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RESUMO

Os alimentos com probidticos a base de vegetais vém ganhando destaque no
mercado por serem uma 6Otima fonte de vitaminas e minerais, como é o caso da goiaba
(Psidium guajava L.), uma fruta largamente produzida no Brasil. Probi6ticos sdo micro-
organismos vivos que tem a fungdo de modular a microbiota intestinal, oferecendo
beneficios a saude. Para que o produto se torne mais nutritivo, outras substancias
podem ser adicionadas, como é o caso da inulina, um conhecido prebiotico que
melhora a adesao intestinal dos probioticos, e a Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni),
um adocante natural fonte de antioxidantes. O objetivo desse estudo foi avaliar a
estabilidade de sucos probioticos de goiaba fermentado e ndo-fermentado, contendo
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, durante 28 dias. Foram realizados ensaios de
sobrevivéncia gastrointestinal simulada com 3 condi¢cdes de sucos-controle, para
determinar se a inulina e Stevia influenciariam na sobrevivéncia do micro-organismo,
sendo as seguintes condi¢cBes: ndo-fermentado, sem inulina e sem Stevia (SCNF);
nao-fermentado, com 5 g/L de inulina e sem Stevia (SCNFI); e fermentado, com 5 g/L
de inulina e sem Stevia (SCFI). Os sucos probidticos nao-fermentado (SNF) e
fermentado (SF), ambos adicionados de inulina 5g/L e Stevia 10% v/v, foram
analisados quanto a composicdo quimica, viabilidade, sobrevivéncia apds ensaio de
simulacdo gastrointestinal, pH, &cidos organicos citrico e latico e concentracdo de
glicose e frutose. A aceitabilidade dos sucos também foi avaliada quanto a intensidade
de docura, acidez, aceitabilidade global, preferéncia e intencédo de compra. Os testes
com as 3 condi¢Bes de sucos demonstraram que a inulina ndo apresentou efeito e a
Stevia foi capaz de aumentar a sobrevivéncia do micro-organismo no SNF e SF. Em
relacdo a composicao, os valores de umidade, cinzas, proteinas, carboidratos, lipidios
e grau Brix foram similares em ambos 0s sucos, diferindo significativamente apenas
na acidez titulavel (5,5 - 10,3g/100qg), carotendides totais (543 - 833 mg/g) e
compostos fendlicos (0,11 - 0,15 AGE mg/100 mL). O SF manteve a viabilidade inicial
de 8 Log UFC/mL ao fim do estoque, enquanto o SNF reduziu de 9 para 8 Log
UFC/mL. A sobrevivéncia apés simulacdo gastrointestinal no dia inicial foi de 55% e
35% para 0 SNF e SF, respectivamente; porém, no ultimo dia, essa sobrevivéncia
reduziu para 25% no SNF e 28% no SF. Outros paramétros como pH, acido latico e
concentracdo de glicose e frutose tiveram menores alteracées no SF durante o estudo.
A andlise sensorial demonstrou que o SNF foi melhor aceito e preferido pelos
provadores, entretanto, o SF obteve escores que possibilitam a compra e o consumo.
Na andlise de componentes principais (ACP), ndo houve diferenca entre os sucos
guando os atributos de aceitabilidade foram analisados ao mesmo tempo. Portanto,
como o suco probiético de goiaba fermentado apresentou maior estabilidade, contém
0 acido latico e ndo apresentou diferenca significativa na andalise multivariada, foi
considerado um produto mais adequado para elaboracdo e consumo.

Palavras-chave: Alimentos Funcionais. Sucos de Frutas. Fermentacdo. Sobrevivéncia

Gastrointestinal.



ABSTRACT

Foods with vegetable-based probiotics have been gaining prominence in the market
because they are a great source of vitamins and minerals, as is the case of guava
(Psidium guajava L.), a fruit widely produced in Brazil. Probiotics are living
microorganisms that have the function of modulating the intestinal microbiota, offering
health benefits. To make the product more nutritious, other substances can be added,
such as inulin, a known prebiotic that improves bowel adhesion of probiotics, and
Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni), a natural sweetener source of antioxidants. The
objective of this study was to evaluate for 28 days the stability of fermented and non-
fermented probiotic guava juices containing Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469.
Simulated gastrointestinal survival trials with 3 control juice conditions were performed
to determine if inulin and Stevia would influence the survival of the microorganism, with
the following conditions: unfermented, without inulin and without Stevia (NFCJ);
Unfermented, 5 g / L inulin and without Stevia (NFICJ); And fermented with 5 g / L
inulin and without Stevia (FICJ). Non-fermented juice (NFJ) and fermented juice (FJ),
both added with 5 g/L inulin and 10% v/v Stevia were analyzed for chemical
composition, viability, survival after gastrointestinal simulation test, pH, organic acids
citric and lactic and glucose and fructose concentrations. The acceptability of juices
was also evaluated as to the intensity of sweetness, acidity, overall acceptability,
preference and buying intention. Tests with the 3 juice conditions showed that inulin
had no positive or negative effect and Stevia increased the survival of the
microorganism in the NFJ and FJ. In relation to the composition, the values of moisture,
ashes, proteins, carbohydrates, lipids and total soluble solids were similar in both
juices, differing only in titratable acidity (5,5 — 10,3g / 100g), total carotenoids (543 -
833 mg / g) and phenolic compounds (0.11 - 0.15 GAE mg / 100 mL). FJ maintained
the initial viability of 8 log CFU / mL at the end of storage, while the NFJ reduced from
9to 8 log CFU / mL. Survival after gastrointestinal simulation with 0 days was 55% and
35% for SNF and SF, respectively; however, the last day, that survival decreased to
25% in the NFJ and 28% in FJ. Other parameters such as pH, lactic acid and glucose
and fructose concentration varied less in FJ during the study. The sensory analysis
showed that the NFJ was better accepted and preferred by the tasters, however, the
FJ obtained scores that make it possible to buy and consume. In the principal
component analysis (PCA), there was no difference between juices when acceptability
attributes were analyzed at the same time. Therefore, as the guava fermented probiotic
juice presented greater stability, it contains lactic acid and did not present significant
difference in the multivariate analysis, it was considered a more suitable product for
elaboration and consumption.

Keywords: Functional Foods. Fruit Juice. Fermentation. Gastrointestinal Survival.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a populacdo vem se conscientizando sobre o impacto da
alimentacdo na saude, o que levou a um aumento pela procura de alimentos
funcionais. Dentre essa categoria de alimento, destacam-se os produtos probidticos,
gue sdo micro-organismos que podem beneficiar o hospedeiro através do equilibrio
da microbiota intestinal (SILVA, BARREIRA & OLIVEIRA, 2016).

A cultura probiética pode ser adicionada em diversas matrizes alimentares,
sendo a viabilidade e a atividade metabdlica caracteristicas importantes a se
considerar na escolha da espécie a ser utilizada em um alimento (BAKR, 2015). E
interessante que a adicdo do micro-organismo seja em um produto que ja possui uma
ingestao frequente, visto que ndo serdo observados os beneficios esperados se o
consumo néo for regular (CESPEDES et al., 2013).

A grande parte dos alimentos probioticos no mercado sao do setor de laticinios,
na maioria iogurtes e leites fermentados. Esses produtos ja possuem uma aceitacao,
porém limita 0 consumo por pessoas que ndao podem ou nao desejam consumir fontes
de origem animal. Bebidas probiédticas a base de frutas seriam uma opc¢éo que poderia
agradar todo tipo de consumidor, além de ser uma elevada fonte de vitaminas,
minerais, antioxidantes e fiboras (MARHAMATIZADEH et al., 2012).

O suco de goiaba é considerado altamente nutritivo devido ao seu alto teor de
vitamina C e antioxidantes (THAIPONG et al., 2006). No entanto, os maiores desafios
para a viabilidade e sobrevivéncia do micro-organismo em sucos de frutas séo o baixo
pH, alta concentragdo de oxigénio dissolvido e quantidades insuficientes de
aminoacidos livres e peptideos (COSTA et al., 2017).

Para agregar maior valor nutritivo e atribuir propriedades sensoriais de dogura
e textura a esses produtos funcionais, alguns ingredientes podem ser adicionados,
como é o caso da inulina, um polissacarideo e conhecido prebidtico utilizado por
micro-organismos que habitam o intestino (SAAD, 2006; SHOIAB et al., 2016), e a

Stevia, um adocgante natural que além de ser uma excelente fonte de antioxidantes, €
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uma alternativa para diminuir o uso de sacarose em produtos alimenticios (BARROSO
et al., 2016).

A linhagem Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 vem sendo utilizada em sucos
probiodticos fermentados e ndo-fermentados (FARIAS, SOARES & GOUVEIA, 2016;
NEMATOLLAHI et al., 2016). A fermentacéo do alimento, além de ser uma forma de
preservacdo, faz com que o micro-organismo produza acido latico, um agente
antimicrobiano, podendo impedir a contaminag¢do do produto durante o periodo de
estocagem, além de contribuir beneficamente para o consumidor (PIMENTEL et al.,
2015).

Apesar das vantagens desse processo fermentativo, a sobrevivéncia da
bactéria as condi¢des do trato gastrointestinal € um desafio para o desenvolvimento
de um produto. O pH &cido do estdmago combinado a presenca de bile no intestino
pode prejudicar essa sobrevivéncia, influenciando diretamente na proliferacdo e
colonizacédo do probiotico (DALIRI & LEE, 2015).

Ainda ndo existem estudos disponiveis comparando produtos fermentados e
nao-fermentados utilizando a goiaba, bem como analises de como 0 processo
fermentativo pode influenciar na sobrevivéncia do micro-organismo durante o periodo
de estoque e, principalmente, no trato gastrointestinal. Diante dos beneficios de um
produto probidtico, € de suma importancia pesquisas sobre a elaboracdo desses

produtos a base de frutas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Alimentos funcionais

Durante os Uultimos anos, as industrias de alimentos perceberam um
consumidor mais exigente, que acredita que o alimento contribui diretamente para sua
saude, e introduziram no mercado uma nova categoria denominada de alimentos
funcionais. Para que um produto possa ser conhecido por essa propriedade, o Centro
de Alimentos Funcionais (CAF) define alimentos funcionais como “alimentos naturais
ou processados que contém compostos biologicamente ativos conhecidos ou
desconhecidos; que ndo apresentam efeitos toxicos e que exercem beneficios a
clinicamente comprovados e documentados para a prevencdo ou tratamento de
doencas crénicas” (FFC, 2014).

