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Resumo

As bebidas lacteas simbioticas possuem micro-organismos probidticos e compostos
prebidticos, e estdo inseridas na classe dos alimentos funcionais. Estes produtos
apresentam representatividade no mercado consumidor devido as caracteristicas
sensoriais agradaveis e também pelos beneficios a satde. O objetivo desta pesquisa foi
observar o potencial da atividade antagonista de Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium lactis contra micro-organismos patogénicos em soro lacteo fermentado,
bem como avaliar a composicéo de fibras e componentes com atividade antioxidante em
graviolas, visando justificar o desenvolvimento de uma bebida simbiotica utilizando
estes alimentos. Os probidticos foram avaliados quanto a atividade antagonista contra
micro-organismos patogénicos (Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus) e
quanto a resisténcia ao acido cloridrico (pH 4 e pH 2) e a bile (0,3%). Graviolas das
variedades Crioula, Lisa e Morada, em estadio de maturacéo fisiologica (MF) e madura
(M), foram comparadas quanto a composicao centesimal, fibra alimentar total, soltvel e
insoltvel, compostos fendlicos totais e atividade antioxidante. As bebidas simbidticas
produzidas com soro lacteo residual da producdo de queijo de coalho e polpa de
graviola (n=10) foram avaliadas quanto as caracteristicas sensoriais e vida de prateleira
realizada apds 0, 7, 14, 21 e 28 dias de produgdo. Os resultados mostram que
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis apresentam atividade probidtica
demonstrada pela resisténcia a bile e baixa sensibilidade ao &cido cloridrico, tanto em
caldo Man Rogosa Sharp (MRS) quanto no soro lacteo. Além disso, apresentam alta e
intermediéria atividade antagdnica comprovada frente micro-organismos patogénicos.
Quando foi utilizado o soro lacteo como substrato para fermentacéo, observou-se maior
atividade inibitéria diante de E. faecalis, L. monocytogenes e S. aureus. Ficou
evidenciado que as graviolas da variedade Morada apresentam teores de cinzas,
superiores as demais, porém a composicao em proteina, lipideo, carboidrato e teor de
umidade ndo diferenciam. A variedade Lisa-MF apresentou menor teor de fibra
alimentar total e fibras insolGveis. Todas as variedades mostraram-se semelhantes
guanto a composicdo de fibras soltveis. Os valores de compostos fendlicos totais entre
as variedades de graviola ndo diferem estatistica (p<0,05) entre os estadios de
maturacdo, contudo a graviola Lisa madura apresentou maior teor de fendlicos totais,
diferindo-se apenas da Crioula-MF. A variedade Crioula apresentou maior capacidade
de sequestro do radical DPPHe, diferindo estatisticamente das graviolas da variedade
Morada, e por isso possuem maior atividade antioxidante. As andlises das bebidas
simbidticas mostram que a formulagdo com 71,5% de soro apresenta boa aceitabilidade
sensorial, ressaltando que 25% da polpa de graviola favorece a aceitacdo quanto ao
sabor e aroma. A bebida proposta manteve as caracteristicas durante a vida de
prateleira, principalmente as bactérias probioticas em niveis recomendados pela
legislacdo vigente. Pode ser concluido que a bebida lactea de soro fermentado por
micro-organismos probidticos e saborizada com graviola apresenta viabilidade de
producdo. No processo final h4 agregacéo de valor econémico, nutricional e funcional,
além de minimizagao no impacto ambiental.

Palavras chaves: Annona muricata L, antagonismo microbiano, atividade antioxidante,
bebida lactea, soro lacteo, probiotico.



Abstract

The dairy beverages have symbiotic microorganisms probiotics and prebiotic
compounds, and are included in the class of functional foods. These products have
representation in the consumer market because of the pleasant sensory characteristics
and also for the health benefits. The aim of this study was to observe the potential of
antagonistic activity of Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium lactis against
pathogenic microorganisms in whey fermented, as well as for evaluation of the fibers
composition and components with antioxidant activity in soursops in order to justify the
development of a symbiotic beverage using these foods. The probiotic microorganisms
were screened for antagonistic activity against pathogenic microorganisms (Bacillus
cereus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus), the resistance to hydrochloric acid (pH 4 and pH
2) and bile (0.3%). Soursops varieties of Crioula, Lisa and Morada of physiological
maturity (PM) and mature (M) were compared for proximate composition, total fiber,
soluble and insoluble phenolic compounds and antioxidant activity. The symbiotic
beverage produced with whey from “coalho” cheese production and soursop pulp (n =
10) were evaluated for sensory characteristics and shelf life performed after 0, 7, 14, 21
and 28 days of production. Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium lactis show
probiotic activity and demonstrated resistance to bile and low sensitivity to
hydrochloric acid, either in Man Rogosa Sharp broth (MRS) and the whey. Besides, the
microorganisms show high and intermediate antagonistic activity, against pathogenic
microorganisms. When we used the whey as substrate for fermentation, was observed a
higher inhibitory activity against E. faecalis, L. monocytogenes and S. aureus. It was
evidentiated that the soursoup, of the Morada variety show ash, content higher than the
others ones but the protein, fat, carbohydrate and moisture content do not differentiate
between soursops. The variety Lisa-PM showed lower levels of total dietary fiber and
insoluble fiber. All varieties were similar in the composition of soluble fiber. The values
of total phenolic compounds among the varieties of soursop did not differ statistically (p
<0.05) between the maturity stages, however, ripe soursop Lisa present higher total
phenolic content, differing only to the Crioula-PF. The variety Crioula soursops show
greater sequestration capacity DPPHe, differing significantly from the variety soursops
Morada, and therefore have higher antioxidant activity. The analysis of the symbiotic
display that the formulation with 71.5% serum show good sensory acceptance, and
evidentiate that 25% of soursop pulp favored the acceptance for flavor and aroma. The
proposal drinking kept the characteristics during shelf life, especially the probiotic
bacteria at levels recommended by the current legislation. It may be concluded that the
milk drinking from whey fermented by probiotic micro-organisms and flavored with
soursop presents feasibility of production. In the find process there is aggregation of
economic, nutritional and functional value with minimization of the environmental
impact.

Keywords: Annona muricata L, microbial antagonism, antioxidant activity, dairy drink,
whey, probiotics.
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1. APRESENTACAO

O interesse dos consumidores em maximizar a salde atraves da alimentacdo, tem
impulsionado a industria de alimentos ao desenvolvimento de uma variedade de novos
alimentos funcionais. Na América Latina, o Brasil e 0 México sdo os mercados com 0 maior
potencial para os alimentos funcionais, pois tém apresentado aumento de consumidores com
maior poder de compra. Vale ressaltar que cerca de 65% dos alimentos funcionais brasileiros
sdo probidticos (GRANATO et al., 2010).

Os beneficios do consumo de alimentos probidticos e prebidticos tém sido
demonstrados nos estudos envolvendo a ingestdo de produtos com algumas cepas microbianas
especificas. Dentre estes se podem citar a reducdo na intolerancia a lactose (CRUZ et al.,
2010), aumento na atividade do sistema imunoldgico (DANI et al., 2010), atividade
antimicrobiana (HUTT et al. 2006), atividade anticarcinogénica e antimutagénica
(GORDILLO et al., 2012), reducdo no nivel de colesterol no sangue (RANADHEERA,
BAINES; ADAMS, 2010), recuperacdo da infeccdo gastrica ulcerativa causada pelo
Helicobacter pylori (YASAR et al., 2010), no tratamento da sindrome do intestino irritavel
(CRUZ et al., 2010).

Probidticos podem ser definidos como micro-organismos vivos (bactérias e/ou
leveduras) que podem trazer beneficios a salde humana ou de animais. Os beneficios
geralmente ocorrem através da manutencdo e/ou melhoria do equilibrio microbiano no trato
intestinal, estando condicionada a ingestdo de micro-organismos em concentragdo celular
suficiente para exercer o efeito esperado (MOHAMMADI et al., 2011). Estas bactérias devem
estar presentes no alimento a um nivel minimo de 10° UFC/g ou a ingestdo diaria deve ser
proxima de 108 UFC/g, com o objetivo de compensar a possivel reducdo no numero de micro-
organismos probioticos durante a passagem atraves do intestino (GRANATO et al., 2010).

Aliada a contagem microbiana minima necessaria para obtencdo de resultados
positivos, a melhoria do desempenho funcional de probidticos no trato gastrointestinal se da
pela ingestdo de carboidratos ndo digeriveis, oligo e polissacarideos com agdo prebiotica. Os
compostos prebioticos estimulam seletivamente o crescimento e/ou atividade de micro-
organismos probioticos no colén. A combinacdo dos probioticos e compostos prebioticos
produzem as formulagGes simbidticas (DHEWA; PANT; MISHRA, 2011), as quais



beneficiam o hospedeiro por melhorar a sobrevivéncia e implantacdo dos suplementos
microbianos selecionados (PRADO et al., 2008).

Por causa dos beneficios nutricionais associados a ingestdo, os alimentos sdo o
principal veiculo de probioticos, prebidticos e simbidticos, e por isso devem fazer parte da
rotina alimentar dos consumidores, pois assim consegue-se manter o nivel terapéutico
facilmente. Dentre os alimentos, os produtos lacteos funcionais sdo considerados via ideal de
introducdo de probidticos ao trato gastrointestinal humano, merecendo destaque o0s queijos,
iogurtes, sorvetes, sobremesas e bebidas lacteas fermentadas (RANADHEERA; BAINES;
ADAMS, 2010).

As bebidas lacteas sdo definidas pela legislacdo brasileira como o produto lacteo
obtido da mistura do leite e soro lacteo adicionado ou ndo de produtos ou substancias
alimenticias (BRASIL, 2005). Assim, a adicdo de soro, bactérias probidticas e prebidticos a
uma bebida lactea pode resultar em um alimento funcional, servindo como uma nova
alternativa para a industria de laticinios e para os consumidores interessados em uma dieta
saudavel e nutritiva, aliado a um produto com novas caracteristicas sensoriais (CASTRO et
al., 2009).

Partindo deste principio, este trabalho teve como objetivo desenvolver uma bebida
fermentada a partir do soro lacteo e polpa de graviola com caracteristica simbiotica, avaliando
as suas caracteristicas sensoriais, 0 potencial probi6tico dos micro-organismos utilizados na
fermentacdo, bem como os componentes funcionais na graviola em diferentes estadios de

maturacgéo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial do soro fermentado e os componentes funcionais na graviola

(Anonna muricata L.) para desenvolvimento de uma bebida lactea.

2.2 Objetivos Especificos

e Estudar as caracteristicas fisico-quimicas e componentes funcionais da graviola em

diferentes estadios de maturacao.

e Auvaliar o potencial probidtico de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis em

soro lacteo para a formulacao da bebida.

e Avaliar as caracteristicas sensoriais e a estabilidade da bebida lactea simbiética com sabor

graviola.
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3. REVISAO DE LITERATURA

Artigo submetido a publicacdo pela Revista Ciéncia Rural (0103-8478), que apresenta fator de
impacto 0,434, classificada no WebQualis da Capes, no ano base 2012, como B3 na érea de
Medicina Il (Anexo 1).

Bebidas lacteas com soro de queijo e frutas: uma reviséo

Dairy beverage containing cheese whey and fruit: a review

Amanda de Morais Oliveira'*; Erilane de Castro Lima Machado'"; Tania Lcia
Montenegro Stamford'"'.
) Departamento de Tecnologia Rural, Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
Rua Ana Camelo da Silva, n. 154, Boa Viagem. CEP: 51111-040. Recife-PE-Brasil. E-mail:
amanda.morais@gmail.com.

*Autor para correspondéncia.

()" Centro Académico de Vitoria, Universidade Federal de Pernambuco. Rua do Alto do
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erilane@ig.com.br

(") Departamento de Nutricdo, Universidade Federal de Pernambuco. Rua Jader de Andrade,
n. 335, Casa Forte. CEP: 52061-060. Recife-PE-Brasil. E-mail: timstamford@yahoo.com.br

RESUMO

O soro do leite € um subproduto de relevancia da industria de queijos por ser produzido em
grande volume e conter aproximadamente 55% dos nutrientes do leite. O seu aproveitamento
industrial em produtos da alimentagdo humana ainda é considerado baixo, visto que a alta
concentracdo de minerais proporciona uma baixa aceitagdo sensorial dos alimentos que o
contém. Desta forma, tém-se desenvolvido bebidas, principalmente as fermentadas que
apresentam novos sabores e aromas, com vistas a recuperar esta importante fonte de

nutrientes para a cadeia alimentar humana. Observa-se, portanto, que a utilizagdo do soro de
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leite enriquece os produtos que os contém e evita o descarte diretamente no solo, na rede
publica de esgoto, rios e lagos, minimizando o impacto negativo sobre a poluicdo ambiental,
conforme abordado nesta reviséo.

Palavras-chave: aproveitamento de residuos, bebidas, impacto ambiental, soro lacteo.

ABSTRACT

The whey is a relevant by-product in the cheese industry for being produced in large volume
and for containing approximately 55% of its nutrients from milk. Its industry performance
upon human nutrition products is still considered low, because the high concentration of
minerals provides a low sensorial acceptation of food. Thus, beverages have been developed,
mainly the fermented ones that display new flavors and aromas, aiming at recovering such
important source of nutrients for the human food chain. It is observed, therefore, that the use
of whey enriches the products that contain them and avoid the culling directly in the soil, in
the sewage system, rivers, and lakes, minimizing the negative impact on the environmental
pollution, as discussed in this review.

Key words: sustainable use of residues, beverages, environmental damage, whey.

INTRODUCAO

O soro lacteo é a porcdo aquosa do leite que se separa do coagulo por adi¢do de acido
(soro &cido) ou de enzima (soro doce), durante a fabricacdo convencional de queijos
(TEIXEIRA & FONSECA, 2008). Este subproduto retém cerca de 55 % dos nutrientes do
leite, sendo considerado relevante, tendo em vista 0 volume produzido e sua composi¢édo
nutricional (LEITE et al., 2012).

Dados do United States Department of Agriculture (USDA, 2012) reportam a
producdo 670.000 toneladas de queijos no Brasil em 2011, com estimativas do pais produzir
700.000 toneladas de queijos em 2012. Em média, para fabricacdo de um quilo de queijo sdo
necessarios dez litros de leite, com recuperacdo de nove litros de soro (BARBOSA et al.,
2010). Assim, calcula-se que a geragdo de soro decorrente dos queijos produzidos no Brasil é
relevante, com estimativas de um valor aproximado de 6,03 milhGes de toneladas. A producgéo
mundial de soro de leite é cerca de 125 milhdes de toneladas (NAIK et al., 2009).

Por este motivo, ha uma preocupacdo recorrente em gerar aplicabilidade ao soro de
queijo nas formulagGes de alimentos, visto que no territério brasileiro cerca de 50 % desse

soro ndo é aproveitado, gerando desperdicios nutricional e financeiro (COSTA et al., 2007),
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bem como um residuo industrial com elevado teor organico que desencadeia impactos
ambientais relevantes (MAGALHAES et al., 2011).

O conteudo de lactose e a presenca de outros nutrientes faz do soro uma matéria-prima
potencial para o desenvolvimento de micro-organismos probidticos, viabilizando a producéo
de alimentos, como as bebidas lacteas fermentadas (MAGALHAES et al., 2011), ja que 0
soro in natura apresenta baixa aceitacdo sensorial pela presenca de sais minerais (SOARES et
al., 2011). Associado ao processo de fermentacdo, a adicdo de frutas tem melhorado as
caracteristicas de aromas e sabor das bebidas lacteas, visto que a incorporacédo de diferentes
proporcdes de suas polpas resulta no aumento da aceitabilidade (OLIVEIRA, 2006;
CALDEIRA et al., 2010; MOREIRA et al., 2010; SILVA et al., 2010). Entre os principais
interesses no uso de frutas para melhorar a aceitacdo das bebidas lacteas estao os relacionados
com as estratégias de marketing voltadas a estes produtos, cujo objetivo é o oferecimento de
novas opc¢des de alimentos saudaveis aos consumidores, visando proporcionar incorporacdo
destes alimentos no hébito alimentar do publico-alvo (ROUTRAY & MISHRA, 2011).

E importante ressaltar que o habito no consumo de frutas do brasileiro vem
aumentando influenciado por fatores econdmicos e de producédo, ja que o Brasil é o terceiro
maior produtor mundial de frutas, com uma producdo de 40 milhdes de toneladas ao ano
(FACHINELLO et al., 2011).

MURPHY et al., (2012) afirmam que, independente da espécie, de maneira geral o
consumo de frutas esta frequentemente associado aos relevantes efeitos de seus fitonutrientes
a saude humana, incluindo vitaminas, minerais e fibras. Dentre esses nutrientes, as fibras
alimentares sdo importantes nas formulacdes das bebidas lacteas fermentadas. As fibras, de
modo geral, sdo resistentes a digestdo e absorcdo no intestino delgado, e sdo completa ou
parcialmente fermentadas no intestino grosso, fornecendo energia para o desenvolvimento de
bifidobactérias e lactobacilos, ressaltando que as oligofrutoses merecem énfase neste grupo
(CICHOSKI et al., 2008).

Assim, observa-se que o interesse mercadologico em alcangar o consumidor através da
associacao do soro lacteo as frutas esta embasado nas recomendacdes nutricionais mais atuais
quanto ao aumento no consumo de frutas e hortalicas. Diante do exposto, esta revisdo objetiva
sumarizar a conjuntura atual e perspectivas para aplicabilidade do excedente de soro de queijo
e de frutas pela inddstria, contextualizando a aplicacdo destes alimentos na producdo de

bebidas lacteas com potencialidades funcionais.

16



Valor nutricional e impacto ambiental do soro lacteo

A expressiva producéo de leite, e a aceitacdo do consumidor por um grande numero de
produtos lacteos, possibilitam o desenvolvimento de diversos tipos de queijo, 0s quais geram
um importante montante de residuo liquido (85 % a 95 % do volume total de leite),
denominado de soro lacteo. Este soro é obtido a partir da coagulacdo do leite, podendo
também ser adquirido a partir da fabricacdo de caseina ou produtos lacteos similares
(DRAGONE et al., 2009; BARBOSA et al., 2010).

De acordo com PESCUMA et al. (2010) o soro é composto de agua (93 %), lactose (5
%), proteinas (0,85%), uma quantidade minima de gordura (0,36 %), e minerais (0,53 %)
incluindo NaCl e KCI (mais que 50 %), sais de célcio (principalmente fosfato) e outros. O
soro também contém é&cido latico (0,5 g/L) e acido citrico, compostos nitrogenados nao-
protéicos (uréia e acido urico) e vitaminas do complexo B (DRAGONE et al., 2009).

