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RESUMO

A procura por alimentos funcionais vem crescendo nos ultimos anos, portanto é
importante desenvolver produtos que atendam essa demanda. Neste trabalho foi
desenvolvido um leite fermentado concentrado potencialmente probidtico a partir de leite
bovino (LFFCJ), com Lactiplantibacillus plantarum (L. plantarum) CNPC 003 (cultura
nativa, isolada de leite caprino e potencialmente probidtica) em co-cultura com
Streptococcus thermophilus (TA-40®, DuPont) adicionado de 1% de farinha da casca de
jabuticaba. Foi verificado o efeito da adicdo de farinha da casca de jabuticaba na
viabilidade da bactéria probidtica. Foram produzidos dois tipos de leite fermentado
concentrado, a formulagédo controle (LFC), sem adicéo de farinha da casca de jabuticaba
(FCJ) e a formulacdo teste (LFFCJ), leite fermentado com 1% de farinha da casca de
jabuticaba. A viabilidade das bactérias laticas foi monitorada durante 28 dias de
armazenamento a 4 °C. A determinacdo do pH, da acidez titulavel e a analise
microbioldgica foram realizadas com 1 e 28 dias de armazenamento. Foi também
determinada a composicao centesimal da FCJ e dos leites fermentados concentrados. A
capacidade antioxidante, os teores de compostos fendlicos e de antocianinas totais da
farinha da casca de jabuticaba e dos dois leites fermentados concentrados foram
analisadas. O presente estudo mostrou que o leite fermentado concentrado com farinha da
casca de jabuticaba é tecnologicamente viavel. O mesmo apresentou qualidade fisico-
quimica, sendo que o teor de acidez (0,68%), umidade (78,19%), lipidios (3,89%),
proteinas (3,10%) atenderam a legislacdo vigente. As contagens de L. plantarum
permaneceram acima de 10° UFC/ g e de S. thermophilus por volta de 107 UFC/ g ao longo
do periodo estudado. O leite fermentado concentrado com FCJ apresentou 58,75 mg/100
g de composto fendlicos totais, 12,34 mg/100 g de antocianinas totais e a capacidade
antioxidante in vitro foi de 3,92 umol trolox/ g. A sobrevivéncia do L. plantarum apo6s
simulacdo da passagem pelo trato gastrointestinal in vitro foi de 4,47 UFC/ g e n&o foi
influenciada pela adicdo de FCJ. Os produtos formulados foram considerados
microbiologicamente seguros segundo a legislacdo vigente e apresentaram uma vida Util
de 28 dias. Os resultados desse estudo evidenciaram a possibilidade de desenvolvimento
de um leite fermentado concentrado contendo uma cepa nativa com potencial probidtico
adicionado da casca de farinha de jabuticaba, gerando um produto inovador para o
mercado nacional.

Palavras chave: Lactiplantibacillus plantarum, alimentos funcionais, probioticos, leite
fermentado concentrado, jabuticaba.



ABSTRACT

The demand for functional foods has been growing in recent years, therefore, it is
important to develop products that meet this demand. In this work, a potentially probiotic
fermented milk concentrate was developed, with Lactiplantibacillus plantarum (L.
plantarum) CNPC 003 (native culture, isolated from goat milk and potentially probiotic),
in co-culture with Streptococcus thermophilus (TA-40, DuPont®) added with jabuticaba
peel flour. The effect of adding jabuticaba peel flour on the viability of the probiotic
bacteria was verified. Two types of concentrated fermented milk were produced, the
control formulation (LFC), without jabuticaba peel flour (FCJ) and the test formulation
(LFFCJ), fermented milk with 1% jabuticaba peel flour. The viability of the starter culture
and the probiotic were monitored during 28 days of storage at 4 °C. The determination of
pH, titratable acidity and microbiological analysis were performed at 1 and 28 days of
storage. The proximate composition of FCJ and concentrated fermented milks was also
determined. The antioxidant capacity, phenolic compounds and total anthocyanins of
jabuticaba peel flour and concentrated fermented milk were analyzed. The present study
showed that concentrated fermented milk with jabuticaba peel flour is technologically
viable. It presented physicochemical quality, with acidity content (0.68%), moisture
(78.19 ¢/100 g), lipids (3.89 g/100 g), proteins (3.10 g/100 g) and suitable for the type of
product formulated. Counts L. plantarum remained above 10° CFU/g and S. thermophilus
around 107 CFU/g throughout the study period. Concentrated fermented milk with FCJ
showed 58.75 mg/100g of total phenolic compounds, 12.34 mg/100g of total anthocyanins
and the in vitro was 3.92 pumol trolox/g. Regarding to the presence of pathogens, the counts
were within the microbiological standards required by Brazilian legislation. The survival
of L. plantarum after of the passage through the gastrointestinal tract in vitro was 4.47
CFU / g and was not influenced by the addition of FCJ. The results obtained in this study
showed the possibility of developing a concentrated fermented milk containing a native
strain with probiotic potential added to jabuticaba peel flour generating an innovative
product for the national market.

Keywords: Lactiplantibacillus plantarum, functional foods, probiotics, concentrated
fermented milk, jabuticaba.
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1 NTRODUCAO

Atenta as tendéncias de mercado e segmentacdes de consumidores, a industria de
alimentos tem buscado estratégias criativas para diferenciar seus produtos com base na
funcionalidade e melhoria da qualidade. Na elaboracéo de produtos lacteos, a producéo de
iogurtes e outros leites fermentados funcionais apresentam ampla aprovacédo pelo publico
em geral, sendo bons veiculos para o consumo de probidticos (AL et al., 2018).

Os produtos lacteos fermentados apresentam grande potencial econémico,
permitindo lucros consideraveis. Neste contexto, o desenvolvimento de processos
tecnoldgicos que envolvam a adi¢do de culturas probiéticas na obtencdo de produtos
alimenticios funcionais, com sabor e textura apropriados e aceitacdo sensorial, é bastante
promissora. Aliado a isso, ha o crescente interesse por produtos alimenticios saudaveis,
devido ao aspecto nutritivo (AL et al., 2018).

A viabilidade de bactérias probioticas na matriz alimenticia € um pré-requisito para
garantir o efeito benéfico sobre a salde dos hospedeiros. Os probidticos tém sido
empregados em produtos lacteos fermentados, que podem incluir polpas de frutas para
incremento de sabor e aroma. A adicdo de ingredientes funcionais contendo alto teor de
fibras alimentares e compostos bioativos pode ampliar ainda mais o interesse dos
consumidores por esses produtos (MAGALHAES; DELLA TORRE, 2018).

Nesse sentido, a jabuticaba se destaca no campo das frutas funcionais, com
potencial econdmico e excelente valor nutricional. A casca de jabuticaba apresenta
compostos com potencial prebiotico, provavelmente devido a presenca de compostos
fendlicos e de fibras. Além disso, desenvolver um alimento saudavel e rico em nutrientes
com potencial antioxidante, que pode promover beneficios a saide do consumidor é
interessante para a industria de alimentos (ALVES et al., 2017).

Neste contexto, o desenvolvimento de um leite fermentado concentrado adicionado
de farinha de casca de jabuticaba (FCJ), potencialmente probiotico e prebidtico, pode
constituir uma O6tima opcdo de um novo produto lacteo funcional, carreador de
microrganismos probidticos vivos, resistentes a passagem pelo trato gastrointestinal e

ingrediente rico em antocianinas e fibras que pode contribuir para a saide do consumidor.
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2.1

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar 0 uso da cepa nativa de Lactiplantibacillus plantarum CNPCO003 e da

farinha da casca de jabuticaba no desenvolvimento de um leite fermentado concentrado,

potencialmente probidtico e prebidtico.

2.2

Objetivos Especificos

Caracterizar a farinha da casca de jabuticaba quanto a composicao centesimal, teor
de compostos fendlicos totais, de antocianinas totais e capacidade antioxidante in
vitro;

Otimizar as condicbes de fermentacdo do leite por uma cepa nativa
Lactiplantibacillus plantarum (L. plantarum) em co-cultura Streptococcus
thermophilus, adicionado de farinha da casca de jabuticaba;

Avaliar a qualidade do produto final com base na composicdo centesimal,
parametros fisico-quimicos e microbioldgicos durante a vida Gtil do produto;
Determinar a viabilidade da L. plantarum no produto e a resisténcia as condi¢fes
de passagem pelo trato gastrintestinal in vitro ao longo da vida Util estimada;
Determinar a bioacessibilidade in vitro das antocianinas presentes no produto apos

simulacdo da digestdo gastrica e intestino delgado.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Alimentos funcionais

Os consumidores estdo cada vez mais preocupados e com as saude alega¢des funcionais
que os componentes alimentares podem oferecer e isso tem impulsionado o interesse por
alimentos funcionais (BAKSHI, CHHABRA, KAUR, 2020). Embora ndo haja um consenso,
os alimentos funcionais podem ser considerados como alimentos que possuem, além dos
nutrientes, componentes bioativos, cujo consumo pode resultar em um efeito benéfico
especifico para saude (DIAZ, FERNANDEZ-RUIZ, CAMARA, 2020).

Os alimentos de competéncia da ANVISA que veiculem afirmacdes sobre efeitos
benéficos a salde, devem ser enguadrados e registrados na categoria de alimentos com
alegacdes de propriedades funcionais ou de saude (Resolucdo n. 19, de 30 de abril de 1999) ou
na categoria de substancias bioativas e probidticas isolados (BRASIL, 2019).

Segundo Gul, Singh e Jabeen (2016), a partir do processo de producdo dos alimentos
funcionais, é possivel dividi-los em categorias distintas como: (1) alimentos basicos, 0s que
contém naturalmente o composto bioativo; (2) alimentos processados, no qual ocorre a adicdo
de bioativos ocorre durante a producdo e (3) alimentos aprimorados, em que 0 componente
bioativo existe naturalmente, entretanto é modificado ou concentrado por engenharia genética
ou pelo processamento.

Alguns alimentos ou componentes listados pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), com alegacdo de propriedades funcionais e ou de salde sdo: &cidos
graxos, como eicosapentaenoico (EPA) e docosaexaenoico (DHA), que auxiliam positivamente
na manutencao dos niveis normais de triglicerideos; carotenoides como licopeno e luteina, com
alegacdo de acdo antioxidante, protegendo as células de danos oxidativos promovidos por
radicais livres; fibras alimentares, que auxiliam no funcionamento intestinal; proteina de soja e
fitosterois, que auxiliam na reducdo de colesterol; probioticos e prebioticos como a inulina e
frutooligossacarideos (FOS), que contribuem para o equilibrio da microbiota (ANVISA, 2008).

Em especifico, os probidticos possuem influencia na saude humana com agdes positivas
principalmente sobre o trato gastrointestinal (TGI), funcéo imunolodgica e prevencéo de cancer.
O mercado de alimentos funcionais no Japéo e na Europa é predominantemente de produtos
probioticos, em funcdo da imagem positiva dos probidticos entre os consumidores e das
caracteristicas intrinsecas dos produtos, normalmente armazenados em baixas temperaturas.
Em paises como o Brasil, a demanda por alimentos funcionais é crescente e os produtos lacteos

probidticos predominam nesta categoria. Com a finalidade de desenvolver produtos
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alimenticios probioticos, com atribuicGes benéficas a salde e propriedades sensoriais
satisfatorias aos consumidores, muitas pesquisas vem sendo realizadas (BARCELLOS,
LIONELLO, 2011; BIGLIARDI, GALATI, 2013).

Uma dieta rica em alimentos funcionais acarreta em uma maior disposic¢do e energia
para os individuos, contribuindo assim, para melhoria da qualidade de vida. Estes alimentos
devem ser consumidos, preferencialmente, em sua forma original, inseridos dentro da
alimentacéo, de forma que possam ter real beneficio (VIDAL et al., 2012).

O aumento da consciéncia dos consumidores sobre a adocdo de habitos saudaveis,
seguros e convenientes impulsionou a utilizagdo do termo “alimento funcional” (DE SOUSA,
2016). Diante disso, os produtos lacteos atendem a essa demanda, sendo uma categoria de
alimento consolidada no mercado brasileiro, o que justifica o crescimento e a popularidade da

industria de produtos lacteos.

3.2 Probidticos

Desde o inicio de seu estudo, os probidticos foram associados aos lacteos fermentados
pelo pesquisador russo Ylya Metchnikoff, que observou que o consumo desses produtos
elevava a expectativa e qualidade de vida dos bulgaros (LIMA, 2017). Atualmente, os produtos
lacteos representam uma parte significativa dos produtos probioticos disponiveis no mercado
mundial, sendo considerados o principal grupo veiculador alimenticios de probidticos
(SIMEONI et al., 2014; MEYBODI & MORTAZAVIANI, 2017). Probidticas que sdo
microrganismos Vvivos que quando administrados em quantidades adequadas, possuem o
potencial de conferir beneficios a saude do hospedeiro (FAO, 2013; HILL etal., 2014; ANVISA
2018).

Os probidticos podem conferir varios beneficios a saide do hospedeiro como atividade
antioxidante, anticancerigenas, de prevencdo de diarreia e de modulacdo do sistema
imunologico (HAN et al., 2020; JANG et al., 2020; JEON et al., 2016; KIMOTO-NIRA et al.,
2015; VITALI et al., 2012). Dentre os alimentos probiéticos fermentados destacam-se os leites
fermentados e iogurte (ASPRI; PAPADEMAS; TSALTAS, 2020).