Do ponto de vista nutricional, ndo € interessante que um produto funcional sofra
muitos processamentos, sendo minima a utilizacdo de aditivos alimentares. O acUcar
€ o principal aditivo empregado, e seu consumo em alimentos vem sendo associado
a um maior risco de sobrepeso e obesidade (DELLA TORRE et al, 2016; RAMIREZ-
VELEZ et al., 2016), sendo necessaria a substituicdo da sacarose por outros
adocantes naturais, como € o caso da Stevia. Seu uso é regulamentado no Brasil
desde 2008, sendo considerado um aditivo alimentar (BRASIL, 2008 a).

A Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) € um arbusto perene pertencente a familia
Asteraceae que cresce em areas tropicais e subtropicais da América do Sul, e suas
folhas contém substancias especificas (glicosideos), que produzem um sabor doce
(SHIVANNA et al, 2013; CHATURVEDULA, UPRETI & PRAKASH, 2011). O extrato
de Stevia possui vantagens como: sdo naturais, ndo-téxicos, nao-caloricos, nao-
fermentativos e ndo mutagénicos (YUCESAN et al., 2016). Devido ao seu alto poder
adocante, a Stevia pode ser considerada como um substituto da sacarose de baixo
custo (GUPTA et al., 2013). A Stevia é cultivada em todo mundo, mas principalmente
na China, que detém 80% da producdo mundial, e a sua producdo e consumo vem
aumentando em paises como o Brasil, que em 2013 importou US$ 8 milhdes e
exportou US$ 2,7 milhdes (INDUSTRYARC; BRASIL, 2014).
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Dentre as substancias que podem ser classificadas como alimentos funcionais,
estdo os prebidticos. Os prebidticos sdo ingredientes alimentares que por ndo serem
digeridos pelo trato gastrointestinal humano, sdo fermentados pela microbiota
intestinal, estimulando seletivamente o crescimento e/ou atividade de micro-
organismos benéficos no colon (DUNCAN & FLINT, 2013). As bactérias probidticas
possuem um metabolismo sacarolitico, ou seja, sdo capazes de fermentar
carboidratos néo digeridos no intestino superior, e essa fermentacdo gera substratos
que servirdo de energia para outras bactérias, consequentemente levando ao
aumento do microbioma (SLAVIN, 2013).

A inulina é um prebidtico encontrado em vegetais, sendo a chicdria (Cichorium
intybus) sua maior fonte (ALVAREZ-BORROTO et al., 2015). Possui em sua estrutura
uma mistura de oligo- e polissacarideos (AIDOO, AFOAKWA & DEWETTINCK, 2014)
e sua utilizacdo em alimentos j& é consagrada, devido aos diversos estudos
comprovando seus efeitos na inibicdo de patégenos, aumento da sobrevivéncia e
adesao intestinal de probiéticos (BOSSCHER, VAN LOO & FRANCK, 2006; PARKAR
et al., 2010; NAZZARO et al., 2012).

Os probioticos sdo micro-organismos que, quando ingeridos, sdo capazes de
modular a microbiota intestinal, neutralizando possiveis disfuncées e antagonizando
patégenos (CEAPA et al., 2013; AMARA & SHIBL, 2015). Para que uma linhagem seja
considerada probidtica, deve possuir a capacidade de resistir as variacdes de pH dos
sucos gastrico e entérico (FAO/WHO, 2002). Além disso, devem ser capazes de
proliferar e colonizar o trato digestivo, devem ser seguros, e manter a sua eficacia

durante o prazo de validade do produto (SAAD et al., 2013).

As bactérias probidticas possuem diversos mecanismos de acdo. Para o
tratamento de doencas infecciosas, ocorre a secrecdo de substancias chamadas
bacteriocinas e &cidos organicos, reduzindo a aderéncia de bactérias patogénicas;
produzem substancias que modulam o sistema imune com a indugéo de citoquinonas
anti-inflamatérias, reduzindo alergias (HEMAISWARYA et al.,, 2013; FONG et al.,
2015).

Varias pesquisas ja comprovaram os beneficios da utilizagéo de probidticos em
tratamentos de doencas como diarreia cronica, sindrome do intestino irritavel e
infecgcbes urogenitais (ABAD & SAFDAR, 2009; HEMPEL et al., 2012; FORD et al.,
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2014). Algumas espécies de bactérias que pertencem aos géneros Bifidobacterium e
Lactobacillus séo largamente utilizadas como probioticas em alimentos (BEDANI et al,
2014; ROLIM et al., 2015; CHEN et al., 2016).

Acerca da legislagdo, o primeiro pais a implementar um sistema
regulamentando os probidticos foi o Japdo, em 1991; em 1995, foi a vez da Europa
definir e regulamentar (ARORA & BALDI, 2015). A Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) definiu o termo probidticos em 2002, além de estabelecer a quantidade minima
viavel no momento do consumo de 10° a 107 log UFC / 100 mL de produto (FAO/WHO,
2002). Em 1999, O Brasil publicou a primeira resolucdo para a regulamentacao de
alimentos funcionais, sendo o primeiro pais das Américas a regulamentar essa classe
(ARORA & BALDI, 2015).

Em 2008, houve a publicacdo de uma lista de produtos com alega¢des de
propriedades funcionais aprovadas, dentre eles, os probidticos. Nessa resolucéo,
eram apenas considerados probioticos bactérias dos géneros Bifidobacterium,
Lactobacillus e Enterococcus, e 0s requisitos especificos estipulavam a quantidade
minima viavel (108 a 10° log UFC/ porcdo do produto), laudo para comprovar a
viabilidade e teste de resisténcia a acidez gastrica e aos sais biliares (BRASIL, 2008
b). Em 2016, ocorreram mudancas para a regulamentacdo de um produto probidtico,
sendo adicionados requisitos especificos como a caracteriza¢cdo do micro-organismo
e a demonstracdo de eficacia, requisito esse que pode garantir ao consumidor o

beneficio esperado para esse tipo de produto (BRASIL, 2016).

2.1.1 Sobrevivéncia de probidticos no trato gastrointestinal

A sobrevivéncia de probidticos no trato gastrointestinal é influenciada por
alguns fatores, sendo os mais limitantes o pH estomacal, presenca de bile e enzimas
digestivas (PITINO et al., 2010). Ao desenvolver um produto desse tipo, a industria
deve levar esses fatores em consideracdo e dispor de técnicas e/ou processos que

possam permitir a eficacia do alimento quando consumido.

Técnicas como a microencapsulagéo, impregnacao a vacuo e imobilizagcdo em

filmes comestiveis vem sendo empregadas para a incorporacao de probidticos em
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alimentos, apresentando bons resultados em relacéo a sobrevivéncia gastrointestinal
in vitro (MARTINS et al., 2013). Porém, ainda séo tecnologias de alto custo para serem
aplicadas a nivel industrial, o que limitaria a acessibilidade do produto para o mercado

consumidor.

A fermentacdo é um método antigo de preservacdo do alimento, e por muito
tempo, foi a técnica utilizada para manter a viabilidade do micro-organismo em
alimentos (KUMAR, VIJAYENDRA & REDDY, 2015). Além de preservar, 0 processo
fermentativo produz flavours, aromas e texturas desejadas, removendo possiveis

fatores antinutricionais presentes nos alimentos (SWAIN et al., 2014).

Tanto a fermentacdo como a adic&o direta do micro-organismo em sucos de
frutas vem sendo estudadas no que diz respeito a sobrevivéncia gastrointestinal. Em
suco de Maracuja da Caatinga fermentado, L. rhamnosus ATCC 7469 se manteve
estavel durante o teste de simulacdo utilizando pH 2.7 e pH 7, apresentando
sobrevivéncia em torno de 90%; em suco de maca nao-fermentado adicionado de L.
rhamnosus, a taxa de sobrevivéncia foi de 20% apds exposi¢do a pH 2 durante 30
minutos (FARIAS, SOARES & GOUVEIA, 2016; GANDOMI et al.,, 2016). Mais
estudos devem ser realizados para investigar a sobrevivéncia do micro-organismo em
sucos de frutas fermentados e ndo-fermentados, e assim determinar qual processo

pode ser desejavel para a elaboracdo de um produto.

2.2 O género Lactobacillus

Os Lactobacilos sao bastonetes Gram-positivos pertencentes ao grupo de
bactérias lacticas (BLA) (BERNARDEU et al., 2008) e sdo habitantes da cavidade oral
humana, do trato intestinal e da vagina (HOLZAPFEL et al., 2001). As espécies
Lactobacillus casei, L. paracasei, L. zeae e L. rhamnosus, que compdem 0 grupo
taxondbmico Lactobacillus casei, apresentam comportamento fisiolégico e
necessidades nutricionais muito similares, multiplicando-se em condigbes ambientais
bastante semelhantes (BURITI & SAAD, 2007).

A divisdo classica de Lactobacilos estd baseada em suas caracteristicas

fermentativas: homofermentativos; heterofermentativos obrigatoérios e
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heterofermentativos facultativos (STILES & HOLZAPFEL, 1997). Lactobacilos
homofermentativos incluem aqueles que convertem hexoses exclusivamente em
acido latico; heterofermentativos obrigatérios convertem hexoses em acido latico,
acido acético e/ou etanol, gas carbdnico e ATP; e por fim, heterofermentativos
facultativos incluem lactobacilos que convertem hexoses em acido latico e também
podem produzir acido acético e/ou etanol (COSTA, 2006; BURITI & SAAD, 2007). A

Figura 1 apresenta o metabolismo das hexoses pelo género Lactobacillus.

