbes:

0 presente estudo encontre-se sem pendéncias, devendo 0 MEsSMO PIOSSSQUIr Com 8 exscucdo na integra
de sau cronograma de atividades.

Situacho do Parecer:

Aprovado
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3D
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