HARAGUCHI et al. (2006) afirmam que as proteinas do soro do leite (alfa e beta-
lactoglobulina, albumina de soro bovino, imunoglobulinas) apresentam um excelente perfil de
aminoéacidos essenciais, caracterizando-as como proteinas de alto valor bioldgico. Além disso,
possuem peptideos bioativos (exorfinas, imunopeptideos e fosfopeptideos), que conferem a
essas proteinas diferentes propriedades funcionais.

Evidéncias apontam que os nutrientes presentes no soro lacteo sdo benéficos a saude
humana, mas também mostram que quando manejados de forma inadequada podem atuar
como agentes de poluicio ambiental (MAGALHAES et al., 2011). O excedente desse
subproduto € um dos maiores problemas enfrentados pelas inddstrias de laticinios,
principalmente as de pequeno e médio porte, frente ao custo elevado do tratamento. Por isso,
algumas industrias optam pelo seu descarte diretamente na rede publica, rios e lagos
(FLORENTINO et al., 2005).

O poder poluente do soro de queijo é aproximadamente 100 vezes maior que o esgoto
doméstico, de forma que quando lancado em cursos d’agua, reduz a vida aquatica devido a
demanda bioquimica de oxigénio (30.000 mg a 50.000 mg de oxigénio/litro de soro), e
guando descartado no solo compromete sua estrutura fisico-quimica e diminui o rendimento
da colheita (BARBOSA & ARAUJO, 2007; MOREIRA et al., 2010; LEITE et al., 2012).

O alto percentual de &gua presente na sua composicdo torna dispendiosa sua
desidratacdo, e por ser perecivel agrava o problema, impossibilitando o armazenamento

prolongado. Assim, pesquisas direcionam seu aproveitamento aos produtos onde se possa
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utilizd-lo in natura (SERPA et al., 2009). Na sua forma liquida, o soro recebe aplicacdes
representativas nas formulagdes de bebidas lacteas fermentadas.

PEREIRA et al. (2009) investigaram as preocupacdes ambientais de seis
agroindustrias exportadoras de derivados lacteos em Minas Gerais. Em relacdo ao destino do
soro l4cteo, quatro das seis empresas vendiam este residuo para fabricantes de bebidas lacteas.
Uma das empresas gerava soro lacteo, mas o enviava a estacdo de tratamento de efluentes e a
outra utilizava todo o leite para obtencao de seu produto, e, portanto ndo gerava este residuo.
Vale salientar, que de acordo com os autores, as preocupacdes ambientais das agroinddstrias
em estudo estavam relacionadas essencialmente aos aspectos legais e econdmicos, sendo a
variavel ambiental apenas o meio para atingir os objetivos empresariais. Estas observactes
confirmam as consideracfes de SERPA et al. (2009), de que poucas empresas apresentam
efetiva preocupacdo ambiental quanto ao destino correto do soro de queijo.

Em Mossord-RN, JERONIMO et al. (2012) avaliaram a qualidade ambiental e
sanitéria de 12 industrias de laticinios. Os autores observaram que, na maioria das industrias,
os efluentes gerados no processamento dos produtos lacteos eram dispostos na rede de esgoto
da cidade sem tratamento, eram destinados aos produtores de suinos da regido, ou ainda,
depositados em lagoas de captacao particular, sem assegurar as normas técnicas de construcao
com possibilidade de poluir o solo e o subsolo da area de descarte (JERONIMO et al., 2012).

SILVA (2011) estudando a modelagem, simulacéo e analise técnico-financeira de uma
unidade de processamento de soro de leite em Vigcosa-MG demonstrou que a disposi¢do do
soro como um residuo causa sérios problemas de poluicdo ambiental, ressaltando que o soro
de leite ndo € toxico, mas quando langado em um curso d’agua ou no solo provoca um enorme

efeito poluidor.

Bebidas lacteas a base de soro e frutas

A busca incessante por novos produtos levou a industria de alimentos a perceber que
0s consumidores modernos estdo cada vez mais preocupados com sua saude e que desejam
ingerir alimentos que sejam saudaveis e de preferéncia capazes de prevenir doencas. Ao longo
dos anos, a industria reconheceu também que o soro lacteo é bastante versatil e contribui na
producéo de alimentos lacteos fermentados contendo micro-organismos probi6ticos, e por isso
estes produtos estdo assumindo grande popularidade frente ao publico que procura por
alimentos funcionais (BALLUS et al., 2010; BALDISSERA et al., 2011).
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Alimentos funcionais sdo aqueles que garantem efeito nutricional adequado e podem
demonstrar beneficios adicionais em uma ou mais fun¢des do organismo, proporcionado
melhorias do estado de salde e bem estar ou reducdo do risco de doencas (SOARES et al.,
2011). Os probidticos representam provavelmente o alimento funcional tipico, e séo definidos
como suplemento microbiano vivo que afetam beneficamente o hospedeiro, melhorando o
equilibrio microbiano intestinal (PEREIRA et al., 2010).

PESCUMA et al. (2008) esclarecem que os beneficios do uso de bactérias laticas na
fermentacdo do soro estdo associados a intensa atividade metabodlica sobre carboidratos,
lipideos, proteinas e peptideos alergénicos que nele estdo presentes. Assim, as bactérias
promovem contribuigdo na digestibilidade, preservagdo, melhoria da textura e perfil sensorial
do alimento, visto que ha a reducéo do teor de lactose, producéo de acido latico que contribui
para o flavor e textura do produto final.

Deste modo, uma das principais alternativas de utilizacdo do soro compreende a
formulacdo de bebidas lacteas, que de acordo com a legislagdo brasileira (BRASIL, 2005), é o
produto resultante da mistura do leite e soro de leite ou substancia alimenticia, cuja base
lactea represente no minimo 51% do total de ingredientes. A aromatizacdo dessas bebidas €
normalmente melhorada com o acréscimo de polpas de frutas, tornando a aceitacdo sensorial
do produto mais representativa. Além disso, 0 uso de polpa de fruta em bebidas lacteas
fermentadas é uma opcdo interessante para solucionar o problema do excedente de producgéo
e/ou pouco aproveitamento de frutos que ndo estdo adequados ao consumo “de mesa” ou para
exportacdo (SANTOS et al., 2008).

Visando melhorar a aplicabilidade de frutas que apresentam alta perecibilidade e
deficiente conservacdo pos-colheita, diversos estudos tém promovido a inser¢do destes
alimentos na cadeia produtiva de bebidas lacteas fermentadas e ndo fermentadas. Assim,
MATOS (2009) elaborou seis formulacdes de bebida lactea com o percentual polpa de
graviola fixo em 25%, variando o proporcdo de aglcar (12%; 14% e 16%) e espessante (0,4,
0,8 e 1,2%). O soro foi utilizado em propor¢des suficientes para totalizar 100% em cada
formulacdo. Os resultados obtidos mostraram que concentracdes de agUcar superiores a 12%
nas bebidas lacteas diminui a sua preferéncia pelos consumidores, e 0 uso de espessante
aumenta a sua preferéncia. O autor concluiu que a formulacdo apresenta perspectiva para
producdo comercial, visto que além de apresentar boa aceitacdo sensorial, € considerada

nutritiva, e apresenta durabilidade de pelo menos 21 dias.
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Com o soro de queijo de manteiga e suco de acerola CRUZ et al. (2009) produziram
uma bebida usando trés formulagdes: B1 (50% soro + 50% suco), B2 (70% soro + 30% suco),
e B3 (30% soro + 70% suco). Os resultados indicaram que a bebida B2 apresentou indices
mais significativos em todos os atributos sensoriais, apesar da formulacdo B1 ter apresentado
escores muito proximos, o que sugere a possibilidade de produgdo e comercializacdo das
bebidas.

SANTOS et al. (2006), desenvolveram uma bebida lactea fermentada com soro do
queijo tipo mussarela nas concentracfes de 20%, 40%, 60% e 80% acrescida de polpa de
umbu como agente saborizante e aromatizante. As caracteristicas fisico-quimicas e aceitacao
sensorial ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) para as formulagGes com 20%,
40% e 60% de soro, caracterizando a bebida com 60% de soro como a melhor formulagéo,
devido a possibilidade de utilizar o maior volume deste subproduto.

Em estudo posterior, SANTOS et al. (2008) observaram que das bebidas lacteas
fermentadas com polpa de manga e diferentes concentracfes de soro de queijo mussarela em
substituicdo ao leite (20%, 40%, 60% e 80%), a formulacdo com substituicdo de 40% do leite
por soro foi a mais aceita (termo hedonico “gostei muito”), com indicagdo de melhor textura e
consisténcia, homogeneidade e sabor agradavel. Este resultado é explicado porque altos niveis
de substituicdo de leite levam a instabilidade e precipitacdo protéica do soro devido ao
elevado tratamento térmico pré-fermentacdo (90°C/10min), com apresentacdo de grumos
indesejaveis no produto final.

Bebidas lacteas com leite de bafala e diferentes niveis de iogurte e soro do queijo Tipo
Frescal foram desenvolvidas por CALDEIRA et al. (2010), adicionado 5% de polpa de
morango em cada formulacédo. Os testes de aceitacdo e preferéncia sensorial mostraram que as
bebidas T1 (10% leite, 10% soro e 80% iogurte) e T2 (10% leite, 20% soro e 70% iogurte)
apresentaram as maiores médias para os atributos sensoriais estudados (impressdo global,
aparéncia, consisténcia e sabor), nao diferindo entre si (p>0,05), além das melhores condicdes
relativas ao pH, acidez titulavel, gordura, proteina, viscosidade e cor. Destaca-se que as
formulagGes com 30% (T3), 40% (T4) e 50% (T5) de soro sofreram alteragdes de pH, acidez,
viscosidade e luminosidade (L*), condi¢Ges que podem ter influenciado negativamente o
estudo de aceitabilidade e preferéncia destas bebidas.

OLIVEIRA et al. (2006) também utilizaram polpa de morango para desenvolvimento
de trés formulacGes de bebida lactea fermentada com soro de queijo (10%, 30% e 50%) e

ferro quelado. Os testes fisico-quimicos mostraram que as bebidas com 10% e 30% de soro se
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enquadraram nos pardmetros legais quanto ao conteudo de gordura, mas na anélise sensorial,
as formulagdes com 30% e 50% de soro foram as mais aceitas. Os autores concluiram que a
bebida lactea fermentada com 30% de soro foi considerada ideal para a produgdo por se
enquadrar nas determinacdes legais de composicéo e por ter sido sensorialmente aceita.

BRANDAO et al. (2006), utilizou soro de leite para obtencdo de uma bebida
fermentada e ao final do processo fermentativo foi adicionado de polpa de abacaxi. Os
resultados mostraram que do ponto de vista sensorial, a bebida apresentou uma oOtima
aceitagdo, pois foi enquadrada no termo heddnico “gosto muito”, além de oferecer também os
beneficios relacionados aos alimentos fermentados.

Baseado no conceito de alimento probidtico, SILVA et al. (2010) elaboraram e
avaliaram as caracteristicas sensoriais de bebidas lacteas fermentadas (S. thermophilus, L.
acidophilus e Bifidobacterium) sabor umbu-caja com diferentes proporc6es de soro de leite
(A=0%; B=15%; C=30%; D=45%; E=60%). O estudo da preferéncia entre as bebidas
apresentou maiores médias para a formulagdo A, embora a mesma ndo tenha diferido
significativamente (p<0,05) das amostras B, C e D. Desta forma, as bebidas desenvolvidas
podem possibilitar o aproveitamento do soro em até 45% da mistura.

Em pesquisa com o objetivo avaliar o potencial comercial de uma bebida lactea
probidtica de soro de leite e polpa de acai, ZOELLNER et al. (2009) verificaram que a bebida
lactea controle (sem polpa de acaf) mostrou reducdo de um ciclo de log (10°-10° UFC/mL) na
contagem de Bifidobacterium longum BI-05 e Lactobacillus acidophilus La-14, ap6s 21 dias
de armazenamento, enquanto que a bebida com polpa de acai apresentou contagens
significativamente mais elevadas (10°-10° UFC/mL) para ambos 0s micro-organismos
estudados (p <0,05). Os resultados da analise sensorial também demonstraram a existéncia de
potencial comercial da bebida probidtica proposta.

Associado aos efeitos benéficos dos micro-organismos probi6ticos, o desenvolvimento
de bebidas lacteas com soja e fruta se baseia na possibilidade de oferecer vantagens
nutricionais adicionais ao consumidor. Assim, KRUGER et al. (2008) observaram que a
formulacdo de uma bebida lactea probiotica com cultura mista de Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium contendo 30% de
extrato hidrossolivel de soja; 36,6% de leite de vaca; 33,3% de soro de leite e polpa de
morango foi considerada ideal sob o ponto de vista sensorial. A partir desta formulacéo, foi

observado que a bebida lactea apresentou células vidveis da cultura mista dentro dos padrdes
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estabelecidos (10°UFC/g) até o 22° dia, mas a qualidade sensorial definiu o término do
armazenamento no 25° dia, pelo fato da bebida apresentar acidez bastante elevada.

Outra bebida lactea fermentada probiotica sabor péssego foi formulada com igual
composicao (30% de extrato hidrossoltvel de soja; 36,6% de leite de vaca; 33,3% de soro de
leite) por KEMPKA et al. (2008). A aceitacdo sensorial foi semelhante, contudo observou-se
que o uso da polpa de péssego promoveu uma diferenciacdo na qualidade fisico-quimica,
visto que a acidez ficou bastante evidenciada a partir do 14° dia de armazenamento, 0 que
definiu o término da vida de prateleira da bebida.

As diferenciacfes nas formulagdes desenvolvidas sdo relevantes, principalmente do
ponto de vista nutricional, pois variacdes do teor de proteinas podem ser explicadas pelas
diferentes quantidades de soro e leite utilizados na elaboracdo de bebidas lacteas, ja que a
medida que se aumenta a concentracdo de soro, menores serdo os valores protéicos das
bebidas lacteas, visto que o0 soro apresenta um teor menor de proteina que o leite. O mesmo
raciocinio pode ser utilizado para avaliar as oscilaces nos teores de gordura, porém, este
nutriente pode ser facilmente manipulado na formulacdo, seja por adicdo ou pelo desnate
(GRANDI & ROSSI, 2010).

Diante dos diferentes estudos apresentados, observa-se que o desenvolvimento de
produtos utilizando o soro de leite € bastante promissor, pois as bebidas contendo soro de
queijo, em destaque as bebidas lacteas fermentadas, sdo uma realidade no mercado brasileiro
porque ja representam 25% do mercado total de iogurtes no Brasil (PFLANZER et al., 2010).
Vale destacar ainda, que para a industria a producéo de derivados do leite é uma tendéncia, e
esta deve se adequar a realidade de que a populagdo consumidora detém conhecimentos sobre
os fatores salutares, e que identificam o importante valor nutricional destes alimentos
(OLIVEIRA et al., 2010). Por isso, a industria deve buscar uma diferenciacdo de mercado,

incluindo 0 aumento no uso de ingredientes exéticos e inovadores.

CONCLUSAO

Tecnologicamente, observa-se que o0 aproveitamento do soro lacteo para
desenvolvimento de formulagbes alimentares voltadas para a alimentacdo humana pode ser
bastante significativo devido a variedade de nutrientes, além de possibilitar um maior controle
de poluicdo ambiental por este residuo e incrementar a produtividade e lucratividade das

industrias de laticinios no Brasil.
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Adicionalmente, € relevante ressaltar que o aproveitamento de frutas para consumo in
natura e industrial pode ser bastante significativo devido a grande variedade de nutrientes,
sendo o0 seu processamento destinado a obtencdo de produtos elaborados, ja que a qualidade
alimenticia e comercial do fruto in natura ¢ influenciada pelas condi¢es de amadurecimento

e armazenamento.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Foi utilizado soro de queijo de coalho tipo A coletado em recipientes estéreis
diretamente do tanque de producéo e acondicionados em caixas isotérmicas com gelo.

FOS-Raftilose 95® da Orafti, leite em pO desnatado e sacarose (acUcar refinado
granulado comercial). As linhagens utilizadas foram obtidas a partir de cultura mista
liofilizada e embaladas em envelopes lacrados composta pela Streptococcus salivarus subsp.
thermophilus, Lactobacillus acidophilus LA-5® e Bifidobacterium lactis Bb-12® (Bio RICH®
- Hansen).

Graviolas (Annona muricata L.) in natura das variedades Morada, Lisa e Crioula
provenientes do Instituto Agrondmico de Pernambuco foram obtidas em diferentes estadios de
maturacdo (Fruto em Maturacdo fisiologica; Fruto Maduro). A coleta se deu com auxilio do
disco de coleta proposto por Livera (1992) apresentado na figura 1 e observando-se as
seguintes caracteristicas fisicas:

e Fruto em Maturacdo fisioldégica ou Maturo: apresentando textura firme, casca verde
claro, pouco brilhante e espinhos distanciados.
e Fruto Maduro: apresentando textura branda, casca verde claro brilhante, ligeiramente

amarelado e espinhos mais distantes, quebradicos e pouco proeminentes.

1. FRUTO
VERDE

2. FRUTO
MATURO

3 - FRUTO
MADURO

Figura 1: Disco de coleta para identificagdo do estadio de desenvolvimento fisiologico da
graviola (LIVERA, 1992).
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As graviolas foram lavadas em agua corrente, sanitizadas em solucdo clorada a
100ppm por 10 minutos e em seguida despolpados, porcionados em embalagens de 200g e

congelados em freezer (-20°C).

4.2 METODOS

4.2.1 FERMENTACAO DO SORO

A preparacdo do pré-inoculo se deu a partir da cultura mista (S. thermophilus, L.
acidophilus LA-5® e B. lactis Bb-12) liofilizada. As bactérias foram reativadas mediante trés
repiques sucessivos em leite em pd desnatado reconstituido a 10%, incubadas a 42°C/6 horas.

Ao fim do periodo, o pré-indculo foi mantido em temperatura de refrigeracéo (4+1°C).

Para a fermentacéo utilizaram-se sistemas a base de soro de queijo de coalho tipo A
pasteurizado a 65°C por 30 minutos, inoculados com 10% do pré-inoculo, com e sem
frutooligossacarideo (FOS-Raftilose 95®) cujo teor foi fixado em 5%, conforme Silva et al.
(2011). A fermentagdo do soro foi conduzida a 42°C+1°C até atingir aproximadamente 0,69
de acido lactico/100g (BRASIL, 2000).