HOMOFERMENTATIVO HETEROFERMENTATIVO
Glicoss = Glicoss-6-P Frutose-§-P 4 Frutose
Frutose — Fmtqglg.ﬁ.P Glicose ==k Glicose-8-P
2 HAD
l cn,‘ic 2 NADH
Frutose-1,6-di-P Rilulose-5-P
Gliceraldeido-3-P ~sp===pp Dihidroxi-acatona-P Gliceraldeido-3-P ‘/I\‘ Acelil-P =i Acetato
NAD
[t | |
Piruvato Lactate Acetil-Coh
lc NADH 2 NADH
NAD l 2 NAD
Lactata Etanol

Figura 1 — Representacao das vias do metabolismo de hexoses homofermentativo e

heterofermentativo das bactérias laticas do género Lactobacillus (COSTA, 2006)

A espécie Lactobacillus rhamnosus é uma bactéria heterofermentativa
facultativa e generalista, isto é, € capaz de crescer em diversas condi¢des, pois é
encontrada tanto em diferentes cavidades humanas (intestino, vagina), como também
em Varios produtos alimenticios artesanais e industriais (DOUILLARD et al., 2013).
Seu potencial probiético ja foi largamente estudado e comprovado, e a linhagem

comercial mais utilizada tanto em tratamento de doencas como em alimentos €&
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Lactobacillus rhamnosus GG, originalmente isolada do intestino humano (LI et al.,
2016).

Outras linhagens de Lactobacillus rhamnosus vém sendo isoladas e
empregadas e um exemplo é a cepa Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469. Essa
bactéria vem sendo utilizada na indastria alimentar (TUOMOLA & SALMINEN, 1998).
Além de produtos lacteos, essa espécie pode ser inoculada em produtos vegetais,
como € o caso de sucos de frutas (FARIAS, SOARES & GOUVEIA, 2016;
NEMATOLLAHI et al., 2016).

2.3 Alimentos probidticos a base de vegetais

Tradicionalmente, os probioticos foram adicionados em alimentos a base de
leite, como € o caso de iogurtes e leites fermentados. No entanto, o aumento no
namero de individuos que devem evitar o consumo de produtos lacteos pois
apresentam alergia a proteina do leite, intolerancia a lactose, altas taxas de colesterol
e/ou sédo adeptos do vegetarianismo e veganismo, trouxe a necessidade da
elaboracao de alimentos probidticos de origem vegetal, como é o caso de produtos de
frutas, cereais, vegetais e carnes (BAKR, 2015).

Para que uma fonte vegetal seja considerada um bom veiculo alimentar para
0S probidticos, sua composicdo deve promover 0 crescimento, viabilidade,
sobrevivéncia e tolerancia aos acidos e bile (RANADHEERA, BAINES & ADAMS,
2010). Sucos de frutas possuem um grande potencial para se tornarem produtos
probidticos devido a caracteristicas como seu teor de vitaminas, minerais e
antioxidantes, e pode ser consumido por uma grande variedade de pessoas
(MARHAMATIZADEH et al., 2012). A adigdo de micro-organismos em alimentos pode
causar off-flavours, que sao sabores indesejados em produtos alimenticios, sendo
indicada a escolha de frutas tropicais na elaboracdo desses produtos, pois podem
mascarar esses sabores desagradaveis devido ao seu aroma e sabor forte (LUCKOW
et al., 2006).

A goiaba vermelha (Psidium guajava L.) ocupa lugar de destaque entre as
frutas tropicais brasileiras, posicdo garantida pelo seu elevado valor nutricional:

Contém altos teores de agucares, vitamina A e vitaminas do grupo B, como a tiamina
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e a niacina, além de teor significativo de fosforo, potassio, ferro e calcio, sendo
também rica em fibras (BRASIL, 2010). Ainda apresenta altos niveis de &cido
ascorbico (50-300 mg/100 g peso fresco), o que é de trés a seis vezes maior do que
a laranja (THAIPONG et al., 2006).

Em 2012, o Brasil produziu 345,3 mil toneladas de goiaba vermelha, sendo
Pernambuco o segundo maior produtor nacional (BRASIL, 2012). Apesar dessa alta
producdo, a goiaba é um fruto que apresenta reduzida vida poés-colheita, por
apresentar aumento na producao de etileno, taxa respiratoria alta, rapida perda de
firmeza e incidéncia de podridées (SINGH & PAL, 2008). Estas caracteristicas limitam
o potencial de armazenamento, comercializacdo e exportacdo, devendo ser
incentivado tanto o consumo dessa fruta pela populacdo local, como o

desenvolvimento de geleias, doces e sucos.

A goiaba ja foi utilizada no desenvolvimento de produtos probidticos. Buriti,
Castro & Saad (2010) desenvolveram um mousse com L. acidophillus; Bedani et al.
(2014) adicionaram a polpa de goiaba em iogurte de soja; Dipjyoti, Sourangshu &
Mohanasrinivasan (2015) e Bhat et al. (2015) utilizaram a goiaba na produgé&o de suco

e polpa fermentados com L. plantarum, respectivamente.
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3 HIPOTESE

O micro-organismo L. rhamnosus ATCC 7469 foi capaz de manter uma
viabilidade ideal para consumo e sobreviveu as condi¢cfes gastrointestinais simuladas,
nos sucos probiodticos de goiaba fermentado e ndo-fermentado, durante todo o tempo

de armazenamento em que foi estudado.
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4. OBJETIVO GERAL

Avaliar a estabilidade e a aceitabilidade durante estoque refrigerado de sucos
de goiaba (Psidium guajava L.) probidticos, fermentado e ndo-fermentado, contendo
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469.

Objetivos especificos:

e Verificar a influéncia da inulina e Stevia na sobrevivéncia do micro-organismo
em ensaios simulados de condicdo gastrointestinal, através da elaboracao de
sucos probioticos controle;

¢ Analisar a composicao fisico-quimica dos sucos probidticos ndo-fermentado e
fermentado;

e Determinar a viabilidade inicial e final e sobrevivéncia de Lactobacillus
rhamnosus ATCC 7469 apdés condi¢des simuladas do trato gastrointestinal, no
inicio e fim do estoque;

e Avaliar alteracdes de pH, acidos organicos, glicose e frutose durante o
armazenamento;

e Avaliar os atributos sensoriais e intencéo de compra dos sucos probiéticos com

28 dias de estoque.
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5. METODOS

5.1 Local e periodo do estudo

O presente trabalho foi realizado nos Laboratérios de Bioprocessos e
Bioprodutos (LabBio, Departamento de Antibidticos, UFPE), de Processos Quimicos
(Departamento de Engenharia Quimica, UFPE), de Experimentacdo e Analise de
Alimentos — LEAAL, e de Técnica Dietética e Andlise Sensorial (Departamento de
Nutricdo, UFPE), no periodo de outubro de 2015 a dezembro de 2016.

5.2 Cultura probidtica

A cultura comercial Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 (American Type
Culture Collection, Manassas, Virginia, Estados Unidos) foi preservada em glicerol a
10 % (v/v) a -20 °C (SOLA et al., 2012). Foram utilizados tubos eppendorfs para o seu

armazenamento, e cada tubo continha 1 mL da suspens&o microbiana em glicerol.

5.3 Condi¢bes das fermentacdes

As suspensdes microbianas de dois tubos eppendorfs foram transferidos para
frasco de 125 mL contendo 25 mL de meio de cultura MRS (DE MAN ROGOSA e
SHARPE, MERCK, Darmstadt, Alemanha), o qual foi mantido a 37°C em estufa
(SPLABOR SP-101/216), durante 24 horas. ApGs esse periodo, 2,5 mL foram
transferidos para outro frasco de 125 mL contendo 22,5 mL do mesmo meio de cultura,
sendo incubado a 37°C (SPLABOR SP-101/216) por mais 24 horas. A suspensao
microbiana foi centrifugada (Thermo Scientific BR4-i) durante 15 minutos a 4°C e
3.220 g. O sobrenadante foi descartado, e o pellet ressuspendido em 5 mL de solugéo

salina 0,9 % (m/v). Essa suspensao foi utilizada no valor de 10% v/v tanto para a
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adicdo no suco nao-fermentado (SNF), como também para realizar a fermentacao no

suco fermentado (SF), como ilustra a Figura 2:

R ]__'[ 10% ]__’ ™
k‘_‘ - "; \l"\. ﬂ' .-".II \..". —* — ,-'; \\'\
|I II| T II llln' '\I‘ Fi '\'\l. f:, "."
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2mL | |37°C.24h | |37°C,24h | 32209 5 mL NaCl 0,9 % miv
15 min Suspensao inicial:
4°C 10 Log UFC/mL
10% wiv

SNF: Suco ndo-fermentado
SF: Suco fermentado

| SNF | | SF |

Figura 2 - Esquema representando as condicdes de cultivo de Lactobacillus
rhamnosus ATCC 7469 para a adi¢cdo no suco ndo-fermentado (SNF) e inicio do

processo fermentativo no suco fermentado (SF)

5.4 Elaboracédo dos sucos de goiaba

Para o preparo do suco, a quantidade de polpa foi adicionada de acordo com a
Legislacao vigente para sucos tropicais (BRASIL,2003). Para cada 100 mL de suco
produzido foram adicionados 45 gramas de polpa de goiaba néo pasteurizada (Polpas
Santa Amélia, lgarassu, PE, Brasil), sendo o restante do volume completado com
agua destilada. Apos o preparo, o pH foi ajustado para 4,5 com NaOH 1M (BRASIL,
2007) com potencidometro digital (Jenway 3510) e a bebida pasteurizada a 67°C em
banho-maria durante 35 minutos, sendo imediatamente resfriada em banho de gelo
por 5 minutos. A quantidade de inulina (Roval, PE, Brasil) e Stevia (SteviaFarma, PR,
Brasil) adicionadas foram nas concentracdes de 5 g/L e 10% m/v, respectivamente. A
suspensao microbiana foi inoculada, em condi¢des assépticas, na proporgéo 10 % v/v

e o0 suco elaborado foi mantido sob refrigeracao a 4°C durante 28 dias.