Para ser considerado probidtico, 0s microrganismos precisam sobreviver ao processo
digestivo, apresentando estabilidade aos acidos da biliares, e promover efeitos benéficos a
salde do hospedeiro (BALCIUNAS et al., 2013; SILVA, 2015; ANVISA, 2021). A capacidade

de produzir substancias antimicrobianas com acdo bactericida ou bacteriostatica, como



bacteriocinas, € uma propriedade desejavel de uma cepa probidtica, pois pode proporcionar
uma vantagem na competicao e colonizacdo do trato gastrointestinal (MARTINEZ et al., 2013).

Varios probioticos sdo bactérias laticas que apresentam tolerancia a acidez, capazes de
converter a lactose em &cido latico, podendo ser aerdbias, microaerdfilas, anaerdbias
facultativas ou anaerobias (LIMA, 2017). As culturas probioticas empregadas na producéo de
produtos lacteos devem apresentar propriedades tecnoldgicas desejaveis que permitam uma boa
multiplicacdo no leite com caracteristicas sensoriais adequadas, como aroma e textura (LIMA,
2013; WENDLING, WESCHNFELDER, 2013).

Para que possam promover os beneficios a eles associados, 0 consumo dos produtos
probioticos deve ser frequente e em quantidade adequada de bactérias probidticas viaveis, para
que possam sobreviver ao trato gastrointestinal e desempenhar o seu papel no intestino
(ERTEM; CAKMAKCI, 2018). Para que um alimento possa ter alegacdo probidtica é
necessario que ele possua entre 10° e 107 UFC/g ou superior de células viaveis no momento do
consumo, os beneficios a saude, ou efeito probidtico, devem ser comprovados e reconhecidos
(OZCAN et al., 2016; ANVISA 2018).

O interesse pelos probiodticos vem ampliando o seu mercado, tornando o potencialmente
probidtico a ser aplicado em diferentes categorias de alimentos funcionais. Diante de estudos
prévios realizados ja demostraram inocuidade, propriedades probidticas e tecnoldgicas
promissoras. Além disso, estudos clinicos estao sendo iniciados para avaliar a capacidade desse

microrganismo de sobreviver frente a passagem pelo trato gastrointestinal.

3.2.1 Probidticos em alimentos

O consumo de alimentos tradicionais e fermentados naturalmente, com culturas vivas
potencialmente benéficas, vem ocorrendo ha anos (FIOCCO et al, 2020). Dentre os alimentos
probidticos, o iogurte € o mais consumido pela populacdo. Este, juntamente com outros
alimentos como queijos, sobremesas, formulas infantis e ingredientes probioticos atingiu 50
bilhGes de dolares em vendas em 2020, com estimativa crescente de 8% ao ano (COLOMBO
etal., 2018; MIN et al., 2018).

Durante muito tempo o setor de laticinios era o unico probidticos. Os iogurtes com
adicéo de probioticos representam 80% da producdo global de produtos probidticos (BEHERA,
PANDA, 2020). Com o aumento da alergia a proteina do leite, intolerantes a lactose e do
veganismo entre outras questdes relacionadas a saude, alimentos ndo lacteos também sdo
utilizados para veicular probidticos (BEHERA, PANDA, 2020). Segundo Min et al. (2018),



cereais, frutas, carnes e soja podem ser utilizados para producgdo de alimentos probidticos néo
lacteos, garantido a viabilidade dos microrganismos benéficos.

A viabilidade da microbiota pode ser afetada por uma série de fatores intrinsecos dos
alimentos com pH, acidez titulavel, atividade de agua e oxigénio, e extrinsecos relacionados ao

processamento e estocagem (TERPOU et al., 2019).

3.2.2 Lactobacilos

As bactérias laticas sdo geralmente “reconhecidas como seguras” e constituem um
importante grupo de bactérias em produtos fermentados. O grupo das bactérias laticas incluem
géneros como Lactobacillus sp., Leuconostoc sp., Lactococcus sp., Weisella sp. e Pediococcus
sp. entre outros (JANG et al., 2019). Séo relatadas propriedades incluindo n&o patogenicidade,
tolerancia ao &cido e bile, atividade antimicrobiana e a possibilidade de serem adequados para
processos industriais. Vem ganhando cada vez mais atencéo e sdo utilizadas como probidticos
de vérias maneiras na industria alimenticia, como em culturas iniciadoras, suplementos
alimentares e preservacao de alimentos (ARTI et al., 2017; LEE et al., 2014; SON et al., 2018).

Os lactobacilos séo classificados de acordo com suas caracteristicas fermentativas. Em
homofermentativos, sdo os que produzem acido latico como principal produto da fermentacao.
Eles sdo encontrados e isolados de diversos nichos, incluindo produtos lacteos, carnes e
vegetais, residem no trato gastrintestinal dos seres humanos e de outros animais. Existem varios
lactobacilos importantes e de interesse na area de alimentos, tais como: Lactobacillus
bulgaricus (L. bulgaricus), L. acidophilus, L. gasseri, L. johnsonii, L. delbruekii, L. crispatus,
L. salivarus e L. helveticus. Exitem também os lactobacilos heterofermentativos alem do &cido
latico, também produzem outras substancias, como o dioxido de carbono, &cido acético e etanol
(NASCIMENTO, 2017; SILVERIO, 2014)

Até marco de 2020, o género Lactobacillus, proposto em 1901 por Beijerinck, tinha 261
especies que diferiam muito, em relacdo aos aspectos genotipicos, fenotipicos e ecologicos. Por
iSso, para manter agrupadas as espécies que apresentavam mais afinidade, Zheng et al. (2020)
propds uma nova organizacdo taxondmica “A taxonomic note on the genus Lactobacillus
Beijerinck 1901, and union of Lactobacillaceae and Leuconostocaceae”. De acordo com a nova
taxonomia proposta por Zheng et al. (2020), o Lactobacillus plantarum passou a ser classificado
como Lactiplantibacillus plantarum, que € uma das espécies mais conhecidas do género
Lactobacillus, sendo encontrado em vegetais, alimentos fermentados e na mucosa intestinal

humana saudavel (SIEZEN et al., 2010). A espécie Lactiplantibacillus plantarum pode ser



utilizado em fermentagdo latica, devido a elevada taxa de conversdo de aglcares (glicose,
frutose e sacarose) em &cido latico. Pertencem ao mesmo grupo do L. plantarum, L. buchneri,
L. fermentum, L. brevis e L. reuteri (NASCIMENTO, 2017).

Lactiplantibacillus plantarum é uma bactéria latica, Gram-positiva, ndo mdvel, nédo
formadora de esporros, microaerofilica e mesofilica. E uma das espécies mais versateis,
colonizando o trato gastrointestinal e vaginal, laticinios e alimentos fermentados (GARCIA-
GONZALES et al., 2021). O interesse pela utilizacdo de L. plantarum foi reforcado por suas
propriedades funcionais e promotoras de saide documentadas (SEDDIK et al., 2017; BEHERA
et al., 2018). Dentre as propriedades benéficas atribuidas a L. plantarum destacam-se atividade
de reduzir colesterol (KUMAR; GROVER; BATISH, 2011), aumento da barreira intestinal e
modulacdo da microbiota comensal (YANG et al., 2014).

Com relacdo aos beneficios a salde, atribuidos ao L. plantarum, destacam-se a redu¢éo
da distensdo abdominal e da flatuléncia, além de ser utilizado no tratamento da sindrome do
intestino irritdvel (CAVALHEIRO et al., 2019).

A cepa nativa L. plantarum CNPCO003 utilizada nesta pesquisa, foi isolada a partir de
leite de cabra, selecionada com base na seguranca, no potencial como probiotico e nas
caracteristicas tecnolégicas avaliadas in vitro. A L. plantarum tem capacidade de acidificacao
e coagulacdo do leite, apresenta atividade proteolitica e produz diacetil (composto aromético)
durante a fermentacdo. Ele sobrevive a simulacdo da passagem pelo trato gastrointestinal in
vitro, tem atividade de B-galactosidase e aptiddo para producdo de queijo. Com base nestas
propriedades, a cepa apresenta potencial para ser um probi6tico e aptiddo tecnoldgica para
producdo de leite fermentado concentrado (DE MORAES et al., 2017).

3.3 Prebidticos

Os prebidticos sdo componentes alimentares ndo digeriveis, que influenciam
beneficamente a salde, estimulando seletivamente a multiplicacdo ou o aumento de atividade
da microbiota benéfica. Os prebidticos podem ser compostos fendlicos, fibras alimentares,
acucares ndo-digeriveis, alcoois e oligossacarideos, sendo o Ultimo encontrado como
componente natural de frutas, vegetais, leite e mel (GIBSON et al., 2017).

A principal agdo dos prebidticos é estimular a multiplicagéo e/ou ativar o metabolismo
de alguns grupos de bactérias benéficas da microbiota intestinal. Os prebidticos tém a
capacidade de melhorar a sobrevivéncia, multiplicacdo, 0 metabolismo e as atividades
benéficas dos probidticos no sistema digestivo (KHANGWAL, SHUKLA, 2019).



Os prebioticos tém sido associados a uma variedade de beneficios a saude, incluindo
um aumento na biodisponibilidade de minerais, particularmente célcio, modulacéo do sistema
imunolodgico, prevencdo da incidéncia ou melhora na gravidade e duracdo das infeccbes
gastrointestinais, como diarreia grave, diarreia aguda e diarreia associada a antibidticos, além
da modificacdo de condicdes inflamatdrias, como a sindrome do intestino irritavel (SlI), colite
ulcerativa e doenca inflamatéria intestinal (DII), regulacdo de disturbios metabdlicos
relacionados a obesidade e reducéo do risco de cancer (CHARALAMPOPOULOS, RASTALL,
2012).

A demanda global por prebioticos cresceu sensivelmente nos ultimos 10 anos, dentre 0s
prebidticos os principais sdo: dissacarideos como lactulose e lactitol; os oligossacarideos, como
fruto-oligossacarideos (FOS), galacto-oligossacarideos (GOS), xilo-oligossacarideos (XOS),
isomalto-oligossacarideos, oligossacarideos de soja e oligossacarideos pécticos; e o0s
polissacarideos como inulina e os amidos resistentes (MOHANTY et al., 2018).

Segundo a Associacdo Cientifica Internacional de Probidticos e Prebioticos
(International Scientific Association of Probiotics and Prebiotics — ISAPP), os produtos
alimenticios que possuem probioticos e prebidticos podem ser considerados como simbidticos.
O conceito de simbiotico foi atualizado recentemente, e distingue dois grupos de produtos, que
dependem da interacdo entre os probiéticos e prebidticos presentes. A combinacdo deve
possibilitar a sobrevivéncia do probidtico no alimento e nas condi¢des do ambiente gastrico e
intestinal, possibilitando sua acdo no colon intestino. Os prebidticos podem atuar de forma
complementar ou sinérgica com os probioticos, apresentando assim fator multiplicador sobre
acoes isoladas (SWANSON et al., 2020).

Portanto, o consumo de prebidticos pode trazer efeitos benéficos, tais como: melhorar a
biodisponibilidade de minerais, reduzir a presenca de metabdlitos toxicos, modular os grupos
microbianos intestinais benéficos, reduzir os niveis plasmaticos de colesterol e triglicerideos,
fatores esses que contribuem para a reducéo do risco de cancer de cdlon. A atratividade dos
produtos simbidticos é crescente, pois combinam as acbes probioticos e prebioticos,
estimulando o desenvolvimento e a atividade metabdlica dos probi6ticos, potencializando os

efeitos e expandindo a gama de aplicacdo em novos alimentos funcionais (GOMEZ, 2019).
3.4 Antioxidantes

Compostos naturais com atividade antioxidante incluem os compostos fendlicos.
(antocianinas, flavondides e 4&cidos orgéanicos), dentre muitas outras classes de

biomoléculas(GRANATE, 2016; LIN et al., 2016; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
8



2010). Para ser considerado antioxidante, a substancia deve ser capaz de prevenir a oxidacéo
de compostos reativos, estimular o mecanismo de defesa do organismo e fornecer uma grande
quantidade de moléculas com propriedades sequestrantes de radicais livres (MUNHOZ et al.,
2014).

A capacidade antioxidante dos compostos fendlicos esta relacionada com a presenca de
grupos hidroxila, que sdo capazes de doar ions H* aos radicais livres, impedindo a formagéo de
reacdes em cadeia de oxidacdo (LOSADA-BARREIRO; BRAVO-DIAZ, 2017).

A funcéo do antioxidante é inibir a oxidacdo de outras moléculas, prevenindo assim, 0s
danos oxidativos aos lipidios, proteinas, RNA e DNA (CHRISTENSEN, 2018). No organismo
humano, os antioxidantes sdo divididos em dois grupos, os antioxidantes enddgenos
(enzimatico ou ndo enzimatico) e os antioxidantes exdgenos, provenientes de frutas e vegetais
como os carotenoides, vitamina E, A e C, flavonoides (NEHA et al., 2019; COMERT;
GOKMEN, 2020; WALL-MEDRANO; OLIVAS-AGUIRES, 2020).

3.5 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo substancias com ampla distribuicdo na natureza, que fazem
parte da composicdo dos vegetais, sendo sintetizados como produtos do metabolismo
secundario para sinalizacdo e defesa das plantas. Em geral, apresentam-se como moléculas
responsaveis pela coloracdo dos alimentos. Estes compostos agem como antioxidantes, tanto
pela habilidade em doar elétrons ou hidrogénio, como também pela acdo sobre os radicais
intermediarios que impedem a oxidacdo nos alimentos (QUIDEAU et al., 2011).