4.2.2 AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS PROBIOTICAS

4.2.2.1 Atividade antagonica dos probidticos sobre micro-organismos patogénicos in vitro

Foi verificada utilizando cepas dos micro-organismos probi6ticos repicadas em tubos
contendo Caldo Man Rogosa Sharp (MRS) a 37°C, por 24 horas. Os micro-organismos
patogénicos utilizados foram Bacillus cereus (ATCC 11778), Enterococcus faecalis (ATCC
6057), Escherichia coli (ATCC 25922), Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Salmonella
typhimurium (ATCC 1428), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), os quais foram mantidos
separadamente em caldo Brain Heart Infusion (BHI), a temperatura de 37°C por 24 horas.

Para avaliar a acdo antagonica de L. acidophilus LA-5 e B. lactis Bb-12, foi realizado
0 teste de inibicdo com o metodo de dupla camada utilizando-se um indculo contendo
9LogUFC/mL de cada amostra destas bactérias. Estes foram inoculados em seis pontos
equidistantes na superficie de uma placa de agar MRS e incubados por 72 horas, a 37°C. Apds
a incubacdo, as placas foram acrescentadas 10mL de cloroférmio, por 20 minutos, sendo, em
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seguida, abertas para permitir a evaporacdo total do cloroférmio, quando ent&o foi adicionada
uma outra camada de 3,5mL de Agar BHI (0,75% de &gar), previamente inoculado com
0,1mL da cultura patogénica (7LogUFC/mL). As placas foram incubadas a 37°C, por 24-48
horas e avaliadas quanto a presenca de halos de inibicdo de crescimento (MAIA et al., 2001).
O efeito inibitorio de L. acidophilus e B. lactis foi avaliado de acordo HUTT et al. (2006)
como alto (>25mm), intermediério (13-25 mm) e baixo (0-12 mm).

4.2.2.2 Atividade antagbnica no soro lacteo fermentado

Para cada micro-organismo patogénico avaliado foi produzido soro de queijo de
coalho fermentado, contendo 9LogUFC/mL de bactérias probidticas, determinado a partir da
turbidez pela escala de MacFarland.

A inoculacdo das bactérias patogénicas nos soros fermentados partiu de uma
suspensdo com aproximadamente 7LogUFC/mL de cada agente patogénico (utilizando a
escala de Mac Farland). Foram utilizados 2,5mL desta suspensdo para inocular 100mL de
soro fermentado. Os sistemas foram avaliados mantendo-se armazenados sob refrigeracdo
(4°C) nos tempos 0, 7, 14, 21 e 28 dias. As bactérias patogénicas foram inoculadas em
triplicata, utilizando os meios de cultura seletivos (AOAC, 2002). As contagens foram
expressas em LogUFC/mL (CALDERON et al., 2007).

4.2.2.3 Avaliacdo da capacidade de resisténcia ao acido cloridrico e a bile

Para verificacdo da capacidade de resisténcia ao acido cloridrico, utilizou-se trés
repiques sucessivos em caldo MRS em pH 6,1+0,1 sendo que a cada repique as cepas de L.
acidophilus e B. lactis permaneceram em estufa bacterioldgica (37°C/24horas). Em seguida,
0s micro-organismos ativos foram transferido para tubos contendo caldo MRS acidificado
com HCI 1IN variando o pH em 4,0 e 2,0. Os tubos, em triplicata, permaneceram em estufa
(37°C) avaliando-se a viabilidade celular nos tempos 0, 1, 2, 3 e 4 horas (RONKA et al.,
2003).

A observagdo da resisténcia a bile foi realizada a partir de aliquotas do meio contendo
micro-organismos ativos para tubos com um meio contendo 0,3% de bile bovina e sem a
presenca de bile bovina (controle). Os tubos permaneceram em estufa (37°C) por 4 horas,
avaliando-se, em triplicata, a viabilidade celular no tempo zero e a cada hora apds a
inoculagdo (RONKA et al., 2003).
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Em paralelo foi realizado o estudo na matriz alimentar utilizando o soro de queijo de
coalho fermentado, o qual foi conduzido nas mesmas condicdes aplicadas ao caldo MRS.

A viabilidade celular foi determinada apds a exposi¢cdo dos micro-organismos aos
testes de resisténcia ao acido e a acdo da bile, utilizando-se a técnica de semeadura em
profundidade, em meio agar MRS. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas, as
coldnias contadas e os resultados expressos em logUFC/mL (FUCHS et al., 2006).

4.2.3 CARACTERIZACAO DAS GRAVIOLAS

4.2.3.1 Caracterizacéo fisico-quimica

Analises para determinacdo da composicdo centesimal também foram realizadas
guanto a umidade (estufa a 105°C), cinzas (mufla a 550°C), lipideos (Bligh Dayer), proteinas
(Kjeldnal), fibra alimentar total, solavel e insolivel pelo método gravimétrico enzimético e
carboidratos totais por diferenca (1AL, 2005).

4.2.3.2 Quantificacdo dos compostos fenodlicos

Extratos hidroacetdnico e hidrometandlico foram obtidos por processo de extracao
sequencial, utilizando acetona a 80% e metanol a 80%. Neste sistema, 20g de polpa dos frutos
foram mantidas, sob agitacdo permanente, a temperatura ambiente (24°C + 2°C), por 20
minutos, com o primeiro solvente extrator (acetona a 80%), e em seguida, centrifugada a
4000rpm. O sobrenadante foi coletado, o precipitado ressuspenso no mesmo solvente, e
submetido ao mesmo processo acima descrito, por mais dois periodos de 20 minutos,
totalizando 60 minutos de extracdo. Ao término deste periodo de extracdo, sobrenadantes
foram combinados, concentrados sob pressao reduzida a 40° C, e o volume final aferido para
50 mL. O precipitado foi reutilizado para a extragdo com o segundo solvente extrator
(metanol a 80%), nas condigOes acima descritas. Os extratos obtidos foram acondicionados
em recipientes tampados e mantidos sob congelamento (-18°C) até o0 momento das analises.

A determinacdo do teor de fenolicos dos extratos foi efetuada por método
espectrofotométrico, utilizando o reagente Folin-Ciocauteau (Merk), segundo metodologia
descrita por Wettasinghe e Shahidi (1999). O teor de fendlicos totais foi determinado por
interpolagdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibragdo construida com
acido galico (20 a 240 pg/mL), e os resultados expressos em mg em equivalente de acido

galico por 100g de polpa de graviola.
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4.2.3.3 Determinacdo da atividade antioxidante

Os extratos hidroacetdnico e hidrometandlico combinados foram submetidos a
determinacdo da capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPHs),
utilizando o método descrito por Brand-Williams et al. (1995), modificado por Sanchez-
Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998). Extratos combinados, com diferentes concentragdes
de fendlicos totais, foram adicionados a solucdo de DPPHe em metanol (0,1M), atingindo a
concentracdo final de 7, 13 e 21g de polpa/L. A absorbancia a 515 nm foi monitorada, em
espectrofotdbmetro (Shimadzu UV-1650PC) até a reacdo atingir o platd. A concentracdo do
DPPHe remanescente no meio da reagdo foi calculada a partir da curva padrdo do radical
DPPHe, ¢ o percentual de DPPH* remanescente (DPPH,%) de cada concentracdo do extrato

foi calculado utilizando a seguinte expressao:

% DPPHgey = DPPH
DPPH -0 X 100

Onde: DPPH ; é concentracdo do radical DPPH no tempo em que a reacao atingiu o plato;

DPPH 1= é concentracao inicial do DPPH (tempo zero da reacdo)

Em seguida, a concentracdo do extrato eficiente para diminuir em 50% a concentragédo
inicial do DPPH* (ECsp) foi calculada a partir do grafico da concentracdo da amostra (g de
fruto. g DPPH™) versus DPPHgem%, cujo resultado foi expresso em g de fruto por g de
DPPHe. O comportamento cinético dos extratos foi classificado em decorréncia do tempo
necessario para atingir o estado estacionario do valor de ECsy (TECs), definindo-se como
rapido (Tecso < 5 minutos), intermediario (Tecso = 5 a 30 minutos) ou lento (Tecso > 30

minutos), segundo Sanchez-Moreno, Larrauri; Saura-Calixto (1998).

A eficiéncia anti-radical (EA) foi calculada considerando o valor de ECso € 0 tempo
em que foi atingido 0 ECsy (Tecso), sendo classificada como baixa (EA < 1), média (EA >1 e
<5), alta (EA >5 e < 10) ou super alta (EA >10) de acordo com o valor obtido na expresséo
abaixo (SANCHEZ-MORENO, LARRAURI; SAURA-CALIXTO, 1998):

EA = 1
ECs0 X Tecso
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4.2.4 PROCESSAMENTO DA BEBIDA FERMENTADA
A bebida foi produzida segundo as etapas descritas no o fluxograma de processamento
(Figura 2).

| SORO LACTEO | | GRAVIOLA |
v v

| Pasteurizagio (65°C/30minutos) | | Selecéo |
v

| Adicéo de FOS (5%) | | Lavagem e Sanitizag80 (solugéo clorada 100ppm) |
v

| Adicéo de leite em p6 desnatado | | Extracdo da polpa |
v

| Inoculagio (10%) | | Pesagem |
v v

| Fermentacéo (42°C/3horas) | | Pasteurizagdo (65°C/30minutos) |
v

| Adicéo da polpa de graviola |« |
v

| Adicéo de agucar (10%) |
v

| Homogeneizacdo |
v

| Embalagem (recipiente estéril) |

v
| Refrigeracdo (4°C+1°C) |

Figura 2: Fluxograma de processamento de bebida lactea fermentada com polpa de graviola e
frutooligossacarideo.

O teor de frutooligossacarideo foi fixado em 5%, conforme Silva et al. (2011). A

fermentacdo do soro foi conduzida até atingir teor de acidez entre 0,6g e 1,5g de acido
latico/100g (BRASIL, 2000).

4.2.4.1 Formulacao e delineamento experimental para misturas

As proporc¢des das misturas foram definidas empregando-se um delineamento simplex
aumentado de misturas, definidas em 10 tratamentos (Tabela 1). Considerando que a soma das
variaveis de uma mistura deve ser igual a 100%, as restricbes foram quanto ao minimo de
66,5% de soro de queijo de coalho; 3,5% de leite em pd desnatado e 20% de polpa de

graviola.
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Tabela 1: CondicGes experimentais do planejamento de misturas na formulagdo das bebidas
lacteas fermentadas com polpa de graviola e frutooligossacarideo (g/100g).

Leite em po desnatado  Soro de queijo de coalho  Polpa de graviola

Ensaios (9/100g) (9/100g) (9/100g)
01 135 66,5 20,0
02 35 76,5 20,0
03 35 66,5 30,0
04 8,5 71,5 20,0
05 8,5 66,5 25,0
06 35 71,5 25,0
07 6,8 69,8 23,3
08 10,2 68,2 21,7
09 5,2 73,2 21,7
10 5,2 68,2 26,7

Ao final da formulacdo das misturas, as bebidas foram homogeneizadas e adicionadas
de aclcar (15%). As bebidas foram envazadas em recipientes previamente esterilizados e
estocada em temperatura de refrigeracdo (4°C+1°C) para avaliacdo das caracteristicas de

qualidade por andlises sensoriais, microbioldgicas e fisico-quimicas.

4.2.4.2 Andlise sensorial

Os testes foram realizados 24 horas apds a elaboragdo das bebidas. As amostras foram
codificadas utilizando sequéncia de 3 numero aleatorios. As bebidas foram servidas em
temperatura de refrigeracdo (4°C a 8°C) em copos descartaveis de 50mL sendo oferecida agua
e bolacha de &agua no intervalo das amostras. Todos os testes sensoriais foram realizados em
cabines individuais com controle de iluminacdo e de temperatura ambiente (25°C+1°C),
respeitando-se o intervalo de duas horas antes ou depois das refei¢cGes. Antes de cada teste, 0s
participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice A) conforme
0 previsto no projeto de pesquisa aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE n° 405/2010), seguindo a Resolucdo 196/96 do
Conselho Nacional de Saude (Anexo 2).

Primeiramente, realizou-se um teste de aceitagcdo, com 75 provadores ndo-treinados de
ambos 0s sexos e idade entre 16 e 35 anos. As dez formulagbes foram avaliadas

monadicamente em dois blocos através do uso da escala hedonica de 09 pontos cujos limites
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seguiram a classifica¢do: 01 para “desgostei extremamente” e 09 para “gostei extremamente”

(Figura 3).

BEBIDA LACTEA FERMENTADA COM POLPA DE GRAVIOLA E FRUTOOLIGOSSACARIDEO

Nome: Data:

InstrucBes: Vocé receberd uma amostra codificada de bebida lactea fermentada sabor graviola. Por
favor, avalie as amostras e indique o quanto gostou ou desgostou do AROMA, SABOR,
CONSISTENCIA e APARENCIA. Antes de cada avaliacdo, vocé devera fazer uso da agua e da
bolacha.

ESCALA HEDONICA

Desgostei muito
Desgostei extremamente

VALOR DA ESCALA 9 Goste! extremamente
8  Gostei muito
AROMA 7  Gostei moderadamente
SABOR 6  Gostei ligeiramente
5 Nem Gostei, nem desgostei
TEXTURA 4  Desgostei ligeiramente
APARENCIA 3  Desgostei moderadamente
2
1

Comentarios:

Figura 3: Ficha de avaliacdo das bebidas lacteas fermentadas com polpa de graviola e
frutooligossacarideo.

A avaliacdo do perfil sensorial das formulagdes baseou-se na Andlise Descritiva
Quantitativa (STONE; SIDEL, 2004), utilizando cinco formulacdes com as melhores médias
obtidas no teste anterior. Para selecdo de provadores foram recrutados 15 voluntarios. Apds
avaliacdo do poder discriminativo de cada voluntério, através da aplicacdo do teste de
sensibilidade aos gostos basicos (Threshold) foram selecionados 9 provadores que acertaram
no minimo 50% da avaliacdo (MORALES, 1994).

A partir da sele¢do de provadores, foi realizada a definicdo da terminologia descritiva
a partir da apresentacdo das amostras aos provadores, os quais descreveram as similaridades e
diferencas observadas quanto ao aroma, sabor, consisténcia e aparéncia. Partindo da lista de
termos, os provadores discutiram o significado de cada termo, elaborando-se a ficha de

avaliacdo sensorial contendo a definicdo de cada termo descritivo (Tabela 2).
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Tabela 2: Defini¢Ges dos termos descritivos para as amostras das bebidas lacteas fermentadas
com polpa de graviola e frutooligossacarideo

DESCRITORES SIGLAS DESCRICAO
AROMA
Frutal de Graviola AFG  Caracteristico de graviola madura in natura
Lécteo AL Sensacéo olfativa relacionada ao leite in natura

Bebida lactea fermentada ABLF  Associado ao aroma da coalhada

SABOR
Frutal de Graviola SFG  Sensacdo gustativa caracteristico de graviola madura in natura
Lacteo SL Sensacdo percebida ao degustar leite e/ou derivados lacteos.
Soro Lacteo SSL  Sabor levemente salgado associado ao leite

Associado ao &cido latico obtido da fermentagdo e do &cido
presente na polpa da fruta

Caracteristico de bebida lactea fermentada sem adigdo de
aromatizantes e/ou polpas de frutas

Acido SA

Bebida lactea fermentada SBLF

CONSISTENCIA

Homogeneidade CH Auséncia de particulas sélidas detectaveis
Viscosidade cV Resisténcia ao escoamento do produto entre a lingua e o
palato
APARENCIA
Cor AC Cor semelhante ao iogurte integral

Conjunto dos atributos que conferem a aceitacdo de uma

Geral AGE " ebida lctea fermentada com polpa de graviola

A avaliagéo foi realizada apresentando as amostras monadicamente (STONE; SIDEL,
2004), para avaliar os descritores relacionados & aparéncia, textura, aroma e sabor utilizando a
escala heddnica de 09 pontos, conforme figura 4.

A andlise de intencdo de compra foi realizada utilizando-se uma escala de cinco
pontos, onde a representacdo 01 correspondia a “certamente nao compraria” e a 5 “certamente
compraria” (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1999).

Para o célculo do Indice de Aceitabilidade do produto foi adotada a expressdo
(STONE; SIDEL, 2004):

IA (%) = A x 100
B

onde A = nota média obtida para o produto, e B = nota maxima dada ao produto.
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ANALISE DESCRITIVA QUANTITATIVA

Nome:
InstrucBes: Vocé receberd uma amostra codificada de bebida lactea fermentada sabor graviola. Por
favor, avalie as amostras e indique o quanto gostou dos atributos baseando-se nos valores da escala
heddnica. Antes de cada avaliagdo, vocé devera fazer uso da &gua e da bolacha.

BEBIDA LACTEA FERMENTADA COM POLPA DE GRAVIOLA E FRUTOOLIGOSSACARIDEO

Data:

ATRIBUTOS VALOR DA ESCALA

AROMA

Frutal de Graviola

ESCALA HEDONICA

Lacteo

Gostei extremamente

Bebida lactea fermentada

Gostei muito

SABOR

Gostei moderadamente

Frutal de Graviola

Gostei ligeiramente

Lacteo

Nem Gostei, nem desgostei

Soro Lacteo

Desgostei ligeiramente

Acido

Desgostei moderadamente

Bebida lactea fermentada

Desgostei muito

CONSISTENCIA

RPIN®WR|O1IO)||00|©

Desgostei extremamente

Homogeneidade

Comentarios:

Viscosidade

APARENCIA

Cor

Geral

Figura 4: Ficha de avaliacdo de aceitagdo sensorial das bebidas lacteas fermentadas com

polpa de graviola e frutooligossacarideo

A avaliacdo da vida de prateleira no produto elaborado foi realizada ap6s 0, 7, 14, 21 e

28 dias de produzido, quanto ao pH, acidez total titulavel, analises de qualidade

microbiol6gica (coliformes totais,

coliformes termotolerantes, bolores e leveduras,

estafilococos coagulase positiva) e de viabilidade celular dos micro-organismos probidticos

(contagem de bactérias laticas totais), seguindo as preconizagcbes metodoldgicas da
Association Official Analytical Chemists (AOAC, 2002).
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4.2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados desta pesquisa foram tratados estatisticamente por meio de analise de

variancia (ANOVA) de um critério, utilizando o software Bioestat® 1.0.

Para os dados do potencial antimicrobiano e resisténcia ao &cido cloridrico e a bile dos
probidticos apresentados em média aritmética + desvio padréo foi utilizado o teste post hoc de

Student-Newman-Keuls, adotando-se nivel de significancia de 5% de probabilidade.

Os dados de composicdo das graviolas em decorréncia dos estadios de maturacdo, bem
como para avaliagdo dos atributos sensoriais e estabilidade das bebidas foram tratados
estatisticamente com o teste de Kruskall-Wallis, adotando-se nivel de significancia de 5% de
probabilidade.
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5. RESULTADOS

A partir do presente estudo, trés artigos originais foram elaborados. Destes, um foi

submetido a revista nacional e dois serdo submetidos a revistas internacionais.