Para o preparo do suco fermentado, foi adicionada a mesma quantidade de

polpa utilizada no preparo do suco ndo fermentado. O pH foi ajustado para 6 com
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NaOH 1M com potencidmetro digital (Jenway 3510) e a bebida pasteurizada a 67°C
em banho-maria durante 35 minutos, sendo imediatamente resfriada em banho de
gelo por 5 minutos. A suspenséo microbiana foi inoculada, em condi¢bes assépticas,
na propor¢cao 10% v/v e o suco foi fermentado durante 24 horas a 37 °C em estufa
bacteriol6gica (SPLABOR SP-101/216). Ao final da fermentacéo, foram adicionados
inulina e Stevia nas mesmas concentragfes ja citadas no preparo do suco nao
fermentado, que também foi mantido sob refrigeracéo a 4°C durante 28 dias. A Figura

3 esquematiza como ambos os sucos foram processados.

45% Polpa
55% Agua

|

| pH45 | | pHE |
67°C, 35 min
Banho de gelo 5
Inulina SgiL min Inéculo 10% v
nulina 5g noculo viv Inulina SgiL
Stevia 10% miv [* *| FERMENTACAO —* St:\tllaqil“f? miv
Indeculo 10% wviv 37°C, 24h
SUCONAO- SUCO FERMENTADO
FERMENTADO (SNF) (SF)
, | Armazenamentoa 4°Cc
durante 28 dias

Figura 3 — Fluxograma da elabora¢éo dos sucos probiéticos de goiaba néo-
fermentado (SNF) e fermentado (SF)

5.4.1 Composicdo dos sucos utilizados para ensaios de simulacao
gastrointestinal

A fim de verificar se a inulina e Stevia poderiam influenciar na sobrevivéncia do
micro-organismo nos sucos, foram realizados experimentos de condigbes

gastrointestinais simuladas (item 5.6.2) em cinco formulacdes de sucos probioticos,
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sendo trés formulagbes-controle (SCNF, SCNFI e SCFI), e os sucos que seriam
estudados no presente trabalho, nao-fermentado (SNF) e fermentado (SF). A

composicao de todos os sucos esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicéo dos sucos probioticos utilizados para os ensaios de simulacéo

de condi¢cles gastrointestinais

Sucos Fermentacao Inulina Stevia
probiéticos* (37 °C, 24 h) 59/L 10% m/v
SCNF
SCNFI X
SCFI X X
SNF X X
SF X X X

*Sucos probidticos SCNF: suco-controle ndo-fermentado, sem inulina e Stevia; SCNFI: suco-
controle ndo-fermentado com inulina; SCFI: suco-controle fermentado com inulina; SNF: suco

ndo-fermentado com inulina e Stevia; SF: suco fermentado com inulina e Stevia.

5.5 Andlises fisico-quimicas

5.5.1 Composicao fisico-quimica

Para a composi¢édo centesimal dos sucos probidticos foram determinados, de
acordo com os meétodos do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008): Umidade, por secagem
em estufa a 105°C; o residuo mineral fixo, por incineracdo em mufla a 550°C; o teor
de proteinas, pelo método de Kjeldahl; e o teor de lipidios, pelo método de extracédo
continua de Soxhlet. O teor de carboidratos foi calculado por diferenca. Os resultados
foram expressos em relacdo a matéria seca (m.s.). O valor energético total (VET) foi
calculado através do somatério das calorias oferecidas pelos macronutrientes, a

saber, 4 Kcal/g para carboidratos e para proteinas e 9 Kcal/g para lipidios.
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A acidez titulavel, sdlidos soluveis totais (° Brix) e quantificacdo de vitamina C
pelo método titulométrico de Tillmans também foram determinados de acordo com IAL
(IAL, 2008). A extracdo do teor de carotendides totais foi efetuada pelo método
descrito por Rodriguez-Amaya (2001), sendo a quantificacdo realizada através da
leitura de absorbancia em espectrofotometro (Femto, 600Plus) ajustado no
comprimento de onda de 470 nm e resultado expresso em mg/100 mL; os compostos
fendlicos totais foram determinados conforme o método de Folin-Ciocalteau
(SINGLETON, ORTHOFER & LAMUELA,1999) e para sua quantificacdo foi
construida uma curva de acido galico nas concentracdes de 0,005, 0,01, 0,02, 0,04,
0,08 e 0,09 g/L que obteve um R2 maior que 0,999. Os compostos fendlicos foram

expressos em miligrama de acido galico equivalente (AGE) por 100 mL de suco.

5.5.2 pH

O pH foi medido em potencidémetro digital (Jenway 3510) com 0,14 e 28 dias

de estoque.

5.5.3 Acidos organicos

Os &cidos organicos latico e citrico foram determinados com 0, 14 e 28 dias de
estoque, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O cromatégrafo
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao) era equipado com uma bomba quaternaria com
desgaseificador, acoplado um forno para controlar a temperatura da coluna (29 °C),
um injetor automatico e um detector por arranjo de diodos (DAD). O software utilizado
para a aquisicdo de dados foi o Solu¢des-LC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japéo).
Uma coluna de troca idbnica de 300 x 7,8 milimetros (Aminex® HPX-87H, Bio-Rad,
EUA), com 9 pm de tamanho de particulas, foi utilizada. Um sistema de eluigédo
isocratica foi aplicado para a fase movel (H,SO, 5 mM) e as condi¢cbes da corrida
foram de 20 minutos com uma vazao da fase movel igual a 0,6 mL/ min. As amostras
foram diluidas em fase movel e filtradas em membrana com diametro de poro de 0,2

pum. Para construcdo das curvas de calibracdo foram injetados acido citrico (Dinamica,
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SP, Brasil), na concentracédo de 0,1 g/L, e &cido latico (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA),
na concentracdo de 1 g/L. Os volumes injetados para ambos foram de 1, 3, 6, 10 e 20

UL e as curvas apresentaram um R2 maior que 0,999.

5.5.4 Glicose e frutose

A determinacao de glicose e frutose também foi realizada com 0, 14 e 28 dias
de estoque, através da CLAE, com temperatura de 40 °C e detector por indice de
refracdo. Foi utilizado o mesmo tipo de coluna, composicéo e sistema de eluicdo de
fase movel usados na determinacéo dos acidos. As condi¢des da corrida foram de 15
minutos com uma vazao da fase mével igual a 0,6 mL/ min. As amostras foram diluidas
em fase mével e filtradas em membrana com didmetro de poro de 0,2um. Para
construgéo das curvas de calibragao foram injetados frutose e glicose (Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA), na concentracdo de 1 g/L. Os volumes injetados para ambos 0s
carboidratos foram de 10, 15, 20, 25 e 30 plL e as curvas apresentaram um R2 maior
qgue 0,999.

5.6 Analises microbiol6gicas

5.6.1 Viabilidade de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469

A viabilidade de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 foi analisada nos dias 0,
14 e 28 de armazenamento dos sucos elaborados. Amostras de 1 mL foram retiradas
e diluidas em 9 mL de solucdo salina 0,9% estéril, utilizando-se tubo estéril.
Posteriormente foi retirada uma aliquota de 1 mL para um tubo com rosca contendo 9
mL de solucéo salina 0,9% estéril. Diluicbes decimais seriadas dos sucos probioticos

foram realizadas, até a diluicdo 10~.

Aliquotas de 100 pL foram incubadas em placas de Petri estéreis e adicionadas
de MRS 55¢g/L (MERCK, Darmstadt, Alemanha) e Agar 20g/L (Neogen, Michigan,
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EUA). As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica (SPLABOR 101/216) a
37°C por 48 horas. ApoOs esse periodo, a contagem foi realizada e o resultado
expresso em logaritmo de Unidades Formadoras de Colbnias por mililitros de produto
(log UFC/mL).

5.6.2 Sobrevivéncia de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 em

condi¢Oes gastrointestinais simuladas

A linhagem nos sucos nao-fermentado e fermentado foi submetida as
simulacdes gastricas e entéricas para avaliar a sobrevivéncia do probidtico nos dias 0
e 28 de estoque. O experimento foi realizado de acordo com o método descrito por
Buriti, Castro & Saad (2010), com algumas modificacdes. Foi escolhido aleatoriamente
um dos frascos estocados em camara fria, que continham cerca de 30 mL de suco.
Na simulacéo da fase géstrica, o pH foi ajustado para 2 com HCI 1M. A enzima pepsina
(Dindmica, SP, Brasil) foi adicionada a amostra para chegar a uma concentracdo de
3 g/L. Os frascos foram incubados a 37°C e agitados a 150 rpm em incubadora rotativa
(Tecnal TE-422) durante 2 h.

Na proxima etapa, o pH das amostras foi ajustado para 5 utilizando uma
solucéo alcalina (150 mL de 1M NaOH, 14 g de NaH2P0O4.2H20 e agua destilada até
1L). Sais biliares (HiMedia, Mumbai, india) e pancreatina (Exodo Cientifica, SP, Brasil)
foram adicionados até chegar a uma concentracdo de 10 g/L e de 1g/L,
respectivamente. As amostras foram incubadas novamente a 37 °C por 2 horas sob
agitacdo de 150 rpm (fase entérica 1). Na Ultima etapa, o pH foi ajustado para 7
usando a mesma solucdo alcalina. As concentracdes de sais biliares e pancreatina
foram ajustadas (10 g/L e 1 ¢/L, respectivamente), e as amostras novamente

incubadas a 37°C por 2 horas sob agitacdo de 150 rpm (fase entérica 2).

A enumeracdo de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 foi realizada atraves da
retirada de 1mL de suco no tempo inicial (O horas) e apos 6 horas, usando diluigdes
seriadas em 9 mL de Solugdo NaCl 0,9%. Aliquotas de 100 uL foram semeadas em

placas de Petri estéreis contendo MRS (55g/L) acrescido de Agar (20 g/L). Ap0s esse
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periodo, a contagem foi realizada e o resultado expresso em logaritmo de Unidades

Formadoras de Colonias por mililitro de produto (log UFC/mL).