Os compostos fendlicos tém grande diversidade quimica, desempenhando papel muito
importante na sadde humana, devido ao potencial nutricional, antioxidante, antibacteriano e
antifangico. Nas plantas, além de exercer o papel de defensivos naturais, 0s compostos
fendlicos desempenham fungdo de agentes atrativos para a polinizacdo e disseminacdo de
sementes (LIN et al., 2016; MEDINA et al., 2011; VUOLO; LIMA; MAROSTICA JUNIOR,
2019).

Os compostos fendlicos que mais se destacam em alimentos sdo os fenilpropandides, os
flavonoides e os taninos, que sdo compostos dotados de propriedades bioldgicas e quimicas
benéficas a salide. Normalmente sdo responsaveis pela cor, sabor e aroma de frutas, flores,
vegetais e especiarias ,(CHIKEZIE; IBEGBULEM; MBAGWU, 2015; NUNES, BESTEN,
2016; FERREIRA, 2017).



3.6 Antocianinas

As antocianinas fazem parte familia dos flavonoides, sendo consideradas compostos
bioativos, principalmente devido as propriedades antioxidantes que exercem. As antocianinas
sdo pigmentos naturais de frutas, flores, folhas, responséveis pelas cores variando de tons de
rosa, vermelho a roxo e azul. Sdo soltveis em agua e sofrem alterac6es de cor, de acordo com
0 pH em que se encontram. As antocianinas sao as responsaveis pela coloracdo escura da casca
da maioria das espécies de jabuticaba. (TARONE; CAZARIN; MAROSTICA JUNIOR, 2020;
THORNTHWAITE; THIBADO; THORNTHWAITE, 2020).

As antocianinas também podem ser utilizadas como conservantes naturais, por
possuirem efeito antibacteriano e capacidade antioxidante (GONG et al., 2021; MA et al., 2019;
SUN et al., 2018; TIAN et al., 2020; YONG,; LIU, 2020). O grande interesse nas antocianinas
pode ser verificado no relatorio do Mercado Global de antocianinas de 2020-2025, que destaca
que existe uma previsao aumento de aplicagéo de antocianinas, com crescimento anual em torno
de 4,5% ate 2025.

Quanto ao beneficio das antocianinas na saude humana, destaca-se a atividade
antioxidante, antialérgica, anti-inflamatéria, antiviral, antiproliferativa, antimicrobiana,
antimutagénica, antitumoral, melhora da microcirculacdo capilar periférica, também estdo
associadas a baixa prevaléncia ou alivio de alguns distarbios do céancer, de doencas
cardiovasculares, diabetes, obesidade e declinio cognitivo (CASSIDY, 2018; FAKHRI et al.,
2020; FALLAH et al.,, 2020; GOMES et al., 2019; GOWD; BAO; CHEN, 2019;
KIRAKOSYAN et al., 2018; SAKAKI; MELOUGH; CHUN, 2020; XIE et al., 2018; ZHANG
etal., 2019; KANG et al., 2019).

3.6.1 Compostos fendlicos e antocianinas de jabuticaba

Os compostos fenolicos provenientes da jabuticaba possuem diferentes propriedades,
tais como capacidade antioxidante, antimicrobiana, antiproliferativa e anti-inflamatoria.
(ALBUQUERQUE et al., 2020; LEITE-LEGATTI et al., 2012) .Além disso, 0s compostos
fenolicos da jabuticaba melhoram o perfil lipidico plasmatico e a sensibilidade a insulina,
diminuem a peroxidac&o lipidica no plasma e no cérebro, aumentam a atividade de enzimas
antioxidantes em diversos 0rgaos, em modelos animais, contribuindo para o controle do
diabetes e obesidade (ALEZANDRO et al., 2013; LENQUISTE et al., 2019). Em um estudo
com seres humanos, foi avaliado o papel preventivo da casca de jabuticaba em doencas

metabdlicas, observando-se a reducdo dos niveis de insulina de glicose (PLAZA et al., 2016).
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Os compostos fenolicos encontrados na jabuticaba sdo produzidos como metabolitos
secundarios e fazem parte dos mecanismos de defesa da planta contra raios ultravioleta, ataques
de insetos, animais ou patégenos (ALARA; ABDURAHMAN; UKAEGBU, 2021).

A casca da jabuticaba tem coloracdo violeta escura e a polpa da fruta é branca e
gelatinosa na maturidade. A fruta pode ser consumida in natura, mas grande parte da producao
é processada sendo transformada em geleia, polpa, suco, licores e outras bebidas alcodlicas. A
casca representa até 35% da massa da fruta in natura e devido a rigidez e adstringéncia, em
geral, ela é consumida, poréem as cascas sdo a parte da fruta, mas rica em compostos fenolicos,
principalmente em antocianinas, flavondis e taninos hidrolisaveis (elagitaninos e galotaninos)
(WU; LONG; KENNELLY, 2013; MORALES et al., 2016; PLAZA et al., 2016; PEREIRA et
al., 2017; NEVES et al., 2018).

Na Tabela 1 podem ser observados os diferentes compostos de interesse identificados e
caracterizados provenientes de jabuticaba, com as metodologias utilizadas para a caracterizagao
dos mesmos.

Tabela 1: Identificacdo e caracterizacdo dos diferentes compostos de interesse presente na

jabuticaba (na tabela foram listados os compostos, as metodologias utilizadas e a publicacéo
cientifica).

Compostos Método Referéncia
Hidrolise acida com HCl e
deteccio por LC-ESI- MS/MS Serralho et al (2018)

Extracdo com VS-MSPD e
deteccdo por UHPLC- MS/MS

Hidrolise acida com HCl e
detecgéo por LC-ESI- MS/MS

Extragdo com VS-MSPD e
deteccdo por UHPLC- MS/MS

Hidrolise acida com HCl e
detec¢do por LC-ESI- MS/MS

Extracdo com VS-MSPD e
deteccdo por UHPLC- MS/MS

Acido elagico Extra¢do com metanol, agua e
solucdo de &cido acético
(70:30:0,5, v/vlv) e deteccdo
com HPLC-PDA

Hidrolise acida com HCl e
detec¢do por LC-ESI- MS/MS

Extragdo com VS-MSPD e
deteccdo por UHPLC- MS/MS

Hidrolise acida com HCl e
detecgdo por LC-ESI- MS/MS

Hidrolise acida com HCl e
detec¢do por LC-ESI- MS/MS

Acido 3,4-dihidroxibenzoico

Acido 4-hidroxibenzoéico Senes et al (2021)
Acido cafeico Serralho et al (2018)
Catequina Senes et al (2021)
Acido clorogénico Serralho et al (2018)

Senes et al (2021)

Alezandro et al (2013)

Acido felurico Serralho et al (2018)
Senes et al (2021)

Acido galico

Serralho et al (2018)

Acido siringico Serralho et al (2018)
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Extragdo com VS-MSPD e
deteccdo por UHPLC- MS/MS

Hidrdlise acida com HCl e
detec¢do por LC-ESI- MS/MS

Extragdo com VS-MSPD e
deteccdo por UHPLC- MS/MS

Extracdo com agua e etanol
(80:20) (v/v) e deteccao por
HPLC-PDA-ESI/MS

Extracdo com metanol, agua e
solucdo de &cido acético
(70:30:0,5, v/v/v) e deteccéo
com HPLC-PDA

Maceragdo com etanol
acidificado com HCI 1,5 mol
L (85:15, v/v) e quantificagdo
por HPLC-PDA

Extragcdo com 4gua e etanol
(80:20) (v/v) e deteccéo por
HPLC-PDA-ESI/MS

Extracdo com metanol, 4gua e
solucdo de 4cido acético
(70:30:0,5, v/v/v) e deteccdo
com HPLC-PDA

Maceragdo com etanol
acidificado com HCI 1,5 mol
L (85:15, v/v) e quantificagdo
por HPLC-PDA

Hidrolise acida com HCl e
detecgéo por LC-ESI- MS/MS

Hidrolise acida com HCl e
detecgéo por LC-ESI- MS/MS

Extragdo com VS-MSPD e
deteccdo por UHPLC- MS/MS

Hidrolise acida com HCl e
detec¢do por LC-ESI- MS/MS

Hidrolise acida com HCl e
detec¢do por LC-ESI- MS/MS

Extracdo com VS-MSPD e
deteccdo por UHPLC- MS/MS

Extracdo com VS-MSPD e
deteccdo por UHPLC- MS/MS

Hidrolise acida com HCl e
detec¢do por LC-ESI- MS/MS

Hidrolise acida com HCl e
detec¢do por LC-ESI- MS/MS

Extracdo com VS-MSPD e
deteccdo por UHPLC- MS/MS

Hidrolise acida com HCl e
detec¢do por LC-ESI- MS/MS

Acido p-cumario

Cianidina-3-O-glicosidio

Delfinidina-3-O-glicosideo

Isoquercitrina

Isorhamnetina

Kaempferol

Luteolina

Miricetina

Naringenina

Pinobanksin

Quarcetina

Senes et al (2021)

Serralho et al (2018)

Senes et al (2021)

Albuquerque et al (2020)

Alezandro et al (2013)

Lima et al (2013)

Albuquerque et al (2020)

Alezandro et al (2013)

Lima et al (2013)

Serralho et al (2018)

Serralho et al (2018)

Senes et al (2021)

Serralho et al (2018)

Serralho et al (2018)

Senes et al (2021)

Senes et al (2021)

Serralho et al (2018)

Serralho et al (2018)

Senes et al (2021)

Serralho et al (2018)
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Fonte: ROSA et al (2022), com modificacgdo.

3.7 Fibras alimentares

O Codex Alimentarius da Organizagdo das NagOes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FAO), define fibra dietética como sendo moléculas constituidas de polimeros de
carboidratos com dez ou mais unidades monoméricas, que ndo sdo hidrolisadas por enzimas
enddgenas no intestino delgado de seres humanos (CODEX, 2013).

Os compostos presentes nas fibras alimentares sdo: polissacarideos (celulose,
hemicelulose, pectinas, gomas e mucilagens), lignina, carboidratos analogos (amido resistente
e maltodextrinas resistentes), oligossacarideos (frutanos), compostos associados aos
polissacarideos (fenolicos, carotenoides, fitosterdis, proteinas da parede celular, ceras, cutina e
suberina) e fibras de origem animal (quitosana, quitina, coldgeno e condroitina) (DHINGRA et
al., 2012).

Sdo muitas as fontes de fibras disponiveis no mercado brasileiro, além das fontes
naturais, como as frutas, verduras e legumes, as fibras também estdo presentes nos graos,
cereais e farelos. As industrias de ingredientes buscam novas fontes de fibras para o mercado
nacional, em especial, as provenientes da biodiversidade brasileira (CIUDAD-MULERO et al.,
2019).

3.8 Jabuticaba

A jabuticabeira (Myrciaria sp.) € uma planta frutifera nativa da Mata Atlantica
brasileira, encontra-se presente em toda extensdo territorial, e se adapta desde o clima tropical
ao subtropical imido, como em Minas Gerais, Espirito Santos, Sdo Paulo e Rio de Janeiro que
sdo os estados que apresentam maior producdo (ALMEIDA, 2018; OLIVEIRA, 2018). Das
especies, destaca-se a Sabara por ser mais comum e mais estudas e demostrar valor econémico
interessante mediante as caracteristicas favoraveis dos seus frutos tanto para o processamento
(geleias, bebidas fermentadas, licores) como para o consumo in natura (ALMEIDA, 2018;
MIRANDA, 2019). A Figura 1 ilustra o processamento industrial e as possibilidades de

produtos que podem ser gerados a partir da fruta de jabuticaba.
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Figura 1: llustracdo do processamento industrial da jabuticaba e dos produtos de valor
agregado gerados. Fonte: ROSA et al (2022), com adaptacéo.

A jabuticaba, consiste em uma baga globosa de até 3 cm de diametro contendode 1 a 4
sementes (OLIVEIRA et al., 2020). A casca ¢ fina e muito fragil de cor avermelhada a preta,
com polpa mucilaginosa de cor esbranquigada a translicida e geralmente € doce com leve
acidez (OLIVEIRA 2018). A safra tem uma curta duracdo, em geral, ocorre no final do inverno
e inicio da primavera, porém € abundante (OLIVEIRA, 2018). A jabuticaba é muito perecivel
devido ao elevado teor de &gua, aglcares, vitaminas, minerais presentes na polpa, e portanto,
apresenta um curto periodo de comercializagdo in natura apds a colheita, durando até trés dias
(OLIVEIRA et al., 2020).

Geralmente, na fabricacdo de produtos de jabuticaba, as cascas e semente sdo
descartadas, sendo que representam aproximadamente 50% da massa do fruto in natura,
levando a problemas, como geracdo de residuos agroindustriais e impacto ambientais devido
ao descarte inapropriado (ZAGO, 2014; MIRANDA, 2019). Estudos com jabuticabas tém
identificados substancias bioativas (ou compostos bioativos), em quantidades significativas e
benéficas a salude humana (DEL RI10, 2013). Dentre elas estdo as antocianinas, carotenoides,
vitamina C e outros polifenois (RIGOLON 2017; DEL RIO, 2013).