Artigo Original 1

Fibras alimentares e componentes com atividade antioxidante em graviolas estad sendo
traduzido e editorado para submissdo ao periodico Journal of Dairy Science (INSS 0022-
0302), que apresenta fator de impacto 2,564, classificada no WebQualis da Capes, no ano
base 2012, como B1 na area de Medicina 1.

Artigo Original 2

Avaliacdo do potencial antimicrobiano de L. acidophilus e B. lactis em soro lacteo
fermentado estd sendo traduzido e editorado para submissdo ao periddico International
Journal of Food Microbiology (INSS 0168-1605), que apresenta fator de impacto 3,327,

classificada no WebQualis da Capes, no ano base 2012, como A2 na area de Medicina Il.

Artigo Original 3

Caracteristicas sensoriais e estabilidade de bebida lactea simbidtica com sabor graviola

submetido a publicacdo pelo Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia (INSS

0102-0935), que apresenta fator de impacto 0,291, classificada no WebQualis da Capes, no

ano base 2012, como B3 na area de Medicina Il (Anexo 3).
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Artigo Original 1

Fibras alimentares e componentes com atividade antioxidante em

graviolas.
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Fibras alimentares e componentes com atividade antioxidante em graviolas.
Dietary fiber and components with antioxidant activity in soursop.

Amanda de Morais OLIVEIRA'; Thamires de Siqueira CAMPOS?; Erilane de Castro Lima
MACHADO?; Aldenise Chagas Curvélo Goncalves MOREIRA®, Enayde de Almeida
MELO*, Tania Ldcia Montenegro STAMFORD?

*Endereco para correspondéncia: Rua Ana Camelo da Silva, n. 154, Boa Viagem. CEP:
51111-040. Recife-PE-Brasil. E-mail: amanda.morais@gmail.com.
1-Universidade Federal Rural de Pernambuco/DTR. Recife-PE. Brasil.

2-Universidade Federal de Pernambuco/CAV. Vitéria de Santo Antdo-PE. Brasil.
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4-Universidade Federal Rural de Pernambuco/DCD. Recife-PE. Brasil.

5-Universidade Federal de Pernambuco/CCS-DN. Recife-PE. Brasil.

RESUMO

Alimentacdo saudavel e equilibrada estd associada ao consumo de frutas, visto que
frequentemente apresentam elementos com efeitos benéficos a salde humana. O objetivo
desta pesquisa foi avaliar a composicdo de fibras e componentes com atividade antioxidante
em graviolas das variedades Crioula, Lisa e Morada em estadio de maturacao fisiologica (MF)
e madura (M). Foram realizadas analises para determinacdo da composicdo centesimal, fibra
alimentar total, soltvel e insoltvel pelo método gravimétrico enzimatico. A quantificacdo dos
compostos fenolicos totais foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu. A atividade
antioxidante foi determinada pelo método do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPHs¢). Os
resultados da composicdo centesimal mostram que as graviolas da variedade Morada
apresentam teores de cinzas, superiores as demais, porém a composi¢do em proteina, lipideo,
carboidrato e teor de umidade ndo diferenciam as graviolas. A variedade Lisa-MF apresentou
menor teor de fibra alimentar total e fibras insollveis. Todas as variedades mostraram-se
semelhantes quanto & composicao de fibras soltveis. Os valores de compostos fenolicos totais
mostram que entre as variedades de graviola ndo ha diferenciacéo estatistica (p<0,05) entre 0s

estadios de maturagdo, contudo a graviola Lisa madura apresentou maior teor de fenolicos

44


mailto:amanda.morais@gmail.com

totais, diferindo-se apenas da Crioula em MF. As graviolas da variedade Crioula apresentaram
menores valores de ECsg, diferindo estatisticamente das graviolas da variedade Morada, e por
isso possuem maior a atividade antioxidante. Os resultados desta pesquisa apontam que o
consumo de graviola é util para aumentar as concentracdes de substancias biologicamente
ativas no organismo humano, bem como melhorar o aporte diario de fibra alimentar.

Palavras chaves: Annona muricata L., fibras alimentares, compostos fendlicos, fruta tropical.

ABSTRACT

Healthy and balanced diet is associated with the consumption of fruits, since they often have
elements with beneficial effects to human health. The aim of this study was to evaluate the
composition of fibers and components with antioxidant activity in soursops varieties Crioula,
Lisa and Morada of physiological maturity (PM) and mature (M). Analyses were conducted to
determine the proximate composition, total fiber, soluble and insoluble enzymatic gravimetric
method. The quantification of total phenolic compounds was performed by Folin-Ciocalteu.
The antioxidant activity was determined by the radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH?e). The results show that the composition of the variety soursops Morada feature of
ash, higher than the others, but the composition of protein, fat, carbohydrate and moisture
content do not differentiate between soursops. The variety Lisa-PM showed lower levels of
total dietary fiber and insoluble fiber. All varieties were similar in the composition of soluble
fiber. The values of total phenolic compounds show that among the varieties of soursop no
statistical difference (p <0.05) between the maturity stages, yet ripe soursop Lisa had higher
total phenolic content, differing only in the Crioula PM. The variety of Crioula soursops had
lower EC50 values, differing significantly from the variety soursops Morada, and therefore
have higher antioxidant activity. The results of this study indicate that consumption of
soursop is useful in increasing concentrations of biologically active substances in the human
body as well as improve the daily intake of dietary fiber.

Key words: Annona muricata L., dietary fiber, phenolics, tropical fruit.

INTRODUCAO

A graviola (Annona muricata L.) é considerada uma boa fonte natural de
antioxidantes, sendo todas as suas partes utilizadas na medicina popular tradicional
(BASKAR et al., 2007). Também tem sido observada a a¢éo antioxidante dos extratos foliares

(NUNES et al., 2012) e investigados os efeitos mutagénicos e antimutagénicos inclusive em
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frutos congelados, sugerindo os dados que o congelamento das frutas contribui para a
prevencdo contra danos bioldgicos (SPADA et al., 2008). O fruto contém carboidratos,
proteinas, acido fdlico, célcio, fésforo, ferro, vitamina C, grandes quantidades de vitaminas
Bl e B2 e fibras (DEMBITSKY et al., 2011).

Nos ultimos anos tem-se atribuido aos alimentos, além das fun¢des de nutri¢do e a sua
aceitacdo sensorial, a atribuicdo de alguns componentes que exercem respostas fisiolégicas
especificas, sendo chamados de alimentos funcionais (ZERAIK et al., 2010). A inclusdo de
frutas e seus produtos na dieta € uma recomendacdo nutricional relacionada a satde tendo em
vista que estes alimentos fornecem quantidades aprecidveis de vitaminas, minerais e fibras.
De acordo com Nicklas et al. (2011), a fibra dietética oferece importantes beneficios a satde
para adultos, incluindo a reducdo do risco de doenca cardiaca coronéria, diabetes tipo 2,
sindrome metabdlica e manutencdo de um peso corporal saudavel. Pode-se afirmar, portanto,
que uma dieta rica em vegetais encontra-se associada a uma maior expectativa de vida
(MELO et al., 2008).

Evidéncias apontam que o efeito protetor de alguns alimentos esta associado a sua
composicdo em substancias antioxidantes, como a vitamina C, vitamina E, carotendides e 0s
compostos fenolicos, os quais constituem os antioxidantes mais abundantes na maioria dos
vegetais (ZERAIK et al., 2010; ROCHA et al., 2011). Os antioxidantes alimentares mostram
capacidade de modular mecanismos complexos envolvidos na manutencdo de uma fisiologia
saudavel, com reducdo do inicio precoce de doencas relacionadas com degradacdo pelo
estresse oxidativo. Estes alimentos incluem cogumelos, manga, tomate, liméo, laranja, laranja
kinkan (kumquat), cha, alho, goiaba, mamao, acai e graviola (ARUOMA et al., 2012).

A polpa da graviola (Annona muricata L.) é consumida in natura ou usada no preparo
de refrescos, tortas e conservas, assim como na fabricacdo de sucos concentrados, polpas
congeladas, néctar, geléias, cremes e bebidas, desempenhando um importante papel na
nutricdo e economia da regido produtora (NUNES et al. 2012). Diante deste contexto, esta
pesquisa visou caracterizar graviolas das variedades Crioula, Lisa e Morada quanto a

composicao de fibras alimentares e componentes com atividade antioxidante.

MATERIAIS E METODOS
Graviolas (Annona muricata L.) in natura das variedades Morada, Lisa e Crioula
provenientes do Instituto Agronémico de Pernambuco foram obtidas em diferentes estadios de

maturacdo (Fruto em Maturagdo fisiologica; Fruto Maduro). A coleta se deu com auxilio do
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disco de coleta proposto por Livera (1992) e observando-se as seguintes caracteristicas
fisicas:
e Fruto em Maturacao fisiologica: Apresentando textura firme, casca verde claro, pouco
brilhante e espinhos distanciados.
e Fruto Maduro: Apresentando textura branda, casca verde claro brilhante, ligeiramente

amarelado e espinhos mais distantes, quebradicos e pouco proeminentes.

Caracterizacdo fisico-quimica das graviolas

A composicdo centesimal das graviolas foi realizada pela determinacdo de umidade
(estufa a 105°C), cinzas (mufla a 550°C), lipideos (Bligh Dayer), proteinas (Kjeldhal) e
carboidratos totais por diferenca. O teor de fibra alimentar total, fibra alimentar solGvel e fibra
alimentar insoltvel das graviolas foram determinados de acordo com o método enzimatico-
gravimétrico (AOAC, 2002).

Quantificacdo dos compostos fenolicos

Extratos hidroacet6nico e hidrometandlico foram obtidos por processo de extracéo
sequencial, utilizando acetona a 80% e metanol a 80%. Neste sistema, 20g de polpa dos frutos
foram mantidas, sob agitacdo permanente, a temperatura ambiente (24°C + 2°C), por 20
minutos, com acetona (80%), e em seguida, centrifugada a 4000rpm. O sobrenadante foi
coletado, o precipitado ressuspenso no mesmo solvente, e submetido a0 mesmo processo
acima descrito, por mais dois periodos de 20 minutos, totalizando 60 minutos de extracdo. Ao
término deste periodo de extracdo, sobrenadantes foram combinados, concentrados sob
pressdo reduzida a 40° C, e o volume final aferido para 50 mL. O precipitado foi reutilizado
para a extracdo com metanol (80%), nas condi¢des acima descritas. Os extratos obtidos foram
acondicionados em recipientes tampados e mantidos sob congelamento (-18°C) até o
momento das analises.

A determinacdo do teor de fenolicos dos extratos foi efetuada por meétodo
espectrofotométrico, utilizando o reagente Folin-Ciocauteau (Merk), segundo metodologia
descrita por Wettasinghe e Shahidi (1999). O teor de fendlicos totais foi determinado por
interpolagdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibracdo construida com
acido galico (20 a 240 pg/mL), e os resultados expressos em mg em equivalente de acido
galico por 100g de polpa de graviola.
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Determinacao da Atividade antioxidante

Os extratos hidroacetdnico e hidrometandlico combinados foram submetidos a
determinacdo da capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPHs),
utilizando o método descrito por Brand-Williams et al. (1995), modificado por Sanchez-
Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998). Extratos combinados, com diferentes concentragdes
de fendlicos totais, foram adicionados a solucdo de DPPHe em metanol (0,1M), atingindo a
concentracdo final de 7, 13 e 21g de polpa/L. A absorbancia a 515nm foi monitorada, em
espectrofotdbmetro (Shimadzu UV-1650PC) até a reacdo atingir o platd. A concentracdo do
DPPH+ remanescente no meio da reagdo foi calculada a partir da curva padrao do radical
DPPHe, ¢ o percentual de DPPHe remanescente (DPPH%) de cada concentracdo do extrato
foi calculado utilizando a seguinte expressao:

% DPPHgem = DPPH ;
DPPH 1= x 100

Onde: DPPH ; é concentracdo do radical DPPH no tempo em que a reagdo atingiu o plato;

DPPH 1= é concentracao inicial do DPPH (tempo zero da reacéo)

Em seguida, a concentracdo do extrato eficiente para diminuir em 50% a concentracdo
inicial do DPPH* (ECsp) foi calculada a partir do grafico da concentracdo da amostra (g de
fruto. g DPPH™) versus DPPHgenm%, cujo resultado foi expresso em g de fruto por g de
DPPHe. O comportamento cinético dos extratos foi classificado em decorréncia do tempo
necessario para atingir o estado estacionario do valor de ECsy (TECsp), definindo-se como
rapido (Tecso < 5 minutos), intermediario (Tecso = 5 a 30 minutos) ou lento (Tecso > 30

minutos), segundo Sanchez-Moreno, Larrauri; Saura-Calixto (1998).

A eficiéncia anti-radical (EA) foi calculada considerando o valor de ECsp € 0 tempo
em que foi atingido 0 ECsy (Tecso), sendo classificada como baixa (EA < 1), média (EA >1 e
<5), alta (EA >5 e < 10) ou super alta (EA >10) de acordo com o valor obtido na expresséo
abaixo (SANCHEZ-MORENO, LARRAURI; SAURA-CALIXTO, 1998):

EA = 1
ECs0 X Tecso

Os dados obtidos foram tratados estatisticamente por meio de andlise de variancia
(ANOVA) e teste de Kruskall-Wallis, adotando-se nivel de significancia de 5% de
probabilidade. Foi utilizado Bioestat® 1.0.
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RESULTADOS

Frutas da espécie A. muricata contém 85,5% de polpa, 3,3% de sementes, 8,9% de
casca e 2,9% de um receptaculo carnoso. Os frutos da gravioleira apresentam-se no formato
oval com espinhos que se quebram facilmente quando a fruta estda madura (NWOKOCHA,
WILLIAMS, 2009). O momento da colheita é geralmente determinado pela cor da casca da
fruta que muda de verde escuro para verde ligeiramente amarelado com a proximidade da
maturidade fisiologica. Os frutos maduros de gravioleira apresentam brilho pronunciado na
casca com mudanga da cor de verde escuro para verde-claro, mas em ambos 0S casos, a sua
polpa deve estar firme (PAREEK et al., 2011), visto que sdo consumidos in natura ou como
ingrediente na producéo de alimentos e bebidas exdticas.

Os macronutrientes de maior relevancia neste fruto sdo os carboidratos, incluindo-se
as fibras alimentares, que colaboram com as propriedades reoldgicas quando incorporadas em
alimentos (NWOKOCHA; WILLIAMS, 2009). Desta forma, os resultados da composigéo
centesimal das graviolas Crioula, Lisa e Morada mostram que para 0S macronutrientes
(proteinas, lipideos e carboidratos) e teor de umidade as graviolas ndo diferem
estatisticamente (p<0,05) entre si, tanto entre as variedades quanto no estadio de maturacao
(Tabela 1). Quanto ao teor de cinzas, observou-se que a variedade Morada em ambos 0S
estadios de maturagdo apresentou valores superiores as demais variedades (p<0,05).

Tabela 1: Valores médios da composic¢ao fisico-quimica das graviolas (Annona muricata L.,
variedades Crioula, Lisa e Morada) em estadio de Maturacéo fisiologica (MF) e Madura (M).
Variedade/

~ Umidade Cinzas Proteinas  Lipideos Carboidratos
Maturacdo
Crioula-MF  79,70+1,10* 0,07+0,01* 1,02+0,02% 0,00+0,00% 15,19+0,74°
Crioula-M  80,48+0,44* 0,13+0,01° 1,05+0,03* 0,01+0,01% 13,34+0,12°
Lisa-MF 80,66+0,55% 0,07+0,01% 1,09+0,06% 0,00+0,00% 18,08+0,15°%
Lisa-M 81,14+0,33* 0,16+0,01* 1,10+0,02% 0,01+0,01% 17,65+0,43°%
Morada-MF  79,34+0,34% 0,56+0,03° 1,04+0,03% 0,00+0,00® 17,80+0,16°
Morada-M  80,57+0,66% 0,82+0,10° 1,03+0,02* 0,01+0,00*° 11,28+0,51°

Médias seguidas por letras iguais, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste
de Kruskal-Wallis (p>0,05).

Os resultados da composi¢do centesimal das graviolas estudadas é semelhante aos
descritos por Sousa et al. (2011) para polpa da graviola, cuja composi¢do é de 83,16% de
umidade; 0,48% de cinzas; 1,09% de proteinas; 2,28% de lipideos e 12,99% de carboidratos.
Pareek et al. (2011) também descrevem valores semelhantes, nos quais a composi¢do da
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graviola é representada por 81% de umidade, 1% de proteina, 0,6% de lipideos, 17,25% de
carboidratos e 0,6% de cinzas. Essas variacOes, apesar de muito proximas, podem ser
explicadas pelas diferencas nos estadios de maturacdo e variedades das graviolas analisadas
em cada estudo, bem como condic¢des edafoclimaticas relacionadas a producao dos frutos.
Quando avaliado o teor de fibra alimentar total nas graviolas ndo se observou
diferenga significativa entre as variedades e estadios de maturacdo, exceto para a variedade
Lisa em estadio de maturacdo fisiologica que apresentou menor teor de fibra alimentar total
(p<0,05) quando comparada a Crioula madura, graviola com maior concentracdo de fibras
totais. Quanto ao perfil de fibras insollveis, apenas as graviolas da variedade Lisa
apresentaram diferencas entre si quanto aos estadios de maturacdo, observando-se o
percentual de fibra insolGvel superior no fruto maduro. Todas as variedades mostraram-se

semelhantes (p<0,05) quanto a composicao de fibras solUveis (Tabela 2).

Tabela 2: Quantificacdo de fibra alimentar total (FAT), fibra soltvel (FS) e fibra insolavel
(FI) das graviolas (Annona muricata L., variedades Crioula, Lisa e Morada) em estadio de
Maturacao fisiologica (MF) e Madura (M).

mrt'jf:g;é FAT (%) FS (%) FI (%)
Crioula-MF 4,51+0,64 % 0,96+0,08 2 3,55+0,61 %
Crioula-M 5,76+0,12 1,84+0,11° 3,9240,03 %
Lisa-MF 3,7240,22°" 0,94+0,222 2,78+0,00°
Lisa-M 5,69+0,08 *° 1,58+0,24° 4,4620,00°
Morada-MF 4,40+0,18 % 0,94+0,182 3,46+0,00 %
Morada-M 5,43+0,11 % 1,77+0,06 3,65+0,06 %

Médias seguidas por letras iguais, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste
de Kruskal-Wallis (p>0,05).