Para calcular a sobrevivéncia do micro-organismo, foi utilizada a seguinte

equacao:
__ LogUFCN6
$(%) = Log UFCNO 100 1)
Onde:

S (%) = Sobrevivéncia do micro-organismo (%);

Log UFC Ne = Viabilidade do micro-organismo apds exposi¢cdo as condi¢des

gastrointestinais simuladas (6 h);

Log UFC No = Viabilidade do micro-organismo antes da exposi¢cao as condi¢des

gastrointestinais simuladas (0 h).

5.7 Andlise sensorial

A andlise sensorial foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFPE/CCS (ANEXO A). Antes da analise ocorrer, aliuotas dos sucos foram
submetidas as andlises microbiolégicas de Salmonella spp (AOAC, 2002, método
967.26) e coliformes termotolerantes g/ 45°C (AOAC, 2002, método 991.14) para
garantir a qualidade sanitaria (BRASIL, 2001).

O teste foi realizado com 120 (72 mulheres e 48 homens) provadores néo-
treinados, e as amostras oferecidas com 28 dias de estoque. Os julgadores receberam
30 mL de cada suco probiotico (ndo-fermentado e fermentado) servidos a temperatura
de 4 °C, em recipientes brancos codificados aleatoriamente com numeros de trés
digitos, e sua apresentacao foi balanceada (STONE & SIDEL, 2004). Junto aos sucos,
foram fornecidos agua, o termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO B) e 0

formulario de aceitabilidade e intencéo de compra (APENDICE A).

A ficha de aceitabilidade foi composta por uma escala heddnica do ideal com

sete pontos, que iam do -3 (muito menos intenso do que o ideal) ao +3 (muito mais
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intenso do que o ideal), para avaliar os atributos de docura e acidez; uma escala
heddnica de nove pontos, cujo ponto 1 correspondeu a “desgostei extremamente” e o
ponto 9 a “gostei extremamente”, para avaliar a aceitabilidade de um modo geral; o
teste de preferéncia, que consistiu circular o niumero da amostra que o provador
preferiu; e por fim, uma escala heddnica de nove pontos para analisar a intencdo de
compra, cuja representacdo 1 correspondeu a “certamente ndo compraria” e 9 a
“certamente compraria” (STONE & SIDEL, 2004).

5.8 Andlise estatistica

Os valores médios foram obtidos a partir de testes em triplicatas para a
viabilidade, e em duplicatas para o restante das analises realizadas. Os dados foram
analisados através do teste estatistico de andlise de varidancia ANOVA, ao nivel de
5% de significancia (p < 0.05), utilizando o programa “PAST” (HAMMER; HARPER &
RYAN, 2001).

Para a analise sensorial, cada atributo foi analisado através de ANOVA,
seguido do Teste de Tukey para comparacao entre as medias obtidas, ao nivel de 5%
de significancia (p < 0.05), utilizando o programa SAS®, e a analise multivariada dos
atributos por Andlise dos Componentes Principais (ACP), utilizando o programa
Statistica 7.0.
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6. RESULTADOS

6.1 Composicéo fisico-quimica dos sucos probiéticos

. Os valores médios da composi¢cdo quimica dos sucos probidticos nao-
fermentado (SNF) e fermentado (SF) estdo dispostos na Tabela 2. Os resultados para
umidade, cinzas, proteinas, lipidios, carboidratos, sélidos sollveis totais e valor
energético total foram similares para ambos os sucos. No entanto, houveram
diferengas significativas nos resultados de acidez titulavel, vitamina C, carotendides

totais e compostos fendlicos.

Tabela 2 — Composicéo fisico-quimica dos sucos probioticos ndo-fermentado (SNF)
e fermentado (SF).

Sucos probidticos

Composicéao SNF SF

Umidade (g/ 100 g) 87,18 + 0,002 87,21 +0,002
Cinzas (g/ 100 g m.s.) * 0,28 £0,002 0,35+0,002
Proteina (g/ 100 g m.s.) * 0,35+0,102 0,23+0,102
Lipidios (g/ 100 g m.s.) * 0,50+0,00¢2 0,65+0,112
Carboidratos (g/ 100 g m.s.) * 11,68 £0,002 11,55+0,002
Solidos solaveis totais (° Brix) 13,00 £ 0,002 13,00 £ 0,002
Acidez titulavel (g/ 100 g) 5,58 + 0,402 10,33 + 0,40
Vitamina C (mg/ 100 g) 42,31 +0,002 26,4 +£5,01°

Compostos fendlicos (mg E.A.G./ 100 mL) ** 0,14 + 0,082 0,11 +0,06°

Carotendides totais (mg/ 100 g) 833,33 +94,102 543,48 +36,12°

Valor energético total (Kcal/ 100 mL) 52,60 +0,102 53,00 + 0,602
*m.s. matéria seca *E.A.G. Equivalente Acido Galico
ab|etras iguais na horizontal ndo diferem significativamente (a < 0.05) entre si.
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6.2 Sobrevivéncia de L. rhamnosus ATCC 7469 as condicles

gastrointestinais simuladas

Foram realizados ensaios de sobrevivéncia gastrointestinal simulada in vitro de
L. rhamnosus ATCC 7469 em cinco condi¢des de suco de goiaba probidticos (Tabela
1). A viabilidade celular inicial e final e a taxa de sobrevivéncia sdo exibidas nas

Figuras 4a e 4b, respectivamente.
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Figura 4 — viabilidade inicial e final (a) e Sobrevivéncia (b) de L. rhamnosus ATCC 7469 em condicdes

gastrointestinais simuladas em cinco sucos de goiaba probioticos: ndo fermentado, sem inulina e sem adogante

(SP); ndo-fermentado, com inulina e sem adogante (SPI); fermentado, com inulina e sem adogante (SPFI); ndo
fermentado, com inulina e com Stevia (SNF); fermentado, com inulina e com Stevia (SF). Diferentes letras

minusculas diferem significativamente (a < 0.05) entre a mesma condigéo; diferentes letras maiusculas diferem

significativamente (a < 0.05) entre as condigdes.
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Além dos sucos probioticos ndo-fermentado (SNF) e fermentado (SF), sucos
controles foram formulados: SP (n&o fermentado, sem inulina e sem adogante), SPI
(ndo-fermentado, com inulina e sem adocante) e SPFI (fermentado, com inulina e sem
adocante). Houveram diferencas significativas entre os cinco sucos em relacdo a
viabilidade inicial. Os sucos SP, SPI e SPFI ndo apresentaram diferenca significativa
entre si na viabilidade final, exibindo uma viabilidade menor do que 3 Log UFC/mL,
enguanto os sucos SNF e SF apresentaram viabilidades finais de 5 e 3 Log UFC/mL,
respectivamente. A taxa de sobrevivéncia so néo foi significativa entre os sucos SP e
SPI, que obtiveram valores em torno de 20 %. As maiores taxas de sobrevivéncia
foram observadas nos sucos SNF (55 %) e SF (32 %).

Quando comparados os sucos SP e SPI, que diferem apenas na adi¢cdo de
inulina, verificou-se que houve aumento de 2 % na sobrevivéncia do micro-organismo,
ndo sendo este aumento significativo. J& quando os sucos SP e SPFI sdo avaliados,
ha um aumento significativo de 4 % na sobrevivéncia no suco fermentado, com inulina
e sem Stevia (SPFI). Entre os sucos SPI e SPFI, que se distinguem pelo processo

fermentativo do SPFI, ndo houve aumento significativo (2 %).

O SNF exibiu um aumento na sobrevivéncia de 35 % em relacdo ao SP e SPI
e de 32 % em relacdo ao SPFIl. Ja o SF apresentou um aumento de 12 % na
sobrevivéncia em relagéo aos sucos SP e SPI, e de 9 % entre o SPFI. Entre os sucos
gue seriam estudados durante o estoque, o0 SNF apresentou um aumento de 23 % na

sobrevivéncia em relacdo ao SF
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6.3 Avaliac6es do estoque dos sucos probidticos

A Figura 5 apresenta a viabilidade inicial e final e sobrevivéncia de Lactobacillus
rhamnosus ATCC 7469 apos testes de condigBes gastrointestinais simuladas no suco

nao-fermentado (a) e suco fermentado (b) durante o estoque.
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Figura 5 - viabilidade inicial e final e sobrevivéncia de L. rhamnosus ATCC 7469 em condigdes
gastrointestinais simuladas em (a) suco ndo-fermentado (SNF) e (b) suco fermentado (SF) nos tempos inicial e
final de estoque refrigerado. Diferentes letras minusculas diferem significativamente (a < 0.05) no mesmo dia;

diferentes letras maiusculas diferem significativamente (a < 0.05) entre os dias.
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A viabilidade inicial do suco néo-fermentado (SNF) foi de 9 Log UFC/mL,
enquanto no suco fermentado (SF) a viabilidade foi 8 Log UFC/mL. Com 28 dias de
armazenamento, o SNF apresentou uma reducdo de 12 %, enquanto o SF reduziu
apenas 1 %. Ao final do estoque, ambos 0s sucos possuiam uma viabilidade de 8 Log
UFC/mL.

No dia inicial de estoque, o0 SNF apresentou uma reducdo na viabilidade de 9
Log UFC/mL para 5 Log UFC/mL e 55 % de sobrevivéncia. Por outro lado, no dia 28
foi observada uma sobrevivéncia de 25 % (8 Log UFC/mL - 2 Log UFC/mL). O SF
apresentou uma sobrevivéncia de 35 % no dia 0 de estoque, reduzindo sua viabilidade
de 8 Log UFC/mL para 3 Log UFC/mL. Com 28 dias de estoque, houve uma
diminuicdo da sobrevivéncia para 28 % (8 Log UFC/mL — 2 Log UFC/mL).
Comparando as reducdes nas sobrevivéncias entre os estoques, o SF apresentou
uma reducéo de 21 % entre os dias 0 e 28, enquanto que o SNF apresentou uma

reducado de 55 % no mesmo periodo avaliado.