Diante disso, concluiu-se que é bastante interessante a producdo de farinhas, com as
casca para elaboragOes de bolos, pées, cookies, bolachas, dentre outros, uma vez que o0s
compostos bioativos encontram-se concentrados na casca da jabuticaba (BAPTISTELLA,
COELHO, 2019).
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Os efeitos para a salde das cascas de jabuticaba tém sido investigados e apresentam
resultados promissores que serdo listados. Leite-Legatti et al. (2012) observaram que extrato de
cascas de jabuticaba apresentou efeito antiproliferativo contra a leucemia sem provocar danos
no DNA e efeitos mutagénicos em estudo com camundongos. Alezandro, Granato e Genovese
(2013) observaram reducdo de 32% no colesterol total e 50% do triacilglicerol, além do
aumento da atividade antioxidante plasmatica entre 2 e 2,5 vezes, em ratos diabéticos
alimentados por 40 dias com 1,0 e 2,0 g de casca de jabuticaba (peso seco) kg de peso corporal.
Batista et al. (2014), induziram a obesidade por meio de uma dieta hiper lipidica em ratos e
notaram a reducdo da peroxidacdo lipidica no figado e no cérebro, além de aumento da atividade
antioxidante, com a ingestéo de casca de jabuticaba liofilizadas.

Em um estudo clinico piloto, Plaza et al. (2016) observaram maior capacidade
antioxidante sérica e reducdo serica da insulina, 4 horas ap6s a ingestdo de uma segunda
refeicdo contendo 27,6 g de p6 de casca de jabuticaba liofilizada, em individuos saudaveis.
Observou-se também reducdo da resisténcia a insulina periférica e preservacdo de funcgdes
cognitivas, além de reducdo do ganho de peso, também foram observadas por Batista et al.
(2018).

Em outro estudo, um extrato de cascas de jabuticaba demostrou melhora da
sensibilidade a insulina, reducdo do colesterol total e LDL, melhora do HDL e reducdo da
esteatose hepatica e inflamacdo em camundongos envelhecidos, alimentados com alto teor de
gordura (LAMAS et al., 2018). Extratos de casca de jabuticaba também preveniram a obesidade
e altas concentracdes de glicose sérica de jejum, além de atenuar a hiperinsulinémica, em
camundongos alimentados com dieta rica em sacarose, especialmente um extrato com altas
concentragfes de taninos, conforme relatam Moura et al. (2018). Efeitos no sistema
imunoldgico de ratos com Diabetes mellitus induzidas também foram observadas pela
administracdo de extrato de casca de jabuticaba (CALLONI et al., 2020).

Em estudo clinico, o extrato fendlico de casca de jabuticaba presente em uma bebida a
base de proteina de soro de leite aumentou a capacidade antioxidante plasmatica de atletas,
auxiliando na atenuacdo do estresse oxidativo em individuos treinados (FERREIRA et al.,
2020).

3.8.1 Aproveitamento das diferentes partes da jabuticaba

Os residuos do processamento de alimentos por uma variedade de fonte, principalmente

tém impactos ambientais, sociais e econémicos. Durante muito tempo, os residuos foram
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tratados apenas como um problema ambiental, pois, sdo langcados em aterros sanitarios ou
queimados para a producdo de energia. No entanto, recentemente os residuos obtidos no
processamento de alimentos tém sido valorizados pela comunidade cientifica devido ao
potencial uso na producdo de ingredientes e/ou aditivos alimentares, prebidticos,
biocombustiveis, 6leos, na fortificacdo de alimentos e no desenvolvimento de alimentos
funcionais (CAMPOS et al., 2020; TRIGO et al., 2020).

Os maiores produtores mundiais de residuos alimentares sdo as industrias de
processamento de frutas, e a quantidade varia de acordo como produto de origem, chegando até
50% da fruta inteira, in natura (GOMEZ; MARTINEZ, 2018). De 40 a 50% das frutas e
hortalicas sdo desperdigadas em todo mundo (FAO, 2015). Varios estudos indicam que esses
residuos, que sdo compostos por cascas, caule, semente e/ou bagaco, contém teores mais
elevados de compostos bioativos e nutricionais do que nas partes comestiveis das frutas
(CAMPOS et al., 2020; SILVA et al, 2014).

Dentre os residuos agroindustriais com potencial para utilizagdo em alimento,
encontram-se as cascas e sementes de jabuticaba. A casca da jabuticaba apresenta propriedades
adstringentes, sendo eficaz contra a irritacdo de pele e prevenindo diarreia (WU; LONG;
KENNELLY, 2013). As cascas e sementes de jabuticaba sdo fontes de compostos bioativos,
com elevada capacidade antioxidante, podendo ser uma opg¢éo para o desenvolvimento de
ingredientes funcionais, para a fabricacdo de alimentos e/ou ragao animal, contribuindo para a

reducdo dos residuos produzidos no processamento industrial de jabuticaba.
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Dentre as possibilidades de aproveitamento da casca de jabuticaba, uma alternativa
simples e barata é a produgdo de farinha, em que as cascas sdo desidratadas e trituradas. Essa
farinha pode ser incorporada em diferentes produtos alimenticios, como em pées, biscoitos,
bebidas lacteas e embutidos, tendo sido aplicada com sucesso em diferentes produtos
alimenticios (MORALES et al., 2016). Recentemente, a FCJ também foi utilizada em sorvete
de jabuticaba e em leite fermentado probidtico (PINHO, 2019; ZIN, 2018). Como pode ser
observado, a Figura 2 apresenta diversas rotas tecnolédgicas para valorizagdo dos subprodutos

da jabuticaba e obtencdo de compostos bioativos.

Terra de diatomidceas, quitosano -
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1
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Figura 2: Possibilidades de rotas tecnologicas para a valorizacdo dos subprodutos do
processamento da jabuticaba e obtengdo de compostos bioativos. Fonte: Rosa et al (2022),
adaptada.

A alta concentracao de antocianinas na casca de jabuticaba possibilita a utilizacéo desta
como corante natural (DALLABONA et al., 2020), que pode ser incorporado em produtos
alimenticios (OLIVEIRA; ALENCAR; STEEL, 2018) com alegacdo de funcionalidade
(MORALES et al., 2016). O isolamento dos compostos bioativos é utilizado para elaboragédo
de farmacos, bem como na industria quimica (ALBUQUERQUE et al., 2020). Como exemplo,
a cianidina-3-O-glicosidio e a delfinidina-3-O-glicosideo, isoladas com elevado grau de pureza,
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acima de 95%, que sdo produzidas pela Sigma-Adrich® para serem utilizadas como padrdes
analiticos em anélises.

Nos Ultimos anos, observou-se um interesse crescente da industria de alimentos pela
substituicdo dos aditivos artificiais por compostos naturais. Por exemplo, a casca de jabuticaba
possui capacidade de conferir cor aos produtos alimenticios, e apresenta alta capacidade
antioxidante (ALBUQUERQUE et al., 2020), além de apresentar acdo anti-inflamatoria,
antimutagénica, antimicrobiana e antiproliferativa (TARONE et al., 2021).

A obtencdo de corantes naturais a partir da casca da jabuticaba é uma alternativa viavel,
devido a elevada concentragdo de antocianinas quando comparada a outras fracdes da fruta.
Neste sentido, a utilizacdo da casca de jabuticaba no desenvolvimento de produtos lacteos
probidticos e prebioticos aparece como uma alternativa inovadora (FERREIRA, 2017).

Além das caracteristicas ja descritas, estudos tém demonstrado que a casca da jabuticaba
pode apresentar potencial prebi6tico, favorecendo a manutencdo dos probioticos no produto
(FERREIRA, 2017).

3.9 Leite fermentado

A Instrucdo Normativa N° 46 de 23 de outubro de 2007, do MAPA, define Leites

Fermentados como:

“os produtos adicionados ou ndo, de substancias alimenticias, obtidas por coagulagdo e
diminui¢do do pH do leite, ou reconstituido, adicionado ou ndo de outros produtos lacteos, por
fermentagdo lactica mediante acdo de cultivos de microrganismos especificos. Estes
microrganismos especificos devem ser viaveis, ativos e abundantes no produto final durante seu

prazo de validade.”

Dentro dessa normativa observa-se a existéncia de diferentes tipos de leites
fermentados, tais como: iogurte, leite fermentado ou cultivado, coalhada, Kefir e Kumys
(BRASIL, 2007).

Os leites fermentados devem conter como ingredientes obrigatdrios, o leite e/ou leite
reconstituido padronizado em seu conteddo de gordura e cultivos de bactérias laticas e/ou
cultivos de bactérias laticas especificas. Em relacdo aos ingredientes opcionais, eles podem
conter: leite concentrado, creme, manteiga, gordura anidra de leite ou butteroil, leite em pd,
caseinatos alimenticios, proteinas lacteas, outros sélidos de origem lactea, soros lacteos e
concentrados de soros lacteos. Podem ainda conter frutas em formas de pedacos, polpa, suco e
outros preparados a base de frutas, maltodextrinas e outras substancias alimenticias tais como:

mel, cereais, frutas secas, chocolate, especiarias, café e outras, de forma combinada ou néo,
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acucares e/ou glicidios, cultivo de bactérias laticas secundarias. Os ingredientes opcionais néo
lacteos, podem estar presentes em uma propor¢do maxima de 30% (m/m) do produto final
(BRASIL, 2007).

Os alimentos fermentados s@o populares devido as propriedades sensoriais agradaveis e
elevado valor nutricional. Além disso, os alimentos fermentados sdo reconhecidos como fonte
de diversas substancias bioativas com atividade promotora de salide, como peptideos bioativos
e vitaminas, que podem ser produzidas devido a atividade metabolica de microrganismos
envolvidos na fermentacdo (MELINI et al., 2019). A producao de produtos lacteos fermentados
vem crescendo a cada ano, e o mercado em expansdo (SAKANDAR; ZHANG, 2021).

O consumo regular de leite fermentado probi6tico é interessante para manutencdo de
uma microbiota intestinal saudavel, com elevada concentracdo de probioticos € um produto
amplamente apreciado e consumido por suas caracteristicas sensoriais e nutricionais (NERES;
SOUZA; BEZERRA, 2016).

3.10 Leite fermentado concentrado

E possivel observar um aumento de oferta e variedade no mercado dos iogurtes e de
leites fermentados concentrados no Brasil, que tem crescido por demanda dos consumidores
(MAGALHAES; DELLA TORRE, 2018). Os leites fermentados concentrados s&o produtos
mais consistentes, com concentracdo das proteinas e/ou lipidios, sdo mais cremosos e
consistentes quando comparados aos leites fermentados/iogurtes. (OLIVEIRA et al., 2019).

Os leites fermentados sdo muito utilizados como veiculos de microrganismo probiotico

e de ingredientes prebidtico.
4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local da pesquisa
O experimento foi realizado no Laboratorio de Leite, na Planta 1 da Embrapa
Agroindustria de Alimentos, localizada na Avenida das Américas 29501, Guaratiba-RJ.
4.2  Material
4.2.1 Culturas laticas e leite

O leite integral esterilizado (marca Nestlé Ninho®) foi adquirido no mercado local.
A cepa de Lactiplantibacillus plantarum CNPC 003 potencialmente probidtica pertence

a colecdo de microrganismos da Embrapa Agroinddstria de Alimentos. O L. plantarum foi
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isolado de soro de leite e escolhido para esta pesquisa, por ter apresentado em estudos
anteriores, inocuidade e propriedades probioticas e tecnoldgicas promissoras.

A cultura de Streptococcus thermophilus utilizada foi a TA-40® linhagem comercial da
Danisco/DuPont do tipo DVS (Direct-Vat Set, direto ao tanque). Foi utilizada por ser uma

bactéria iniciadora que auxiliou no processo fermentativo.

4.2.2 Jabuticaba

As jabuticabas utilizadas no presente estudo pertencem a variedade Sabara (Plinia sp.).
Elas foram gentilmente cedidas por Susanna Von Bulow Ulson, produtora de jabuticaba,
Fazenda Santa Maria, em Joaquim Egidio, Campinas, SP.

As jabuticabas orgénicas foram colhidas, colocadas em sacos plasticos (com um
quilograma de fruta) e congeladas para o transporte até a Embrapa Agroindustria de Alimentos
(Rio de Janeiro, RJ) em caixas térmicas. As jabuticabas foram mantidas sob congelamento até

0 momento do processamento final.
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A Figura 3, apresenta fluxograma, mostrando as principais etapas realizadas na
caracterizacdo das jabuticabas, desenvolvimento e caracterizagdo do leite fermentado

concentrado.

Despolpamento das jabuticabas, separacdo de polpa da casca e carogo

~~

( )

Elaboragéo da farinha da casca de jabuticaba a partir das cascas das jabuticabas

. J
e =~ N
Producdo do leite fermentado concentrado contendo farinha da casca de
jabuticaba
. J

Analises fisicas, quimicas, microbiologicas, compostos bioativos, viabilidade
da L. plantarum no trato gastrointestinal (TGI) e bioacessibilidade in vitro das

antocianinas

Analise estatistica

Figura 3: Fluxograma das principais atividades realizadas para esse estudo. Fonte:
Autor, (2022).