O perfil de fibra alimentar total encontrado nas graviolas desta pesquisa se equivalem
aos encontrados por Guerra et al. (1999) para a fruta madura, que apresentou 4,31% de fibra
total, e por Enweani et al. (2004) que encontraram 4,33% de fibras neste fruto. J& os dados
encontrados na Tabela Brasileira de Composic¢ao de Alimentos (TACO, 2006) mostram que a
graviola possui 1,9% de fibras. Salgado et al. (1999) afirmam que as varia¢fes do conteido de
fibra dos frutos podem ser inerentes a diversos fatores, como cultivar analisado,
representatividade da amostra, condi¢fes de cultivo, método analitico, entre outros.

Tradicionalmente, a fibra dietética € definida como as porcdes de alimentos de origem
vegetal que sdo resistentes a digestdo por enzimas digestivas humanas; estando incluidos

polissacarideos, lignina, oligossacarideos e amidos resistentes. As fibras tém sido
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classificadas como sollveis ou fibras fermentaveis no célon, e fibras insollveis que tém agéo
espessante, mas que s6 podem ser fermentadas numa extensdo limitada no coélon. Vale
destacar que a maioria dos prebioticos sdo carboidratos ndo digeriveis que sdo fermentados no
colon (ANDERSON et al., 2009). A inulina e outras oligofrutoses tém sido fibras alimentares
extensivamente estudadas atualmente, visto que agem estimulando seletivamente o
crescimento de bifidobactérias, que sdo consideradas benéficas para salde humana
(WAITZBERG et al., 2012).

Estas informacdes sdo relevantes face a outros efeitos de cada uma das fragcdes das
fibras. Fibras insoliveis ndo sdo viscosas, sdo fraca e lentamente fermentaveis no célon.
Agem principalmente no intestino grosso e contribuem para o aumento do volume fecal por
retencdo de agua, reduzindo o tempo de transito intestinal, a absorcao de glicose e retardo da
hidrolise do amido. As fibras sollveis tém alta capacidade de retencdo de agua e possuem a
propriedade de formar géis em solucdo aquosa. Uma vez no estdmago e no intestino delgado,
as fibras solGveis aumentam a viscosidade do bolo alimentar, diminuindo a atividade de
algumas enzimas digestivas, influenciando diretamente na taxa de digestdo e absorcdo de
nutrientes. Esta influéncia estd diretamente ligada a moderacdo da glicemia pos-prandial e
resposta insulinica, reducdo do colesterol e regulacio do apetite (MIRA; GRAF; CANDIDO,
2009).

Alem da composicdo em fibras, as graviolas sdo consideradas importante fonte de
compostos funcionais, tais como os compostos fendlicos. Ao comparar os valores de
compostos fendlicos totais, as variedades de graviola ndo apresentaram diferenciacédo
estatistica (p<0,05) entre os estadios de maturacdo, contudo a graviola Lisa madura
apresentou maior teor de compostos fendlicos totais, diferindo estatisticamente (p<0,05)
apenas da graviola Crioula em maturacdo fisiologica (tabela 3). Outros estudos revelam
diferentes teores de polifendis dos encontrados nesta pesquisa, como 0s descritos por
Kuskoski et al. (2006) que observaram 84,3mg de acido galico/100g de polpa de graviola.
Porém, no estudo de Melo et al. (2008) a polpa de graviola apresentou um teor de fendlicos
totais de 203,94mg em equivalente catequina/100g, enquanto Souza et al. (2011) encontraram

281mg de acido galico/100g de polpa de graviola.
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Tabela 3: Valores médios da quantificagdo dos fenodlicos e atividade antioxidante das
graviolas (Annona muricata L., variedades Crioula, Lisa e Morada) em estadio de Maturacéo
fisioldgica (MF) e Madura (M).

Fendlicos

Variedade/  totais (mg @ Erﬁig ; Tecso Classificaggo  _,  Classificagéo
Maturacdo acido gélico/ DPPH'i) (min) cinética Anti-radical
100g)

Crioula-MF  154,40° 162,41  4,40%®  Réapido 0,0032 Baixa

Crioula-M  188,55% 156,40 3,70  Rapido 0,0022 Baixa
Lisa-MF 28425%  184,44%® 325%®  Répido 0,002° Baixa
Lisa-M 358,92° 179,25%  2,83° Rapido 0,002° Baixa

Morada-MF ~ 217,10% 219,06  6,71° Intermediario  0,001° Baixa

Morada-M 264,65 212,08° 4,70®  Rapido 0,0012 Baixa

Médias seguidas por letras iguais, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste
de Kruskal-Wallis (p>0,05).

ECso= concentracdo do extrato eficiente para diminuir em 50% a concentracdo inicial do
DPPHe. TECso=tempo necessario para atingir o valor de ECsp.  EA= eficiéncia anti-
radical (1/EC50.TEc50).

Tiburski et al. (2011) afirmam que acidos fenolicos e flavondides, embora ndo sejam
essenciais a sobrevivéncia humana, podem proporcionar protecdo contra doencas crbnicas
com o consumo de longo prazo, visto que estdo associados aos efeitos antioxidantes. Mas,
Melo et al. (2008) esclarecem que a capacidade antioxidante de um extrato ndo pode ser
explicada apenas com base em seu teor de fendlicos totais. Por isso, a capacidade antioxidante
das graviolas foi avaliada e expressa pelo valor de ECs que representa a concentragdo do
extrato eficiente para diminuir em 50% a concentrag¢do inicial do DPPHe, e adicionalmente
foram observados os pardmetros do tempo necessario para atingir o estado estacionario do
valor de ECsy (TECs) € a eficiéncia anti-radical (EA) que é um parametro que combina

ambos os fatores.

Os valores de ECsy, de TECsy e de EA das graviolas crioula, lisa e morada estdo
demonstrados na Tabela 3. As amostras de graviola Crioula nos dois estadios de maturagéo
estudados apresentaram os menores valores de ECs, diferindo estatisticamente (p<0,05) das
graviolas da variedade Morada. Villafio et al. (2007) explicam que os dados de ECsy sdo
inversamente relacionados com a capacidade antioxidante de um composto, visto que
expressam a quantidade de antioxidantes necessaria para diminuir a concentragdo de radicais

em 50%, e por isso, guanto menor for o ECsy maior a atividade antioxidante do composto.

Considerando a classificacdo de Sanchez-Moreno; Larrauri; Saura-Calixto (1998) para

0 tempo necessario para atingir o valor de ECso (TECS50) e quanto a eficiéncia anti-radical
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(EA), pode-se observar que apenas a graviola Morada Madura apresentou comportamento
cinético superior a 5 minutos, exibindo velocidade de reacdo intermediaria com o radical
DPPH?e, enquanto as demais amostras apresentaram rapida velocidade. No estudo de Souza et
al. (2012), a graviola apresentou atividade antioxidante intermediaria. Melo et al. (2008)
também verificaram que a polpa de graviola possui atividade antioxidante moderada. Em
relacdo a EA, todas as variedade de graviola estudadas, independente do grau de maturacao,
apresentaram baixa eficiéncia (EA<1) sem diferenciacéo estatistica (p<0,05) entre as amostras
(tabela 3).

Os resultados desta pesquisa apontam que o consumo de graviola € Util para aumentar
as concentracBes de substancias biologicamente ativas e melhora no aporte diario de fibra
alimentar. Deve-se levar em consideracdo também a crescente demanda de comercializacao
nacional e internacional desta fruta, bem como as recomendacdes da organizacdo mundial de

salde quanto ao consumo de alimentos com alegacéo funcional.

CONCLUSOES

As graviolas analisadas nesta pesquisa apresentavam alto teor de umidade, e entre os
nutrientes com maior concentragdo se destacaram os carboidratos. Quanto ao teor de fibras
alimentares, as graviolas ndo apresentaram diferenca significativa entre as variedades
comparando-se seus estadios de maturacao.

Os frutos da variedade Lisa apresentaram maior concentracao de compostos fenélicos
totais, porém as Crioulas mostraram o maior potencial para a atividade antioxidante, uma vez
que tiveram menores valores de EC50.

Compostos bioativos e fibras dietéticas presentes nas graviolas, isolados ou
associados, podem oferecer protecdo e melhoria da qualidade de vida através da reducdo do

desenvolvimento de morbidades decorrentes de processos oxidativos.

AGRADECIMENTOS
Ao CNPq pelos recursos financeiros e & Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia
do Estado de Pernambuco (FACEPE) pelas bolsas de doutorado e iniciacdo cientifica

concedidas.

53



REFERENCIAS

ANDERSON, JW.; BAIRD, P.; DAVIS JR, R.H.; FERRERI, S.; KNUDTSON, M,
KORAYM, A.; et al. Health benefits of dietary fiber. Nutrition Reviews, v. 67, n. 4, p.188—
205, 2009.

AOAC. Official methods of analysis of the Association of Official Analytical Chemistry.
17.ed. Washington: AOAC, 2002. 1115p.

ARUOMA, O.l.; COLES, L.S.; LANDES; B.; REPINE, J.E. Functional benefits of
ergothioneine and fruit- and vegetable-derived nutraceuticals: Overview of the supplemental
Issue contents. Preventive Medicine, v. 54, Suppl. 1, p. S4-S8, 2012.

BASKAR, R.; RAJESWARI, V.; KUMAR, T.S. In vitro antioxidant studies in leaves of
Annona species. Indian Journal of Experimental Biology, v.45, n. 5, p. 480-485, 2007.
BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M.E.; BERSET, C. Use of a free radical method to
evaluate antioxidant activity. Lebensmittel-Wissenschaft und-Technologie, v.28, n.1, 25-
30. 1995.

DEMBITSKY, V.M.; POOVARODOM, S.; LEONTOWICZ, H.; LEONTOWICZ, M,
VEARASILP, S.; TRAKHTENBERG, S. et al. The multiple nutrition properties of some
exotic fruits: Biological activity and active metabolites. Food Research International, v. 44,
p. 1671-1701, 2011.

ENWEANI, 1.B.; OBROKU, J.; ENAHORO, T.; OMOIFO, C. The biochemical analysis of
soursop (Annona muricata L.) and sweetsop (A.squamosa L.) and their potential use as oral
rehydration therapy. Food, Agriculture & Environment, v. 2, n. 1, p. 39-43, 2004 .
GUERRA, N. B.; DAVID, P.R.B.S.; MELO, D.D.; VASCONCELOQS, A.B.B.; GUERRA,
M.R.M. Modifica¢Bes do método gravimétrico ndo enzimatico para determinar fibra alimentar
solavel e insolGvel em frutos. Revista de Nutricdo, v.17, n.1, p.45-52, 2004.

KUSKOSKI, E.M.; ASUERO, A.G. Frutos tropicais silvestres e polpas de frutas congeladas:
atividade antioxidante, polifenois e antocianinas. Ciéncia Rural, v. 36, n.4, p. 1283-12-87,
2006.

LIVERA, A.V.S. Desenvolvimento e Maturidade Fisiolégica da graviola (Annona
muricata L.). 1992. 80f. Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo). Universidade Federal de
Pernambuco, Recife,1992.

MELO, E.A.; MACIEL, M.AS.; LIMA, V.L.A.G.; NASCIMENTO, R.J. Capacidade
antioxidante de frutas. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v. 44, n. 2, p.193-201,
2008.

54



MIRA, G.S.; GRAF, H.; CANDIDO, L.M.B. Visdo retrospectiva em fibras alimentares com
énfase em beta-glucanas no tratamento do diabetes. Revista Brasileira de Ciéncias
Farmacéuticas, v.45, n.1, p. 11-20, 2009.

NACZK, M.; SHAHIDI, F. Phenolics in cereals, fruits and vegetables: Occurrence, extraction
and analysis. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v.41, p.1523-42, 2006.
NICKLAS, T.A.; O’NEIL, C.E.; LISKA, D.J.; ALMEIDA, N.G.; FULGONI, V.L. Modeling
Dietary Fiber Intakes in US Adults: Implications for Public Policy. Food and Nutrition
Sciences, v. 2, p.925-931, 2011.

NUNES, C.R.; BERNARDES, N.R.; GLORIA, L.L.; OLIVEIRA, D.B. Flavonoides em
Annonaceae: ocorréncia e propriedades biologicas. Revista Vertices, v.14, n.1, p.39-57,
2012,

NWOKOCHA, L.M.; WILLIAMS, P.A. New starches: Physicochemical properties of
sweetsop (Annona squamosa) and soursop (Anonna muricata) starches. Carbohydrate
Polymers, v. 78, p. 462—-468, 20009.

PAREEK, S.; YAHIA, E.M.; PAREEK, O.P.; KAUSHIK, R.A. Postharvest physiology and
technology of Annona fruits. Food Research International, v. 44, p. 1741-1751, 2011.

REIS, C. N. Annona muricata: analise quimica e bioldgica dos frutos de gravioleira. Rio
de Janeiro, 2011. 150p. Dissertagcdo (Mestrado) - Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, 2011.

ROCHA, W.S.; LOPES, R.M.; SILVA, D.B.; VIEIRA, R.F.; SILVA, J.P.; AGOSTINI-
COSTA, T.S. Compostos fendlicos totais e taninos condensados em frutas nativas do cerrado.
Revista Brasileira de Fruticultura, v.33, n.4, p.1215-1221, 2011.

SALGADO, S. M.; GUERRA, N. B.; FILHO, A. B. M. Polpa de fruta congelada: efeito do
processamento sobre o contetdo de fibra alimentar. Revista de Nutricdo, v. 12, n. 3, p.303-
308, 1999.

SANCHEZ-MORENO, C.; LARRAURI, J.A.; SAURA-CALIXTO, F. A procedure to
measure the antiradical efficiency of polyphenols. Journal of the Science of Food and
Agriculture, v. 76, p. 270-276, 1998.

SOUSA, M.S.B. ; VIEIRA, L.M.; SILVA, M.J.M.; LIMA, A. Caracterizagdo nutricional e
compostos antioxidantes em residuos de polpas de frutas tropicais. Ciéncia e Agrotecnologia,
v. 35, n. 3, p. 554-559, 2011.

55



SOUZA, V.R.; PEREIRA, P.AP.; QUEIROZ, F.; BORGES, S.V.; CARNEIRO, J.D.S.
Determination of bioactive compounds, antioxidant activity and chemical composition of
Cerrado Brazilian fruits. Food Chemistry, v. 134, p. 381-386, 2012.

SPADA, P. D. S.; DE SOUZA, G. G. N.; BORTOLINI, G. V.; HENRIQUES, J. AP.
SALVADOR, M. Antioxidant, mutagenic, and antimutagenic activity of frozen fruits.
Journal of Medicinal Food, v. 11, n. 1, p. 144-151, 2008.

TACO - Tabela brasileira de composicdo de alimentos. 2. ed. Campinas: NEPA-
UNICAMP, 2006.

TIBURSKI, J.H.; ROSENTHAL, A.; DELIZA, R.; GODOY,R.L.O.; PACHECO, S.
Nutritional properties of yellow mombin (Spondias mombin L.) pulp. Food Research
International, v. 44, p. 23262331, 2011.

VILLANO D.; FERNANDEZ-PACHON, M.S.; MOYA, M.L; TRONCOSO, AM,
GARCIA-PARRILLA, M.C. Radical scavenging ability of polyphenolic compounds towards
DPPH free radical. Talanta, v.71, n.1, p.230-235, 2007.

WAITZBERG, D.L.; PEREIRA, C.C.A.; LOGULLO, L.; JACINTHO, T.M.; ALMEIDA, D;
SILVA, M.L.T.; et al. Microbiota benefits after inulin and partially hydrolized guar gum
supplementation — a randomized clinical trial in constipated women. Nutricion Hospitalaria,
v. 27,n.1, p.123-129, 2012.

WETTASINGHE, M.; SHAHIDI, F. Evening primrose meal: a source of natural antioxidants
and scavenger of hydrogen peroxide and oxygen-derived free radicals. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v.47, p.1801-1812, 1999.

ZERAIK, M.L.; PEREIRA,C.AM.; ZUIN,V.G.; YARIWAKE, J.H. Maracuja: um alimento
funcional? Revista Brasileira de Farmacognosia, v.20, n. 3, p. 459-471, 2010.

56



Artigo Original 2

Avaliacdo do potencial antimicrobiano de L. acidophilus e B. lactis

em soro lacteo fermentado.

57



Avaliacdo do potencial antimicrobiano de L. acidophilus e B. lactis em soro lacteo

fermentado.

Evaluation of the antimicrobial potential of L. acidophilus and B. lactis in fermented

whey.

Amanda de Morais OLIVEIRA'": Erilane de Castro Lima MACHADO? Eduardo José
Nepomuceno Montenegro®; Ténia Ldcia Montenegro STAMFORD®.

* e-mail: amanda.morais@gmail.com

1-Universidade Federal Rural de Pernambuco/Departamento de Tecnologia Rural. Recife-PE.
Brasil.

2-Universidade Federal de Pernambuco/Centro Académico de Vitoria. Vitdria de Santo
Antao-PE. Brasil.

3-Universidade Federal de Pernambuco/ Departamento de Nutricdo. Recife-PE. Brasil

4-Universidade Federal de Pernambuco/Departamento de Fisioterapia. Recife-PE. Brasil.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi observar o potencial da atividade antagonista de Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium lactis contra micro-organismos patogénicos em soro lacteo
fermentado. Para a fermentacdo (42°C+1°C), L. acidophilus LA-5® e B. lactis Bb-12® foram
inoculados em soro lacteo pasteurizado. Foi avaliada a atividade antagdnica em caldo Man
Rogosa Sharp (MRS) e soro das bactérias laticas frente aos micro-organismos Bacillus
cereus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus. A resisténcia ao acido cloridrico (pH 4 e pH 2) e a bile
(0,3%) foi verificada em caldo MRS e soro lacteo por 4 horas. L. acidophilus e B. lactis
apresentaram atividade probiotica demonstrada pela resisténcia a bile e baixa sensibilidade ao
acido cloridrico, tanto em caldo MRS quanto no soro lacteo. Além disso, apresentaram alta e
intermediaria atividade antagbnica comprovada frente a micro-organismos patogénicos.
Quando foi utilizado o soro lacteo como substratos para fermentacdo, observou-se maior
atividade inibitoria diante de E. faecalis, L. monocytogenes e S. aureus. Os micro-organismos
probioticos estudados mostraram potencial para atuar na bioprotecdo de alimentos.