Os valores médios de pH e concentracao de acido latico estdo dispostos na

Figura 6.
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Figura 6 — Concentragéo de &cido latico e pH durante os estoques refrigerados dos sucos
de goiaba probioticos nao-fermentado (SNF) e fermentado (SF). Diferentes letras minisculas diferem
significativamente (a < 0.05) durante o tempo entre 0 mesmo estoque; diferentes letras mailsculas

diferem significativamente (a < 0.05) entre os estoques durante o tempo.
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O pH do SNF apresentou uma reducédo de 11 % nos primeiros 14 dias (4,18 —
3,71) e de 4% entre 14 e 28 dias (3,71 — 3,56), apresentando uma variacéo total de
15 % durante o estoque. O pH do SF foi estavel durante os 14 dias (3,66), reduzindo
apenas 2,4 % com 28 dias (3,52). A producéo de acido latico durante a fermentacéo

no SF foi de 2,2 g/L, e essa concentracdo se manteve estavel durante o estoque.

Nas Figuras 7a e 7b observam-se as concentracdes médias de glicose e frutose

e acido citrico, respectivamente, durante o estoque refrigerado.
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Fi gura 7 — Concentracdes de (a) glicose e frutose e (b) acido citrico durante os estoques
refrigerados dos sucos de goiaba probiéticos ndo-fermentado (SNF) e fermentado (SF). Diferentes letras
minudsculas diferem significativamente (a < 0.05) durante o tempo no mesmo estoque; diferentes letras

maiusculas diferem significativamente (a < 0.05) entre os estoques durante o tempo.
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A concentracdo inicial de agucares foi maior no SNF do que no SF, pois durante
a fermentac&o do suco houve o consumo de 1 g/L de glicose e 2,7 g/L de frutose. Em
relacdo a glicose, no SNF, houve uma reducédo de 59 % durante o armazenamento
(1,26 — 0,52 g/L); no SF a reducéo foi de 95 % (0,27 - 0,01 g/L). A frutose também
apresentou reducao durante o estoque refrigerado em ambos 0s sucos, diminuindo
sua concentracao em 33 % no SNF (10,78 - 7,21 g/L), e 24 % no SF (8,03 - 6,12 g/L).
A frutose apresentou um maior consumo se comparada a glicose, ja que nos SNF e
SF a concentracao reduziu 3,6 g/L e 1,91 g/L, respectivamente; ja a glicose teve sua

concentragéo reduzida em 0,74 g/L e 0,26 g/L.

A concentracgéo de acido citrico foi 0,06 g/L no inicio do estoque, ndo ocorrendo

reducao significativa durante os 28 dias para ambos 0s sucos.

. Na Tabela 3 encontram-se os valores médios dos atributos a partir das
respostas obtidas. Sete formularios foram descartados devido ao preenchimento
incorreto, sendo consideradas as notas de 113 (70 mulheres e 43 homens) dos 120
julgadores que participaram do teste. As respostas dos provadores na andlise
sensorial quanto a intensidade de docura e acidez e aceitabilidade global e intencéo
de compra estéo dispostas nos histogramas de frequéncias da Figura 8 e Figura 9,

respectivamente.

Tabela 3 — Médias das respostas obtidas nos testes de docgura, acidez, aceitacéo e
intencdo de compra dos sucos nao-fermentado (SNF) e fermentado (SF).

AMOSTRAS SNF SF

Média de intensidade de dogura 0,682 0,24
Média de intensidade de acidez 0,722 1,71°
Média de aceitabilidade 6,212 4,28°
Média de intencdo de compra 6,162 4,23P

abetras diferentes na horizontal diferem significativamente (a < 0.05) entre si.
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Figura 8 — Histogramas de frequéncia com respostas de intensidade de dogura (a) e acidez

(b) com escala do ideal variando do muito menos intenso (-3) ao muito mais intenso (3) do ideal.

Os dados do histograma para intensidade de docura (Figura 8a) mostram que
ambos 0s sucos apresentaram docura préxima do ideal, ja que o nivel O (intensidade
ideal) obteve 0 maior niumero de respostas. A média do SNF foi significativamente

maior, sugerindo que essa amostra apresentou uma maior dogura em relacdo ao SF.

As respostas para intensidade de acidez (Figura 8b) das amostras sugeriram
gue ambas se apresentaram mais acidas do ideal. O SNF teve o maior nimero de

respostas no escore 1 (ligeiramente mais acido do ideal), enquanto o SF obteve no
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escore 2 (moderadamente mais acido do ideal). A média do SF foi significativamente

maior, sugerindo que essa amostra estava mais acida em relagcdo ao SNF.
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Figura 9 - Histogramas de frequéncia com respostas de aceitabilidade global (a) com escala

hedénica que varia do desgostei extremamente (1) a gostei extremamente (9); e intencdo de compra

(b) com escala hedénica que varia de definitivamente ndo compraria (1) a definitivamente compraria
(9).

O maior numero de respostas obtidas na aceitabilidade global (Figura 9a) para

o SNF foi no escore 7 (42 %), enquanto para o SF foi no escore 3 (30 %). O SNF

obteve uma média que corresponde a “gostei ligeiramente” na escala hedénica

utiizada. Ja o SF obteve uma média de 4,68 nesse mesmo atributo, o que

corresponde a “nem gostei/nem desgostei” na escala. O SNF foi significativamente
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melhor aceito pelos provadores do que o SF, indicando que houve uma preferéncia
dos provadores pela amostra que apresentou intensidade mais doce e menos &cida.

Para a intencao de compra (Figura 9b), o SNF obteve mais respostas no escore
7 e 0 SF no escore 3. O SNF teve uma média de 6,16, resultando em uma média mais
proxima ao escore 7, representando que a maioria dos provadores possivelmente
comprariam o produto. Ja o SF obteve uma média de 4,23, resultando em uma média
mais proxima ao escore 5, 0 que representa uma possibilidade ou ndo de compra.
Esses resultados estdo de acordo com a aceitabilidade do produto, ja que o SNF foi
melhor aceito pelos provadores. Porém, o SF nao foi rejeitado, jA& que existe a

possibilidade ou ndo de compra do produto.

Em relacdo ao teste de preferéncia pareada realizado, o SNF obteve 84
respostas, enquanto o SF obteve 29 respostas. O numero minimo de julgadores
necessario para estabelecer preferéncia de uma amostra sobre a outra ao nivel de
significancia de 5 % era de 68 para a amostra com mais respostas (ROESSLER et al.,
1978). Portanto, o SNF foi significativamente preferido em relacdo ao SF, e esse
resultado corrobora com as maiores médias de aceitabilidade e intencdo de compra
gue esse suco apresentou.

A andlise multivariada dos atributos foi aplicada através da Analise dos

componentes principais (APC) e seu resultado estda demonstrado na Figura 10.
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Figura 10 — Analise dos componentes principais (APC) executada com os quatro atributos (dogura,

acidez, aceitabilidade global e inten¢@o de compra) da analise sensorial.

A ACP néao separou as respostas dos 113 julgadores considerando as quatro
variaveis. Isto significa que os sucos nao apresentam diferenca significativa quando
0s atributos foram analisados ao mesmo tempo.
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7. DISCUSSAO

Nesse estudo, foi observado que o suco fermentado (SF) apresentou maior
estabilidade em relacdo ao suco ndo-fermentado (SNF), o que sugere que para a
elaboracdo de um suco de goiaba probidtico contendo Lactobacillus rhamnosus ATCC

7469, a fermentacédo foi um método que garantiu a propriedade funcional do produto.

A composicado centesimal (Tabela 2) foi similar para ambos os sucos, e
considerando uma porcéao de 200 mL, os sucos atingiriam 5,3 % das calorias diarias
recomendadas (BRASIL, 2003 b). Os teores de solidos soluveis totais e acidez
titulavel estdo acima do valor minimo exigido em sucos de goiaba adog¢ados, que é de
11° Brix e 0,12 g/ 100 g, respectivamente (BRASIL, 2003 a). Em relacdo a acidez
titulavel, houve uma diferenca significativa entre os sucos em razao da producéo de

acido latico no SF.

A vitamina C também esta acima do exigido pela legislacdo (26 mg/ 100 g) em
ambos os sucos. O menor valor encontrado no SF deve-se ao fato que essa vitamina
é rapidamente destruida pela acdo da luz e € instavel com aumento de temperatura
(FERNANDES et al, 2007). Em trabalhos anteriores, a quantidade de vitamina C em
sucos de goiaba ndo-fermentados variou de 27,3 mg/ 100 g (SILVA et al., 2016) a 62,3
mg/ 100 g (ORDONEZ-SANTOS & VAZQUEZ-RIASCOS, 2010) e essa variacdo é
influenciada pelo grau de maturacdo da fruta, métodos de elaboracdo da bebida e
qguantidade de polpa utilizada, acarretando na perda da vitamina C (FERNANDES et
al., 2011).

Os compostos fendlicos e carotendides totais também apresentaram diferencas
significativas entre o SNF e SF. Esses compostos sédo substancias antioxidantes, que
podem sofrer reducBes em altas temperaturas (SILVA et al., 2016), e a temperatura
da fermentacéo pela qual o SF foi mantido durante 24 horas pode ter sido a causa
pelos valores menores encontrados em relagdo ao SNF. Os resultados para
compostos fendlicos foram similares ao encontrado por Silva et al. (2016) em suco de
goiaba nao-fermentado (0,13 mg/ 100 g); j& para os carotendides totais (177,6 mg/
100 g), o valor foi bem menor comparado ao presente estudo. No entanto, houve a

adicao de Stevia nos sucos elaborados, e por possuir alta quantidade de compostos
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antioxidantes (BARBA; GRIMI & VOROBIEV, 2015; BARROSO et al., 2016), esse

adocante pode ter aumentado a concentracdo de carotendides totais.