4.3 Processo de obtencdo da cepa de L. plantarum CNPC 003

A cepa selecionada (mantida a 80 °C) foi descongelada e ativada a 37 °C por 24 horas
em Erlenmeyer de 500 mL em 200 mL de caldo MRS para ser usada como um fermento. O L.
plantarum ativado (2% v/v) foi transferido para o Biorreator Tecnal® BIO-TEC-PRO (volume
10L) contendo 50 g/L de concentrado proteico de soro de leite em p6 WPC35 (30 % de proteina,
56 % de carboidratos, 7% de gordura e 6,5% de cinzas). O pH foi ajustado para 6,0 e mantido
sob agitacdo em 150 rpm. A fermentacédo foi conduzida por 20 horas.

O fermentado filtrado (passado por uma malha filtrante, 150 mm) para retirar possiveis
particulas que poderiam obstruir o atomizador. A atomizacéo foi realizada em um Spray Dryer
(Niro®), com temperatura de entrada de 140 °C, temperatura de saida de 85 °C, vazdo de ar de

460 m/s e vazdo do processo de 10 L/h.
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O fermento desidratado obtida foi acondicionado em embalagens laminadas do tipo
PET-PE (polietileno-poliéster) metalizadas, seladas a vacuo e mantidas sob congelamento (-
15°C).

4.4  Producdo da farinha da casca de jabuticaba

O processamento das jabuticabas foi realizado na Embrapa Agroindustria de Alimentos,
conforme descrito por Zin (2018). As jabuticabas foram descongeladas sob refrigeragéo.
Inicialmente, as frutas foram lavadas e, subsequentemente, sanitizadas por imersao em solucao
aquosa de hipoclorito de sodio a 5% (concentracdo de 200 ppm do cloro ativo), por 20 minutos
para reducdo da contaminacdo inicial da superficie da fruta (Figura 4A). Posteriormente, as
jabuticabas foram enxaguadas em uma mesa com aspersores de gua para retirar o residuo da
solugéo sanitizante.

Logo ap6s a etapa de higienizacdo, foi realizado o despolpamento em uma
despolpadeira horizontal (Bonina 0,25df) (Figura 4B). No despolpamento, foram obtidas duas
fracBes: uma liquida (polpa) e outra sélida (cascas e carogos). As cascas € carogos de
jabuticabas foram submetidas a desidratacdo convectiva em um secador de bandeja com
circulacdo forcada de ar, com temperaturas entre 40 a 45 °C, por 36 horas (Figura 4C). O residuo

desidratado passou novamente pela despolpadeira para separacdo das cascas dos carocos.
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Figura 4: Fotografias das principais etapas do processamento da farinha da
casca de jabuticaba. Fonte: Autor, (2022).

Em seguida, as cascas desidratadas foram trituradas em moinho de martelo (Modelo
3100%, Perten Instruments AB, Huddinge, Suécia), e passaram em um conjunto de peneiras
(Mesh 20 e 35) para uniformizar o tamanho das particulas (Figura 4D). Foi utilizada a fracéo
de 20 mesh na elaboracao do produto. A farinha de casca de jabuticaba (FCJ) foi acondicionada
em embalagens de polietileno metalizada, seladas a vacuo e armazenadas sob congelamento a

-18 °C, até 0 momento da utilizacéo.
4.5 Producdo do leite fermentado concentrado

No processamento do leite fermentado utilizou-se leite integral esterilizado com adigéo
do L. plantarum (1 g por litro de leite) em co-cultura com S. thermophilus TA-40 inoculada na
concentracéo de 0,03 g por litro de leite. A farinha da casca de jabuticaba foi adicionada na
concentracdo de 1% e o agucar 9%, ambos adicionada no inicio da pasteurizacao do leite até 72
°C. O processamento foi realizado em duplicata, ou seja, foram produzidas em 2 lotes e 0s

valores apresentados séo as médias destes dois processamentos, conforme descrito na Figura 5.
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Foi realizada a mistura dos ingredientes leite, aglcar e FCJ (menos na formulacéo
controle), aquecida a 72 °C e o tratamento térmico mantido durante 2 minutos, sendo o LFFCJ
0 produto com adicdo de 1% de FCJ e o LFC (formulacéo controle sem adi¢do da FCJ). Em
seguida, o resfriamento até a temperatura de 43 °C para inoculacdo das bactérias laticas. Apos
a mistura de todos os ingredientes, a temperatura foi mantida a 43 °C para a fermentacdo que
ocorreu em uma BOD (SL — 200, Solab®), até atingir o pH 4,6. A fermentacéo durou cerca de
cinco horas, e para reduzir a atividade das bactérias laticas, o produto foi colocado sob
refrigeracdo a 8 °C por 18 h. Em seguida, ocorreu o processo de concentracdo do leite
fermentado, realizado da seguinte forma: o produto foi transferido para um saco de tecido
previamente esterilizado para que ocorresse a dessoragem, que foi realizada a 4 °C por 6 h. O
leite fermentado concentrado foi pesado e foram separadas as porcdes para as diferentes
analises. Nas Figuras 5 e 6 podem ser observados os fluxogramas com as principais etapas de

elaboracdo do leite fermentado concentrado.

— 1.5L de leitee
L5 L de leite, 9% j’ Pasteurizagio da mistura (72 °C = 2 °C/2 min) L

] 0 ¥ N
de acicare 1% de V 9% de aclicar

farinhade 1, Resfriamento do leite até 43 °C e adigdo das culturas I
(starter e probidtico)

AV

Fermentacdo do leite (43 °C £2 °C), até pH 4,6

AV

Resfriamento (8 °C+ 2 °C), por 18 h

AV

Drenagem do soroa 4 °C por 6 h

N

Distribuicdo em embalagens e armazenados a 4 °C (2
°C) por até 28 dias

jabuticaba

Figura 5: Fluxograma de elaboracdo do leite fermentado concentrado.
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Mistura

Resfriamento
+
Culturas

Fermentacao

Resfriamento

Drenagem

Produto

Figura 6: Fluxograma ilustrativo da elaboracdo do LFC (A) e
LFFCJ (B). Fonte: Autor, (2022).
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4.6 Analise da farinha da casca de jabuticaba e dos leites fermentados concentrados.

Foram realizadas andlises fisico-quimicas para a caracterizacdo da farinha da casca de
jabuticaba (FCJ) e dos produtos elaborados (LFFCJ e LFC). As analises foram realizadas no
dia seguinte ao processamento (dia 1) e aos 14 e 28 dias de armazenamento refrigerado para o
produto (4 £ 2°C).

A determinacdo de pH e de acidez titulavel total foram realizadas em um titulador
automatico, modelo 785 DMP Tritino, Metrom, Suica de acordo com AOAC (2012).

4.7 Determinagdo da cor instrumental

A determinacdo da cor instrumental foi realizada por meio de colorimetro digital de
bancada modelo (CR400, Konica Minolta) no dia 1 e 28 dias do produto sobre armazenamento,
a leitura foi realizada diretamente na superficie da amostra, a partir da emissao de um feixe de
luz da lente do colorimetro, medido por refletancia, sob um adaptador, com superficie de vidro,
encaixado no potinho de borracha, onde se encontra a amostra (£ 30 g). Os resultados foram

expressos nas coordenadas CIE/LAB que incluem as varidveis L*, a* e b*.

4.8 Composicao centesimal da farinha da casca de jabuticaba e dos leites
fermentados concentrados
A composicao centesimal da farinha da casca de jabuticaba e dos leites fermentados
concentrado foi determinada de acordo com os métodos oficiais da AOAC (2010) no dia 28
sobre armazenamento. O teor de umidade (009), cinzas (011), proteina (012), lipidios (922.06),
fibra alimentar (050) e o teor de carboidrato total foi calculado por diferenca de acordo com a
Equacédo 1

Equacédo 1: Carboidratos (%) = 100 — (umidade + cinzas + proteinas+ lipidios)

4.9  Analises Microbioldgicas

4.9.1 Viabilidade do L. plantarum CNPC 003 e S. thermophilus nos leites fermentados

concentrados

As andlises foram realizadas no dia seguinte ao processamento dia 1, 7, 14, 21 e 28 dias
de armazenamento refrigerado para o produto (4 = 2°C).

Para avaliar a viabilidade de L. plantarum CNPC 003, amostras de um grama dos leites
fermentados foi coletado, diluido em 9 ml de &gua peptonada esterilizada (diluigdo 107%),
seguido de homogeneizacdo em vortex e repouso de 30 minutos. Dilui¢des decimais seriadas

foram preparadas utilizando a primeira diluicdo do fermento (10%), seguida de semeadura de
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um mililitro em profundidade (Pour plate) em 4gar MRS (Neon, NCMOO035A, Reino Unido).
Segundo a recomendacéo do International Dairy Federation (1995), o meio foi acidificado com
acido acético glacial 1M para atingir o pH 5,4. Procedendo-se a adi¢do de 20 mL do agar (45
°C), por placa de Petri estéril, homogeneizacao e solidificacdo do &gar, seguido de incubacéo
em aerobiose a 37 °C/48 h em estufa bacterioldgica (Fanem, 502). Apds 48 h, foram realizadas
as contagens das colénias caracteristicas, com a utilizacdo de contador de colénias (Phoenix
Luferco, CP 608).

Para a contagem de S. thermophilus, as diluicGes decimais foram preparadas conforme
anteriormente descrito. O plaqueamento das amostras foi realizado em agar M17 (Oxoid®,
CMO0785, Reino Unido) suplementado de solucdo de lactose (Synth) a 10% (50 mL/L) e

incubacdo em aerobiose a 37 °C/48h de acordo com Richter e Vedamuthu (2001).

4.9.2 Andlise microbiolégica da farinha da casca de jabuticaba e dos leites fermentados
concentrados
As analises microbioldgicas da FCJ incluiram a pesquisa de Salmonella sp., a contagem
de Escherichia coli (E. coli) e a contagem de bolores e leveduras, conforme estabelecidos pela
Instrucdo Normativa IN N° 161 de 01 de julho de 2022 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (BRASIL, 2022) tanto para a farinha de casca de jabuticaba como dos leites

fermentados concentrados.

4.10 Sobrevivéncia do L. plantarum na simulagdo in vitro da passagem pelo trato
gastrintestinal

A avaliacdo da sobrevivéncia de L. plantarum nos leites fermentados concentrados foi
realizada aos 7 e 28 dias de armazenamento refrigerado (4 + 2 °C). Amostras dos produtos
foram submetidas a simulagdo de passagem in vitro pelo trato gastrintestinal, adaptado do
método consensual Infogest que foi realizada conforme Minekus et al (2014).

Para simular a fase gastrica (TI), foram preparados tubos Falcon estéreis contendo 10
mL das amostras e o pH foi ajustado entre 2,0 e 2,6 com solucdo de HCI 1 N. Em seguida foram
adicionadas solugdes de pepsina e de lipase padronizadas com concentracdes de 3 g/L e 0,9
mg/L, respectivamente. Apos, os tubos foram incubados a 37 °C, em banho de 4gua (Banho
Dubnoff) com agitacdo constante (150 rpm durante 2 horas). Aliquotas das amostras foram
coletadas e plaqueadas para contagem de L. plantarum. Apos duas horas de incubacéo, iniciou-
se a fase entérica 1 (TII) com o ajuste do pH para 5,4 a 5,7 por meio da adi¢do da solucao

alcalina estéril de NaOH 1N e, em seguida, as amostras receberam a solugdo de bile bovina e
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de pancreatina padronizadas para atingir concentracdes de 10 g/L e 1 g/L, respectivamente. As
amostras foram novamente incubadas a 37 °C por 2 horas. Ao final da fase entérica 1 (TII), o
pH foi ajustado entre 6,8 a 7,2, com solucéo alcalina, bile e pancreatina e as amostras foram
novamente incubadas a 37 °C por mais 2 horas, sob agitacdo constante, o que correspondeu a
fase entérica 2 (THI). Aliquotas das amostras foram coletadas e plaqueadas para contagem de
L. plantarum.

As taxas de sobrevivéncias (TS%) foi calculada de acordo Wang et al. (2009), para L.

plantarum apos a simulacdo das fases gastrica e entérica, de acordo com a Equacao 2.

Log UFC N1

Log UFC NO X100

Equacéo 2 - Taxa de sobrevivéncia (TS%): TS% =

Onde:
N1 = contagem de L. plantarum apés simulacéo gastrica (T1) e/ou entérica (TIII);
NO = contagem de L plantarum nos produtos, antes das simulag¢des gastrintestinais (T0).

4.11 Teor de compostos fendlicos e capacidade antioxidante

As analises foram realizadas no dia seguinte ao processamento dia 1, 7, 14, 21 e 28 dias
de armazenamento refrigerado para o produto (4 + 2°C) para o teor de compostos fendlicos.

Amostras do LFCFJ foram pesadas em triplicatas em tubo Falcon de 15 mL, foi
adicionado 10 mL de metanol 50%, as amostras foram mantidas em temperatura ambiente por
uma hora, centrifugadas a 2000 rpm por 15 minutos (centrifuga Marca Thermo Scientific,
modelo TX 150). O sobrenadante foi transferido para baldo volumétrico de 25 mL. A seguir,
10 mL de acetona 70% foi adicionado ao precipitado, que foi mantido em temperatura ambiente
por uma hora e centrifugado nas mesmas condic¢des. O extrato de acetona foi combinado com
0 extrato de metanol no mesmo baldo volumétrico, que foi calibrado para 25 mL de agua
destilada, de acordo com o método de Larraure, Rupérez e Soura-Calixto (1997), com
modificacéo.

O teor de compostos fenolicos foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu
(OLANDA, OWUOR E TAYLOR, 1997) com adapta¢des. Uma curva padrdo com acido galico
foi preparada. Dilui¢des do produto foram preparadas 1:5 do extrato de cada amostra em baléo
volumétrico de 5 mL e calibrado com agua destilada. Em tubos de ensaio foi adicionado 250
uL da amostra, 1,25 mL do reagente Folin-Ciocalteu e 1 mL de solucéo carbonato de sodio a
20 %, a mistura foi mantida em banho-maria (Banho Ultratermostatico, Nova Técnica) durante

17 minutos.
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Em seguida, procedeu-se a determinacdo da absorbancia a 760 nm em
espectrofotdmetro (Marca Shimadzu, modelo UV-1800). Os resultados foram expressos em mg

equivalente para acido galico.

4.12 Determinacdo de Antocianinas totais

A andlise foi realizada no dia seguinte ao processamento dia 1 e 28 dias de
armazenamento refrigerado para o produto (4 + 2°C).

O teor de antocianina total foi determinado por meio do método do pH diferencial,
utilizando duas soluc¢des, tampdo a pH 1,0 (cloreto de potassio (0,2 mol/L) e &cido cloridrico
(0,2 mol/L)) e tampéo a pH 4,5 (Acetato de sddio (2 mol/L) e &cido cloridrico (0,2 mol/L)).
Ap0s a extracdo, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm durante 5 minutos. Aliquotas dos
extratos foram diluidas na proporc¢do 1:5 ml. A absorbéancia de cada amostra foi determinada a
510 nm e 700 nm no espectrofotdmetro (Marca Bel Photonics, modelo UV-M51). O teor de

antocianina total foi expresso em Cianidina-3-glicosidio mg/L.

4.13 Capacidade antioxidante

A andlise foi realizada no dia seguinte ao processamento dia 1 e 28 dias de
armazenamento refrigerado para o produto (4 + 2°C).

A capacidade antioxidante da farinha da casca de jabuticaba e do leite fermentado
concentrado foi determinado somente pelo método ABTS™ de acordo com Serpen et al. (2007).

Os extratos foram obtidos de acordo com a metodologia descrita por Rufino et al. (2007)
e a quantificacéo foi realizada de acordo com Re et al. (1999). Os resultados foram expressos
em TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) umol de Trolox/g.

4.14 Tratamento Estatistico

Foi utilizado um delineamento experimental inteiramente casualizado, um fatorial
5x2x2, constituido da adicé@o do probidtico (sem nivel de variacdo), adi¢do de farinha da casca
de jabuticaba (sem nivel de variagédo) e de 5 tempo de armazenamento (1, 7, 14, 21 e 28 dias
apos 0 processamento) cinco niveis de variacdo, com 2 repetigoes.

Os dados foram submetidos ao teste de Cochran C, adotando-se um valor de a de 0,05
para verificar os pressupostos de normalidade e homoscedasticidade. A comparacgéo entres as
médias foram realizadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia. O software

estatistico utilizado para a anélises foi o programa estatistico Release 8®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo da farinha da casca de jabuticaba (FCJ)
5.1.1 Determinacdo da composicédo centesimal, pH e Acidez titulavel

A Tabela 2 apresenta os valores medios das anélises de composicao centesimal, pH e

acidez na farinha da casca de jabuticaba.

Tabela 2: Determinacdo da composicdo centesimal, pH e acidez da farinha da casca de
jabuticaba, valor médio +DP.

Constituintes Farinha da casca de jabuticaba (g/100g)
Umidade 7,14 £ 0,04
Cinzas 2,23 +0,07
Proteinas 4,65+ 0,01
Lipidios 0,84 £ 0,07
Fibra Alimentar 31,90 + 0,03
Carboidratos totais 53,24 + 0,03
Acidez 10,47 + 0,37
pH 3,61+ 0,05

De acordo com a legislacdo brasileira, as farinhas podem conter um teor maximo de
umidade de 15% (BRASIL, 2005). Desta forma, a farinha da casca de jabuticaba (FCJ)
encontra-se em conformidade com a referida legislacdo, uma vez que apresentou 7,14 g/100 g
de umidade.

De acordo com estudos realizados por Zago (2014) na caracterizacdo da FCJ, observou-
se 11,1% de umidade, Leite-Legatti et al. (2012) observaram um valor mais alto de 15,33%.
Alves et al. (2014) observaram valores que variam de 9,28 para 14,01 ao estudar a FCJ
desidratada ao longo de 12 meses de estocagem. E Zin (2018) encontrou valor bem préximo ao
observado neste estudo de 6,19%.

O teor de cinza da farinha da casca de jabuticaba foi de 2,23 g/100 g, bem inferior ao
observado por Lamounier et al. (2015) que encontrou 4,23 g/100 g.

O teor de lipidios da FCJ de 0,84 g/100 g, foi semelhante ao observado por Gurat et al.
(2014), que foi de 0,83 g/100 g para a farinha da casca de jabuticaba liofilizada.

Segundo a Resolucdo RDC n° 54, de 12 de novembro de 2012, da ANVISA, alimentos

que tenham no minimo 6% de fibras podem ser classificadas como tendo um alto conteudo de
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fibras (ANVISA, 2012). Sendo assim, a FCJ desidratada pode ser considerada como um
ingrediente com alto teor de fibras, uma vez que, a mesma possui 31,9% de fibras alimentares.

O alto teor de carboidratos totais (53,24 g/100 g) pode estar sendo superestimado na
analise de composicdo centesimal, uma vez que as fibras sollveis e de baixa massa molecular
(oligossacarideos) nao sdo plenamente quantificadas pelo método usado para determinagédo de
fibras (AOAC, 2010). Assim, estima-se que, parte desses carboidratos quantificados pela
diferenca possam ser fibras sollveis e de baixa massa molecular. Os carboidratos que
geralmente compdem esse tipo de amostra sdo provenientes dos acucares livres residuais que
permaneceram na fragcdo da casca, como ja por exemplo de Beres et al. (2019), ao analisar a
farinha da casca de uva.

Nesta pesquisa, a FCJ apresentou um pH de 3,61 e, portanto, pode ser classificada como
um ingrediente acido. Valores semelhantes foram encontrados por Zago (2014) e Zin (2018) de
3,90 e 3,42, respectivamente. O valor de acidez observado foi de 10,47%, muito superior ao
encontrado por Zin (2018), que foi de 6,61%.

5.1.2 Caracterizacdo microbioldgica da FCJ

A Tabela 3 apresenta as contagens de microrganismos indicadores de contaminacao da

farinha da casca de jabuticaba.

Tabela 3: Contagem de microrganismos indicadores de contaminacgdo na farinha da casca de
jabuticaba.

Contagem
. . maxima
Microrganismos Contagem (Log UFC/g) (Legislacio
UFC/g)
Escherichia coli <1,0x 10t 2,0 x 102
Bolores e Leveduras 1,0 x 102 1,0 x 10*
Salmonella sp. (em 25 g) Auseéncia Auséncia

A contagem de Escherichia coli (E. coli) foi inferior a 1,0 x 10%, ficando abaixo do
maximo permitido que é de 102 UFC/g. A contagem de bolores e leveduras foi de 1,0 x 10?
UFC/g, ficando abaixo do limite maximo permitido que é 10* UFC/g, alem de ter auséncia de
Salmonela em 25 g, desta forma a FCJ atendeu aos padrées exigidos pela legislacdo vigente.
Os padrdes microbioldgicos estdo de acordo com a RDC N° 724 e a IN N° de 01 de setembro
de 2022 (BRASIL, 2022).
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Os resultados das andlises microbioldgicas demonstraram a qualidade microbioldgica
da FCJ, evidenciando as boas condic¢des higiénico-sanitarias de processamento, estando apta
para consumo e podendo ser utilizada como ingrediente na formulacdo do leite fermentado

concentrado.

5.1.3 Compostos bioativos da FCJ

A Tabela 4 apresenta os valores médios de antocianinas (mg/100 g), de compostos
fendlicos (mg /100 g) e a capacidade antioxidante in vitro (umol Trolox/ g) da farinha da casca

de jabuticaba.

Tabela 4: Teores de antocianinas, compostos fendlicos e atividade antioxidante (Média + DP)
da farinha da casca de jabuticaba.

Compostos Bioativos Farinha da casca de jabuticaba
Antocianinas monoméricas (mg /100 g) 37,46+2,69
Compostos fendlicos totais (mg /100 g) 1264+22,17

Capacidade antioxidante (umol trolox/ g) 97,79+6,30

Como pode ser observado na Tabela 4, o contetdo fendlico da FCJ foi 1264 + 22,17 mg
de &cido galico/100 g. A capacidade antioxidante foi de 97,79 £ 6,30 umol trolox/ g e teor de
antocianinas 37,46 + 2,69 mg/100 g.

Estudo realizado por Almeida et al. (2019) encontrou valores de 99,23 mg/100 g de
antocianinas, compostos fenélicos 1054,63 mg/100 g e capacidade antioxidante de 287,98 umol
trolox/g. Enquanto Zin (2018) encontrou teor de compostos fendlicos de 544,37 mg/100 g bem
mais baixo do que o observado nesta pesquisa, porém, em relacdo ao teor de antocianinas
(601,88 mg/100 g) e capacidade antioxidante 1084,12 umol trolox/ g foram observados valores
bem superiores.

Isso pode ser explicado em razédo das diferentes condigdes de extracédo envolvidas, como
solvente extrator, pH, tempo de extracdo e relacdo casca/solvente, uma vez que as mesmas
cascas foram utilizadas (BERES et al., 2016). O teor de antocianinas aqui encontrado para casca
de jabuticaba foi maior que o descrito por outros autores ao avaliar polpa de agai, morango,

repolho roxo e berinjela, que sdo reconhecidos como alimentos rico nesse corante.
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5.2 Caracterizagdo e monitoramento do leite fermentado concentrado durante a
estocagem

5.2.1 Composicao centesimal dos leites fermentados concentrados

A composicao centesimal dos dois leites fermentados concentrados, um controle (LFC)
e outro adicionado de farinha de casca de jabuticaba (LFFCJ) pode ser observada na Tabela 5.

Tabela 5: Composicdo centesimal dos leites fermentados concentrados, LFC e LFFCJ valor
médio + DP.

Composicao centesimal

Constituintes

LFC LFFCJ
Umidade 77,564+1,92 78,192+0,11
Cinzas 0,724+0,02 0,724+0,01
Proteinas 3,394+0,73 3,104+0,12
Lipidios 4,4742+0,82 3,894+0,16
Fibras alimentares NQ NQ
Carboidrato total 13,864+0,03 14,10~+0,03

LFC = Leite fermentado concentrado potencialmente probidtico controle.

!.FF(;J = Leite fermentado concentrado potencialmente probi6tico com incorporacdo de farinha da casca de
ﬁ?tl::scfr?;usculas sobrescritas distintas ha mesma linha indica diferenca significativa (p< 0,05) entre os diferentes
leites fermentados concentrados para um mesmo dia de armazenamento.

NQ: Quantidade abaixo do limite de quantificacdo do método utilizado.

Com relacdo a composicdo centesimal ndo se observou diferenca significativa entre os
leites fermentados.

Em relacdo ao teor de proteinas dos leites fermentados concentrados observou-se (3,10
a 3,39 g/100 g), valores em conformidade com a legislacdo vigente, que estabelece um minimo
de 2,9 /100 g, para leites fermentados.

Com relacdo ao teor de lipidio a Instrugdo Normativa n° 46 do MAPA estabelece que
os leites fermentados podem ser classificados em: com creme (minimo de 6,0 g/100 g), integral
(minimo de 3,0 g/100 g), parcialmente desnatado (méximo de 2,9 g/100 g) e desnatado (maximo
de 0,50/100 g) (BRASIL, 2007). Dessa forma, os leites fermentados concentrados deste estudo
séo classificados como produtos integrais, pois tem mais de 3% de gordura e menos do que 0s
produtos com creme, que devem ter um minimo de 6%.

O valor de fibras alimentares ficou abaixo do limite minimo de quantificacdo do método
utilizado, uma vez que foi adicionada de 1% de farinha de casca de jabuticaba.
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5.2.2 Parametros fisico-quimica: pH e acidez titulavel

A Tabela 6 apresenta os valores médios de acidez titulavel dos leites fermentados
concentrados, com farinha da casca de jabuticaba (LFFCJ) e controle (LFC), durante os 28 dias

de armazenamento refrigerado (4 + 2°C).

Tabela 6: Valores médios + DP de acidez titulavel de LFC e LFFCJ com 1, 14 e 28 dias de
armazenamento refrigerada (4 + 2°C).

Tempo Leite fermentado concentrado
Parametros (Dias) LFC LFFCJ

1 0,70:+0,01 0,680+0,04

(An(]‘édg: :;“ d'g)’g') 14 0,70:£0,01 0,67°0,02
28 0,79+0,02 0,68+0,02

1 4,60°+0,16 4,922+0,02

pH 14 4,53v+0,02 4,78++0,01

28 4,450+0,01 4,74:+0,01

LFC = Leite fermentado concentrado potencialmente probidtico controle.

LFFCJ = Leite fermentado concentrado potencialmente probidtico com farinha da casca de jabuticaba.

Letras minusculas subscritas distintas na mesma coluna indica diferencas significativas (p < 0,05) entre os
diferentes dias de armazenamento para 0 mesmo leite fermentado concentrado.

A acidez titulavel é um importante indicador de qualidade em produtos lacteos, e quando
a acidez aumenta normalmente ocorre diminui¢do do pH. O aumento da acidez ao longo da
estocagem se justifica, pois mesmo sob refrigeracdo as bactérias continuam fermentando
lentamente a lactose e produzindo acido lactico (BARBOSA, GALLINA, 2017; JANUARIO
etal., 2017).

Os produtos formulados ndo apresentaram acidificagdo ao longo dos 28 dias de
estocagem refrigerada, sendo um bom indicativo para preservar a qualidade sensorial dos
produtos. Em consequéncia, também ndo houve variacdo significativa do pH ao longo do
armazenamento refrigerado. O LFC variou de 4,61 a 4,45 e o LFFCJ de 4,92 a 4,78.

Os valores de acidez titulavel dos produtos ficaram na faixa de 0,68 a 0,79 mg de &cido
latico/ g, estando de acordo com a norma vigente, que exige valores de acidez titulavel entre
0,6 e 1,5 para leites fermentados (MAPA, 2007).

Sah et al. (2016) observaram reducéo significativa de pH em todas as amostras de
iogurtes probioticos analisadas durante o periodo de 28 dias sob refrigeracdo, sendo que nas
formulacdes adicionadas de farinha de cascas de abacaxi, 0 declinio do pH foi maior quanto

comparadas as formulacGes controle. Zin et al. (2018) ao estudar o efeito bifidogénico da
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farinha de casca de jabuticaba em leite fermentado probidtico observou valores de pH de 4,79

préximo ao observado nesta pesquisa.

5.2.3 Cor instrumental

A Tabela 7 apresenta as coordenadas de cor instrumental dos leites fermentados
concentrados, com farinha da casca de jabuticaba (LFFCJ) e o controle (LFC) durante 28 dias

de armazenamento a (4 = 2 °C).

Tabela 7: Parametros de cor dos leites fermentados concentrados LFC e LFFCJ a temperatura
de refrigeracédo de (4 = 2 °C) durante os 28 dias.

Tempo Cor instrumental
Parametros (Dias) LFC LFFCJ

1 86,86+0,27 52,18%+0,29

Luminosidade (L*) 14 87,412+0,01 51,922+0,07
28 87,74%+0,16 51,400+0,15

1 -1,63%+0,07 8,39%+0,04

(a*) 14 -2,02¢+0,13 7,850+0,01

28 -0,94%+0,03 7,850+0,06

1 5,350+0,42 0,04°+0,02

(b*) 14 10,17%+0,34 0,06+0,00

28 10,94%+0,21 0,19%+0,00

LFC = Leite fermentado concentrado potencialmente probidtico controle.

LFFCJ = Leite fermentado concentrado potencialmente probidtico com incorporacdo de farinha da casca de
jabuticaba.

Letras mindsculas subscritas distintas na mesma coluna indica diferengas significativas (p< 0,05) entre os
diferentes dias de armazenamento.

Os leites fermentados concentrados diferiram significativamente (p > 0,05) nos valores
dos parametros L*, a* e b* ao longo do armazenamento. A caracteristica da cor branca do leite
fermentado controle ocorre devido a dispersdo das micelas de caseinas, fostato de célcio e dos
gldébulos de gordura responsavel pela difusdo da luz incidente, com maior refletancia elevando
os valores de L*.

Comparando o LFC e o LFFJ, observa-se que a L* é muito mais alto no LFC que em
LFFCJ, ou seja, a formulagdo controle tem uma luminosidade muito superior ao com farinha
da casca de jabuticaba que torna o produto mais escuro (roxo).

A coordenada colorimétrica a* mostra a intensidade da cor que varia de vermelho a cor

verde. Os valores obtidos para os leites fermentados concentrados para a coordenada a*
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(Tabela7) diferiram significativamente (p < 0,05) durante todo o periodo de armazenamento
estudado. A intensidade da cor vermelha estd mais presente no LFFCJ, devido & incorporacéo
da farinha da casca de jabuticaba (1%), visto que a intensidade da cor vermelha € mensurada
pelos valores positivos, desse modo, quanto maiores os valores, mais vermelho serdo os leites
fermentados concentrados.

A coordenada b* correspondem a intensidade de cores que variam do amarelo (b*
positivo) ao azul (b* negativo). Os leites fermentados concentrados apresentaram diferenca
significativa (p < 0,05) durante os 28 dias de armazenamento.

Na Figura 7 pode-se observar a fotografia dos produtos estudados, o leite fermentado
(LFFCJ) e o controle (LFC). Verifica-se que a incorporagéo da farinha da casca de jabuticaba

conferiu ao produto uma coloracéo roxa, enquanto o LFC apresenta uma coloracdo branca.

Figura 7: (A) leite fermentado (LFC) e (B) leite fermentado (LFFCJ). Fonte: Autor,
(2022).

Durante os dias de armazenamento observou-se no LFFCJ que a coloragdo foi
sutilmente alterada, especialmente apds 28 dias de armazenamento e a predominancia da
cor roxa é devido a concentragdo de antocianinas presente na casca da jabuticaba, pigmentos
que conferem a cor caracteristicas da jabuticaba. Esse resultado é muito interessante do
ponto de vista tecnoldgico, uma vez que as antocianinas sao compostos que podem sofrer
degradacédo e promover alteracdo de cor mediante alteracdes de pH (KOOP et al., 2022). O
fato da cor dos produtos terem sido preservadas, € um bom indicativo de que a farinha da
casca de jabuticaba pode também servir como um corante natural nessa categoria de

produto.
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5.2.4 Teor de compostos fendlicos LFFCJ

O teor de compostos fenodlicos totais do leite fermentado concentrado (LFFCJ) encontra-
se na Tabela 8. Os dados mostram que o teor desses compostos reduziu significativamente ao
longo do tempo de armazenamento refrigerada (p < 0,05).

Tabela 8: Teor de compostos fendlicos (Média + DP) do LFFCJ ao longo do armazenamento
refrigerado nos tempos 1, 14 e 28.

Tempo (Dias) Compostos fendlicos totais (mg/100 g)

1 77.57%43,32
14 60,14<+2,72
28 58,75¢+1,01

LFFCJ = Leite fermentado concentrado potencialmente probidtico com farinha da casca de jabuticaba.
Letras minusculas subscritas distintas na mesma coluna indica diferencas significativas (p< 0,05) entre os dias de
armazenamento.

Observou-se um decréscimo significativo (p < 0,05) no teor de compostos fenolicos até
0 14° dia de armazenamento e do 14° ao 28° dia o teor permaneceu inalterado. Uma possivel
explicacdo para esse resultado é o fato da adaptacdo dos microrganismos frente a presenca dos
compostos da farinha de casca de jabuticaba e a possivel metabolizacao desses compostos. Uma
vez promovida a adaptacdo, que é dada em torno de 15 dias, j& se ndo observa alteracdo
significativa nos valores de fendlicos totais (GONCALVES, 2017).

O leite fermentado concentrado adicionado com 1% da farinha de casca de jabuticaba
apresentou, no dia 1, 77,57 + 3,32 mg/100g de fendlicos totais. Ao comparar esse resultado
com o encontrado para a farinha da casca de jabuticaba (1264+22,17 mg/100g) estimava-se que
o teor de fendlicos totais a ser encontrado no produto final seria em torno de 12,7 mg/100g. No
entanto, foi observado um valor relativo seis vezes maior. Esse dado pode ser justificado pela
acdo metabdlica dos microrganismos frente a matriz celular da farinha de casca de jabuticaba.
Os microrganismos interagem inativamente com essa matriz e podem, inclusive, liberar mais
compostos fenodlicos dessa matriz para 0 meio em que se encontra, aumentando, a detec¢ao
desses compostos (ACHAR REFERE). Ainda, uma vez que foi adicionado uma pequena
quantidade da farinha, o processo de preparo de amostra também pode ter sido beneficiado,
levando a reducdo das perdas de extracdo que podem ter ocorrido na prépria farinha.

Comportamento semelhante foi relato por Chouchouli et al. (2013) ao estudar iogurte
com extrato de semente de uva. Freire et al. (2017) encontraram valores superiores de

compostos fendlicos ao estudar um leite fermentado adicionado de extrato de casca de uva. O
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teor de compostos fendlicos observado no LFFCJ (com 1% FCJ) durante os 28 dias de
armazenamento foi maior, do que o encontrado por Zin (2018) que incorporou 2% de farinha
de casca de jabuticaba em leite fermentado (32,71 mg/100 g), a concentracdo dos compostos
fenolicos pode ser devido a drenagem do soro no processamento do leite fermentado
concentrado.

Os é&cidos fenolicos tém atividade antioxidante provavelmente devido & ocorréncia de
um grupo carboxila facilmente ionizavel na sua estrutura, que é eficiente doador de hidrogénio
(PALAFOX-CARLOS; YAHIA; GONZALEZ-AGUILAR, 2012). A atividade antioxidante
desempenhada por essa classe de compostos bioativos pode impactar a saide humana e
apresentar efeitos positivos na microbiota humana ap6s a ingestdo, desempenhando um papel
regulador, por meio da interacdo com bactérias probioticas (SIQUEIRA et al., 2013; SILVA,
2015).

5.2.5 Atividade antioxidante e antocianinas

Na Tabela 9 foram apresentados 0s valores médios de antocianinas totais (mg/100 g) e
capacidade antioxidante. Os teores médios de antocianinas totais (mg/100 g) e capacidade
antioxidante do LFFCJ apresentaram diferenca significativa ao longo do tempo de
armazenamento (p< 0,05).

Tabela 9: Teores de antocianinas e capacidade antioxidante (média + DP) do leite fermentado
concentrado ao longo do armazenamento sob refrigeracdo (4 + 2°C).

Compostos Bioativos Tempo (Dias) LFFCJ
7 21,10%+2,23
Antocianinas monomeéricas (mg/100 g) 28 12.34+0,33
7 5,06%+0,19
Capacidade antioxidante (umol trolox/ g) 28 39204017

LFFCJ = Leite fermentado concentrado potencialmente probi6tico com farinha da casca de jabuticaba.
Letras minusculas subscritas distintas na mesma coluna indica diferengas significativas (p< 0,05) entre os dias de
armazenamento.

O LFFCJ apresentou diferenca significativa (p < 0,05) para os teores de antocianinas
(mg/100 g), ao do periodo de armazenamento avaliado. O teor de antocianinas no LFFCJ nédo
foi alto, devido a baixa adicdo de farinha da casca de jabuticaba na formula¢do, como mostra a
Tabela 9. Ainda assim o valor observado no dia 1 do leite fermentado concentrado adicionado
da casca de jabuticaba representa em torno de 27% da quantidade de fendlicos totais

quantificados no produto, no inicio do armazenamento (77,52 * 3,32).
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Ferreira et al. (2018) formularam uma bebida hidroeletrolitica a base de permeado de
leite adicionado de extrato de antocianinas da casca de jabuticaba e realizaram analises de
antocianinas totais e capacidade antioxidantes pelos radicais ABTS e DPPH, apresentando
15,98+1,16 mg/L para antocianinas totais, pelo método ABTS foi encontrado o valor de
2,43+0,09 pmol trolox/mL e pelo método DPPH foi de 2,72+0,116 pmol trolox/mL.

Foi observado que a capacidade antioxidante pelo método ABTS* variou de 5,06 a 3,92
pumol trolox/g apresentando diferenca significativa (p< 0,05) ao longo do periodo de
armazenamento. Esse dado pode ser justificado como previamente mencionado, uma vez que a
metabolizacdo desses compostos pelos microrganismos diminui a presenca dos mesmos,
reduzindo a capacidade antioxidante final. No entanto, apesar da capacidade antioxidante do
produto formulado ter diminuido em torno de 22% ao longo do periodo e armazenamento,
outros tipos de metabdlitos com outras bioatividades podem ter sido originados. A confirmacao
dessa hipotese pode ser realizada por meio de estudos futuros em que sejam caracterizados tais
metabolitos.

5.2.6 Analises microbiologicas

5.2.6.1 Contagens de L. plantarum e S. thermophilus nos leites fermentados
concentrados

Na Tabela 10 pode ser observados os resultados das contagens das bactérias laticas ao
longo do periodo de armazenamento. As contagens de L. plantarum nos leites fermentados
concentrados, com incorporacdo de farinha da casca de jabuticaba (LFFCJ) e controle (LFC)
se mantiveram estaveis (p > 0,05) e acima de 6 log ao longo de todo periodo de armazenagem
estudado conforme observado na Tabela 10.

As contagens de S. thermophilus também permaneceram a acima de 6 log no LFFCJ e
controle acima de 7 log. Os resultados encontram-se em conformidades com a legislagdo
vigente, que exige que os microrganismos utilizados em leites fermentados devam ser viaveis
e ativos, e estarem em concentragdes igual ou superior a 10 UFC/g no produto final e durante

a vida atil (MAPA, 2007).
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Tabela 10: Contagens (média £ DP) de S. thermophilus e L. plantarum nos LFC e LFFCJ nos

dias 1, 7, 14, 21 e 28 de armazenamento refrigerado.

Contagem dos microrganismos

. _ Tempo (Log UFC/g)
Microrganismos (Dias) Leite fermentado concentrado
LFC LFFCJ
1 6,49%+0,17 6,422+0,30
7 6,44%+0,06 6,702+0,12
L. plantarum 14 6,522+0,03 7,09%+0,29
21 6,24°+0,18 6,702+0,04
28 6,39°+0,08 6,002+0,17
1 7,40°40,73 6,34°+0,75
7 7,40°40,76 6,422+0,61
S. thermophilus 14 7,40°+0,30 6,95%+0,33
21 7,40%+0,83 6,422+0,54
28 7,408+1,12 6,34°+0,37

LFC = Leite fermentado concentrado potencialmente probidtico controle.

LFFCJ = Leite fermentado concentrado potencialmente probiético com incorporacéo de farinha da casca
de jabuticaba.

Letras minusculas subscritas distintas ha mesma coluna indica diferencas significativas (p< 0,05) entre os
diferentes dias de armazenamento.

Ao final dos 28 dias de armazenamento refrigerado, as contagens na formulacdo
controle LFC foram de 6,49 a 6,39. Em relacdo a formulacdo LFFCJ observou-se uma maior
contagem de L. plantarum variando de 6,42 a 6,90 no periodo de armazenamento.

Os resultados evidenciaram que a farinha da casca de jabuticaba ndo afetou a viabilidade
do L. plantarum no leite fermentado LFFCJ no periodo de armazenamento estudado em
comparacgao ao controle. As contagens do L. plantarum foram significativamente mais altas no
LFFCJ que o LFC em todas as semanas, exceto na primeira onde ndo se observou diferenca
significativa. Silva (2015) relata que aumento da viabilidade das bactérias pode ser atribuido a
disponibilidade de diferentes compostos existentes nas frutas.

Para que o produto seja considerado probidtico, as bactérias devem estar viaveis, ativas
e abundantes até o final do prazo de validade do produto acima de 10° UFC/g e na porgao de
200 g 10® como exigido pela legislacdo (BRASIL, 2020).
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5.2.6.2 Analises microbioldgicas dos leites fermentados concentrados

Na Tabela 11 observam-se as contagens de microrganismos indicadores de
contaminacdo (Escherichia coli, bolores e leveduras e Salmonella sp.) dos leites fermentados

concentrado LFC e LFFCJ durante os 28 dias de armazenamento refrigerado.

Tabela 11: Resultado das analises microbioldgicas dos produtos LFC e LFFCJ com 7 e 28 dias
de armazenamento refrigerado.

Leite Fermentado Concentrado hélxa:x:[jnoo
Parametros Periodo (UFCl/g) L 'gl ~
Microbioldgicos (Dias) (Legislagdo
UFC/g)
LFC LFFCJ
7 <1,0 x 10 <1,0 x 10t 2,0x 10
Escherichia coli 28 <1.0 x 10* <1.0 x 10t
7 1,0 x 10t 1,0 x 10t 2,0x 103
Bolores e Leveduras 28 20x 102 20x 102
5 6 -
Bactérias aerdbias ! 25x10 >2,5x 10
mesofilas 28 7,5x10° >2.5x 10°
7 Auséncia Auséncia Auséncia
Salmonella sp. (250) 28 Auséncia Auséncia

LFC = Leite fermentado concentrado controle.
LFFCJ = Leite fermentado concentrado com incorporagdo de farinha da casca de jabuticaba.

Foram realizadas as contagens de E. coli, de bolores e levedura e de Salmonella sp na
primeira e na Ultima semana de armazenamento sob refrigeracdo. Os resultados de
quantificacdo de E. coli (<10* UFC/g) ao longo dos 28 dias de armazenamento evidenciaram
que os dois produtos atenderam a legislacdo vigente. As contagens de bolores e leveduras do
LFC e LFFCJ ao longo dos 28 dias de armazenamento atenderam a legislacdo, permanecendo
abaixo de 10? UFC/g). Com relacéo a Salmonella sp., observou-se auséncia em 25 g nos dois
tratamentos LFC e LFFCJ ao longo de 28 dias armazenamento refrigerado atendendo a
legislagdo vigente, IN N° 161, de 01 de julho de 2022 (BRASIL, 2022).

A auséncia de contaminacgdo no LFC e LFFCJ potencialmente probidtico, armazenados
por até 28 dias, aqui estudados esta relacionada com a qualidade dos ingredientes e com a
aplicacdo das Boas Praticas de Fabricacéo.

O periodo maximo de armazenamento planejado nesse estudo foi de 28 dias. Contudo,
dado os resultados obtidos, é possivel que o tempo maximo pudesse ser estendido, sem a

necessidade de adi¢do de conservantes. Para isso, testes adicionais por periodos prolongados
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poderdo ser realizados no futuro. Por essa razdo, o tempo de vida util do leite fermentado
concentrado probidtico controle e do incorporado com farinha da casca de jabuticaba foi de 28
dias. Provavelmente seria possivel estender ainda mais a vida Gtil do produto pela adicdo de

conservantes.

5.2.7 Teor de antocianinas in vitro ao longo da simulacéo da digestdo gastrointestinal

Os resultados da analise de antocianinas, pelo método pH diferencial, no LFFCJ durante
28 dias de armazenamento a 4 °C (x 2 °C) se encontra na Tabela 12. Ao final da digestédo, o

LFFCJ apresentou reducdo significativa (p< 0,05) nos valores de antocianinas.

Tabela 12: Teor de antocianinas (média + DP) do tratamento LFFCJ com 7 e 28 dias de
armazenamento.

Tempo LFFJ

L Dias Fase gastrica Fase entérica
Antocianinas ( ) g

Monoméricas (mg/100 g) 7 17,692+1,30 0,70¢+0,49
28 15,18%+0,98 0,59+0,25

LFFCJ = Leite fermentado concentrado potencialmente probidtico com farinha da casca de jabuticaba.
Letras minusculas subscritas distintas na mesma coluna indica diferencas significativas (p< 0,05) entre os dias de
armazenamento.

Como pode-se observar, houve diferenca significativa (p< 0,05) entre os tempos
avaliados na fase géstrica, ja na fase entérica ndo houve diferenca (p< 0,05) no teor de
antocianinas ao se comparar os dois produtos formulados. Em relacdo as antocianinas na fase
gastrica os valores foram de 17,69 e 15,18 (mg/100 g), proximos ao encontrado no produto
formulado no dia 1 (21,10+2,23). Ja os resultados apresentados para os produtos ap6s passagem
pela fase entérica da digestdo, mostraram-se significativamente menores daquele observado
antes da digestdo. Essas alteracdes estao relacionadas a estrutura e estabilidade das antocianinas
em diferentes condigdes do sistema gastrico-intestinal.

As antocianinas, geralmente s&o consideradas como compostos instaveis, e
frequentemente sofrem degradag@o a medida que o pH do meio passa de acido (pH ~ 2) para
alcalino (pH ~ 8). A estabilidade das antocianinas, in vitro, depende de diversos fatores, como
a natureza, o numero de agucares e de acidos ligados a fracdo aglicona (CORREA-BETANZO
et al., 2014; GAYOSO et al., 2016). Como pode ser observado neste estudo, a simulagdo da
fase entérica foi realizada em pH 7,2 onde a degradacdo foi maior.
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5.2.8 Sobrevivéncia do probidtico frente a simulacdo de passagem pelo trato
gastrointestinal in vitro

As contagens de L. plantarum CNPC 003 nos leites fermentados concentrados (LFC e
LFFCJ) submetidos a simulacdo in vitro de passagem pelo trato gastrointestinal na primeira e

na ultima semana de armazenamento podem ser observados na Figura 8 e na Tabela 13.
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Figura 8: Sobrevivéncia de L. plantarum CNPC 003 (média = DP) nos LFC e
LFFCJ, com 7 e 28 dias de armazenamento sob refrigeracéo.

As contagens do L. plantarum na fase inicial do teste mantiveram-se estaveis durante
todo o periodo de armazenamento para o LFC e LFFCJ, sem diferenca significativa (p > 0,05).

Ap0s a fase gastrica (2 horas de ensaio), foi observado um declinio na populacédo de L.
plantarum no LFFCJ, atingindo um minimo de 3,38 ciclos logaritmicos em comparagdo com
fase inicial, indicando uma possivel sensibilidade do probidtico ao pH 2,3 a 2,6, que simulam
0 estdmago, em comparacdo com a fase inicial com 7 dia de armazenamento refrigerado.
Observou-se diferenca significativa (p< 0,05) das contagens no LFC ap0s exposicdo as
condicBes gastricas. No LFC foi observado um pequeno declinio nas contagens de L. plantarum

de 0,85 ciclos logaritmico, como mostra a Figura 8.
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Tabela 13: Taxa de sobrevivéncia (Média = DP) de L. plantarum CNPC 003, no LFC e LFFCJ
na simulacdo da passagem pelo TGI.

Leite fermentado

Tempo (dias) Fase gastrica Fase entérica Il
concentrado
7 86,48%+2,79 84,412+1,89
LFC
28 69,77%+2,29 77,49%+1,65
7 49,77°+3,41 59,43"+5,37
LFFCJ
28 61,25%+2,23 65,120+3,91

LFC = Leite fermentado concentrado potencialmente probidtico controle

LFFCJ = Leite fermentado concentrado potencialmente probidtico com farinha da casca de jabuticaba.

Letras mindsculas subscritas distintas na mesma coluna indica diferencas significativas (p< 0,05) entre os
diferentes dias de armazenamento para o mesmo leite fermentado concentrado.

A Taxa de Sobrevivéncia (TS) calculada no dia 7 de armazenamento para LFC foi de
86,48% e para LFFCJ foi de 49,77%. Na fase entérica foi onde se observou as maiores TS de
L. plantarum nos dois leites fermentados, mostrando que a cultura potencialmente probiotica
apresenta maior resisténcia as condi¢des entéricas, sendo as condi¢des gastricas o principal
desafio para sua sobrevivéncia a passagem pelo trato gastrointestinal em particular o baixo pH.

Apls a exposicdo das amostras a fase gastrica, observou-se uma diminuicdo
significativa (p> 0,05) na contagem de células viaveis no sétimo dia de armazenagem para 0s
dois leites fermentados concentrados. Por outro lado, na analise realizada com 28 dias de
armazenagem mesma fase, as contagens de células viaveis de L. plantarum no LFC e LFFCJ,
sofreram reducdo de 1,88 e 2,6 log, respectivamente, em relacdo as células viaveis no inicio da
simulacéo.

O tempo de armazenamento influenciou significativamente (p< 0,05) nas contagens de
L. plantarum, apés a fase gastrica os leites fermentados apresentaram diferenca significativa
em todos os tempos avaliados.

Na fase entérica Il, apds 6 horas de ensaio, as populacdes de L. plantarum no LFC e
LFFCJ no sétimo dia de armazenamento, apresentaram recuperacdo de 0,48 e 0,26 ciclos
logaritmicos, respectivamente, com contagens de até 4,82 e 4,37 log como demostrado na
Figura 8, correspondente a TS% de 84,41% e 59,43%, como mostra a Tabela 13. O LFC obteve
a maior recuperacgdo de populacdo de L. plantarum.

No entanto, a restauracdo das populacgdes no leites fermentados concentrados apés a fase
entérica Il (6 horas de ensaio) pode ser resultado de uma subestimagéo das populagfes da fase
anterior. Isto porque certos microrganismos facilmente cultivaveis podem se manter viaveis,

preservando algumas atividades metabolicas tipicas de células viaveis e voltando a ser
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cultivaveis sob certas condices. Nesse caso, sdo chamadas de células vidveis-mas-néo-
cultivaveis, células dormentes ou células sub-lentamente lesadas (GUEIMONDE et al, 2012).

Comparando a analise realizada com 7 e 28 dias de armazenagem, verificou-se que as
duas formulacGes apresentaram reducéo significativa (p< 0,05) de 1,4 (LFC) e 2,34 (LFFCJ)
log.

Foi observado que a incorporacdo de farinha da casca de jabuticaba 1% no leite
fermentado concentrado LFFCJ nédo afetou significativamente as populagdes de L. plantarum
frente ao estresse gastrointestinal simulado in vitro, por ter apresentado populacdes/TS% LFC
77,49% e LFFCJ 65,12% com até 28 dias de armazenamento estatisticamente (p> 0,05)
préximo ao tratamento controle, sem incorporacgédo de FCJ (LFC). Bedani et al (2014) em estudo
da investigacdo da influéncia da adicdo da polpa de frutas tropicais, mangas e goiaba na
viabilidade e resisténcia a condi¢bes gastrointestinais simuladas in vitro em iogurtes
simbidticos de soja com okara, observaram que a incorporacdo de polpas e sabores de frutas
(manga e/ou goiaba, ambas com 12,5% de incorporacdo) diminuiram significativamente a
resisténcia de L acidophilu La-5 e Bifidobacterium animalis Bb-12 ao estresse gastrointestinal

simulados in vitro.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que o leite fermentado concentrado, com incorporacdo da
farinha da casca de jabuticaba é tecnologicamente viavel, visto que o mesmo apresentou
qualidade microbioldgica e fisico-quimica e as contagens de Lactiplantibacillus plantarum
permaneceram acima 10° UFC/g ao longo do periodo de armazenamento estudado.

A sobrevivéncia de Lactiplantibacillus plantarum apds 6 horas de ensaio de digestao
gastrointestinal in vitro ndo foi influenciada pela incorporacao da farinha da casca de jabuticaba
no leite fermentado concentrado.

As formulagdes processadas apresentaram caracteristicas fisico-quimica compativeis
com a legislagdo vigente. O LFC e o LFFCJ apresentaram contagem acima de 10%/g ao longo

do periodo estudado e 10® porcéo.
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