Palavras chaves: antagonismo microbiano, bactérias acido laticas, probidticos.
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ABSTRACT

The objective of this study was to observe the potential of antagonistic activity of
Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium lactis against pathogenic microorganisms in
whey fermented. For the fermentation (42 ° C = 1 ° C), L. acidophilus LA-5 ® and B. lactis
Bb-12® were inoculated in pasteurized whey. Antagonistic activity was evaluated in Man
Rogosa Sharp broth (MRS) and serum lactic acid bacteria compared to the microorganisms B.
cereus, E. faecalis, E. coli, L. monocytogenes and S. typhimurium, S. aureus. The resistance
for hydrochloric acid (pH 4 and pH 2) and bile (0.3%) was observed in MRS broth and whey
by 4 hours. Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium lactis probiotic activity were
demonstrated by resistance to bile and low sensitivity to hydrochloric acid, either in MRS
broth and in whey. Besides, presented high and intermediate antagonistic activity
demonstrated against pathogenic microorganisms. When we used the whey as substrates for
fermentation, were observed a higher inhibitory activity on E. faecalis, L. monocytogenes and
S. aureus. The probiotic microorganisms studied showed potential to act in food
bioprotection.

Keywords: microbial antagonismo, lactic acid bacteria, probiotics.

INTRODUCAO

O mercado global de alimentos funcionais esta prosperando com estimativas recentes
que indicam uma quota anual de 50 bilhdes de dolares. Neste segmento, a movimentacao
representada pelos produtos probioticos é estimada em 15 bilhdes de dolares (BHADORIA,;
MAHAPATRA, 2011). Diante desta representatividade, estes micro-organismos tém sido
amplamente estudados e explorados comercialmente em diferentes produtos em todo o mundo
(BALDISSERA et al., 2011).

Probiodticos sdo micro-organismos ndo patogénicos que quando consumidos em
guantidade suficiente, alteram a microbiota intestinal conferindo beneficios a saude do
hospedeiro (BALDISSERA et al.,, 2011; VANDENPLAS et al.,, 2011). Para que seja
considerado probidtico, este deve fazer parte da microbiota gastrointestinal humana, manter a
estabilidade frente ao acido estomacal e aos sais biliares, ter a capacidade de adesdo a mucosa
intestinal e de colonizar, a0 menos temporariamente, o trato gastrintestinal humano, além de
produzir compostos antimicrobianos e manter a atividade metabdlica no intestino
(BERGMANN et al., 2010).

59



Além de sintetizarem substancias inibitorias para bactérias patogénicas, 0s micro-
organismos probidticos atuam na competicdo por nutrientes, exclusdo competitiva, a
modificacdo de toxinas ou de receptores de toxina, e estimulacdo de respostas imunologicas
frente a patdgenos. Devido a essas acOes, 0s probioticos tém sido recomendados na prevencgédo
e tratamento de infecgdes do trato gastrointestinal, sendo a matriz alimentar um dos melhores
veiculos destes micro-organismos, uma vez que pode tamponar estirpes probidticas para
enfrentar o pH adverso do estdmago e conseguir colonizar o intestino (RODRIGUEZ et al.,
2012).

Por isso, no setor lacteo, os alimentos fermentados probidticos apresentam elevado
valor comercial, e muitas industrias desenvolvem produtos tendo a promocao da satude como
relevante estratégia de marketing (ALVES et al., 2011). Um dos substratos mais utilizado
nesses produtos tem sido o soro de queijo, que representa cerca de 90% do residuo da
producdo de queijo, retendo quase 55% dos nutrientes do leite (FIORENTINI et al., 2011). A
fermentacdo por bactérias acido laticas tem a capacidade de prolongar a vida de prateleira,
torna-los mais digeriveis, além de melhorar a aceitabilidade visto que altera a textura, o sabor
e o aroma (EL-GHAISH et al., 2011).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial probiético de L. acidophilus e B. lactis
em soro de queijo de coalho fermentado e o potencial da atividade antagonista contra micro-

organismos patogénicos.

MATERIAL E METODOS

Soro lacteo residual da fabricacdo de queijo de coalho tipo A foi coletado em
recipientes estéreis diretamente do tanque e acondicionados em caixas térmicas com gelo. As
linhagens de Lactobacillus acidophilus LA-5® e Bifidobacterium lactis Bb-12® (Hansen)
foram obtidas liofilizadas e embaladas em envelopes lacrados.

A cultura mista liofilizada foi reativada mediante trés repiques sucessivos em leite em
po6 desnatado reconstituido a 10%, incubadas a 42°C por 6 horas. Ao fim do periodo, o pré-
indculo foi mantido em temperatura de refrigeracéo (4+1°C).

Para a fermentacdo utilizaram-se sistemas a base de soro lacteo pasteurizado (65°C por
30minutos), inoculado com 10% do pré-indculo. A fermentacdo do soro foi conduzida a
42°C+1°C até atingir aproximadamente 0,69 de &cido lactico/100g.

A atividade antagdnica dos probidticos sobre micro-organismos patogénicos in vitro

foi verificada utilizando cepas dos micro-organismos probioticos repicadas em tubos
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contendo Caldo Man Rogosa Sharp (MRS) a 37°C, por 24 horas. Os micro-organismos
patogénicos utilizados foram Bacillus cereus (ATCC 11778), Enterococcus faecalis (ATCC
6057), Escherichia coli (ATCC 25922), Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Salmonella
typhimurium (ATCC 1428), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), os quais foram mantidos
separadamente em caldo Brain Heart Infusion (BHI), & temperatura de 37°C por 24 horas.

Para avaliar a acdo antagonica de L. acidophilus LA-5 e B. lactis Bb-12, foi realizado
o teste de inibicdo com o metodo de dupla camada utilizando-se um indculo contendo
9LogUFC/mL de cada amostra destas bactérias. Estes foram inoculados em seis pontos
equidistantes na superficie de uma placa de 4gar MRS e incubados por 72 horas, a 37°C. Ap0s
a incubacdo, as placas foram acrescentadas 10mL de cloroférmio, por 20 minutos, sendo, em
seguida, abertas para permitir a evaporacéo total do cloroférmio, quando entdo foi adicionada
uma outra camada de 3,5mL de Agar BHI (0,75% de &gar), previamente inoculado com
0,1mL da cultura patogénica (7LogUFC/mL). As placas foram incubadas a 37°C, por 24-48
horas e avaliadas quanto a presenca de halos de inibicdo de crescimento (MAIA et al., 2001).
O efeito inibitorio de L. acidophilus e B. lactis foi avaliado de acordo HUTT et al. (2006)
como alto (>25mm), intermediario (13-25 mm) e baixo (0-12 mm).

Na avaliacdo da atividade antagbnica no soro lacteo fermentado, para cada micro-
organismo patogénico avaliado foi produzido um sistema de soro fermentado contendo
9LogUFC/mL de bactérias probioticas, determinado a partir da turbidez pela escala de
MacFarland.

A inoculacdo das bactérias patogénicas nos soros fermentados partiu de uma
suspensdo com aproximadamente 7LogUFC/mL de cada agente patogénico (utilizando a
escala de Mac Farland). Foram utilizados 2,5mL desta suspensdo para inocular 100mL de
soro fermentado. Os sistemas foram avaliados mantendo-se armazenados sob refrigeracédo
(4°C) nos tempos 0, 7, 14, 21 e 28 dias. As bactérias patogénicas foram inoculadas em
triplicata, utilizando os meios de cultura seletivos (OFFICIAL..., 2005). As contagens foram
expressas em LogUFC/mL (CALDERON et al., 2007).

Posteriormente foi realizada a avaliagdo da capacidade de resisténcia ao acido
cloridrico e a bile. Para verificacdo da capacidade de resisténcia ao acido cloridrico, utilizou-
se trés repiques sucessivos em caldo MRS em pH 6,1+0,1 sendo que a cada repique as cepas
permaneceram em estufa bacterioldgica (37°C/24horas). Em seguida, 0s micro-organismos

ativos foram transferido para tubos contendo caldo MRS acidificado com HCI 1N variando o
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pH em 4,0 e 2,0. Os tubos, em triplicata, permaneceram em estufa (37°C) avaliando-se a
viabilidade celular nos tempos 0, 1, 2, 3 e 4 horas (RONKA et al., 2003).

A observacao da resisténcia a bile foi realizada a partir de aliquotas do meio contendo
micro-organismos ativos para tubos com um meio contendo 0,3% de bile bovina e sem a
presenca de bile bovina (controle). Os tubos permaneceram em estufa (37°C) por 4 horas,
avaliando-se, em triplicata, a viabilidade celular no tempo zero e a cada hora apds a
inoculacdo (RONKA et al., 2003).

Em paralelo foi realizado o estudo na matriz alimentar utilizando o soro lacteo
fermentado, o qual foi conduzido nas mesmas condi¢des aplicadas ao caldo MRS.

A viabilidade celular foi determinada ap6s a exposi¢cdo dos micro-organismos aos
testes de resisténcia ao acido e a acdo da bile, utilizando-se a técnica de semeadura em
profundidade, em meio agar MRS. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas, as
col6nias contadas e os resultados expressos em logUFC/mL (FUCHS et al., 2006).

Todos os testes foram realizados em triplicata. As diferencas entre as médias foram
analisadas utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) com o teste post hoc Student-
Newman-Keuls, adotando-se nivel de significancia de 5% de probabilidade. Foi utilizado
Bioestat® 1.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A literatura cientifica mostra que inUmeras cepas probidticas exercem acao antagbnica
contra micro-organismos patogénicos e deteriorantes nos alimentos (CALDERON et al.,
2007; PAN et al., 2009; ZHANG et al., 2011). Nesse contexto, a maioria dos estudos busca
nos agentes probiodticos a atividade inibitoria contra um patégeno alvo, inibindo seu
desenvolvimento e a colonizagdo no intestino (TALPUR et al., 2012).

Os probidticos Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis exerceram acgéo
inibitéria em relacdo aos micro-organismos patogénicos testados in vitro. Esta acdo pode ser
evidenciada através de halos de inibicdo contra 0 micro-organismo indicador, cuja variacdo
demonstra alta atividade antagonista do L. acidophilus e do B. lactis frente ao Enterococcus
faecalis, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus e, antagonismo intermediario

diante das bacterias Bacillus cereus e Escherichia coli (Tab. 1).
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Tabela 1: Valores médios dos halos de inibicdo (mm) referentes a atividade antagbnica in
vitro de L. acidophilus e Bifidobacterium lactis sobre micro-organismos patogénicos (24-
48horas).

: : L. acidophilus B. lactis
Micro organismo Efeit Efeit
Patogenico Halo (mm) —jnipitorio 310 (MM hipiteriox

B. cereus a L a .
(ATCC 11778) 14,33+1,51 Intermediario  14,50+0,55 Intermediario
E. coli ad . ad .
(ATCC 25922) 16,67+1,03 Intermediario  17,67+1,03 Intermediario
E. faecalis be be
(ATCC 6057) 46,17+1,94 Alto 47,83+0,75 Alto
L. monocytogenes bc cd
(ATCC 7644) 31,83+2,32 Alto 25,00+0,63 Alto
S. aureus dce bd
(ATCC 6538) 28,17+2,14 Alto 25,50+1,05 Alto
. typhimurium 9,87+0,20° Baixo 10,83+0,75° Baixo

(ATCC 1428)
*Alto: > 25mm. Intermediario: 13-25mm. Baixo: 0-12mm. (HUTT et al., 2006).

Médias na vertical seguida de letras iguais, ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Student-Newman-Keuls.

Guedes Neto et al. (2005) estudando a atividade antimicrobiana de bactérias acido-
lacticas isoladas de queijos de coalho artesanal e industrial frente a micro-organismos
indicadores obtiveram resultados semelhantes aos deste estudo. Os autores relatam que a
bactéria L. acidophilus apresentou efeito inibitério alto frente a E. faecalis e L.
monocytogenes, apresentando halos de inibicdo de 27,87mm e 39,14mm respectivamente.

A inibicdo de bactérias patogénicas por micro-organismos probioticos pode ser
explicada com base na acdo de bacteriocinas por eles produzidas. A quantidade de cargas
negativas de lipidios presentes na membrana celular de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas é determinante para a sensibilidade das células a estes compostos com atividade
inibitéria. Assim, é provavel que as membranas de bactérias Gram-negativas, além de
funcionar como barreira fisica, sua carga mais negativa dificulta a ligacdo das bacteriocinas
na membrana plasmatica, resultando em menor atividade bactericida. Ja as bactérias Gram-
positivas sdo mais susceptiveis a atividade das bacteriocinas por ndo apresentarem tais
caracteristicas (BARRANTES et al., 2004).

Todorov et al. (2011) afirmam que além das bacteriocinas, ha uma competicdo por
sitios de ligacdo e a producdo de perdxido de hidrogénio que desempenham um papel chave

na exclusdo competitiva e as propriedades probioticas. A produgdo de metabolitos aumentam
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as chances da cepa probidtica sobreviver no ambiente do trato gastrointestinal, ressaltando as
evidéncias dos estudos in vitro que as bactérias probioticas sdo capazes de fazer uso de efeitos
antimicrobianos in vivo.

A elevada atividade antagonista pode estar associada a producdo de &cidos organicos
(butirico, acético, latico e propidnico), resultando em diminuicdo do pH. A inibicdo do
desenvolvimento bacteriano por reducgédo do pH pode ser explicada pela eficiente liberacéo de
ions de hidrogénio através da membrana celular, causando a acidificacdo do citoplasma
(HUTT et al., 2006; DOMINGUEZ-VERGARA et al., 2009). Desta forma, demonstra-se que
hd um potencial de utilizacdo destes micro-organismos probidticos nos alimentos para um
maior controle destas bactérias no colon.

No estudo na matriz alimentar, quando foi utilizado o soro lacteo como substratos para
fermentacdo, observou-se maior atividade inibitoria diante de bactérias patogénicas E.
faecalis, L. monocytogenes e S. aureus, tanto para o sistema com L. acidophilus (Fig. 1A),
tanto como Bifidobacterium lactis (Fig. 1B). No 14° dia, apenas o E. faecalis apresentou
niveis indetectaveis para o soro fermentado com Bifidobacterium lactis (Fig. 1B). Em ambos
os soros fermentados, independente do micro-organismo probidtico, foi observado efeito
inibitério frente aos micro-organismos patogénicos avaliados, chegando a niveis indetectaveis
no 21° dia de avaliagé&o.

Assim, considerando que o antagonismo microbiano se da pela concorréncia por
nutrientes ou de producdo de metabolitos microbianos inibitdrios, observa-se que o efeito
inibitdrio dos probioticos pode ser aplicado com o intuito de estender a vida de prateleira de
alimentos, visto que cepas de bactérias laticas sdo geralmente reconhecidas como seguras em
uso na producdo de alimentos. Além disso, considerando que uma das alegacfes de salde
mais frequentes destes micro-organismos € a prevencdo de doencas infecciosas do trato
gastrointestinal, pode-se sugerir o consumo destes agentes no tratamento de doengas de
origem alimentar como alternativa a administracdo de antibiéticos (SHOBHARANI,;
AGRAWAL, 2011).

Estes resultados s&o considerados importantes, visto que atualmente a proibicéo e/ou
recomendacdo de uso controlado de antibidticos como aditivos para os alimentos tem
recebido atengdo especial em muitos paises. Yin et al. (2011) afirmam que em algumas
condigcdes os probiodticos sdo os melhores substitutos para os antibioticos, auxiliando na
melhoria da resisténcia aos agentes infecciosos permitindo o equilibrio da microflora

intestinal e estimulando o sistema imunoldgico.
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Figura 1: Atividade antagbnica de Lactobacillus acidophilus (A) e Bifidobacterium lactis (B)
sobre micro-organismos patogénicos, em soro lacteo fermentado em repouso, mantido a 4°C

durante 28 dias.

Para que as cepas probioticas consigam exercer esses beneficios, estas devem ser
resistentes as condigdes do trato gastrointestinal. De acordo com Aradujo et al. (2009), o pH do
estobmago, em geral, encontra-se entre 2,5 e 3,5, ndo existindo regras estabelecidas para
analise de tolerancia ao &cido aplicada a estirpes probidticas, mas sabe-se que é uma barreira
contra a colonizacgdo de bactérias no trato gastrointestinal.

O efeito da exposicdo das bactérias probidticas Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium lactis a diferentes concentracfes hidrogeniénicas em Caldo MRS sob

condicgdes controladas (pH 2,0; pH 4,0 e pH 6,1) e no soro lacteo foi avaliado e estdo
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apresentados nas Tab. 2 e 3. Os resultados mostram que durante a simulagdo do periodo de
digestdo estomacal (4 horas), a agdo do &cido cloridrico promoveu a reducdo nas contagens de

ambas as bactérias, tanto no caldo MRS (Tab. 2) como no soro (Tab. 3).

Tabela 2: Avaliagdo da viabilidade celular de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium
lactis durante o teste de resisténcia ao &cido cloridrico e a bile em caldo Man Rogosa Sharp
(MRS).

Micro- Viabilidade Celular (LogUFC/mL)

; T
organismo (ﬁcr)r;g)o Caldo MRS Cg(l;:r? II—\I/I CI:R;S Cg(')?ﬁ Il—\l/l SS Caldo MRS
Probidtico Controle com Bile

(pH 4,0) (pH 2,0)

0 9,56+0,01° 9,53+0,06%  9,55+0,05%°  9,56+0,02°

1 9,88+0,01*°  9,28+0,08°  9.46+0,06°  9,51+0,02°

L. acidophilus 2 10,09+0,01° 8,67+0,02°  8,30+0,02°  9,45+0,05°
3 10,39+0,03* 8,38+0,06°  8,07+0,03°  9,42+0,04°

4 10,56+0,04%  7,92+0,05°  7,49+0,13°  9,35+0,05°

0 9,5240,05%  9,45+0,04°  9.47+0,04*  9,53+0,03

1 9,82+0,02°  9,14+0,02°  9,04+0,01°  9,49+0,04°

B. lactis 2 10,06+0,06°  8,84+0,04°  8,76+0,04°  9,45+0,03°
3 10,34+0,03% 8,64+0,03°  8,44+0,02°  938+0,02°

4 10,54+0,04%° 8,31+0,02°  8,05+0,05°  9,25+0,04°

Médias na vertical seguida de letras iguais, ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Student-Newman-Keuls.

A viabilidade celular de L. acidophilus e B. lactis durante o periodo avaliado manteve-
se dentro das concentragdes recomendadas que sdo >10° UFC/mL no intestino delgado e >10°
UFC/mL no célon (AURELI et al., 2011), apesar do acido cloridrico ter causado efeito na
reducdo da contagem bacteriana, independente do substrato.

Outro fator que pode prejudicar a viabilidade das bactérias probioticas é a agdo da bile,
visto que pode promover a morte de micro-organismos, impedindo sua implantagdo no trato
intestinal e a colonizagdo das porgOes distais do intestino. Esta acdo ocorre porque 0S sais
biliares séo capazes de emulsionar os lipideos causando efeitos deletérios nas propriedades
estruturais e funcionais de membranas celulares microbianas (KLAYRAUNG; OKONOGI,
2009). Nesta pesquisa a acdo deletéria da bile sobre os micro-organismos foi verificada pela
alteracéo (p<0,05) nas contagens das bactérias probioticas expostas ao caldo MRS adicionado
de 0,3% de bile (Tab. 2), bem como no soro lacteo fermentado (Tab 3). Apesar de ter havido

reducdo nas contagens, 0s micro-organismos mantiveram-se viaveis em niveis recomendados
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(> 10® UFC/mL).