Para o estudo dos sucos probidticos nado-fermentado e fermentado, era
necesséria a realizacdo de ensaios de sobrevivéncia gastrointestinal simuladas com
outras condi¢cOes controle (dispostos na Tabela 1), a fim de observar a influéncia da
inulina e Stevia. A razdo para a escolha desse tipo de ensaio € que para ser
considerado efetivo, o micro-organismo deve sobreviver as condicbes gastricas e
entéricas, e testes de simulagdo gastrointestinal in vitro podem ser facilmente

aplicados para garantir a qualidade da cultura probi6tica (TUOMOLA et al., 2001).

Analisando os sucos probiéticos SP e SPI (Figuras 4a e 4b), verificou-se que a
adicao de inulina (5 g/L) ndo apresentou efeito positivo ou negativo na viabilidade e
sobrevivéncia. Hekmat, Soltani & Reid (2009) verificaram que a adicao de inulina (4
g/L) em iogurte também n&do aumentou a viabilidade de L. rhamnosus GR-1 durante
28 dias, comparado com o iogurte sem este prebidtico. Uma vez que a inulina néo
inibiu o crescimento de L. rhamnosus ATCC 7469, como no caso da linhagem L.
rhamnosus (PARKAR et al.,, 2010) usando a mesma concentracdo do presente
trabalho, o uso desse prebidtico pode ser considerado adequado devido aos seus
beneficios com relacéo a inibicdo da adesdo de patdgenos, aumento da adesao de
bactérias laticas e da absorcdo de minerais (SAULNIER et al., 2009; PARKAR et al.,
2010; AI-GHAZZEWI & TESTER, 2014).

Em relacdo a fermentacdo, a sobrevivéncia do micro-organismo no SPFI foi
maior do que os sucos SP e SPI, independentemente da adi¢cao de inulina. A producao
de compostos antimicrobianos durante a fermentacéo, especialmente o acido latico,
pode contribuir para uma maior tolerancia aos valores de pH gastrico e intestinal
(RIVERA-ESPINOZA & GALLARDO-NAVARRO, 2010). Apesar de existirem outras
técnicas mais modernas para utilizacdo de probidticos, os alimentos fermentados
ainda apresentam grande relevancia por influenciar na propriedade nutricional do
alimento, aumento a biodisponibilidade e atividade de nutrientes, além de oferecer
novos aromas e sabores para o produto (HUGENHOLTZ, 2013; SELHUB, LOGAN &
BESTED, 2014).

A adicdo de Stevia aumentou a sobrevivéncia do micro-organismo quando

comparados os sucos SPlI e SNF (n&o-fermentados) e os sucos SPFI e SF
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(fermentados). Uma possivel explicacdo para esse aumento € devido a Stevia possuir
uma alta atividade antioxidante (THOMAS & GLADE, 2010), protegendo a membrana
celular de possiveis danos (SHAH et al., 2010). Além desse efeito positivo observado,
a Stevia ja vem sendo utilizada pela industria alimentar como estratégia para diminuir
0 consumo de acucar e adogantes sintéticos, justificando sua utilizagdo nos produtos
funcionais elaborados (BARBA, GRIMI & VOROBIEV, 2015; BARROSO et al., 2016).

Houveram diferencas significativas entre as viabilidades inicial e final para o
SNF e SF (Figuras 5a e 5b), assim como entre a sobrevivéncia em O e 28 dias para
ambos o0s sucos probiéticos. Apesar do SNF apresentar viabilidade e sobrevivéncia
maior no primeiro dia do estoque, o SF foi mais estavel, ja que sofreu uma variacao
menor desses parametros apos 28 dias de estoque. A estabilidade observada no SF
foi devido ao stress do processo fermentativo, ja que o pH final foi menor que 4. A pré-
adaptacdo ao stress aumenta a viabilidade dos probiéticos sob condi¢cdes
gastrointestinais simuladas (MATHIPA & TANTSHA, 2015) e a fermentacdo pode
colaborar para a producdo de &cidos organicos e bacteriocinas, garantindo a
estabilidade do produto durante a vida de prateleira (RIVERA-ESPINOZA &
GALLARDO-NAVARRO, 2010).

A fruta e espécie escolhidas para a elaboracdo de sucos fermentados irdo
influenciar na viabilidade inicial e final de estoque do produto. Costa et al. (2013), ao
estudarem suco de abacaxi fermentado com L. casei, encontraram viabilidade inicial
de 8 Log UFC/mL, reduzindo para 6 Log UFC/mL com 28 dias; Mousavi et al. (2011)
fermentaram o suco de roma com quatro espécies (L. plantarum, L. acidophillus, L.
paracasei e L. delbruekii) separadamente, e verificaram que a viabilidade inicial foi de
8 Log UFC/mL em todos os sucos, porém apés 21 dias todos perderam a viabilidade.
Portanto, o suco de goiaba fermentado com L. rhamnosus ATCC 7469 pode ser um

produto funcional eficiente.

Comparando a taxa de sobrevivéncia do SF obtida nesse estudo com o relatado
por Farias, Soares & Gouveia (2016) pela mesma espécie, mas utilizando o suco
fermentado de Maracuja da Caatinga, a alta sobrevivéncia nesse ultimo caso (cerca
de 90%) foi devido as condigbes mais amenas utilizadas na simulag&o gastrointestinal.
Esses autores utilizaram um pH gastrico de 2,7; ndo houve a adicdo de bile e o

processo ocorreu sem agitagao.
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Durante o estudo de vida de prateleira, ndo houve uma estabilidade do pH do
SNF, havendo uma diminuig&o significativa, enquanto o pH do SF se manteve estavel
durante todo o estoque. Essa reducéo de pH no SNF néo foi associada a producéo
de acido latico, visto que através da CLAE néo foi observada a presenca deste acido.
De acordo com Ding & Shah (2008) células probioticas mortas séo capazes de liberar

enzimas para hidrolisar aglcares em sucos de frutas, reduzindo assim o pH.

Mesmo com as reduc¢des de pH, o micro-organismo se manteve viavel nos dois
sucos probidticos durante o estoque, indicando que a linhagem escolhida consegue
sobreviver em sucos de frutas acidas. Em trabalhos anteriores, L. rhamnosus ATCC
7469 se manteve viavel durante 28 dias em suco fermentado de Maracuja da Caatinga
(Passiflora cincinnata) com pH em torno de 4 (FARIAS; SOARES & GOUVEIA, 2016),
e durante 21 dias em suco de cereja (Cornus mas L.) com pH 3,5 (NEMATOLLAHI et
al., 2016). Nesse ultimo trabalho, os pesquisadores relataram que o baixo pH e a alta
concentracdo de compostos fendlicos (216,2 mg E.A.G. /mL) no suco de cereja
tiveram um efeito negativo na viabilidade do micro-organismo durante o
armazenamento refrigerado. No presente estudo, 0S sucos apresentaram valores
maiores de pH e um conteiddo menor de compostos fendlicos, o que pode ter

contribuido para uma maior sobrevivéncia ao longo do estoque.

O acido latico produzido durante a fermentacdo do SF se manteve durante o
estoque. Esse acido € um agente antimicrobiano, tornando-se vantajoso o consumo
de uma bebida que ja o possui. Nesse estudo, a producéo foi de 2,2 g/L, e comparando
com o estudo de Farias, Soares & Gouveia (2016), que utilizaram a mesma cepa, a
producdo foi de 6g/L, porém utilizando outra fruta (Maracuja da Caatinga) e
quantidades de polpa e inéculo (14,45 % v/v e 2,91% vlv, respectivamente) diferentes

desse trabalho, o que pode interferir na concentracao final deste acido.

Analisando as médias obtidas da concentracdo dos acucares glicose e frutose
em ambos os sucos (Figura 7a), houve diferenca no dia inicial de estoque, ja que o
SF apresentou uma gquantidade menor desses carboidratos, pois sdo uma fonte de
energia para 0 micro-organismo durante o processo fermentativo (GOLDFEIN &
SLAVIN, 2015). Houve o consumo dos acucares durante o estoque do SF, porém foi
menor se comparado ao consumido no processo fermentativo, devido a baixa
temperatura (4°C) de armazenamento. Comparando o consumo de agucares entre 0s

sucos durante o estoque, foi observado que no SNF ocorreu um consumo significativo
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no 28° dia; No SF também houve um consumo durante o estoque, porém foi menor
se comparado ao SNF, corroborando com outros parametros ja discutidos que

sinalizam uma maior estabilidade da cepa no suco fermentado.

A reducdo de aclUcares também indica que a bactéria ndo foi capaz de
metabolizar a inulina, pois caso isso tivesse acontecido, era esperado um aumento na
concentracdo de carboidratos livres (NUALKAEKUL; SALMERON &
CHARALAMPOPOULOS, 2011). Algumas espécies de Lactobacillus sdo capazes de
hidrolisar os fruto-oligossacarideos (FOS) através da producdo da enzima
frutofuranosidase (OLIVEIRA et al., 2012) e em estudos anteriores ja foi visto que L.
paracasei e L. rhamnosus GG foram capazes de fermentar esse prebidtico e
produzirem &cido latico e acético (BERNAT et al.,, 2014; RUBEL et al., 2014). A
vantagem de um produto que possui o probiético e uma fibra ndo-fermentavel por essa
cepa é que nao tera alteracdes sensoriais ao longo do armazenamento, pois a
fermentacdo de prebidticos gera os acidos graxos de cadeia curta, que possuem
sabores desagradaveis (SPELBRINK et al., 2015).

A concentracdo média de &cido citrico (Figura 7c¢) néo diferiu entre 0os sucos
durante o armazenamento, sugerindo que esse acido nao foi metabolizado pela
bactéria durante o estoque (NUALKAEKUL & CHARALAMPOPOULOS, 2011). O
acido citrico € considerado um conservante, que tem forte influéncia na estabilidade
de compostos bioativos em produtos (PEREZ-RAMIREZ et al., 2015).