Tabela 3: Avaliacdo da viabilidade celular de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium

lactis durante o teste de resisténcia ao acido cloridrico e a bile em soro lacteo fermentado.

Micro- Viabilidade Celular (LogUFC/mL)
Tempo g

organismo h HCI HCI : 0
Probistico (hora) Soro (oH 4.0) (oH 2.0) Bile 0,3%
0 9,74+0,02° 9,74+0,03*  9,64+0,05° 9,70+0,02%
1 0,99+0,01*° 9,35+0,05°  9,06+0,02° 9,67+0,02¢
L. acidophilus 2 10,17+0,02*° 8,97+0,02°  8,92+0,02® 9,56+0,03°
3  10,66+0,04*° 8,87+0,02°  8,83+0,03° 9,45+0,03"
4  10,92+0,02° 8,48+0,04°  8,43+0,03° 9,34+0,05"
0 9,67+0,02° 9,59+0,01°  9,53+0,02° 9,67+0,02%
1 0,95+0,01*° 9,24+0,02°  9,20+0,01° 9,54+0,03°
B. lactis 2  10,39+0,01* 8,27+0,01°  8,25+0,02° 9,43+0,03°
3 10,68+0,01° 8,15+0,03°  8,15+0,02° 9,32+0,02°
4 10,90+0,01* 7,65+0,10°  7,50+0,04° 9,23+0,03°

Médias na vertical seguida de letras iguais, ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Student-Newman-Keuls.

Ng, Yeung e Tong (2011) explicam a alta dosagem de micro-organismos probidticos é
necessaria para compensar a perda de células microbianas durante a passagem através das
partes superior e inferior do trato gastrointestinal e quando estes probidticos séo
administrados através de um veiculo alimentar, quantidades adicionais de células sao
provavelmente necessarias, para compensar a perda de micro-organismos durante as fases de
processamento e/ou armazenamento.

Os resultados desta pesquisa sugerem o emprego do soro lacteo fermentado por
probidticos como potencial alimento funcional, podendo-se destacar pelas propriedades de
diversas proteinas e peptideos bioativos constituintes do soro de leite. Além disso, cabe
ressaltar que a utilizagdo do soro encontra atualmente inimeras aplicagdes na industria
alimenticia pelas propriedades fisicas e quimicas inerentes deste produto, apresentando
flexibilidade e adaptabilidade a diversas aplicacGes, justificando sua utilizacdo como

ingrediente em um numero abrangente de alimento processados.

CONCLUSOES
Os micro-organismos Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis apresentaram
atividade probiotica demonstrada pela resisténcia a bile e baixa sensibilidade ao &cido
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cloridrico, além da alta e intermediaria atividade antagonista comprovada in vitro frente
micro-organismos patogénicos.

Considerando as caracteristicas de resisténcia das bactérias L. acidophilus e B. lactis,
além das propriedades antimicrobianas, pode-se sugerir que 0s micro-organismos probioticos
estudados sdo agentes potenciais na bioprotecao de alimentos.

A fermentacdo de soro lacteo residual da producdo de queijo de coalho pode resultar
em uma base para produto lacteo funcional, com mais vantagens para a saude dos

consumidores.
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RESUMO

Produtos lacteos simbidticos sdo representantes em destaque entre os alimentos funcionais, e
por isso 0 mercado busca a aceitacdo de novas composicdes pelo consumidor. Assim, 0s
objetivos desta pesquisa foram avaliar as caracteristicas sensoriais e vida de prateleira da
bebida simbidtica produzida com soro lacteo fermentado e polpa de graviola. As misturas
(n=10) foram definidas através de delineamento simplex aumentado. Analise sensorial foi
dividida em teste de preferéncia e por analise descritiva quantitativa. A avaliacdo da vida de
prateleira (pH, acidez total titulavel, coliformes, bolores e leveduras, estafilococos coagulase
positiva e bactérias laticas totais) foi realizada apos 0, 7, 14, 21 e 28 dias de producdo da
bebida. Os resultados mostraram que a bebida com 71,5% de soro apresentou boa
aceitabilidade sensorial, e que 25% da polpa de graviola favoreceu a aceitacdo quanto ao
sabor e aroma. A bebida manteve as caracteristicas durante a vida de prateleira,
principalmente as bactérias probiodticas em niveis recomendados pela legislacdo vigente.
Conclui-se que a aceitacdo sensorial e estabilidade no armazenamento viabiliza a producdo da
bebida simbidtica proposta, além de gerar alternativa para utilizagdo do soro lacteo residual da
producdo de queijo de coalho, bem como possibilita reducdo das perdas pds-colheita da
graviola.

Palavras chaves: Annona muricata L., bebida lactea, frutooligossacarideo, probidtico, soro

lacteo.
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ABSTRACT

Dairy products are symbiotic representatives among functional foods, and the market find the
acceptance for new compositions by the consumer. The objectives of this study were to
evaluate the sensory characteristics and shelf life of symbiotic beverage produced with
fermented whey and soursop pulp. The mixtures (n = 10) were defined by design simplex
increased. Sensory analysis were divided into preference test and quantitative descriptive
analysis. The evaluation of shelf life (pH, titratable acidity, coliforms, yeasts and molds,
Staphylococcus coagulase positive and total lactic acid bacteria) was performed after 0, 7, 14,
21 and 28 days of the drinking production. The results showed that the drink with 71.5% of
whey showed good sensory acceptance, and that 25% of soursop pulp favored the acceptance
for flavor and aroma. The drink maintained the characteristics during shelf life, especially
probiotic bacteria at levels recommended by current legislation. It follows that the sensory
acceptance and storage stability sensory enables the production of the proposed symbiotic
beverage, and generate an alternative to the use of whey from “coalho” cheese production, as
well as turn possible the reduction the losses post-harvest soursop.

Keywords: Annona muricata L., milk drink, fructooligosaccharides, probiotic, whey.

INTRODUCAO

A sofisticagdo crescente no mercado de alimentos busca atender demandas dos
consumidores, ndo somente por alimentos convenientes e saudaveis, mas também por
alimentos que aportam uma diferenciacdo da composicao classica, por exemplo, nas bebidas
funcionais a base de soro de leite (Baldissera et al., 2011). As aplicagcbes do soro sdo
inimeras, e a conversdo do soro liquido em bebidas lacteas € uma das mais atrativas opgdes,
devido a simplicidade do processo e a possibilidade de uso dos equipamentos ja existentes na
usina de beneficiamento de leite (Caldeira et al., 2010).

No Brasil, a producédo de bebida lactea € uma das principais opgdes de aproveitamento
do soro de leite, sendo que as mais comercializadas séo as bebidas fermentadas, visto que
apresentam caracteristicas sensoriais semelhantes ao iogurte (Caldeira et al., 2010). Além do
Brasil, outros paises tém consumido alimentos fermentados, principalmente os que
apresentam micro-organismos probioticos, predominantemente dos géneros Lactobacillus,
Pediococcus e Bifidobacterium, representados por algumas espécies (Zare et al., 2012).

Associado aos micro-organismos probidticos, substancias prebiéticas como a inulina e

os frutooligossacarideos tém sido amplamente empregadas nas formulag6es de bebidas lacteas
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fermentadas, caracterizando o alimento como simbidtico. A adicdo dessas substancias aos
alimentos € justificada pelo fato de alguns micro-organismos probidticos, como as
bifidobactérias, fermentarem preferencialmente esses oligossacarideos a outras fontes de
carboidratos (Komatsu et al., 2008).

Associados as caracteristicas nutricionais e/ou funcionais, o perfil sensorial exerce
grande influéncia sobre a possibilidade de um produto desenvolvido obter sucesso no
mercado. De acordo com Miguel et al. (2010), os testes sensoriais utilizam os 6rgéos dos
sentidos humanos como instrumentos de medida e devem ser incluidos como garantia de
qualidade dos alimentos, por serem uma medida multidimensional integrada e possuirem
importantes vantagens como a determinacdo da aceitagdo de um produto por parte dos
consumidores. Dentre estes testes, a analise descritiva quantitativa (ADQ) proporciona uma
completa descricdo e quantificacdo de todas as propriedades sensoriais de um produto,
representando um dos métodos mais completos e sofisticados para a caracterizagdo de
importantes atributos sensoriais.

Diante do exposto, 0 objetivo desta pesquisa foi desenvolver uma bebida fermentada a
partir de soro lacteo e polpa de graviola com caracteristica simbiética, utilizando cultura
probidtica e frutooligossacarideo como ingrediente prebidtico, e, avaliar as caracteristicas
sensoriais e vida de prateleira da bebida.

MATERIAIS E METODOS

Soro lacteo residual da fabricacdo de queijo de coalho tipo A foi coletado em
recipientes estéreis diretamente do tanque e acondicionados em caixas isotérmicas com gelo.

As graviolas (Annona muricata L.) in natura da variedade Crioula, obtidas em estadios
de maturagdo “Maduro”, foram provenientes do Instituto Agrondmico de Pernambuco. Os
frutos foram lavados em &gua corrente, sanitizados em solucéo clorada a 100 ppm por 10
minutos e em seguida despolpados, porcionados em embalagens de 200g e congelados em
freezer (-20°C) até o momento de sua utilizacéo.

As demais matérias-primas utilizadas foram o frutooligossacarideo (FOS, Raftilose
P95®, Orafti, Tienen, Bélgica, com grau de polimerizacdo 2-7; contendo 5% de glicose,
frutose e sacarose), leite em pd desnatado, e sacarose (agucar refinado granulado comercial).
As linhagens utilizadas foram obtidas a partir de cultura mista liofilizada e embaladas em
envelopes lacrados composta pela Streptococcus salivarus subsp. thermophilus, Lactobacillus
acidophilus LA-5® e Bifidobacterium lactis Bb-12® (Bio RICH® - Hansen).
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Para fermentacdo do soro e producdo da bebida fermentada, procedeu-se o preparo do
pré-inéeulo, a cultura mista (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus LA-5° e
Bifidobacterium lactis Bb-12) liofilizada foi reativada mediante trés repiques sucessivos em
leite em po6 desnatado reconstituido a 10%, incubadas a 42°C/6 horas. Ao fim do periodo, o
pré-indculo foi mantido em temperatura de refrigeracdo (4+1°C). O soro adicionado de leite
em po6 desnatado em diferentes concentracdes (Tab. 1) foi adicionado de 10% de inoculo e
submetido a fermentacdo, seguindo as etapas do fluxograma de processamento da bebida

fermentada (Fig. 1).

| SORO LACTEO | | GRAVIOLA |
v v

| Pasteurizagdo (65°C/30minutos) | | Selecido |
v

| Adico de FOS (5%) | | Lavagem e Sanitizag&o (solucio clorada 100ppm) |
v

| Adicéo de leite em pd desnatado | | Extracéo da polpa |
v

| Inoculagdo (10%) | | Pesagem |
v v

| Fermentacéo (42°C/3horas) | | Pasteurizagdo (65°C/30minutos) |
v

| Adico da polpa de graviola |« |
v

| Adicao de agucar (10%) |
v

| Homogeneizacio |
v

| Embalagem (recipiente estéril) |

v
| Refrigeraco (4°C+1°C) |

Figura 1: Fluxograma de processamento de bebida lactea fermentada com polpa de graviola e

frutooligossacarideo.

O teor de frutooligossacarideo foi fixado em 5%, conforme Silva et al. (2011). A
fermentagdo do soro foi conduzida até atingir aproximadamente 0,6g de &cido latico/100g
(Brasil, 2000).

As proporc¢des das misturas foram definidas empregando-se um delineamento simplex
aumentado de misturas, definidas em 10 tratamentos. Considerando que a soma das variaveis
de uma mistura deve ser igual a 100%, as restricGes foram quanto ao minimo de 66,5% de

soro de queijo de coalho; 3,5% de leite em p06 desnatado e 20% de polpa de graviola (Tab. 1).
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Tabela 1: CondicGes experimentais do planejamento de misturas na formulagdo das bebidas
lacteas fermentadas com polpa de graviola e frutooligossacarideo (g/100g).

= ~ Leite em po Soro de queijo de Polpa de
ormulacdes .
da bebida desnatado coalho graviola
(9/1009) (9/1009) (9/1009)
01 13,5 66,5 20,0
02 3,5 76,5 20,0
03 3,5 66,5 30,0
04 8,5 71,5 20,0
05 8,5 66,5 25,0
06 3,5 71,5 25,0
07 6,8 69,8 23,3
08 10,2 68,2 21,7
09 52 73,2 21,7
10 5,2 68,2 26,7

Ao final da formulagéo das misturas, as bebidas foram homogeneizadas e adicionadas
de acglcar (10%). As bebidas foram envazadas em recipientes esterilizados e mantidas em
temperatura de refrigeracdo (4°C+1°C) para avaliacdo das caracteristicas sensoriais.

Os testes sensoriais foram realizados 24 horas ap6s a elaboracdo das bebidas. As
amostras foram codificadas utilizando sequencia de 3 nimero aleatorios. As bebidas foram
servidas em temperatura de refrigeracdo (4°C a 8°C) em copos descartaveis de 50mL sendo
oferecida agua e bolacha de agua no intervalo das amostras. Todos o0s testes sensoriais foram
realizados em cabines individuais com controle de iluminacdo e de temperatura ambiente
(25°C+1°C), respeitando-se o intervalo de duas horas antes ou depois das refeigdes. Antes de
cada teste, os participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido conforme
0 previsto no projeto de pesquisa aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE n° 405/2010), seguindo a Resolugdo 196/96 do
Conselho Nacional de Saude.

Primeiramente, realizou-se um teste de aceitacdo, com 75 provadores nao-treinados de
ambos 0s sexos e idade entre 16 e 35 anos. As dez formulagGes foram avaliadas
monadicamente em dois blocos através do uso da escala hed6nica de 09 pontos cujos limites
seguiram a classifica¢do: 01 para “desgostei extremamente” e 09 para “gostei extremamente”.

A avaliacdo do perfil sensorial das formulagdes baseou-se na Analise Descritiva

Quantitativa (Stone e Sidel, 2004), utilizando cinco formulagdes com as melhores médias
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obtidas no teste anterior. Para selecdo de provadores foram recrutados 15 voluntarios. Apos
avaliacdo do poder discriminativo de cada voluntério, através da aplicacdo do teste de
sensibilidade aos gostos basicos (Threshold) foram selecionados 9 provadores que acertaram
no minimo 50% da avaliacdo (Morales, 1994).

A partir da selecdo de provadores, foi realizada a definigéo da terminologia descritiva
a partir da apresentacdo das amostras aos provadores, 0s quais descreveram as similaridades e
diferencas observadas quanto ao aroma, sabor, consisténcia e aparéncia. Partindo da lista de
termos, os provadores discutiram o significado de cada termo, elaborando-se a ficha de

avaliagédo sensorial contendo a definigdo de cada termo descritivo (Tab. 2).

Tabela 2: Defini¢cdes dos termos descritivos para as amostras de bebidas lacteas fermentadas
com polpa de graviola e frutooligossacarideo.

DESCRITORES SIGLAS DESCRICAO

AROMA

Frutal de Graviola AFG Caracteristico de graviola madura in natura

Lacteo AL Sensacdo olfativa relacionada ao leite in natura

Bebida l4ctea fermentada ABLF  Associado ao aroma da coalhada
SABOR

Erutal de Graviola SEG _Sensa(;ao gustativa caracteristico de graviola madura
in natura

Lacteo SL S,ensa(;ao percebida ao degustar leite e/ou derivados
lacteos.

Soro Léacteo SSL Sabor levemente salgado associado ao leite

Acido SA As:somado ao acido latico obtido da fermentacéo e do
acido presente na polpa da fruta

Bebida lactea fermentada SBLE Caracteristico de bebida lactea fermentada sem

adicdo de aromatizantes e/ou polpas de frutas
CONSISTENCIA

Homogeneidade CH Auséncia de particulas sdlidas detectaveis
Viscosidade cv Egs;)s;:ear][gla ao escoamento do produto entre a lingua
APARENCIA

Cor AC Cor semelhante ao iogurte integral

Conjunto dos atributos que conferem a aceitacdo de

Geral AGE " ma bebida lctea fermentada com polpa de graviola

A avaliacdo foi realizada apresentando as amostras monadicamente (Stone e Sidel,
2004) para avaliar os descritores relacionados a aparéncia, consisténcia, aroma e sabor

utilizando a escala hedénica de 09 pontos.
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A andlise de intencdo de compra foi realizada utilizando-se uma escala de cinco
pontos, onde a representacdo 01 correspondia a “certamente ndo compraria” e a 5 “certamente
compraria” (Meilgaard et al., 1999).

Para o célculo do indice de Aceitabilidade do produto foi adotada a expressdo (Stone e
Sidel, 2004): 1A (%) = A x 100/B, onde A = nota média obtida para o produto, e B = nota
méaxima dada ao produto.

Para a avaliacdo da vida de prateleira, o produto elaborado foi avaliado apos 0, 7, 14,
21 e 28 dias de produzido, quanto ao pH, acidez total titulavel, analises de qualidade
microbioldgica (coliformes totais, coliformes termotolerantes, bolores e leveduras,
estafilococos coagulase positiva) e de viabilidade celular dos micro-organismos probidticos
(contagem de bactérias laticas totais), seguindo as preconizaces metodoldgicas da
Association Official Analytical Chemists (Official..., 2002).

Os dados obtidos foram tratados estatisticamente por meio de analise de variancia
(ANOVA) e teste de Kruskall-Wallis, adotando-se nivel de significancia de 5% de
probabilidade. Foi utilizado Bioestat® 1.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A aceitacdo do consumidor é um pré-requisito para que bebidas protéicas a base de
soro tenham representacdo no pré-existente mercado de bebidas lacteas (Baldissera et al.,
2011). O desenvolvimento de bebidas com soro de leite pode ter as propriedades sensoriais
otimizadas quando s&o submetidas ao processo de fermentacdo. De acordo com Jeli¢i¢ et al.
(2008), a fermentacdo do soro de leite utilizando cultura de iogurte produz um sabor de
iogurte mais intenso em comparacdo com a obtida quando é utilizado o leite desnatado
fermentado.

As amostras 2, 4, 6, 7 e 9 (formuladas com 76,5%; 71,5%; 71,5%; 69,8%, 73,2% de
soro, respectivamente) obtiveram as melhores médias no teste de aceitacdo (Tab. 3). Na
analise sensorial, as maiores medias foram obtidas pelas bebidas 4 e 6, permitindo-se verificar
que as amostras ndo diferiram significativamente entre si quanto os atributos aroma, sabor,
consisténcia e aparéncia, seguidas das amostras 2, 7 e 9 que também ndo apresentaram

diferengas significativas (p<0,05).
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Tabela 3: Resultados do teste de ordenacdo das amostras de bebidas lacteas fermentadas com

polpa de graviola e frutooligossacarideo.

Bebida Aroma Sabor Consisténcia Aparéncia
1 5,23+1,47" 5,05+1,349 5,13+1,41° 5,19+1,34"
2 7,07+1,47° 7,07+1,58° 7,11+1,52° 7,33+1,31°
3 5,88+1,62° 5,72+1,50°" 6,00+1,63° 5,88+1,61°
4 7,830,722 7,810,822 7,800,772 7,84+1,012
5 6,44+1 51° 6,57+1,53¢ 6,45+1,79% 6,53+1,91¢
6 7,61+0,91% 7,56+1,00% 7,60+0,98% 7,57+1,14%
7 6,93+1,39° 6,92+1,71% 6,91+1,44% 6,89+1,21%
8 5,43+1,46' 5,49+1,26" 5,56+1,48" 541+1,33
9 7,25+1,01" 7,13+1,11% 7,15+0,91 7,1940,94"
10 6,20+1,50% 6,09+1,68° 6,15+1,80° 5,93+1,47°

Médias na vertical seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de

significancia pelo teste de Kruskal-Wallis.

As amostras mais aceitas foram submetidas a andlise descritiva quantitativa. Estes
resultados estdo apresentados na Fig. 2, a qual é representada ao centro com o ponto zero, e
cada eixo correspondente aos atributos avaliados € a apresentada uma média, que conectadas

entre si tracam o perfil sensorial das bebidas.

AFG
10

AC \ ABLF

cv SFG
CH SSL =@—Produto 2
Produto 4
=== Produto 6
=5=Produto 7
Produto 9

SA

Figura 2: Perfil sensorial das amostras das bebidas lacteas fermentadas com polpa de graviola
e frutooligossacarideo.

AFG: aroma frutal de graviola; AL: aroma lacteo; ABLF: aroma bebida lactea fermentada; SFG:
sabor frutal de graviola; SL: sabor lacteo; SSL: sabor soro lacteo; SA: sabor &cido; SBLF: sabor
bebida lactea fermentada; CH: consisténcia homogeneidade; CV: consisténcia viscosidade; AC:

aparéncia cor; AGE: aparéncia geral.
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Observou-se que a formulagdo 6 da bebida fermentada a base de soro lacteo e de polpa
de graviola distinguiu-se das demais (p<0,05) quanto aos atributos AFG, SFG uma vez que
dentre as formulagdes avaliadas apresentava o maior percentual de polpa de graviola. A
bebida 6 também apresentou diferenca significativa ao nivel de 5% das outras amostras
quanto ao atributo viscosidade (CV). Apesar da bebida 6 ter apresentado as maiores média na
avaliacdo dos provadores na maioria dos atributos, pode-se observar que ndo diferiu
estatisticamente (p<0,05) da bebida 4 quanto aos atributos de aroma AL e ABLF, atributos de
sabor SL, SSL, SA e SBLF, bem como quanto a homogeneidade, viscosidade, cor e aparéncia
geral (Fig. 2).

Esses resultados sdo considerados satisfatorios, visto que as bebidas 4 e 6 apresentam
a segunda maior concentracdo de soro lacteo (71,5%) das formulacGes previstas no
planejamento de misturas. No entanto, considerando que a bebida 6 apresentou as maiores
médias quanto ao aroma e sabor de graviola e que diferiu significativamente (p<0,05) das
demais bebidas, esta pode ser considerada uma boa opcdo para producdo uma vez que
apresenta a menor concentracdo de leite em p6 desnatado, 0 que viabiliza economicamente o
processamento.

Os resultados desta pesquisa ddo embasamento para o favorecimento do consumo
mais abrangente do soro lacteo, bem como gera mais uma aplicabilidade a graviola, fruto de
alta perecibilidade e de curto periodo de conservacdo apds a colheita, mas que possui
caracteristicas relevantes quanto a composicdo em acUcares, acidos organicos e compostos
fenolicos da polpa (Lima et al., 2010).

Lutchmedial et al. (2004) avaliaram atributos sensoriais de aparéncia e cor, corpo e
sabor, textura e aroma, e qualidade geral em iogurtes incorporados de néctar graviola (0%,
5%, 10% e 15%). Os resultados revelaram que os iogurtes com 10% e 15% de néctar de
graviola tiveram o maior indice de qualidade global (p <0,05), mas diferiram em sabor e
aroma de iogurte natural em relagdo ao iogurte com 5% de néctar de graviola (p <0,05). De
acordo com o0s autores, a maioria dos provadores considerou a intengcdo de compra para 0s
iogurtes com 10% e 15% de néctar de graviola. Podendo-se inferir, portanto, que a maior
concentragéo do fruto leva a uma maior aceitabilidade do produto, e consequente a um iogurte
com melhores atribui¢Bes nutricionais.

O desenvolvimento de um produto novo requer a avaliacdo de sua aceitabilidade
visando prever o seu comportamento frente a0 mercado consumidor. Assim, ao analisar o

indice de aceitabilidade das bebidas (Tab. 4) foi possivel verificar que apenas os atributos
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“consisténcia” da bebida 9 e “aparéncia” da bebida 7 foram inferiores a 70%, indice minimo
para que o produto seja considerado como aceito sensorialmente (Stone e Sidel, 2004).
Observou-se também que as médias das notas atribuidas para a bebida 6 foram as maiores
entre as bebidas avaliadas, bem como apresentou a maior média quanto a intencdo de compra
(4,03+0,96), seguido da bebida 4 (3,85+1,06), bebida 9 (3,58+1,02), bebida 2 (3,46+1,07) e da
bebida 7 (3,41+0,89).

Tabela 4: indices de aceitabilidade (%) para as amostras de bebidas lacteas fermentadas com
polpa de graviola e frutooligosacarideo.
Iindice de Aceitabilidade (%)

Bebida Aroma Sabor Consisténcia Aparéncia
2 86,46 85,45 89,68% 90,67%
4 89,87* 89,07* 86,95 85,19%
6 93,00° 92,47°* 91,36 90,74%

7 91,53* 84,81° 82,41° 66,94°
9 86,16 86,46*° 66,93 83,86%

Considerando que o maior escore de aceitacdo foi identificado na formulacdo da
bebida 06, esta foi submetida a avaliacdo da vida de prateleira. Evidenciou-se que houve
decréscimo dos valores de pH e aumento da acidez no decorrer dos 28 dias de
armazenamento, com importante gradiente de acidificacdo entre o 21° e 0 28° dia (Tab. 5).
Vale ressaltar que o pH final da bebida lactea fermentada com polpa de graviola mostrou-se
semelhante a elaborada por Matos (2009), que sugere que diminui¢do do pH e o aumento da
acidez sdo decorrentes do fenbmeno de poés-acidificacéo.

O processo de pos-acidificacdo das bebidas lacteas fermentadas ocorre pela
combinacdo da cultura starter com as bactérias probioticas, as quais mantém-se ativas nas
temperaturas de refrigeracdo e conseguem produzir pequenas quantidades de acido latico por
fermentagdo da lactose, resultando em perceptivel diminuicdo do pH. Mas algumas cepas
probidticas mostram sensibilidade a acidez, e este problema é agravado pela pos-acidificacdo
no armazenamento, promovido pela -galactosidase que ainda permanece ativa de 0°C a 5°C
(Ballus et al.,, 2010; Soares et al., 2011). De acordo com Rodrigues et al. (2011) a
suplementacdo do produto com frutooligossacarideo e inulina ndo exerce influéncia global no

fendmeno de pds-acidificacéo.
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Tabela 5: Resultados das andlises fisico-quimica e microbiol6gicas durante 28 dias de
armazenamento (4°C) da bebida lactea fermentada com polpa de graviola e

frutooligossacarideo.

TEMPO DE ARMAZENAMENTO (DIAS)

PARAMETROS
0 7 14 21 28

pH 5,23+0,02 5,03+0,03 4,96+0,01 4,85+0,01 4,03+0,57
Acidez titulavel
(% em &cido latico) 0,61+0,01 0,83+0,02 1,05+0,01 1,08+0,01 1,20+0,02
Bactérias laticas totais
(logUFC/mL) 8,61+0,04 8,57+0,03 8,51+0,01 7,29+0,03 7,20+0,03
Coliformes totais
(NMP/mL) <30 <30 <30 <30 <30
Coliformes termotolerantes
(NMP/mL) <30 <30 <30 <30 <30
Bolores e Leveduras
(UFC/mL) Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
Estafilococos coagulase positiva
(UFC/mL) Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia

A qualidade higiénico-sanitaria da bebida foi demonstrada pela auséncia de micro-
organismos indicadores de contaminacao durante o periodo de vida de prateleira (Tab. 5). A
viabilidade das bactérias laticas totais na bebida mostrou-se eficiente, apesar de ter havido um
decréscimo na contagem destas bactérias em um ciclo logaritmico. Contudo o ndmero de
micro-organismos Vvidveis manteve-se dentro dos niveis estabelecidos na legislacdo brasileira
para bebidas lacteas fermentadas, a qual prevé a contagem total minima de 10°UFC/g no
produto final durante todo o prazo de validade (Brasil, 2005).

Diante destes resultados é relevante enfatizar que além das analises fisico-quimicas e
microbioldgicas, a analise sensorial também resultou numa importante ferramenta de
qualidade para a bebida desenvolvida, visto que no planejamento de mistura, metodologia
importante para o desenvolvimento e otimizacdo de produtos alimenticios, as caracteristicas
de qualidade de um alimento normalmente dependerdo das proporcGes dos ingredientes
individuais que estdo presentes nas formulagdes.

Por isso, vale ressaltar as afirmacdes de Moreira et al. (2010) de que a industria de
alimentos esforga-se continuamente para oferecer produtos novos e inovadores com o objetivo
de satisfazer as necessidades do consumidor. Mas € imprescindivel destacar ainda que o
reaproveitamento do soro lacteo originario da producéo de queijo de coalho é uma alternativa
para aumentar a competitividade dos lacticinios com o desenvolvimento de outros produtos,

além de evitar os gastos adicionais do tratamento desse residuo com alto poder poluente.
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CONCLUSOES

A bebida com baixa concentracdo de leite em p6 desnatado e alta concentracdo de soro
lacteo possui boa aceitabilidade sensorial, ressaltando que a presenca da polpa de graviola em
maior propor¢do na mistura favorece sua aceitacdo quanto ao sabor e aroma, bem como suas
caracteristicas nutricionais e funcionais.

A manutencdo das caracteristicas da bebida durante a avaliacdo da vida de prateleira,
principalmente das contagens das bactérias probidticas em niveis recomendados pela
legislacdo brasileira vigente, viabiliza a sua producdo e manutencdo no mercado.

Considerando-se que a crescente demanda por produtos saudaveis e funcionais desafia
o0 setor de alimentos e bebidas, a producdo de uma bebida simbidtica com importante indice
de aceitacdo deve ser considerada como mais uma alternativa viavel para a utilizacdo de soro
lacteo residual da producdo de queijo de coalho, visando minimizar o impacto ambiental
negativo do seu descarte e os custos do tratamento adequado, bem como reduzir as perdas
pds-colheita da graviola.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Apols analise dos resultados obtidos nesta tese pode-se tecer as seguintes

consideracdes a respeito do tema estudado:

e Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis apresentam potencial probidtico pela

resisténcia a bile e baixa sensibilidade ao acido cloridrico.

e Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis apresentam atividade antagonista in

vitro frente a micro-organismos patogénicos quando presentes no soro lacteo.

e Micro-organismos probioticos possuem potencial protetor ao soro lacteo fermentado frente

a diferentes patdgenos.

e Os carboidratos e as fibras alimentares presentes nas diferentes variedades de graviolas sdo

0s nutrientes que merecem destaque.

e Graviolas apresentam importante concentracdo de compostos fenolicos totais e atividade

antioxidante.

e A bebida lactea simbidtica com alta concentracdo do soro lacteo e da polpa de graviola
apresenta bons atributos sensoriais e estabilidade ao armazenamento. A associacdo de
componente lacteo e fonte frutifera favorece a aceitacdo da bebida lactea quanto as

propriedades nutricionais e funcionais.

e O desenvolvimento da bebida lactea simbidtica viabiliza a utilizacdo de soro residual e
gera aplicabilidade industrial a graviola, além de possibilitar a inclusdo de um alimento

funcional na rotina alimentar dos consumidores.
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APENDICE A: Modelo do termo de consentimento livre e esclarecido

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias da Saude DN
Programa de Pds-Graduacao em Nutricdo [IFPE

Av. Prof. Moraes Rego s/n - Cidade Universitaria - CEP: 50670-901 - Recife — PE
Fone: (81)21268470

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), da pesquisa “Desenvolvimento de bebida
fermentada de soro de leite e polpa de graviola com potencial simbiético”, no caso de vocé concordar em participar,
favor assinar ao final do documento. Sua participagdo ndo é obrigatéria, e, a qualquer momento, vocé podera desistir de
participar e retirar seu consentimento. Sua recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua relacdo com a pesquisadora ou com a
instituicéo.

TITULO DA PESQUISA: Desenvolvimento de bebida fermentada de soro de leite e polpa de graviola com potencial simbiético.

PESQUISADORA RESPONSAVEL: AMANDA DE MORAIS OLIVEIRA

ENDERECO: Rua Ana Camelo da Silva, n°154, Boa Viagem, Recife-PE. CEP:51.111-040
TELEFONE: (81) 9902-1956

COMITE DE ETICA EM PESQUISA: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE DA UFPE

ENDERECO: Av. Prof. Moraes Rego s/n, 1° andar, Cidade universitéria, Recife-PE. CEP:50670-901.
TELEFONE: (81) 21268588

PESQUISADORES PARTICIPANTES: Amanda de Morais Oliveira; Tania Licia Montenegro Stamford; Erilane de Castro Lima
Machado.

OBJETIVOS: Desenvolver e avaliar uma bebida fermentada a partir do soro lacteo e polpa de graviola com caracteristica
simbidtica.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO: Os participantes deverdo fazer uma avaliagdo da aparéncia global, cor, aroma, textura e
sabor das bebidas lacteas fermentadas a base de soro de leite e polpa de graviola. As amostras dos produtos serdo servidas,

aos provadores, em cabines individuais iluminadas com luz branca, em copos descartaveis, aleatoriamente codificados, sob
temperatura de refrigeracao (5°C).

RISCOS: Baixo risco, quanto ao desconforto sensorial. Apés a andlise, o participante recebera 4gua para aliviar o desconforto,
caso haja.

BENEFICIOS: Sera distribuido um folder informativo sobre os beneficios dos produtos simbiéticos, além disso cada
participante seré informado durante a degustac@o das amostras sobre o potencial de qualidade e a importancia de consumo de
produtos funcionais tal como a bebida fermentada de soro de leite com potencial atividade simbidtica.

CUSTO/REEMBOLSO PARA O PARTICIPANTE: Os participantes de pesquisa nédo arcardo com nenhum gasto decorrente da
sua participagdo. Além disso, os participantes da pesquisa ndo receberdo qualquer espécie de gratificacdo devido a
participagdo na pesquisa.

CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA: Garantimos que somente serdo divulgados dados diretamente relacionados aos
objetivos da pesquisa; e a privacidade dos sujeitos, quanto aos dados pessoais, serdo confidenciais.

Eu,

NOME DO ENTREVISTADO(A) RG/ CPF
declaro que li as informacdes contidas nesse documento, fui devidamente informado(a) pela pesquisadora AMANDA DE
MORAIS OLIVEIRA dos procedimentos que serdo utilizados, riscos e desconfortos, beneficios, custo/reembolso dos
participantes, confidencialidade da pesquisa, concordando ainda em participar da pesquisa. Foi-me garantido que posso retirar
0 consentimento a qualquer momento, sem que isso leve a qualquer penalidade. Declaro ainda que recebi uma copia desse
Termo de Consentimento.

LOCAL: DATA: _ | |

Assinatura do Pesquisador Responsavel:

NOME E ASSINATURA DO VOLUNTARIO:

NOME POR EXTENSO ASSINATURA

Testemunha 1 Testemunha 2
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ANEXO 2: Parecer do Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEQERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N°. 332/2010 - CEP/CCS Recife, 01 de dezembro de 2010

Registro do SISNEP FR — 379541
CAAE - 0401.0.172.000-10
Registro CEP/CCS/UFPE N° 405/10
Titulo: Desenvolvimento de bebida fermentada de soro de leite e polpa de graviola com potencial
simbidtico.
Pesquisador Responsavel: Amanda de Morais Oliveira

Senhor(a) Pesquisador(a):

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e analisou de
acordo com a Resolugdo N.° 196/96 do Conselho Nacional de Satde, o protocolo de pesquisa em
epigrafe, liberando-o para inicio da coleta de dados em 01 de dezembro 2010.

Ressaltamos que a aprovacdo definitiva do projeto sera dada apds a entrega do relatério final,
conforme as seguintes orientagdes:
a) Projetos com. no méaximo. 06 (seis) meses para conclusdo: o pesquisador devera

enviar apenas um relatério final;
b) Projetos com periodos maiores de 06 (seis) meses: o pesquisador devera enviar

relatorios semestrais.
Dessa forma, o oficio de aprovagdo somente seré entregue ap6s a andlise do relatério final.

.

Prof. Geraido Bosco Linggso Couto
Coordenador do CER/CCS / UFPE

Atenciosaghente

A
Doutoranda Amanda de Morais Oliveira
Departamento de Nutrigio- CCS/UFPE

Av. Prof. Moraes Rego s/, 1° Andar, Cid. Universitdria, 50670-901, Recife - PE, Tel/fax: 81 2126 8588; cepecs@uipe.br
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Sr.(s): Amanda de Morais Oliveira, Erilane de Castro Lima Machado, Eduarde José Mepomuceno Montenegro,

Téania Licia Montenegro Stamford,
Cumpre-nos informar-lhe(s) que o artigo:
Caracteristicas sensoriais e estabilidade de bebida lactea simbiotica com sabor graviola.

enviado para publicagdc nesta revista, serd encaminhado para analise do Corpo Editerial desde que ndo haja
manifestacdo contraria de qualguer autor do trabalho e que a taxa de submissdo esteja quitada.
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Recebido em: 11/08/2012
Atenciozamente,

Arquive Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia

97