Ainda nédo existem estudos com analise sensorial feitos com sucos de goiaba
sob as mesmas condi¢cdes dessa pesquisa. No estudo de Ellendersen et al. (2011),
96% dos provadores ndo-treinados julgaram o suco de maga fermentado como “gostei
muito”; Ja Zheng et al. (2014) verificaram que apos 4 semanas de estoque de suco de
lichia fermentado, a aceitabilidade global foi de 5, utilizando um painel de 15
provadores treinados. Esses resultados mostram que € dificil comparar estudos de
andlise sensorial, uma vez que existem muitas variaveis que podem interferir nos
resultados da aceitagdo do produto, como idade, sexo, habitos alimentares e culturais
e conhecimentos sobre os beneficios dos probidticos (LUCKOW & DELAHUNTY,
2004).

Foram observadas diferencas significativas entre todos os atributos testados

na andlise sensorial dos dois sucos probidticos. De modo geral, o0 SNF foi melhor
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aceito e preferido pelos julgadores, sugerindo a preferéncia por bebidas mais doces e
menos acidas. A adicdo de Stevia ao SF néo foi capaz de reduzir o sabor acido
causado pela fermentacdo do produto, porém, o SF néo foi totalmente rejeitado, ja
gue tanto a nota da aceitabilidade e intencdo de compra estédo proximas do escore 5,
0 que indica, pela escala heddnica, que o produto pode ou néo ser aceito ou comprado
pelo consumidor. Além disso, quando os dois sucos foram submetidos a analise
multivariada (ACP) ndo houve separacao dos atributos, indicando que ndo houve
diferenca significativa entre os sucos probidticos, sugerindo assim que o SF pode ser

aceito e consumido.
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8. CONCLUSOES

* A adicdo de inulina e Stevia ndo afetou a sobrevivéncia de L. rhamnosus
ATCC 7469, podendo ser adicionados aos sucos;

» O suco de goiaba pode ser considerado um veiculo alimentar adequado
para a inclusdo de L. rhamnosus ATCC 7469, ja que tanto o suco nao-fermentado
guanto o fermentado apresentaram viabilidades adequadas durante o periodo de
armazenamento estudado;

« Como o0 suco probidtico de goiaba fermentado (SF) foi mais estavel
durante o estoque, possuiu o0 acido latico em sua composicdo, apresentou um
escore que indicou possibilidade de compra e ndo obteve diferenca significativa
do suco nédo-fermentado (SNF) quando todos os atributos da andlise sensorial
foram julgados ao mesmo tempo, conclui-se que o suco fermentado (SF) pode ser

utilizado como um potencial alimento funcional.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

» O presente estudo demonstrou que a adi¢do de inulina ndo comprometeu o
produto, porém, é necessario estudar a relacdo desse prebidtico com o probibtico na
elaboracdo de um alimento funcional, ja que a quantidade utilizada pode influenciar

na sobrevivéncia do micro-organismo;

« Sao importantes maiores estudos para comprovar a eficacia da Stevia em
aumentar a sobrevivéncia gastrointestinal de micro-organismos, pois seria uma outra

vantagem da utilizacdo desse adoc¢ante pela industria e populacéo;

» Por fim, a bebida probidtica fermentada a base de goiaba pode ter seus
atributos sensoriais melhorados, principalmente a acidez, para que exista a

possibilidade de maior aceitacdo e compra do produto pelo mercado consumidor.
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APENDICE A - Formulério de aceitabilidade de intencdo de compra

Nome:

Data: [

1- PROVE cada amostra do suco probiético de
goiaba e, utilizando a escala abaixo, indique o quéo
ideal encontra-se a DOCURA e ACIDEZ de cada
amostra:

+3 — muito + intenso do que o ideal

+2 — moderadamente + intenso do que ideal
+1 — ligeiramente + intenso do que ideal

0 — intensidade ideal

-1 — ligeiramente — intenso do que o ideal

-2 — moderadamente — intenso do que o ideal
-3 — muito — intenso do que o ideal
AMOSTRA

DOCURA ACIDEZ

2- PROVE cada amostra e, utilizando a escala
abaixo avalie o quanto vocé gostou ou desgostou
de cada amostra de suco probiético de goiaba DE
UM MODO GERAL:

9- gostei extremamente (adorei)

3 gostei moderadamente

g nem gostei/nem desgostei

g desgostei moderadamente
i:desgostei extremamente (detestei)

AMOSTRA VALOR

3- PROVE, da esquerda para direita, as duas
amostras de suco probiético de goiaba e faca
um circulo na sua amostra de preferéncia:

Comentarios:

4- Se vocé encontrasse esses sucos probioticos
de goiaba a venda, indique através da escala
abaixo, o grau de certeza com que vocé
compraria ou ndo compraria cada amostra:

9- certamente compraria

8-

7- possivelmente compraria

6-

5- talvez comprasse/talvez ndo comprasse
4-

3- possivelmente ndo compraria

2-

1-certamente ndo compraria

AMOSTRA VALOR
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ANEXO A - Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa

B5  UNIVERSIDADE FEDERAL DE
== PERNAMBUCO CENTRO DE gwm
& CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PARECER
Numero do parecer: 1. 735. 991
APRESENTACAO DO PROJETO:

Trata-se de ementa da pesquisa de mestrado de Nutricdo do CCS/UFPE
apresentada pela estudante RAISSA HOLANDA CAVALCANTI DE ANDRADE,
orientado pela Prof.2 Ester Ribeiro Gouveia, que solicita simples modificacdo na
Hipdtese, no Objetivo geral e especificos, no Material (Adicdo de polpa, estévia e
inulina, Fermentacdo do suco e adicdo de estévia e inulina, Estudo de estoque dos
sucos, Analise sensorial), Cronograma, Orcamento, Resultados esperados,
Bibliografia e TCLE.

Consideracfes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
Adequados em quantidade e dentro das normas do CEP/CCS/UFPE.
Recomendacdes:
Nenhuma
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Nenhuma
Consideracg®es finais a critério do CEP:
A emenda foi avaliada e APROVADA pelo colegiado do CEP.
Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagcdo da CONEP:
N&o

RECIFE, 20 de Setembro de 2016
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias da Saude

Departamento de Nutricdo

Termo de consentimento livre e esclarecido

Convido o (a) Sr. (a) para participar, como voluntario (a), da pesquisa que tem como
titulo “PRODUCAO DE SUCO SIMBIOTICO DE GOIABA (Psidium guajava L.):
EFEITO DA INULINA NA SOBREVIVENCIA DO Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469
NAS CONDIQOES SIMULADAS DO TRATO GASTROINTESTINAL”, que esta sob a
responsabilidade da pesquisadora Raissa Holanda Cavalcanti de Andrade, Rua
Velha, 90, apto 203 — Boa Vista — Recife — Pernambuco, Telefone: (81) 996883789,
e-mail: raissa__andrade@hotmail.com. Esta sob a orientacdo da Prof. Dra. Ester
Ribeiro Gouveia (Telefone: (81) 99900-0236, e-mail: estergouveia@gmail.com) e co-
orientacdo da Prof. Dra. Patricia Moreira Azoubel (Telefone: (81) 99268-8258 e-mail:
pazoubel@gmail.com).

Caso este Termo de Consentimento contenha informagbes que ndo lhe sejam
compreensiveis, as duavidas podem ser tiradas com a pessoa que esta lhe
entrevistando e apenas ao final, quando todos os esclarecimentos forem dados, caso
concorde com a realizacao do estudo pedimos que rubrigue as folhas e assine ao final
deste documento, que esta em duas vias, uma via lhe sera entregue e a outra ficara
com o pesquisador responsavel.

Caso ndo concorde, ndo havera penalizacdo, bem como sera possivel retirar o
consentimento a qualquer momento, também sem nenhuma penalidade.

Informacdes sobre a pesquisa:

- Esta pesquisa consiste na formulacdo de um suco de goiaba utilizando o probiético
(bactéria benéfica que auxilia nos problemas intestinais) Lactobacillus rhamnosus e o
prebidtico (substancia que ajuda nos problemas intestinais) inulina, com o objetivo de
verificar se a quantidade de inulina adicionada influencia numa maior sobrevivéncia
dessa bactéria no tempo de vida de prateleira (validade do produto).

- Para tornar a bebida mais nutritiva, na analise sensorial sera adicionado um acgucar
natural, a Stevia. Através dos dados da analise sensorial, podera se ter uma noc¢ao se
esses sucos terdo uma aceitacao do mercado consumidor.

- Os riscos desta etapa estédo condicionados ao participante, se tiver alergia a algum
dos componentes das amostras. Por este motivo, sera perguntado a vocé se possui
algum tipo de alergia aos componentes da amostra.

- Como beneficios da execucdo do projeto, espera-se produzir resultados que
colaborem para o desenvolvimento de um suco que ajude nos problemas intestinais,
podendo contribuir com a saude do consumidor.

- O participante sera submetido a participacdo da analise sensorial do suco simbiotico
(produto que combina a inulina com a bactéria benéfica) de goiaba fermentado
adocado com Stevia (agucar natural) proximo da validade do produto e do suco
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simbidtico de goiaba nao-fermentado adogcado com Stevia (acUcar natural) préximo
da validade do produto.

Todas as informagdes desta pesquisa seréo confidenciais e serédo divulgadas apenas
em eventos ou publicagcbes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a
nao ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa através do questionario, ficardo
armazenados em pastas de arquivo, sob a responsabilidade do pesquisador, no
endereco acima informado, pelo periodo de minimo 5 anos.

Nada lhe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a
aceitacao € voluntaria e a liberagéo sera feita logo em seguida a andlise sensorial. Em
caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no
endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria,
Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, ,
RG/CPF: , abaixo assinado, concordo em participar deste
estudo, como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo (a)
pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s
possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que
POSSO retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade.

Recife, / /2016

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e 0
aceite do voluntério em participar.

Testemunha 1: Testemunha 2:
Nome: Nome:
Assinatura: Assinatura:




