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PIMENTEL, Tatiana Colombo. Suco clarificado de maca com Lactobacillus paracasei
ssp. paracasei e oligofrutose ou sucralose: aspectos sensoriais e estabilidade fisico-
quimica, pre e probidtica em armazenamento refrigerado. 2014. 153 f. Tese (Doutorado em
Ciéncia de Alimentos) - Universidade Estadual de Londrina. Londrina- PR.

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um suco clarificado de magé simbiotico,
avaliando-se o efeito nas caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais da
adigédo de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei como probiotico, e/ou oligofrutose como
substituto de agucar e prebidtico, e determinando o impacto do tipo de embalagem nos
parametros avaliados. A utilizacdo de sucralose como substituto de agucar também foi
estudada. Sucos adicionados de cultura probidtica apresentaram composicdo quimica,
densidade e aceitabilidade semelhantes ao produto sem adigdo; porém, maior acidez
titulavel, turbidez (avaliagéo fisica e sensorial) e cor vermelha (avaliagéo instrumental). A
adicdo de oligofrutose a sucos puros ndo alterou as caracteristicas fisico-quimicas e
estabilidade ao armazenamento dos produtos; e exerceu efeito protetor as culturas
probidticas, aumentando sua sobrevivéncia a estocagem. Com relagdo a aceitabilidade,
sucos adicionados de oligofrutose foram igualmente aceitos aos adicionados de sacarose.
Porém, tiveram menor intensidade de gosto doce, demonstrando que, quando adicionada
em concentragdo suficiente para o efeito prebidtico, a oligofrutose atua como substituto
parcial do agucar. Sucos de magad armazenados em embalagens de vidro apresentaram
maior viabilidade da cultura probidtica do que os armazenados em embalagem de plastico,
ndo havendo efeito da embalagem nas caracteristicas fisico-quimicas e na aceitabilidade dos
produtos. A adi¢cao de sucralose a sucos resultou em produtos com cor mais clara (avaliagao
sensorial) e com intensidade de gosto doce e aceitagdo semelhantes a de sucos com
sacarose, demonstrando o efeito de substituicdo de agucar deste edulcorante. Foi possivel
desenvolver um suco de macgad potencialmente simbidtico que apresentou composicao
quimica, perfil sensorial (exceto turbidez e presenca de particulas) e aceitagdo semelhantes
ao suco com sacarose. Portanto, em conjunto com a cultura probidtica, a oligofrutose atuou
como um substituto total do acucar, pois sucos simbidticos apresentaram intensidade do
gosto doce semelhante ao suco com sacarose. Contudo, os produtos apresentaram maior
acidez titulavel e turbidez (avaliagao fisica e sensorial). O tempo de vida dos sucos com
cultura probidtica, baseado na quantidade minima recomendada de probidticos, seria de 14 a
28 dias em refrigeragdo (4°C), dependendo do tipo de embalagem e da presenca de
oligofrutose. Usando a regressao por minimos quadrados parciais (PLS) foi possivel verificar
gue a aceitagdo de sucos clarificados de maca é dirigida de forma positiva pelo gosto doce,
aroma doce e gosto residual amargo; e negativamente pelo sabor de maga, aroma de maca,
cor mais escura e gosto acido.

Palavras-chave: Suco de fruta. Prebidtico. Probiotico. Embalagem. Edulcorante. Malus
domestica BORKH



PIMENTEL, Tatiana Colombo. Clarified apple juice with Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei and oligofructose or sucralose: sensory aspects, and physicochemical, pre and
probiotic stability in refrigerated storage. 2014. 153 p. Thesis (Doctor's Degree in Food
Science) - University of Londrina. Londrina- PR.

ABSTRACT

The objective of this study was to develop a synbiotic clarified apple juice by evaluating the
effect on the physicochemical, microbiological and sensory characteristics of Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei as probiotic and / or oligofructose as prebiotic and sugar
substitute, and determining the impact of the type of packaging on the evaluated parameters.
The use of sucralose as a substitute for sugar was also studied. Probiotic juices showed
chemical composition, density and acceptability similar to the product without
supplementation, but higher titratable acidity, turbidity (physical and sensory evaluation) and
red color (instrumental evaluation). Supplementation with oligofructose did not alter the
physicochemical characteristics and storage stability of pure juices, and exerted a protective
effect on probiotic cultures, increasing their survival during storage. Regarding acceptability,
juices with added oligofructose were as accepted as the juices added sucrose. However, they
had lower intensity of sweet taste, showing that, when added in sufficient concentration for the
prebiotic effect, oligofructose acts as a partial substitute for sugar. Apple juices stored in glass
packages showed higher viability of probiotic cultures than those stored in plastic packages
with similar physicochemical characteristics and acceptability. The addition of sucralose to
apple juices resulted in products with lighter color (sensory evaluation) and similar intensity of
sweet taste and acceptability to the juice with sucrose, demonstrating the effect of this
sweetener as sugar substitute. It was possible to develop a potentially synbiotic apple juice
which showed similar chemical composition, sensory profile (except turbidity and presence of
particles) and acceptability to the juice with sucrose. Therefore, together with the probiotic
culture, oligofructose acted like a total sugar substitute, because synbiotic juices showed
similar intensity of sweet taste to juice with sucrose. However, the products had higher
titratable acidity and turbidity (physical and sensory evaluation). The shelflife of the juices with
probiotic culture, based on the recommended minimum amount of probiotics, would be 14 to
28 days under refrigeration (4°C), depending on the type of packaging and the presence of
oligofructose. Using partial least squares regression (PLS) it was verified that the acceptance
of clarified apple juice is drived positively by sweet taste, sweet aroma and bitter aftertaste,
and negatively by apple flavor, apple aroma, darker color and sour taste.

Keywords: Fruit juice. Prebiotic. Probiotic. Packaging. Sweetener. Malus domestica Borkh.
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1 INTRODUCAO

Os consumidores estdo cada vez mais preocupados com a dieta e
esperam ingerir alimentos que, além de saborosos e atrativos, sejam seguros e saudaveis.
Procuram ainda, melhoria do bem-estar e da saude, o que pode ser conseguido por meio da
ingestdo de alimentos adicionados de componentes funcionais, como os probidticos e
prebidticos (QIANG; YONGLIE; QIANBING, 2009).

Probidticos sdo micro-organismos vivos que conferem efeito benéfico ao
individuo, quando administrados em quantidades adequadas (FAO/ WHO, 2002). As culturas
probidticas sao tradicionalmente adicionadas a leites fermentados e outros produtos lacteos,
contudo, bebidas como sucos de fruta podem representar um meio alternativo de veicular
essas culturas benéficas aos humanos (SHEEHAN; ROSS; FITZGERALD, 2007).

Sucos de fruta contém naturalmente nutrientes benéficos a saude, como
minerais, vitaminas, fibra alimentar e antioxidantes; e ndo possuem alergénicos, como os
produtos lacteos, os quais impedem o seu consumo por alguns segmentos da populagdo
(LUCKOW,; DELAHUNTY, 2004a). Além disso, apresentam perfil de sabor considerado
agradavel a todas as faixas etarias; sdo percebidos como bebidas saudaveis e refrescantes;
e sado consumidos regularmente (AWAISHEH, 2012).

No entanto, possuem elevada acidez e podem conter naturalmente
inibidores de crescimento microbiano ou serem adicionados de aditivos; como corantes e
saborizantes, caracteristicas associadas a perda de viabilidade dos probidticos (VASUDHA,
MISHRA, 2013). Sensorialmente, sucos adicionados de culturas probidticas tém apresentado
perfis de sabor diferenciados, sendo menos aceitos pelos consumidores do que os produtos
convencionais (SAEED; ZAHID; SATTAR, 2013).

O consumo de alimentos com baixo teor de agucar tem aumentado como
consequéncia da maior consciéncia dos consumidores de que a ingestdo de grandes
quantidades dessas biomoléculas promove o risco de aparecimento de doencas, tais como
doencgas coronarias, hipertensao arterial, hipercolesterolemia, diabetes, obesidade e alguns
tpos de cancer (AKESOWAN; CHOONHAHIRUN, 2013). Uma variedade de
edulcorantes/adogantes de alta intensidade esta disponivel no mercado para utilizagéo pelas
industrias de alimentos, incluindo a sacarina, acessulfame-K, aspartame, estévia e sucralose.
Além disso, outros compostos tém sido avaliados como substitutos de acucar, como as
oligofrutoses (JAIN et al., 2013).
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Prebidticos, como as oligofrutoses, sdo componentes alimentares nao
viaveis, que conferem beneficios a saude do hospedeiro associados a modulagdo de sua
microbiota (FAO/ AGNS, 2007). As oligofrutoses s&o obtidas por meio de hidrélise enzimatica
da inulina e apresentam propriedades tecnoldgicas comparaveis a da sacarose e xaropes de
glicose. Contudo, o poder adogante da oligofrutose pura é de 30% a 60% quando comparado
ao da sacarose (APOLINARIO et al., 2014; FRANCK, 2002; MUSSATO; MANCILHA, 2007).

A sucralose é um adocante ndo nutritivo produzido pela substituicdo de trés
grupos hidroxila por trés atomos de cloro na molécula de sacarose, tendo como
caracteristicas: seguranga para consumo; alto poder adogante (600 vezes maior do que o da
sacarose); leve gosto residual amargo; e estabilidade a altas temperaturas e a acidez (AL-
DABBAS; MAHER; AL-QUDSI, 2012). A sucralose tem sido considerada o edulcorante que
melhor substitui 0 agucar, ja que ocasiona poucas alteragdes sensoriais nos produtos quando
comparada a outros edulcorantes (CADENA et al., 2013).

A embalagem em alimentos probidticos e prebidticos tem como funcao a
manuten¢do de um numero adequado de micro-organimos vivos e/ou de um teor minimo do
prebidtico ao longo da vida util do produto (FARIA; WALTER; CRUZ, 2011). O uso de
embalagens de vidro favorece a sobrevivéncia de culturas probidticas, devido a sua
permeabilidade ao oxigénio ser extremamente baixa. Por outro lado, o alto custo do vidro e
0S riscos inerentes a sua manipulagdo tornam o seu uso restrito. Por essa razdo, as
industrias de alimentos preferem comercializar os seus produtos em embalagens de plastico
(CRUZ; FARIA; VAN DENDER, 2007).

O potencial de sinergia entre probidticos e prebidticos desencadeou o
desenvolvimento de alimentos contendo combinagbes desses ingredientes, sendo
denominados de simbidticos (CRITTENDEN et al., 2001). Os simbidticos promovem o
crescimento de micro-organismos benéficos ja existentes no célon, assim como aumentam a
sobrevivéncia, implantagdo e crescimento dos micro-organismos que estdo sendo
adicionados com o produto (LIONG; SHAH, 2005).

Intencionando-se apresentar uma opg¢édo de alimento funcional para os
consumidores em geral, e principalmente, para aqueles que nao apreciam ou nao podem
consumir derivados do leite, como os intolerantes a lactose, alérgicos a proteina do leite,
hipercolesterolémicos e vegetarianos estritos, o presente trabalho teve por objetivo
desenvolver um suco clarificado de maga simbidtico, avaliando-se o efeito nas caracteristicas
fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais, durante o0 armazenamento refrigerado, da

adicdo de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei como probiotico e/ou oligofrutose como
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substituto de agucar e prebidtico, e determinando o impacto do tipo de embalagem nos
parametros avaliados. A utilizacdo de sucralose como substituto de agucar também foi

estudada.
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2 REVISAO DA LITERATURA

21 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Alimentos funcionais sao alimentos que possuem potencial para promover
a saude por meio de mecanismos nao previstos na nutrigdo convencional; podendo atuar de
forma relevante na melhoria do bem-estar e saude e/ou redug¢ado do risco de doenga. Um
alimento funcional deve permanecer como um alimento e demonstrar seus efeitos em
quantidades que podem ser normalmente consumidas na dieta; ndo € uma pilula ou capsula,
mas parte de uma dieta normal. Além disso, seu efeito se restringe a promogao da saude e
ndo a cura de doengas (RoBERFRoiD, 2005; PRADO et al., 2008).

Mundialmente, foi estimado um crescimento no total de vendas de
alimentos funcionais de 75 bilhdes de ddlares em 2007 para 130 bilhdes de délares em 2015
(GLOBAL INDUSTRY ANALYSTS, 2012). No Brasil, 0 mercado de alimentos funcionais
representa cerca de 15% do mercado de alimentos, com crescimento anual de
aproximadamente 20%. Embora promissor, esse mercado tem como grande desafio
conquistar a confianga do consumidor quanto as suas alegac¢des funcionais, assegurando
gue nao se trata simplesmente de uma estratégia de marketing para justificar o aumento no
preco do produto (RosA; CosTA, 2010).

Dentre os componentes funcionais adicionados a alimentos tem-se: fibras
alimentares; vitaminas, carotenoides e minerais; fitoquimicos; peptideos bioativos; acidos
graxos insaturados 6mega- 3; probidticos, prebioticos, entre outros.

Os produtos probidticos, prebidticos e simbidticos representam o maior
segmento de alimentos funcionais no mercado. o interesse em seu estudo decorre do fato de
que o intestino humano constitui um complexo ecossistema de microorganismos, e, com a
elucidagao da relagdo entre a estrutura da comunidade coldnica e a saude do hospedeiro,
houve maior interesse na manipulagdo de microorganismos benéficos no intestino a fim de
melhorar a saude humana (BRUNSER; GOTTEIAND, 2010; ROSS et al., 2005).

2.2  PROBIOTICOS
As bactérias acido-laticas tém sido utilizadas ha muito tempo na

fermentacdo de leite (queijos, iogurtes); came (embutidos secos); cereais (sourdough);

vegetais (chucrute) e frutas (vinho). O objetivo inicial da fermentacdo era preservar os
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alimentos por meio de sua acidificacdo; e desenvolver sabores e texturas especificas nos
produtos (CHAMPAGNE; GARDNER; ROY, 2005; RIVERA-ESPINOZA; GALLARDO-
NAVARRO, 2010). Contudo, ha evidéncias de que o consumo de bactérias acido-laticas
pode alterar a composi¢ao da microbiota enddgena e proporcionar efeitos benéficos a saude
humana (CHAMPAGNE; GARDNE; ROY, 2005).

Diversas definicdes de probidticos ja foram publicadas, entretanto, a
atualmente aceita € que os probidticos sdo micro-organismos vivos que conferem efeito
benéfico ao individuo, quando administrados em quantidades adequadas (FAO/WHO,
2002). Isso significa que a cultura probidtica deve estar viva e presente em grande
quantidade, geralmente em ntimero maior do que 10° células por mililitro ou miligrama do
produto (DONKOR et al., 2007). De acordo com a legislagao brasileira, a quantidade minima
vidvel para os probidticos deve estar na faixa de 10® a 10° UFC na porcao didria. Valores
menores do que estes podem ser aceitos desde que a empresa comprove a sua eficacia
(ANVISA, 2008a). No entanto, a medida que estudos sobre o requerimento populacional das
culturas probidticas para exercer efeitos benéficos a saude do consumidor vao sendo
disponibilizados, se verifica que a quantidade necessaria varia em fungédo da cepa e do efeito

benéfico esperado (champagne; gardner; roy, 2005).
2.2.1 Critérios de Selegao

Os critérios de selegédo para micro-organismos potencialmente probidticos
incluem (AZIZPOUR et al., 2009; CHAMPAGNE; GARDNER; ROY, 2005; KOS et al., 2003;
PRADO et al., 2008; RIVERA-ESPINOZA; GALLARDO-NAVARRO, 2010; SHAH, 2007):
« Critérios de seguranga. A cepa selecionada deve ser segura, nao
invasiva, nao carcinogénica, € nao patogénica; e ser sensivel a
antibidticos, ou incapaz de transmitir genes de resisténcia a esses
compostos;
« Propriedades biolégicas. Taxas de sobrevivéncia adequadas no
produto e no trato gastrointestinal sdo necessarias para permitir que a
cultura probidtica desempenhe um papel bioldgico no intestino humano.
Por isso, a sobrevivéncia as condi¢des acidas do estdbmago e aos sais
biliares é de importancia primordial;
» Propriedades tecnolégicas. Do ponto de vista industrial, a cepa

selecionada deve possuir rendimento de biomassa em larga escala;
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facilidade de concentracao; e sobrevivéncia a processos tecnoldgicos
como congelamento e secagem. Além disso, deve apresentar baixo
custo, estabilidade a estocagem e facilidade de aplicagdo em alimentos;
Propriedades de adesdo. A adesao a superficie da mucosa pelas
culturas probidticas € uma habilidade importante para a colonizagéo do
trato gastrointestinal, pois retarda a eliminagdo desses micro-
organismos benéficos pelo peristaltismo e promove vantagens
competitivas sobre os patdgenos. No entanto, pesquisas acerca da
ingestdo de diferentes cepas probidticas demonstraram que,
geralmente, quando o produto contendo probidticos deixa de ser
consumido, os micro-organismos adicionados sao eliminados do colon;
sugerindo a necessidade do consumo regular deste tipo de alimento;

Propriedades antimicrobianas. As propriedades antimicrobianas de
culturas probidticas séo atribuidas a competicdo por nutrientes e a
produgéo de compostos inibitorios, como acidos organicos, peroxido de

hidrogénio e bacteriocinas.

No Quadro 1 estdo apresentados os micro-organismos aceitos como
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Quadro 1 - Micro-organismos utilizados como probioticos

Lactobacillus spp. Bifidobacterium Qutros
spp.
L. acidophilus B. adolescentes Streptococcus cremorns

L. casef E. animalfs Streptococcus thermophilus®
L. delbrueckii - ssp. | B. bifidum Streptococcus intermedius
bulgaricus®

. brevis E. fongum Streptococcus diacetylactis

. cellobiosus B. infantis Lactococcus lactis

. curvatus B. thermophifum Saccharomyces cerevisiae

. fermentum B. breve Saccharomyces boulardii

. paracasei B. lactis Propionibacterium freundenreichif

. plantarum B. essensis Enterococcus faecium

B. laterosporus Enterococcus faecalis

Jjohnsonii
rhamnosus
gasseri
crispatus
helveticus

Leuconostoc mesenteroides
Pediococcus acidilactici
Sporolactobacillus inulinus
Bacillus cereus var. toyoi

E. coli Nissle

L

L

L

L

L

L

L. reuteri
L

L

L

L

L

L. amylovorus
L

gallinarum

Fonte: AZIZPOUR et al., 2009; SAAD et al., 2013
*Nao considerados probiéticos no Brasil (ANVISA, 2008a)

Cepas probidticas de Lactobacillus, Bifidobacterium e Saccharomyces
possuem um extenso histdrico de seguranga para consumo pela populagao saudavel, sendo
consideradas GRAS (generally recognized as safe -reconhecidamente seguras). Existem
poucos relatos na literatura sobre reagdes adversas resultantes da ingestdo desses micro-
organismos, e, consequentemente, sdo os géneros mais estudados como probidticos (SAAD
etal., 2011).

Cepas de Enterococcus, Bacillus e Escherichia devem ser avaliadas
intensivamente com relagdo a seguranga, uma vez que podem ser patdégenos oportunistas
e/ou capazes de transferir genes que conferem resisténcia a antibidticos. Portanto, a
seguranga da cepa deve ser garantida e, quando utilizada, deve ser direcionada para
individuos especificos (AWAISHEH, 2012; RANADHEERA; BAINES; ADAMS, 2010).
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As espécies utilizadas na fabricagdo de produtos lacteos fermentados
(Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, Leuconostoc mesenteroides,
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) ndo possuem, geralmente, comprovagdo de
que apresentem crescimento no trato gastrointestinal e, portanto, teriam baixo potencial
probidtico (ANVISA, 2008a; SHAH, 2001). Contudo, estao presentes em altas contagens nos
produtos lacteos fermentados, € mesmo que nao apresentem crescimento no trato
gastrointestinal, podem produzir metabdlitos benéficos a saude do hospedeiro, como
exopolissacarideos ou peptideos (CHAMPAGNE; GARDNER; ROY, 2005).

Muitos estudos tém reportado que culturas probidticas exerceriam efeito
benéfico a saude do hospedeiro, incluindo reducdo nas infecgbes gastrointestinais; atividade
antimicrobiana; melhoria no metabolismo da lactose; redugdo no colesterol sérico;
estimulagdo do sistema imune; propriedades antimutagénicas, anticarcinogénicas e
antidiarreicas; melhoria nos sintomas da sindrome do intestino irritavel; supressdo de
infeccbes ocasionadas por Helicobacter pylori; e redugcdo da obesidade e da dermatite
atépica (LEE; SETO; BIELORY, 2008; AZIZPOUR et al., 2009; SAAD et al., 2013;
PALACIOS et al., 2014). E importante salientar, no entanto, que os efeitos benéficos & satide
proporcionados por culturas probidticas séo especificos de cada cepa, ou seja, nenhuma
cepa sera capaz de prover todos os beneficios relatados, sendo que nem mesmo cepas da

mesma espécie serao efetivas contra condigdes de saude especificas (SHAH, 2007).

2.2.2 Lactobacillus Paracasei ssp. Paracasei (L. casei-01) e Beneficios a Saude

A cepa Lactobacillus paracasei ssp. paracasei (L. casei-01) é uma
opgao de cultura probidtica a ser empregada em sucos de fruta, pois a mesma apresentou
resisténcia a condi¢des acidas de iogurtes (PIMENTEL; GARCIA; PRUDENCIO, 2012a,b) e
néctares de péssego (PIMENTEL, PRUDENCIO; RODRIGUES, 2011), além de
proporcionar diversos beneficios a saude que estao relatados a seguir.

A cultura Lactobacillus paracasei ssp. paracasei (L. casei-01) tem
apresentado beneficios a saude, tais como: atividade antimicrobiana (THARMARAJ; SHAH,
2009); propriedades antimutagénicas, anticarcinogénicas e antioxidantes (KIM et al., 2005;
LIU et al., 2011); e estimulagdo do sistema imune (MIRZAEI et al., 2008).

Tharmaraj e Shah (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana de cepas
probidticas, dentre elas Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, contra microorganismos

deteriorantes de alimentos e patogénicos a saude. No experimento, diferentes meios de
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cultura (caldo nutriente, caldo MRS, e caldo lactato de sddio); condigdes de crescimento
(aerobiose e anaerobiose); e meios agar foram avaliados. A inibicao foi verificada apds
incubacao das placas e observacdo de zonas de inibicdo e outros efeitos de supressao
circundante aos pogos e estrias; ou pela viabilidade do micro-organismo alvo.

Em condicdes aerdbicas e caldo nutriente, a cepa probidtica Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei inibiu o crescimento de E. coli, S. typhimurium e S. aureus,
fato atribuido a sua tolerancia a presenga de oxigénio no meio e a capacidade de produzir
substancias inibitérias mesmo em condigbes de baixo teor de agucares, como no caldo
nutriente. Em condigbes aerdbicas e caldo MRS, outras cepas também passaram a ser
inibidas (P. aerogenosa, B. cereus e B. stearothermophilus), principalmente devido a
presenca de agucares neste meio de cultura, os quais foram utilizados pela cultura probidtica
para a produgéo de substancias inibitdrias. Em condi¢bes anaerdbicas e caldo MRS houve
inibicdo de E. coli, S. typhimurium, S. aureus e B. cereus. A utilizacdo de agentes
antimicrobianos que ndo possuam efeitos adversos a saude humana, como os probidticos,
poderia inibir a proliferacdo de micro-organismos patogénicos em alimentos; ou auxiliar em
infecgdes gastrointestinais.

Kim et al. (2005) investigaram a atividade antioxidante in vitro de diversas
culturas comerciais utilizadas na fabricacdo de leites fermentados. A cultura probidtica
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei apresentou alta inibicdo da peroxidagao lipidica
(68,17%); atividade sequestrante de radicais hidroxila (71,3%); e atividade quelante de ions
ferro (72,06%). A peroxidagao lipidica € precursora em patologias como dano ao DNA,
carcinogénese, mutagénese e envelhecimento. Os radicais hidroxila sdo radicais livres
extremamente reativos, podendo reagir com diversos tipos de moléculas, como acidos
graxos poli-insaturados, proteinas e acidos organicos. O controle da presencga de ion ferro €
importante porque o mesmo pode causar indiretamente danos ao tecido humano, visto que
participa na formagao de radicais hidroxila e estimula a peroxidagéo lipidica. Os resultados
indicaram que as culturas probidticas poderiam ser utilizadas como antioxidantes naturais,
sendo capazes de reduzir os danos oxidativos. No entanto, testes in vivo devem ser
realizados para consubstanciar os efeitos em humanos.

Liu et al. (2011) estudaram o efeito de fragdes celulares (células tratadas
pelo calor, paredes celulares brutas, extratos intracelulares e exopolissacarideos- EPS) de
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei na proliferagdo de células epiteliais intestinais
humanas e de células de cancer de colon. Os resultados revelaram que o EPS exibiu a maior

atividade anti-proliferativa de células cancerigenas, enquanto a viabilidade das células
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epiteliais intestinais no foi afetada a uma concentragéo de 550 Mg/ mL de EPS. Também foi
observado que todas as fragbes celulares e EPS de Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei reduziram a citotoxicidade de 4-nitroquinolina-1-oxido (4-NQO) contra as células
intestinais, com o EPS mostrando a maior atividade anticitotoxica. Além disso, verificou-se
que o EPS pode exercer efeitos de blogueio e bioanticitotoxicidade tanto pelo ajuste da
funcdo de intestino quanto pela reparacdo das células danificadas, reduzindo assim a
citotoxicidade de 4-NQO. Portanto, as diferentes fragbes celulares de Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei poderiam ter efeito anticarcinogénico.

Mirzaei et al. (2008) avaliaram o efeito da administragcdo oral durante 45
dias de diferentes doses de leites fermentados com Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei nos parametros hematologicos, proteina sérica e albumina de ratos albinos. Os
ratos receberam, além da dieta normal, leite (controle) ou 32, 64 e 96 mL de leites
fermentados com 107 UFC do probidtico /mL do produto por dia. A avaliagdo dos parametros
hematoldgicos demonstrou que os ratos que ingeriram o leite fermentado probidtico eram
mais saudaveis. Nas menores doses, houve aumento na proteina total e albumina; e no
numero de células brancas; enquanto nas maiores doses o numero de hematocitos, células
vermelhas, hemoglobina, granuldcitos e leucdcitos foi aumentado, indicando que os ratos néo
estavam anémicos e eram mais resistentes a infecgdes. Os resultados indicaram que a
cultura probidtica estudada era segura para consumo e apresentava efeito imunoestimulante.
O efeito nos parametros hematologicos foi dependente da dose de leite fermentado
probiético ministrada.

Os possiveis mecanismos de agao dos probidticos para os beneficios a
saude relatados seriam (MANNING; GIBSON, 2004; MUSSATO; MANCILHA, 2007,
SHAH, 2007; VENTER, 2007):

» Modificagéo significativa da microbiota colbnica. A ingestao de culturas
probidticas teria capacidade de aumentar a quantidade de bactérias
benéficas no intestino e inibir o crescimento de bactérias putrefativas ou
patogénicas. isso decorre do fato de que os produtos finais do
metabolismo das bactérias benéficas, como os &cidos, diminuiriam o
pH do cdlon a valores abaixo dos quais os patdgenos teriam
capacidade de competir efetivamente. Além disso, algumas espécies
de lactobacilos e bifidobactérias teriam a capacidade de excretar

antimicrobianos naturais, com amplo espectro de atividade;



25

* Propriedades anticarcinogénicas. As culturas probidticas teriam a
capacidade de inibir a formacao de focos de criptas aberrantes, um
biomarcador do cancer de cdlon, reduzindo a incidéncia de tumores. Os
mecanismos de agido propostos seriam: producdo de metabdlitos
benéficos, como o butirato, capaz de estimular a apoptose de células
cancerigenas e fonte energética preferida pelos colondcitos; alteracao
do metabolismo colénico para fermentagbes sacaroliticas em
detrimento das proteoliticas, resultando em produtos finais mais
benignos; melhoria no balango da microbiota intestinal; normalizagao da
permeabilidade intestinal (resultando em prevengao ou retardamento da
absorcdo de toxinas); fortalecimento dos mecanismos de barreira
intestinais; e ativacdo de fatores celulares ndo especificos (como
macroéfagos);

» Efeito protetor contra infecgdes gastrointestinais. Estaria relacionado a
capacidade das culturas probidticas de inibir a adesao de patdgenos as
células epiteliais;

» Efeitos imunoldgicos. As culturas probidticas sdo capazes de estimular
tanto mecanismos de defesa nao-especificos como também certos
tipos de células envolvidas na resposta imune especifica. O resultado &,
frequentemente, o aumento na atividade fagocitaria e na quantidade de
moléculas imunoldgicas, como a imunoglobulina A, o que pode inibir

patdogenos como salmonela e rotavirus.

2.3 ProbuTOS NAO LACTEOS PROBIOTICOS

Os produtos lacteos fermentados compreendem a maior parte dos
alimentos contendo culturas probiéticas (CESPEDES et al., 2013), sendo adequados para a
incorporagao de probidticos por ja apresentarem imagem positiva diante dos consumidores;
n&o necessitarem de mudangas na tecnologia envolvida e no processo de fabricagao; e pela
capacidade de proteger os probidticos através do transito gastrointestinal (AWAISHE, 2012).
Além disso, o processo fermentativo age na manutencdo e otimizagdo da viabilidade
microbiana; e os consumidores estdo familiarizados com o fato de que esses produtos
contém micro-organismos vivos. 0 armazenamento refrigerado ajuda a estabilizar as culturas
probidticas (BoZA-MENDEZ; LOPEZ-CALVO; CORTES-MUNOZ, 2012).
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No entanto, outros alimentos tém sido investigados como potenciais
veiculos carreadores dessas culturas, como: chocolate (POSSEMIERS et al., 2010);
chucrute (YU et al., 2012); picles (CETIN, 2011); bebidas preparadas a partir de cereais
(CHARALAMPOPOULOS; PANDIELLA, 2010); barras de cereais (CHEN;
MUSTAPHA, 2012) e produtos de soja (SINGH et al., 2011). Produtos feitos com frutas e
legumes, tais como vegetais fermentados (LEE et al., 2011), azeitonas de mesa (HURTADO
et al.,, 2012) e frutas minimamente processadas (ALEGRE et al., 2011; ROBLE et al., 2010)
também tém sido avaliados.

O desenvolvimento de produtos probidticos ndo lacteos permitiia o
consumo destas culturas benéficas por pessoas intolerantes a lactose, alérgicas as proteinas
do leite, hipercolesterolémicas, vegetarianas estritas ou residentes em locais onde os
produtos lacteos ndo estdo acessiveis (RIVERA-ESPINOZA; GALLARDO-NAVARRO,
2010).

Em bebidas n&o lacteas, os probidticos tém sido geralmente empregados
em sucos fermentados (ELLENDERSEN et al, 2012; GODERSKA; CZARNECKA;
CZARNECKI, 2007; MARHAMATIZADEH et al., 2012; NAZZARO et al., 2008; YOON;
WOODAMS; HANG, 2005), devido a maior adaptagéo e aumento de viabilidade do micro-
organismo probidtico no meio acido durante o processo fermentativo. No entanto, a
fermentacdo altera a consisténcia, aroma, e sabor dos produtos, sendo que sucos
fermentados nem sempre séo aceitos sensorialmente pelos consumidores (GRANATO et al.,
2010).

2.3.1 Suco de Fruta Probidtico

Estudos que indicam os sucos de fruta como uma opgao de matriz ndo
lactea para a incorporacdo de probidticos sao recentes e justificados pelas seguintes
caracteristicas e vantagens:
« sdo ricos em nutrientes (vitaminas, antioxidantes e polifenois)
(NAZARRO et al., 2008);

» apresentam perfis de sabor considerados agradaveis por pessoas de
todas as idades (GRANATO et al., 2010);

« sdo consumidos regularmente, o que é essencial para se obter os
efeitos benéficos associados aos probidticos (SHEEHAN; ROOS;
FITZGERALD, 2007);
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sao considerados produtos saudaveis pela populacdo em geral,
principalmente devido a presenga no mercado de sucos de fruta
fortificados com vitaminas ou calcio (SHEEHAN; ROOS; FITZGERALD,
2007);

nao contém culturas iniciadoras que competem por nutrientes com os
probidticos (COSTA et al., 2013);

sao geralmente suplementados com ingredientes antioxidantes, como o
acido ascoérbico, que promovem condigdes anaerébicas no meio
(DING; SHAH, 2008);

contém quantidades significativas de agucares, os quais podem ser
metabolizados pelas culturas probidticas (DING; SHAH, 2008);

n&o possuem alergénicos, como a lactose e a caseina, que impedem o
consumo de produtos lacteos por segmentos da populagdo
(NAZARRO et al., 2007);

sao naturalmente isentos de colesterol (BEVILACQUA et al., 2013) ; e

0 seu transito no trato grastrointestinal é relativamente rapido, o que
reduz o tempo de exposicao dos probidticos a ambientes hostis, como
0 meio acido do estbmago (MOUSSAVI, 2012).

No entanto, sucos de fruta tém apresentado limitagbes a adicao de culturas

probidticas, tais como:

acidez acentuada (ANTUNES et al., 2013);

presenca de oxigénio (DING; SHAH, 2008);

quantidades insuficientes de peptideos e aminoacidos livres
necessarios para os probidticos (ANTUNES et al., 2013);

presenca de conservantes, aromatizantes e saborizantes, os quais
podem diminuir a viabilidade das culturas probidticas (CHAMPAGNE;
GARDNER; ROY, 2005);

alteragbes nas caracteristicas sensoriais dos produtos com a adicao
dos probidticos, incluindo desenvolvimento de aromas (perfumado,
lacteo) e sabores (amargo, acido) desagradaveis (LUCKOW;
DELAHUNTY, 2004b; GRANATO et al., 2010);
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» as culturas probidticas sdo adicionadas como ingredientes, ndo tendo a
capacidade de se multiplicar no alimento, o que demanda micro-
organismos com boa estabilidade (GRANATO et al., 2010); e

» devido a maior utilizacdo de embalagens cartonadas pela industria de
alimentos, o armazenamento de sucos geralmente é realizado a
temperatura ambiente. No entanto, sucos pasteurizados e conservados

mediante refrigeracdo também estdo disponiveis no mercado.

Segundo Schimdt e Pereira (2011), o primeiro desafio na formulagéo de
sucos adicionados de probidticos € o de fazer com que essa bebida ndo se descaracterize
em demasia, tornando-se uma bebida fermentada. Para isso, € preciso que a metabolizacao
dos componentes do suco por parte dos micro-organismos probidticos seja minimizada. Além
disso, é preciso avaliar diferentes culturas probidticas, a fim de verificar a sua capacidade de
alterar o perfil de sabor dos produtos (LUCKOW et al., 2005).

O segundo desafio no desenvolvimento de bebidas probidticas é fazer com
gue o micro-organismo mantenha a sua viabilidade e funcionalidade durante a vida util do
produto e, principalmente, no organismo humano. Provavelmente, este seja o fator que mais
limite o desenvolvimento de bebidas de fruta com caracteristicas probidticas (SCHIMDT;
PEREIRA, 2011). A viabilidade das culturas probidticas em sucos de fruta € dependente,
principalmente, do tipo de fruta utilizado na sua formulagéo, do pH e do teor de oxigénio
dissolvido no meio, e da cepa empregada (ANTUNES et al., 2013).

Sheehan, Ross e Fitzgerald (2007) avaliaram a tolerancia a acidez e a
processos tecnologicos (pasteurizagdo e tratamento a alta pressao) de diferentes cepas
probidticas (L. salivarius UCC118, L. salivarius UCC500, B. lactis BB-12, L. casei DN-
114 001, L. rhamnosus GG e L. paracasei NFBC43338) durante armazenamento em suco
de laranja, abacaxi e oxicoco. Os resultados indicaram diferencas significativas entre as
culturas com relagéo a tolerancia a acidez, com L. casei DN-114 001, L. rhamnosus GG e
L. paracasei NFBC43338 apresentando maiores taxas de sobrevivéncia. Nenhuma cepa
manteve concentracdes adequadas (>10° UFC/mL) nos produtos apds os tratamentos
térmico ou a alta presséao, indicando que as culturas probioticas devem ser adicionadas apds
esses processos. Os autores concluiram que as cepas probidticas do grupo L. casei
apresentaram maior potencial para serem adicionadas a sucos de fruta, devido a sua
tolerancia a ambientes acidos. Cepas de L. casei também foram recomendadas por

Céspedes et al. (2013) para inclusdo em sucos de laranja, maca, multifrutas e limao.
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2.3.1.1 Suco de maga probidtico

Na década de 50, foram instalados os primeiros pomares comerciais de
maca no interior de S&o Paulo (Regido Sudeste), os quais tecnicamente ndo foram bem-
sucedidos devido as caracteristicas edafoclimaticas, que nao eram adequadas as variedades
selecionadas para o cultivo. Na década de 70, foram instalados com sucesso os pomares
comerciais nas regides elevadas dos estados sulinos, compreendendo o Sul do Parana, a
Regido Serrana de Santa Catarina e a Serra Gaucha do Norte do Estado do Rio Grande do
Sul (WOSIACKI; NOGUEIRA,; SILVA, 2000).

Em relagdo as cultivares, mais de 95% dos pomares brasileiros séo
formados principalmente pelas cultivares Gala - e suas muta¢des Royal Gala, Imperial Gala,
e Mondial Gala - e Fuiji - dentre elas, Fuji Suprema e Kiko -, vindo em seguida a Golden
Delicious (RIZZON; BERNARDI; MIELE, 2005).

A maga tem valor reconhecido para a saude humana devido ao seu
conteudo de compostos bioativos, os quais sdo promotores de saude. Dentre os compostos
bioativos da macad encontram-se os polifenois, com acdo antioxidante, e as pectinas,
promotoras do equilibrio do transito gastrointestinal (NOGUEIRA et al., 2003). Os polifenois
da macga fazem parte do grupo dos fitoquimicos, podendo reduzir o risco de algumas
doencas crénicas como cancer e doengas cardiovasculares, agindo por meio da retirada do
meio de radicais livres, oxigénio livre e de radicais peroxidos (NEVES, 2005).

Na comercializagdo das magas, a etapa de classificagdo gera um descarte
de 15 a 30% de frutas que ndo alcangaram o padrao exigido para o consumo. As frutas que
apresentam algum defeito de ordem fisica ou fisioldgica séo destinadas ao setor industrial
para a elaboragdo de sucos, vinhos, destilados e vinagres; enquanto que as com sintomas
de doencgas sdo sumariamente eliminadas como residuo agroindustrial (NOGUEIRA et al.,
2007).

Aproximadamente 15% da producdo nacional (descarte) de maga séo
transformados em suco, sendo que a maior parte destina-se a exportacdo. Entre a fruta in
natura e o suco, a maga ja agrega mais de US$ 30 milhGes anuais a receita cambial
brasileira. Porém, a produgédo e a comercializagdo do suco de maga no Brasil ainda séo
baixas, enquanto na Europa e nos Estados Unidos o suco de magd € um dos mais
populares, chegando a ser apontado como o segundo mais consumido no mundo
(WOSIACKI; NOGUEIRA, 2010).
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Na Figura 1 esta apresentado o fluxograma de fabricacdo de sucos

clarificados de maca probidticos.

Figura 1 — Processamento de suco clarificado de maga probiotico
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Fonte: Proéprios autores

O processo de fabricagdo do suco de maga se inicia com a lavagem das
frutas frescas. Apés a lavagem, as frutas sdo trituradas e prensadas, a fim de aumentar o
rendimento em suco. O suco bruto € turvo, viscoso, com cor escura e contém quantidades
significativas de componentes coloidais em suspensao (Figura 2a), estabilizados por
polissacarideos, como a pectina e o amido (ALVAREZ et al., 2000).

Embora haja mercado para a comercializagdo de suco de magéd em sua
forma bruta, a grande maioria dos sucos é comercializada em sua forma clarificada
(VELEIRINHO; LOPES-DA-SILVA, 2009). Isso porque, durante o processo de clarificagdo as
particulas em suspensao sao removidas por filtracdo, melhorando a estabilidade e a
aparéncia do suco e, consequentemente, aumentando a aceitagdo pelo consumidor
(GOKMEN et al., 2001).

A clarificagdo dos sucos de maca envolve a retirada de componentes,
como a pectina, responsaveis pela turbidez dos mesmos, e, portanto, se inicia com a
despectinizagdo, por meio da utilizacdo de enzimas pectinoliticas. As enzimas hidrolisam a

pectina e ocasionam a floculacdo dos complexos pectina-pectina, diminuindo a viscosidade
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do sistema e facilitando o processo de filtragdo. A despectinizacéo é geralmente realizada a
50°C por 1 a 2 horas (ALVAREZ et al., 2000).

Figura 2 — Suco de maga bruto (a) e clarificado (b)

_-_" _’l_ y - -
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Fonte: Proéprios autores

Apos o tratamento enzimatico, os solidos sedimentados s&o removidos por
filtragdo convencional ou a vacuo; assim como, por ultrafitracdo (ALVAREZ et al., 2000).
Entdo, agentes de refino sdo utilizados para promover o acabamento do processo de
clarificagdo. O tratamento com gelatina (0,05 a 0,5 g/L) € um método muito comum de
acabamento, e, na maioria dos casos, esta proteina apresenta cargas positivas no pH
intrinseco do suco (3,4 a 4,2), sendo particularmente Util na remogao de substancias pécticas.
O seu uso isolado pode levar a uma situacao de hiper-refino, quando a turvagéo ocorre pelo
excesso de agente de clarificagdo. Por isso, a utilizagdo conjunta da gelatina com outros
coadjuvantes é recomendavel (EISELE; DRAKE, 2005; WOSIACKI; NOGUEIRA, 2010).

A bentonita € um material argiloso, cujo componente principal € a
montmorillonita, argila composta de silicato contendo metais, como ferro, aluminio e
manganés, atuando como trocador de ions com proteinas carregadas positivamente, e,
portanto, sendo capaz de retira-las do meio (ONSEKIZOGLU; BAHCECI; ACAR, 2010;
WOSIACKI; NOGUEIRA, 2010). O suco de maga clarificado (Figura 2b) apresenta boa
aparéncia, sendo limpido e claro, sem turvagédo aparente; consequéncia de um processo
enzimatico bem sucedido (WOSIACKI; NOGUEIRA, 2010).
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Para sucos pasteurizados, apos a clarificagdo, os mesmos séo envasados
e submetidos a tratamento térmico. O tratamento térmico para a estabilizagcdo de suco de
maga, dada as condigdes intrinsecas da matéria-prima, pode ser relativamente brando (80°C
por 20 minutos), inibindo a atividade de escurecimento enzimatico e o crescimento de micro-
organismos (WOSIACKI; NOGUEIRA, 2010).

O processo de fabricagdo de sucos clarificados de macga probidticos é
semelhante ao processo tradicional, exceto pela adicdo da cultura probidtica. Apos a
pasteurizacdo dos sucos, os mesmos sao resfriados a temperaturas inferiores a 37°C e as
culturas probidticas sao adicionadas. Os sucos séo, entdo, armazenados em temperatura de
refrigeragdo (4°C) (MOUSSAVI, 2012).

Em produtos lacteos fermentados, as culturas probidticas geralmente s&o
incorporadas diretamente ao leite, mediante a introdugdo de quantidades adequadas das
mesmas, em poé ou congeladas. Como a cultura probidtica participa do processo
fermentativo, com diminuigdo gradativa do pH, a mesma se torna mais adaptada ao meio
(SHAH, 2000). No caso de sucos de fruta, essa pratica resultaria na exposi¢cao direta das
culturas probidticas as condi¢cdes acidas dos produtos; ocasionando perda substancial de
viabilidade. Desta forma, os probidticos s&o, geralmente, propagados em meios de cultura e
condigdes 6timas de tempo e temperatura, a biomassa separada por centrifugagdo e re-
suspensa em solucdo salina; sendo entdo, adicionados aos sucos (AWAISHEH, 2012).
Assim, se obtém indculos com maior concentracdo da cultura probidtica e mais estaveis as
condicdes adversas do meio.

O suco de maga apresenta vantagens para ser um veiculo carreador de
culturas probidticas, a saber: contém quantidades significativas de agucares (sacarose,
frutose e glicose), promotores do crescimento de probidticos (EISELE; DRAKE, 2005); sua
acidez (pH 3,4 a 4,2) é menos acentuada do que a de outros sucos, como 0s provenientes
de frutas citricas (pH 2,8 a 3,5) (DING; SHAH, 2008; EISELE; DRAKE, 2005); ndao apresenta
naturalmente inibidores de crescimento de culturas probioticas, especialmente do grupo L.
casei (VINDEROLA et al., 2002); e é o segundo suco mais consumido no mundo
(WOSIACKI; NOGUEIRA, 2010; GEISLER, 2013).
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24 PREBIOTICOS

Prebidticos sdo componentes alimentares ndo viaveis que conferem
beneficios a saude do hospedeiro associados a modulagdo de sua microbiota (FAO/ AGNS,
2007). Para ser classificado como prebidtico, o componente ndo pode ser hidrolisado ou
absorvido no trato gastrointestinal superior; deve ser substrato seletivo para um ou um
numero limitado de bactérias colbnicas; alterar a composicdo da microbiota para uma
composi¢cdo mais saudavel; e, preferencialmente, induzir efeitos benéficos a saude do
hospedeiro (MANNING; GIBSON, 2004). Quanto as propriedades tecnoldgicas requeridas,
deve ser estavel durante a estocagem, nao requerer refrigeracao e ser de incorporagao facil
e eficiente em alimentos processados (TUNGLAND, 2000).

Como os prebidticos sdo componentes alimentares nao-viaveis, a gama de
produtos aos quais podem ser adicionados € muito maior do que para as culturas probidticas,
visto que para estas a manutengao da viabilidade € imprescindivel. Além disso, os prebioticos
ttm a vantagem de serem estaveis a processos térmicos e a exposicdo ao oxigénio
(VENTER, 2007). No entanto, geralmente, em pHs inferiores a 4, tratamentos térmicos a
temperaturas muito elevadas ou estocagem prolongada a temperatura ambiente, os
prebidticos podem ser hidrolisados, resultando em perda das propriedades funcionais e de
saude (FRANCK, 2002; VORAGEN, 1998). Contudo, sua hidrolise € limitada a menos de
10% se os produtos apresentarem mais do que 70% de umidade, forem estocados a
temperaturas inferiores a 10°C ou tiverem tempo de vida uatil curto (FRANCK, 2002
ROBERFROID, 2005).

Entre os prebidticos estudados incluem-se: frutanos tipo inulina (fruto-
oligossacarideos (FOS), oligofrutose e inulina), isomalto-oligossacarideos (IMO), galato-
oligossacarideos (GOS), polidextrose, lactulose e amido resistente (SIRO et al., 2008). No
entanto, apenas frutanos tipo inulina, lactulose e galato-oligossacarideos tém sua acao
prebidtica devidamente documentada e reconhecida (AL-SHERAJI et al., 2013; ANADON et
al., 2010; ROBERFROID, 2005); e apenas os frutanos tipo inulina apresentam alegacao de
efeito sobre a composi¢cdo da microbiota intestinal permitida pela legislagdo brasileira. A
utilizacéo da alegacao de propriedade funcional de FOS e da inulina é permitida desde que o
produto contenha no minimo 3 g para alimentos solidos e 1,5 g para alimentos liquidos
(ANVISA, 2008a).

Frutanos tipo inulina estdo amplamente distribuidos na natureza em uma

variedade de plantas (Quadro 2).
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No entanto, os niveis encontrados nos alimentos sao baixos para serem
capazes de exercer efeito benéfico a saude; sendo preconizada a ingestao de pelo menos 4
gramas ao dia destes componentes para que se possa obter os efeitos funcionais e de saude
associados aos prebioticos (AL-SHERAJI et al., 2013; MANNING; GIBSON, 2004).

Quadro 2 — Ocorréncia natural de frutanos tipo inulina em alimentos

Fonte Conteudo de frutanos (%)

Abobrinha 24
Alcachofra 1.2
Alcachofra de Jerusalém 12,2
Alho 17.4
Armoz 0.5
Banana 0.5
Cebola 6.3
Centeio 0,75
Cevada 1.0
Chicdria 20

Dente de Ledo 13,5
Melancia 0,32
Meldo 0,21
Mectarina 0,21
Pésseqo 0.4
Toranja 0.23
Trigo 25
Yacon 11

Fonte: Van Loo (1995); Muir et al. (2007)

A produgédo comercial de inulina é realizada a partir de sua extragéo de
raizes de chicdria (Cichorium intybus) (Figura 3), preferida por possuir alta concentragao
deste componente (mais de 70% em peso seco) e teores constantes durante o ano todo
(FRANCK, 2002). A inulina é composta de uma mistura de oligbmeros e polimeros de
frutose, na qual o niumero de unidades de monossacarideos varia de 2 até mais de 65, com
um grau de polimerizacao (DP) médio na inulina nativa de 12 (ROBERFROID, 2005).
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Figura 3 — Chicdria (Cichorium intybus)

Fonte: Kelly (2008)

Quanto as oligofrutoses e os fruto-oligossacarideos (FOS), alguns
pesquisadores os consideram como sendo termos sinénimos, designando misturas de
frutanos tipo inulina com DP maximo de 10 (CRITTENDEN; PLAYNE, 1996; FRANCK, 2002;
ROBERFROID, 2005). No entanto, outros definem fruto-oligossacarideos como sendo os
frutanos tipo inulina sintetizados a partir da sacarose, e oligofrutoses aqueles produzidos por
hidrélise parcial da inulina (CARABIN; FLAMM, 1999; COUSSEMENT, 1999; VAN DE
WIELE et al., 2007). A divisédo torna possivel discriminar se o ingrediente utilizado foi
sintetizado quimicamente a partir da sacarose ou extraido de raizes de chicodria e hidrolisado
parcialmente (PIMENTEL; GARCIA; PRUDENCIO, 2012c). A estrutura quimica de frutanos

tipo inulina esta apresentada na Figura 4.
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Figura4 — Estrutura quimica de frutanos tipo inulina (h=numero de monossacarideos)

HOCH; o,

"y Ho CH,0H

O OH H

Fonte: Gibson; Delzenne (2008).

As oligofrutoses podem ser encontradas comercialmente na forma de p6 ou
xaropes incolores (75% matéria seca). Esse ingrediente tem propriedades tecnoldgicas
comparaveis as do agucar e xaropes de glicose, por possuir agucares livres (FRANCK,
2002).

Alguns beneficios a saude associados aos prebioticos, particularmente
inulina e oligofrutoses, sdo 0 aumento na absor¢do de minerais provenientes da dieta; alivio
da constipacgao; redugéo dos lipidios sanguineos; manutengéo dos agucares sanguineos;
inibicdo de patégenos; e redugéo do risco de cancer de colon (AL-SHERAJI et al., 2013;
MANNING; GIBSON, 2004). A extenséo e o tipo de beneficio a saude proporcionados pelos
prebidticos estariam relacionados ao seu grau de polimeriza¢do. Prebidticos com maior grau
de polimerizagdo, como a inulina, seriam fermentados de forma mais lenta, permitindo
penetracdo mais efetiva através do colon e tendo efeito mais pronunciado nas regides distais.
Ja as oligofrutoses, de baixo grau de polimerizagdo, seriam rapidamente fermentadas, e
teriam efeito nas regides proximais do intestino (GIBSON; DELZENNE, 2008).

Um possivel efeito adverso do consumo destes componentes seria o
desconforto intestinal. Isso se deve ao fato de que as oligofrutoses podem ser hidrolisadas e
completamente fermentadas pela microbiota colbnica, resultando na producdo de gases,
como diéxido de carbono e hidrogénio (ROBERFROID, 2005). Contudo, as bifidobactérias e
os lactobacilos ndo produzem gas como parte do seu metabolismo e, portanto, se a
producao de gas estiver ocorrendo, € porque a dosagem de prebidtico esta muito elevada e o

efeito prebidtico esta comprometido, ou seja, bactérias diferentes das culturas probioticas
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estariam envolvidas na fermentacao (KOLIDA; GIBSON, 2007). Estudos indicam que doses
de até 20 g/dia de oligofrutoses sao toleradas; e somente teores superiores a 30 g/dia
poderiam desencadear diarreia em humanos, devido ao efeito osmotico (AL-SHERAJI et al.,
2013).

Os prebidticos sao adicionados a leites fermentados durante a
padronizacdo dos solidos totais e, no caso de sucos de fruta, como ingredientes antes do
tratamento térmico, a fim de eliminar micro-organismos patogénicos ou deteriorantes que
possam estar presentes nos mesmos. A fim de obter os beneficios a saude associados ao
seu consumo, a sua estabilidade nos produtos adicionados deve ser garantida (COURTIN et
al., 2009).

25 SIMBIOTICOS

Produtos que contém tanto prebidticos quanto probidticos s&o
denominados simbidticos (SHAH, 2007). Os simbidticos promovem o crescimento de micro-
organismos benéficos ja existentes no colon, assim como, aumentam a sobrevivéncia,
implantagéo e crescimento daqueles que estdo sendo adicionados com o produto (LIONG;
SHAH, 2005).

Os alimentos simbidticos, portanto, s&o mais do que apenas uma mistura
de probidticos e prebidticos, sendo necessario que haja sinergia entre os dois componentes.
O desenvolvimento desses alimentos requer um longo processo de avaliagdo, onde
prebioticos selecionados e cepas probidticas sao testados, tanto in vitro como in vivo, com a
finalidade de encontrar os pares com maior atividade e sinergia (HUEBNER; WEHLING,;
HUTKINS, 2007). Esse tipo de produto teria maior valor agregado se o prebidtico pudesse
proteger as células probidticas durante o processamento, formulagdo e/ou armazenamento
dos produtos €, assim, melhorar a sua viabilidade e estabilidade (SAARELA et al., 2006).

Saarela et al. (2006) relatam que as pesquisas acerca de compostos
funcionais como probidticos e prebidticos tém sido direcionadas ao aspecto de promogéo da
saude, sendo que o desempenho tecnoldgico de prebidticos como protetores de culturas
probidticas nao tem sido avaliado.

Shin et al. (2000) demonstraram que a adicdo de 5% de galato-
oligossacarideos e, especialmente, de fruto-oligosacarideos (FOS) a leite desnatado
aumentou a sobrevivéncia de duas cepas de Bifidobacterium durante o armazenamento
refrigerado (4°C).
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Estudos acerca de sucos de fruta simbidticos ainda sdo escassos
(SANTOS et al., 2008; LUCKOW; DELAHUNTY, 2004b; PIMENTEL; PRUDENCIO;
RODRIGUES, 2011) sendo que nenhum deles utilizou a mag¢a como matéria-prima.

2.6 SUBSTITUTOS DE ACUCAR

Problemas de saude como obesidade, diabetes, e hipertensédo; ou
preocupacgdes com a estética corporal ttm estimulado a pesquisa e o desenvolvimento de
produtos sem adi¢cao de agucar ou com baixos teores desse componente (JAIN et al., 2013;
MARCELLINI; CHAINHO; BOLINI, 2005). Além disso, a Organizacao Mundial de Saude
propds a redugéo no consumo de agucares para niveis inferiores a 5% da energia total diaria,
valor equivalente a 25 gramas diarios (WHO, 2014).

O acucar apresenta uma variedade de fungbes em alimentos, tais como a
de adocar; promover o aroma e o gosto; dar corpo; melhorar a textura; estender a vida util; e
melhorar a cor. Em produtos sem adi¢do de acucar, a dogura é promovida pela adicéo de
substitutos de agucar, tais como edulcorantes, adocantes, dentre outros. No entanto, embora
a docgura seja conseguida com a adicdo de substitutos de agucar, produtos sem agucar
podem apresentar problemas de aparéncia, textura e sensacao tatil oral (AUERBACH,;
DEDMAN, 2012; RONDA et al., 2005).

Algumas caracteristicas importantes para a sele¢do de substitutos de
agucar sao: possuir o gosto e as propriedades funcionais do agucar; ter baixa densidade
caldrica em uma base equivalente de dogura; ser fisiologicamente inerte e sensorialmente
aceitavel; auxiliar na manutencao ou reducao de peso e na melhoria da diabetes; auxiliar na
redugéo do risco de caries dentarias; e ser comercialmente viavel (MALIK; JEYARANI;
RAGHAVAN, 2002). Além disso, os fatores individuais destes compostos, tais como a
intensidade e persisténcia do gosto doce e a presenga ou ndo do gosto residual, séo
fundamentais para a aceitacdo, preferéncia e escolha por parte dos consumidores
(CADENA; BOLINI, 2012; MARCELLINI; CHAINHO; BOLINI, 2005).

Uma variedade de edulcorantes/adocantes de alta intensidade esta
disponivel no mercado para utilizacdo pelas industrias de alimentos, incluindo a sacarina,
acessulfame-K, aspartame, estévia e sucralose. Além disso, outros compostos tém sido
avaliados como substitutos de agucar, como as oligofrutoses (JAIN et al., 2013). A utilizacéo

de substitutos de acucar s6 sera bem sucedida se os mesmos demonstrarem ser capazes
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de manter a qualidade sensorial dos produtos quando comparados aos adogados com
sacarose (PORTMAN; KILCAST, 1996).

O desenvolvimento de bebidas de frutas com baixo teor de calorias e niveis
reduzidos de sacarose, sem alterar as caracteristicas sensoriais, pode auxiliar no aumento do
consumo de sucos e néctares de fruta (CADENA et al., 2013).

Assim, a utilizacdo da oligofrutose ou a sucralose como substitutos de

acucar é uma opgao em fungao das caracteristicas e vantagens descritas a seguir.
2.6.1 Oligofrutose

As oligofrutoses teriam algumas vantagens quando comparadas com a
sacarose (CRITTENDEN; PLAYNE, 1996; MUSSATO; MANCILHA, 2007; ROBERFROID,
1999):

* nao sdo metabolizadas pelos micro-organismos da biota bucal,
consequentemente, n&o ocorre produgéo de acidos e poliglucanos, os
quais séo compostos cariogénicos;

* nado sao digeridas pelos humanos, devido a auséncia de enzimas
necessarias para hidrolisar as ligagbes 3 existentes entre os
monossacarideos. Portanto, ndo teriam a capacidade de alterar os
niveis glicémicos e insulinicos no sangue, podendo ser utilizadas em
alimentos para consumo de diabéticos;

- apresentam baixo valor calérico (1,5 kcal g); e

* seu maior peso molecular pode promover um aumento na viscosidade
dos produtos nos quais foram adicionadas, podendo atuar como agente
de corpo.

No entanto, a dogura das oligofrutoses na forma pura € de 30 a 60%
quando comparada a da sacarose, portanto, pode ser necessario combina-las com
edulcorantes para se obter niveis de dogura desejaveis, sendo capazes de mascarar
possiveis gostos residuais ocasionados pelos mesmos (APOLINARIO et al., 2014; FRANCK,
2002; MUSSATO; MANCILHA, 2007).

O potencial de substituicdo de agucar das oligofrutoses ja foi avaliado em
diversos produtos, tais como: biscoitos (GALLAGHER et al., 2003); bolos (RONDA et al.,
2005); bebidas lacteas achocolatadas (PENHA et al., 2009); chocolate (AIDOO et al., 2013);
geleias; sorvetes (MURPHY, 2001) e sucos de abacaxi, manga e laranja (RENUKA et al.,
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2009). No geral, as oligofrutoses foram caracterizadas como um substituto parcial do agucar,
por possuirem baixo poder adocante quando comparado ao da sacarose (APOLINARIO et
al., 2014); influenciarem negativamente as caracteristicas sensoriais dos produtos quando
adicionadas em quantidades elevadas (RONDA et al., 2005); e pela recomenda¢do maxima
de ingestédo, devido a produgcdo de gases, o que limita a concentragdo que pode ser
adicionada aos produtos (ROBERFROID, 2005).

2.6.2 Sucralose

A sucralose (SPLENDA®) foi descoberta por meio de um programa de
pesquisa realizado pela Universidade de Londres durante os anos 70, onde se observou que
a cloracao seletiva da molécula de sacarose poderia resultar em um composto intensamente
doce (GOLDSMITH; MERKEL, 2001). A cloragao é realizada por meio de um processo de
multiplos passos, 0 qual substitui, seletivamente, trés grupos hidroxila por trés atomos de
cloro na molécula de sacarose (SHIBAO et al., 2009). A substituicdo € realizada nas posigbes
1 e 6 da molécula de frutose e na posigéo 4 da molécula de glicose (GOLDSMITH; MERKEL,
2001). Na Figura 5 esta apresentada a estrutura quimica da sucralose.

A cloragdo produz mudangas notaveis na intensidade de dogura e na
estabilidade da sacarose, sem comprometer o gosto proporcionado por ela (BASU,;
SHIVHARE; SINGH, 2013). A ligagéo glicosidica resultante na sucralose é muito mais
resistente a hidrolise acida e enzimatica do que a do composto de origem, e, portanto, é
responsavel pela incapacidade de mamiferos de digeri-la € metaboliza-la como uma fonte de

energia. Consequentemente, a sucralose é ndo calorica (GOLDSMITH; MERKEL, 2001).

Figura 5 — Estrutura quimica da sucralose
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O poder adocgante da sucralose €, aproximadamente, seiscentas vezes
maior do que o da sacarose (BARRY, 2011; PSZCZOLA, 1999). No entanto, a composi¢ao
fisico-quimica do meio, a temperatura em que o produto € consumido, o pH, e outros
ingredientes presentes tém influéncia sobre a percepgédo de dogura do edulcorante
(GOLDSMITH; MERKEL, 2001).

A sucralose é comercializada na forma de pé branco, cristalino, e nao
higroscopico, sendo soluvel em agua, etanol, e metanol; e tendo efeito negligenciavel no pH
dos produtos. A viscosidade de suas solugdes é semelhante as de sacarose (GOLDSMITH,;
MERKEL, 2001). Apresenta boa estabilidade em alimentos secos e de alta umidade e em
condi¢des variadas de processamento e estocagem. No entanto, em temperaturas elevadas,
uma ligeira decomposigéo pode ocorrer, ocasionando alteracdo de cor do branco para o
castanho (O'DONNEL, 2007).

Cavallini e Bolini (2005), em estudo com suco de manga reconstituido,
observaram que sucos com sucralose apresentaram leve gosto residual amargo e de curta
duragéo, diferentemente de sucos com outros edulcorantes (ciclamato/sacarina e estévia), os
quais proporcionaram gosto residual amargo intenso e de média a longa duragdo aos
produtos. O gosto residual amargo observado para a sucralose foi semelhante ao da
sacarose. Marcellini, Chainho e Bolini (2005) avaliaram a aceitagdo de suco de abacaxi
concentrado reconstituido e adogado com diferentes edulcorantes (ciclamato/sacarina,
sucralose, aspartame puro, estévia) ou sacarose. Os autores relataram que o suco adogado
com sucralose foi mais aceito do que os adicionados de outros edulcorantes e do que o suco
com sacarose. Portanto, a sucralose tem sido considerada o edulcorante que melhor substitui
a sacarose, ja que ocasiona poucas alteragdes sensoriais nos produtos quando comparada a
outros edulcorantes (CADENA et al., 2013).

Estudos acerca do possivel efeito deletério da sucralose mostraram que
esse edulcorante é seguro para consumo humano. Seu uso € permitido com limites maximos
no Brasil e na Unido Européia e quantum satis nos Estados Unidos (SHIBAO et al., 2009).
No Brasil, a permisséo € de 0,02 a 0,04%, dependendo do tipo de produto, sendo de 0,02%
para bebidas com informacao nutricional complementar com substituicio parcial de agucares
e 0,025% para substituicao total (ANVISA, 2008b).

Uma desvantagem da utilizagdo de sucralose seria o seu custo elevado. No
entanto, os consumidores estéo dispostos a pagar um maior prego por produtos sem ou com
teor reduzido de agucar. Além disso, Barry (2011) formulou um suco de roma com

substituicdo de 6,5% da sacarose por 1,5% de frutose e uma pequena quantidade de
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sucralose e obteve uma redugéo de 40% no custo do produto final. Al-Dabbas, Maher e Al-
Qudsi (2012) avaliaram o efeito da substituicdo parcial da sacarose por sucralose em
néctares de laranja. Os resultados indicaram que ao substituir 25% da sacarose por
sucralose houve uma reducdo no custo dos produtos de US$ 187,5 por tonelada de
sacarose utilizada. Para uma producgéo anual e considerando a utilizacdo de 2 toneladas de
sacarose didrias, a redugdo nos custos dos néctares seria de US$ 11.250,00 por ano.
Portanto, € possivel formular sucos com sucralose como substituto de agucar e com custos

menores de produgio.

2.7 Analise Sensorial de Sucos de Fruta Funcionais

A andlise sensorial de sucos de fruta adicionados de componentes
funcionais, como probidticos e prebidticos e de sucralose, tem fundamental importancia, pois
se faz necessario entender o impacto sensorial desses componentes em sistemas nao
lacteos; e determinar como a adicdo influencia a aceitagdo e a preferéncia dos
consumidores. Além disso, € importante entender as caracteristicas dos sucos que mais sao
afetadas por estes componentes (aparéncia, aroma, sabor ou textura), com a finalidade de
direcionar o desenvolvimento e formulacdo desses produtos (GRANATO et al., 2010;
LUCKOW; DELAHUNTY, 2004a).

O impacto sensorial da adicdo de probidticos e prebidticos a alimentos
ainda nao foi extensivamente estudado, contudo, € possivel assumir que produtos
adicionados destes ingredientes funcionais provavelmente terao perfis de sabor diferenciados
em relagcdo aos produtos sem adicdo (GRANATO et al., 2010). A adigdo de prebidticos a
alimentos tem maior influéncia na textura e aroma dos produtos, enquanto a adicdo de
probidticos tem maior efeito no sabor e aroma. No primeiro caso, o ingrediente prebidtico é
adicionado a matriz do produto, conferindo e reforgando interagbes ja existentes entre
diferentes componentes do alimento. No segundo caso, 0 metabolismo da cultura probidtica
pode resultar na producdo de componentes que contribuem negativamente ao aroma e
sabor dos produtos (CRUZ et al., 2010).

Em estudo com suco de laranja, Luckow e Delahunty (2004b) observaram
que julgadores treinados foram capazes de distinguir sensorialmente sucos funcionais
contendo probidticos e prebidticos daqueles sem adicdo. Os sucos funcionais foram descritos
como tendo aroma "lacteo" e sabor "arenoso”, "artificial”, "pungente" e "medicinal". Além

disso, na avaliagdo com consumidores, os sucos funcionais tiveram menor aceitabilidade do
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que os sucos tradicionais. Devido as caracteristicas negativas observadas, os consumidores
indicaram que nao estdo dispostos a consumir os sucos na quantidade ou frequéncia
requerida para obter os beneficios a saude associados aos componentes funcionais.

Bevilacqua et al. (2013) avaliaram a aceitacdo de sucos de maga e de
frutas vermelhas com extrato de citros como conservante natural e adicionados de culturas
probidticas (L. plantarum c19 e B. animalis ssp. lactis DSMZ 10140). As culturas
probidticas ndo afetaram a aceitacdo dos sucos, pois os produtos probidticos foram
igualmente aceitos aos convencionais.

Portanto, ndo esta claro se todas as culturas probidticas proporcionam ao
produto o mesmo sabor e nos mesmos niveis de intensidade (LUCKOW et al., 2005).

Dentre os métodos sensoriais, os testes afetivos e descritivos sdo de suma

importancia quando se desenvolvem novos de produtos.

271 Testes Afetivos

Os testes afetivos tém por objetivo conhecer a opinido de um determinado
grupo de consumidores que consome o produto de interesse, ou seja, da populagao alvo do
produto. Essa opinido pode ser dada com relagdo ao produto de uma forma global ou a
caracteristicas especificas, tais como aparéncia, aroma, sabor e textura (CHAVES;
SPROSSER, 2001).

Nos testes afetivos a selecao da equipe nado esta vinculada a capacidade
do julgador de discriminar amostras ou descrever atributos de um produto, mas sim a busca
de consumidores que se incluam como publico-alvo ou consumidores em potencial do
produto. Alguns critérios nessa escolha podem ser considerados, dentre eles, frequéncia de
consumo, idade, sexo e estado civil (DELLA LUCIA; MINIM; CARDELLO, 2006).

Os testes afetivos podem ser de preferéncia ou aceitagdo. Os testes de
preferéncia avaliam somente se os julgadores preferiram certa amostra em relagéo a outra
(teste de comparagéo pareada); ou ordenar o grau de preferéncia entre trés ou mais
amostras (teste de ordenagao-preferéncia) (STONE; SIDEL, 2004).

No teste de aceitagéo, os produtos sdo apresentados aos consumidores e
0s mesmos s&o solicitados a indicar o quanto gostaram ou desgostaram, por meio de uma
escala. A escala mais comumente utilizada € a escala hedénica de 9 pontos, sendo que pelo

menos 50 consumidores s&o necessarios para determinar a aceitagdo de um produto com
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grau de confiabilidade adequado, uma vez que ha uma grande subjetividade na avaliagcao
sensorial (DRAKE, 2007).

A escala hedénica de 9 pontos (Figura 6a), desenvolvida por Jones et al.
(1955) e Peryan e Pilgrim (1957), € uma escala bipolar balanceada ao redor da categoria
neutra (5 = nem gostei, nem desgostei) com quatro categorias positivas (6, 7, 8 e 9 = gostei
ligeiramente, moderadamente, muito e muitissimo, respectivamente) e quatro negativas (1, 2,
3, e 4 = desgostei muitissimo, muito, moderadamente e ligeiramente, respectivamente).
Portanto, as categorias sdo rotuladas com frases representando os varios graus de
afetividade, e arranjadas sucessivamente, sugerindo uma continuidade do desgostar e gostar
dos produtos (LIM, 2011). Lim (2011) relata que a principal razdo da escala hedénica de 9
pontos ser a escala mais utilizada em testes de aceitacdo € que, comparada a outras
escalas, apresenta um numero limitado de categorias, o que torna facil a sua utilizagéo por

diversos segmentos da populagéo; sem ser necessario um treinamento prévio.

Figura 6 — Tipos de escalas para teste de aceitagdo: (a) escala hedbnica de 9
pontos, (b) escala heddnica linear; (c) escala heddnica hibrida

5- gostei muitissimo
8- gostei muito
7- gostei moderadamente
6- gostei ligeiramente
5- nem gostei nem desgostei
4- desgostei ligeiramente
3- desgostei moderadamente
2- desgostei muito
1- desgostei muitissimo
(a)

desgostei muitissimo gostei muitissimo
(b)
i} » Ll . ¥ =) » ' - . 10
desgostei nem gostei gostei

muitissimo nem desgostei muitissimo

(c)
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Outras escalas também tém sido propostas para estudos com
consumidores, tais como: escala heddnica nao estruturada ou linear (Figura 6b) e escala
heddnica hibrida (Figura 6¢). A utilizacdo de escala hedbnica n&o estruturada ou linear
apresenta a vantagem de dar mais liberdade aos consumidores de expressarem suas
percepcoes sensoriais; reduzir os efeitos contextuais; e apresentar os dados com menores
desvios da normalidade do que a escala hedbdnica de 9 pontos. No entanto, o seu uso é
limitado, pois € mais dificil de ser compreendida e, consequentemente, torna a avaliagéo
sensorial mais lenta (VILLANUEVA; PETENATE; SILVA, 2005).

A escala hedbnica hibrida € uma escala linear (0 a 10) resultante da
combinagao de escala estruturada e nao estruturada. Para ser de mais facil utilizagdo pelo
consumidor do que a escala ndo estruturada, a escala hedénica hibrida € ancorada com
rotulos verbais nas regides média (5 = nem gostei, nem desgostei) e extremas da escala (0 =
desgostei muitissimo; 10 = gostei muitissimo). As por¢des restantes sdo marcadas com
pontos equidistantes, de modo a melhor definir o grau e a orientagdo da continuidade
hedonica (VILLANUEVA; PETENATE; SILVA, 2005).

No entanto, as escalas apresentadas se configuram como alternativas a
escala hedbnica de 9 pontos, sendo que os estudos ainda se concentram em comparar suas
eficiéncias em avaliar a aceitacdo de amostras com o método considerado padrao (escala
heddnica de 9 pontos) (LAWLESS; POPPER; KROLL, 2010; LIM; FUJIMARO, 2010).

Os testes de aceitagédo sao incluidos no controle de qualidade de alimentos
por serem a unica maneira de saber se 0os consumidores gostam ou nao dos produtos; e em
que extensao isso ocorre. Estes testes sdo indispensaveis quando se deseja desenvolver
produtos adicionados de probidticos e prebidticos ou com substitutos de acucar, levando em
consideragéo que estes teriam grande potencial de comercializagdo (CRUZ et al., 2010).
Satisfazer as necessidades dos consumidores € uma prioridade do mercado, e neste
sentido, a aceitabilidade de um produto pelo consumidor é considerada essencial para
compras posteriores e, consequentemente, fator de contribuigdo para o sucesso da empresa
em longo prazo (RESANO et al., 2010).

2.7.2 Testes Descritivos

Os testes descritivos sdo ferramentas mais sofisticadas em analise

sensorial. Por meio dos resultados de uma analise descritiva € possivel obter descricdes

completas dos produtos, determinar as semelhancas e diferengas entre eles, e ter uma base
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para se determinar os atributos sensoriais mais importantes para sua aceitacdo e
comercializagdo (CRUZ et al., 2010). Os testes descritivos sao utilizados pela industria com a
finalidade de direcionar o desenvolvimento e reformulagéo de produtos (REINBACH et al.,
2014).

A Andlise Descritiva Quantitativa (ADQ) € um método descritivo que tem
sido amplamente utilizado em estudos que procuram determinar o perfil sensorial de
produtos. A aplicacdo da ADQ demanda tempo, ja que envolve sessdes de levantamento
dos atributos; treinamento extensivo da equipe sensorial com amostras de referéncia, para
identificagdo e quantificacdo dos atributos; e selecao estatistica dos julgadores; a fim de
formar uma equipe sensorial capaz de avaliar o produto (STONE; SIDEL, 2004).

Muitos estudos tém avaliado métodos alternativos a ADQ com
consumidores, como CATA (Check All Apply - "Marque tudo o que se aplica"), CATA com
intensidade, Mapeamento projetivo (Napping® ou Mapa Projetivo), Sorting ("Classificagao") e
Escala de Intensidade, com resultados satisfatérios (ARES et al., 2011a; CRUZ et al., 2013;
REINBACH et al., 2014; VARELA; ARES, 2012). No entanto, ainda é cedo para afirmar que
esses métodos geram dados com 0 mesmo grau de confiabilidade, e, portanto, a ADQ ainda
€ 0 método mais utilizado para caracterizacao sensorial e estudos envolvendo formulagao e
reformulacao de alimentos (CADENA et al., 2013).

2.7.3 Metodologias de Tratamento de Dados em Analise Sensorial

As técnicas estatisticas ndo paramétricas (binomiais e qui-quadrado) e
paramétricas (analise de variancia e testes de comparagdo de médias) sdo comumente
empregadas na analise de dados sensoriais. Contudo, quando o objetivo do estudo vai além
da simples estimacao e discriminacao de amostras, outros métodos mais sofisticados podem
se aplicados.

A Anadlise de Componentes Principais (ACP) é uma técnica multivariada
que permite uma analise global dos resultados da Andlise Sensorial, mostrando as relagbes
existentes entre as amostras e evidenciando os atributos que melhor caracterizam cada uma
delas. A ACP descreve as relagdes entre multiplas variaveis por meio da reducao do espaco
das variaveis por combinagdes lineares das variaveis originais (JAWORSKA et al., 2005).

O Mapa de Preferéncia € uma metodologia que aplica técnicas estatisticas
multivariadas tais como ACP, método de escala multidimensional, anadlise de variaveis

candnicas, minimos quadrados parciais, objetivando a modelagem, analise e entendimento
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das preferéncias do consumidor e sua relagdo com as caracteristicas do produto (BONANY
et al., 2014; ENDRIZZI et al., 2014). Devido as suas propriedades atrativas, o Mapa de
Preferéncia tem sido utilizado para uma série de finalidades, como por exemplo, para
identificar os atributos importantes para a aceitagéo de alimentos (SINESIO et al., 2010),
encontrar a melhor composi¢do do produto (FELBERG et al., 2010) e otimizar formulagbes
(ARES et al., 2011 b).

Existem dois tipos de Mapa de Preferéncia: o Interno e o Externo. O Mapa
de Preferéncia Interno se baseia em respostas heddnicas de consumidores (aceitagdo) para
determinar a representacdo multidimensional dos produtos e dos consumidores em um
espaco comum. O Mapa de Preferéncia Externo faz uso de caracterizagao sensorial (teste
descritivo) e / ou instrumental para fornecer uma representagdo multidimensional das
caracteristicas sensoriais/instrumentais, produtos e, finalmente, consumidores em um espaco
comum (LOVELY; MEULLENET, 2009).

Em outras palavras, o Mapa de Preferéncia Extemno tem a finalidade de
explicar as preferéncias dos consumidores baseando-se em atributos sensoriais efou
instrumentais, enquanto o Mapa de Preferéncia Intero apenas indica quais produtos sao
preferidos pelos consumidores (RESANO et al., 2010). Segundo Van Kleef, van Trijp e
Luning (2006), o Mapa de Preferéncia Externo € mais indicado no desenvolvimento
tecnoldgico de alimentos (por exemplo, perfis de produtos), enquanto o Mapa de Preferéncia
Interno seria mais adequado para fins de marketing, ou seja, de comunicagao,
posicionamento do produto, e segmentagao dos consumidores.

A Analise Hierarquica de Agrupamento (AHA) € uma técnica estatistica
utilizada para agrupar unidades experimentais baseada em respostas semelhantes.

Essa analise € comumente incorporada quando o Mapa de Preferéncia
Externo é utilizado, pois, facilita a interpretacao dos resultados, sendo muito util em testes
com consumidores, ja que os mesmos tém variada aceitacéo e preferéncia pelos produtos
(SCHILLING; COGGINS, 2007). Neste método, os valores hedbnicos do teste de aceitagdo
com consumidores séo utilizados. Os consumidores s&o, entdo, agrupados baseados em
sua preferéncia e impressao geral dos produtos (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1999). A
segmentacéo dos consumidores com base na impressao geral (aceitagao) que tiveram dos
produtos € util na identificagdo de nichos de mercado, o que auxilia as industrias a direcionar
a formulagéo de seus produtos a publicos-alvo desejados.

Os fabricantes de alimentos ndo desejam apenas conhecer a aceitagao

geral de seus produtos, mas também o que os consumidores gostam ou desgostam deles e
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como os atributos podem aumentar a aceitacdo. A Regressdo por Minimos Quadrados
Parciais (PLS) € uma metodologia que pode ser utilizada na Analise Sensorial de alimentos
guando se deseja determinar os atributos importantes na aceitagdo dos produtos, tanto de
forma positiva quanto de forma negativa (BAYARRI et al., 2011; CADENA et al., 2013). Para
isso, os valores hedbnicos do teste de aceitacdo sao considerados como variavel
dependente e as médias de intensidade dos atributos sensoriais (ADQ) séo as variaveis
independentes (CADENA et al., 2013).

Assim, verificam-se os atributos que contribuem positivamente na aceitacéo
dos produtos; os que contribuem negativamente e, portanto, precisam ser eliminados e/ou
melhorados; e aqueles que ndo t&m contribuicdo significativa. E possivel observar ainda a
magnitude do efeito do atributo na aceitagdo. Rossini et al. (2012) relatam que a PLS pode
ser util em analises sensoriais de rotina em industrias de alimentos, visto que auxilia na
selecdo de um numero pequeno de atributos relevantes para o produto. A exclusdo de
atributos que nao contribuem de forma significativa a aceitagdo economiza tempo nas

avaliagdes e evita fadiga dos julgadores.

2.8 EMBALAGEM DE PRODUTOS FUNCIONAIS

A embalagem tem um papel fundamental na manutencdo da qualidade e
estabilidade de alimentos durante sua vida util, sendo parte integrante do sistema de
conservacgao, e funcionando como uma barreira entre o alimento e o ambiente externo. Deve
ser concebida e desenvolvida ndo s6 para armazenar o produto, mas também para protegé-
lo e agrega-lo valor, ja que a embalagem pode afetar diretamente a decisdo de compra do
consumidor (CRUZ; FARIA; VAN DENDER, 2007).

A protegao oferecida pela embalagem € o fator de maior importancia, uma
vez que esta diretamente relacionada com a seguranca do consumidor. Portanto, a
embalagem deve ser adequada para cada alimento, a fim de minimizar as alteragbes
indesejaveis que podem afetar o produto durante o seu tempo de vida util (AZEREDO,;
FARIA; BRITO, 2004).

Com relagdo aos custos das embalagens, os aspectos econdémicos sao
fundamentais, particularmente em setores da industria de alimentos cuja competitividade
tende a aumentar e as margens de lucro diminuir. Além disso, o fator ambiental representa
uma variavel significativa dessa equagdo complexa; dependendo das exigéncias legais de

cada pais, da politica ambiental das empresas e da atitude dos consumidores. Assim, o ideal
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€ obter uma embalagem que apresente os menores custos, baixo impacto ambiental e
adequado desempenho a conservagao e consumo dos produtos (FARIA; WALTER; CRUZ,
2011).

O vidro é inodoro e quimicamente inerte, tendo varias vantagens para
aplicagdo em embalagens de alimentos: € impermeavel a gases e vapores, por isso, mantém
o frescor do produto durante um longo periodo de tempo, sem prejudicar o seu sabor ou
aroma; e a resisténcia a altas temperaturas de processamento € util na esterilizagdo de
produtos, tanto de baixa quanto de alta acidez. E rigido, fornece um bom isolamento, e pode
ser produzido em varios formatos diferentes. A sua transparéncia permite ao consumidor ver
0 produto, no entanto, variagbes de cor no vidro podem proteger conteudos sensiveis a luz
(MARSH; BUGUSU, 2007).

Como qualquer material, o vidro tem algumas desvantagens. Apesar dos
esforgos para a utilizacdo de espessuras mais finas, embalagens de vidro s&o pesadas, o
que aumentam os custos com o transporte dos produtos. Outra preocupagéo € a sua
fragilidade e susceptibilidade a quebra devido a pressao interna, impacto ou choque térmico
(MARSH; BUGUSU, 2007). Por essas razdes, as industrias de alimentos preferem
comercializar os seus produtos em embalagens plasticas (CRUZ; FARIA; VAN DENDER,
2007).

Os plasticos sao fluidos e moldaveis, sendo possivel a confeccéo de
embalagens em diferentes formatos e com consideravel flexibilidade. Sdo quimicamente
resistentes; baratos e leves, com uma ampla gama de propriedades fisicas e dpticas. Muitos
plasticos sdo selaveis termicamente; e podem ser integrados em processos de produgéo
onde a embalagem é confeccionada, preenchida com o produto e lacrada, na mesma linha
de processo (MARSH; BUGUSU, 2007).

O material plastico Polietileno Tereftalato (PET) é formado quando o acido
tereftalico reage com etilenoglicol, sendo capaz de fornecer uma boa barreira a gases
(oxigénio e didxido de carbono) e a umidade. Também tem boa resisténcia ao calor, aos
Oleos minerais, solventes e acidos, mas nao as bases. Consequentemente, o PET esta se
tornando o material de embalagem escolhido para muitos produtos alimenticios,
particularmente bebidas e aguas minerais (MARSH; BUGUSU, 2007).

Em termos de reciclagem, tanto o vidro quando o PET s&o vantajosos, por
serem 100% reciclaveis. Se considerarmos somente o indice de reciclagem, segundo dados
de 2009 do relatério de Indicadores de Desenvolvimento Sustentavel (IDS) do IBGE (Instituto

Brasileiro de Geografia e Estatistica) (IBGE, 2012), o campeé&o absoluto da reciclagem no
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Brasil € o aluminio com 98,2%. Em seguida, vém as embalagens PET com 58,9%, e as de
vidro (47%).

A principal fungéo dos sistemas de embalagens para alimentos probi6ticos
€ manter um numero adequado de micro-organimos vivos ao longo da vida util do produto,
de modo que os probidticos possam exercer a atividade bioldgica no organismo do
hospedeiro. Adicionalmente, a embalagem deve manter as caracteristicas dos probidticos de
resistrem a passagem pelo sistema digestivo, e a habilidade de desenvolvimento no
organismo do hospedeiro, quando 0 mecanismo de agéo dos probidticos estiver associado a
essas condigoes (FARIA; WALTER; CRUZ, 2011). No caso de produtos prebidticos, um teor
minimo do componente funcional (3 g para alimentos solidos e 1,5 g para alimentos liquidos
na porgao diaria) ao longo da vida util do produto deve ser mantido (ANVISA, 2008a).

As cepas probidticas utilizadas em alimentos sdo geralmente aerdbicas ou
microaerdfilas e, portanto, o nivel de oxigénio no produto ou o que permeia a embalagem
durante a estocagem deve ser o menor possivel, a fim de evitar a toxicidade e morte do
micro-organismo, com consequente perda de sua funcionalidade (CRUZ; FARIA; VAN
DENDER, 2007). Isso decorre do fato de que os probidticos sdo desprovidos da cadeia
transportadora de elétrons e/ou da enzima catalase, portanto, sdo incapazes de transformar
0 oxigénio a perdxido de hidrogénio e/ou promover a quebra do ultimo. Consequentemente,
ocorre acumulo de derivados metabolicos toxicos, tais como o anion superoxido (O2'), radical
hidroxido (OH), e peroxido de hidrogénio (H202) na célula, causando a sua morte (BOZA-
MENDEZ; LOPEZ-CALVO; CORTES-MUNOZ, 2012; TALWALKAR; KAILASAPATHY,
2004). No geral, micro-organismos pertencentes a géneros estritamente anaerdbicos, como
Bifidobacterium, sdo mais sensiveis ao oxigénio do que os do género Lactobacillus,
contudo, a sensibilidade € dependente exclusivamente da cepa selecionada (TALWALKAR,;
KAILASAPATHY, 2004).

No requisito de barreira ao oxigénio, as embalagens tradicionais de vidro e
metalicas, bem como as estruturas laminadas com aluminio, oferecem o melhor
desempenho protetor. Essas embalagens, quando especificadas e produzidas de forma
adequada, apresentam permeagao gasosa restrita a regido de fechamento. Ja os materiais
plasticos, apresentam permeabilidades caracteristicas e relativas, dependendo da
composi¢ao polimérica e do processo de fabricagdo da embalagem (FARIA; WALTER,;
CRUZ, 2011) (Quadro 3).

Estudos que avaliam embalagens para produtos probidticos séo

geralmente com embalagens ativas e fimes plasticos com alta permeabilidade ao oxigénio
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(MILLER et al., 2002; MILLER et al., 2003; TALWALKAR; KAILASAPATHY, 2004; WANG;
YU; CHOU, 2004) e restritos a produtos lacteos fermentados (JANSON et al., 2002;
JAYAMANNE; ADAMS, 2004; KUDELKA, 2005). Até onde se conhece, nenhum estudo foi
realizado para avaliar embalagens adequadas para o armazenamento de produtos nao

lacteos probidticos.

Quadro 3— Permeabilidade de alguns materiais poliméricos*

Polimero TPO, (cm? TPCO, TPVA (g
mm/m?.dia.atm)® | (em*m2dia.at | mm/midia)®
m)®
Etileno  winil  alcool 08 3.9 1.5
(EVOH)
Policloreto de vinilideno 0.1 49 0,09
(PVDC)
Mailon & 04 114 23
Polietileno  tereftalato 3 472 3
amorfo (PET)
Polietileno (garafa) 1.8 ND 1.5
(PET)
Policloreto  de  vinila 3.5 394 0.8
(PVC)
Polipropilenc (PP) 48 10800 0.09
Polietileno de  Alta 42 11400 0,08
Densidade (PEAD)
Policarbonato 295 21100 10,8
Poliestireno (PS) 172 17700 42
Polietileno de Baixa 184 49200 0,2
Densidade (PEBD)

*TPO, — taxa de permeabilidade ao oxigénio; TPCO, — taxa de permeabilidade ao diéxido de carbono;
e TPVA — taxa de permeabilidade ao vapor de agua; ND- dado nao disponivel

a Hannay (2002) (23°C e 75% UR para oxigénio; 38°C e 95% UR para vapor de agua)

b Brown (1992) (24°C e 75% UR para gas carbénica; 20mm de espessura)
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3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar um suco clarificado de magéa potencialmente
simbidtico por meio da adicdo de Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei como cultura probidtica e oligofrutose como prebidtico e
substituto de agucar. Avaliar o efeito sensorial de substituicdo de agucar

da sucralose.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a influéncia da adigéo de cultura probidtica e/ou oligofrutose
como prebidtico e substituto de acucar nas caracteristicas fisicas,
quimicas e microbiolégicas e na aceitagdo de sucos clarificados de
mag4 durante armazenamento refrigerado (4°C) por 28 dias;

Avaliar o impacto da embalagem (vidro ou plastico) nas caracteristicas
fisicas, quimicas e microbiologicas e na aceitagédo de sucos clarificados
de magé durante armazenamento refrigerado (4°c) por 28 dias;
Descrever as propriedades sensoriais dos sucos por meio de Analise
Descritiva Quantitativa (ADQ), avaliando o efeito da adigao de cultura
probidtica e/ou da oligofrutose ou sucralose como substitutos de agucar;
Medir por teste afetivo a aceitagéo e intengdo de compra dos sucos
formulados;

Avaliar a influéncia dos atributos sensoriais na aceitagdo de sucos

clarificados de maga.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratorios do Departamento de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina, do Departamento

de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Maringa, e do Instituto Federal do

Parana - Campus Ivaipora.
A tese constou de duas partes, conforme segue:

Parte 1 — Efeito do tipo de embalagem e da adicdo de Lactobacillus paracasei ssp.

paracasei e oligofrutose nas caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas e na

aceitabilidade de suco clarificado de maca

Para este estudo, dez formulagdes de sucos clarificados de macga foram

preparadas conforme Figura 7.

Figura 7 — Formulagdes de suco clarificado de maga

[~ Embalagem de vidro » PURO-V
Puro »
Emba!ag_em de » PURO-P
plastico
Com 20g/Lde Embalagem de vidro » SAC-V
SILOLOSE Embalagem de » SAC-P
plastico
.Sum Com 20g/Lde Embalagem de vidro » PRE-V
clarificado de lieof »
e — oligofrutose Embalagem de » PRE-P
plastico
Com 2% de Embalagem de vidro » PRO-V
cultura »
probiotica Embalagem de » PRO-P
plastico
Com20g/Lde Embalagem de vidro SIMB-V
oligofrutose 2 »
2% da cultura Embalagem de
probiotica » plastico » SIMB-P
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Os sucos clarificados de macad foram avaliados quanto as suas
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas e aceitabilidade durante
armazenamento refrigerado (4°C por 28 dias) conforme Figura 8. O efeito do tipo de
embalagem (vidro ou plastico) e da adigdo de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei

e oligofrutose foi avaliado.

Figura 8 — Esquema de avaliacdo dos sucos clarificados de maca

]

Dia 1 » Composicdo quimica
Densidade

pH
Acidez titulavel

Dias 1,7, 14,21 Teor de solidos solGveis totais
e 78 » Conteudo de oligofrutose

de macad CDFI:L*, a* e b*}
— Turbidez
Viabilidade da cultura probictica

Formulactes de
suco clarificado

: Aceitacao
Dia 14 » Intencdo de Compra

Parte 2 — Suco clarificado de maca probiético com oligofrutose ou sucralose

como substitutos de acucar: perfil sensorial e aceitabilidade

Para este estudo, sete formulagdes de sucos clarificados de maca

foram preparadas conforme Figura 9.
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an

Figura 9 — Formulagdes de suco clarificado de mag

—

Puro PUR

Com20g/Lde
sacarose

SAC

Com 20g/Lde

oligofrutose .

Com 2% de
cultura
Suco probidtica
clarificado de
maca Com 20g/Lde
oligofrutose 2
2% da cultura
probidtica

Com 0,03 g/Lde ’ SUC
sucralose

PRO

SIMB

$y $ 3 33

Com 0,03 g/Lde

sucralosee 2%
de cultura SUC-P
probidtica

Os sucos clarificados de maga foram caracterizados sensorialmente (perfil
sensorial e aceitagdo de atributos) apoés 1 a 2 dias de armazenamento refrigerado em
embalagem de vidro. O efeito da adicdo de oligofrutose ou sucralose como substitutos de
acucar e da cultura probidtica Lactobacillus paracasei ssp. paracasei nas caracteristicas
sensoriais dos produtos foi avaliado, assim como foi determinada a influéncia dos atributos

sensoriais na aceitacao dos produtos.

4.1 MATERIAL

Maca Royal Gala (Malus domestica Borkh) (Castel Frutas®); enzima
pectinolitica (Pectinex Ultra Clear, Novozymes®); bentonita sédica natural (Na-35;
Schumacher®); gelatina incolor (Dr. Oetker®); sacarose (Uniao®), oligofrutose (P95, Orafti®),
sucralose (Splenda®) e cultura probidtica Lactobaciilus paracasei ssp. paracasei (LC-01,

Christian Hansen®) foram utilizados no experimento. Foram utilizadas embalagens de vidro
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(Farma®) ou plastico (Polietileno Tereftalato - PET; Drex®) com capacidade para 50mL. A
embalagem de plastico apresentava 0,5 mm de espessura, permeabilidade ao vapor de
agua de 1,59 de agua mm/m?dia (a 38°C e 90% de umidade relativa) e permeabilidade ao
oxigénio de 1,8 cm?mm/m?.dia.atm (a 24°C e 75% de umidade relativa) (HANNAY, 2002).

42  METODOS
4.2.1 Obtencao da Cultura Probidtica Ativada

Para a ativagao da cultura probidtica liofilizada utilizou-se o método descrito
por Ding e Shah (2008), com modificagbes. Uma al¢ada da cultura foi inoculada em 5mL de
caldo MRS (Himedia®) e incubada a 37°C por 15h. Decorrido este tempo, 1% (v/v) foi
novamente inoculado em 10mL de caldo MRS e incubado a 37°C por 15h (pré-indculo). Para
a obtencao da biomassa, 1% (v/v) do pré-indculo foi transferido para 300mL de caldo MRS e
re-incubado nas mesmas condigdes. A biomassa foi separada por centrifugacdo em
centrifuga refrigerada (Eppendorf®, modelo 5804R) a 14000g (10.000 rpm) por 10 min a 4°C
e lavada trés vezes com solucéo salina 0,85% (p/v) estéril (NaCl Dinamica®) para a remogao
do MRS residual. Apéds, se ressuspendeu a biomassa em 50mL de solu¢do salina 0,85%

(p/v) estéril, obtendo-se assim a cultura probidtica ativada.
4.2.2 Preparacao dos Sucos de Maca

Macas Gala foram lavadas em agua corrente, sanitizadas (6mL/L de
desinfetante para hortifruticolas Pury Vitta®, 0,96% p/p cloro ativo) e trituradas em
processador de frutas (Walita®). Os sucos brutos foram submetidos a tratamento enzimatico
(Pectinex Ultra Clear 0,03 mL/L), sendo mantidos em banho maria por 1 hora a 50°C e
posteriormente filtrados a vacuo em funil de Buchner (papel de filtro Qualy®, 809/m2; 205um;
25cm de didametro). A clarificagdo dos sucos foi completada por meio de tratamento com
bentonita ativada com 24 horas de antecedéncia (0,45 g/L) e gelatina (0,05 g/L) a 50°C por 1
hora seguido de filtragdo a vacuo em funil de Buchner (BURDURLU; KARADENIZ, 2003).

Os sucos clarificados foram, entdo, adicionados de sacarose (20 g/L),
oligofrutose (20 g/L), ou sucralose (0,03 g/L). A concentracdo de oligofrutose adicionada se
baseou na regulamentacgéao brasileira a fim de utilizar a alegagéo de propriedade funcional da

oligofrutose (prebidtico) (ANVISA, 2008a); e na ingestao minima diaria sugerida para frutanos
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a fim de obter efeitos benéficos & saide (KEENAN et al., 2011; RO3LE et al., 2010). A
sacarose foi adicionada nos teores sugeridos para suco de maga por Bleibaum et al. (2002) e
Ellendersen et al. (2012). A quantidade de sucralose foi determinada por meio da
recomendagéao do fabricante para o produto (poder adogante: 600 vezes maior do que o da
sacarose), em estudos disponiveis na literatura (MARCELLINI, CHAINHO; BOLINI, 2005;
CADENA; BOLINI, 2012; MARCHI et al., 2012) e por testes sensoriais (Testes Triangulares)
preliminares (resultados ndo apresentados), respeitando os limites maximos estabelecidos
por legislacdo (ANVISA, 2008b) e objetivando intensidade de dogura semelhante a do
produto adogado com sacarose.

Todas as formulagdes foram acondicionadas em frascos de vidro ou
plastico com capacidade para 50mL (Parte 1), ou apenas em frascos de vidro (Parte 2);
pasteurizadas a 80°C por 20 minutos em banho maria e resfriadas em banho de gelo até
37°C. As formulagdes com culturas probidticas foram adicionadas de 2% (v/v) da cultura
probidtica ativada, o que correspondia a 10" células vidveis por litro de suco. Os sucos de

maga foram, ent&o, armazenados a 4°C por 28 dias (Parte 1) ou 2 dias (Parte 2).
4.2.3 Avaliagdes Fisico-Quimicas

As determinagdes de umidade, proteina, lipidios e cinzas foram realizadas
de acordo com a AOAC (2004) e o teor de carboidratos totais foi obtido por diferenga. A
densidade dos sucos clarificados de maga foi medida utilizando um picnédmetro (25mL,
Prolab®).

A concentracdo de oligofrutose foi determinada utilizando o kit enzimatico
Fructan HK (Megazyme International Irdanda®). Inicialmente, a sacarose e o0s
maltooligossacarideos, quando presentes na amostra, sao hidrolisados a frutose e glicose
usando uma enzima especifica sucrase/maltase. Apds o ajuste de pH, as amostras sao
analisadas quanto a glicose + frutose (A) ou tratadas com frutanase purificada (a qual
hidrolisa frutanos a frutose e glicose) e entdo analisadas quanto a frutose + glicose (B). O
conteudo de frutanos corresponde a diferenga entre B e A (MEGAZYME, 2014).

Determinou-se o pH dos sucos em potenciometro digital (Tecnal®)
previamente calibrado com tampdes fosfato (Synth®) pH 4,0 e 7,0. A acidez fitulavel,
expressa em porcentagem de acido malico, foi medida segundo a AOAC (2004). O teor de
SST foi obtido utilizando-se refratdmetro do tipo ABBE e os resultados foram expressos em

°Brix.
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Para avaliagcdo da cor utilizou-se colorimetro (Minolta®, modelo CR400)
com adaptador para liquidos, o qual forneceu diretamente os parametros L* (luminosidade),
a* (componente vermelho-verde) e b* (componente amarelo-azul). A turbidez foi medida
utilizando espectrofotometro UVA/IS a 600nm (SHAH et al., 2010).

424 Avaliagdes Microbiologicas

Um mililitro de cada formulacao de suco clarificado de maca foi diluido em 9
mL de agua peptonada 0,1% (p/v) (Oxoid®) esterilizada e agitado uniformemente com um
agitador. As diluigbes seriadas foram realizadas e o0 numero de microorganismos viaveis da
cultura probidtica enumerado usando a técnica de pour plate. A contagem de Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei foi feita em agar MRS (Difco®) e incubagdo anaerdbica
(Anaerobac, Probac®) a 37°C por 72 horas (THARMARAJ; SHAH, 2003). Aerdbios
mesofilos, coliformes totais e termotolerantes, Salmonella sp. e bolores e leveduras foram

enumerados de acordo com Brasil (2003).

425 Avaliacao Sensorial

A Andlise Descritiva Quantitativa (ADQ) e o teste de aceitacdo foram
conduzidos ap6s aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
da Universidade Estadual de Londrina (Parecer CEP/UEL n° 063/2011; CAAE n°
0044.0.268.000-11, anexo 1). O questionario de recrutamento dos julgadores e o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para os testes da ADQ e de aceitagdo estao

apresentados nos anexos 2, 3,4 e 5.

4251 Condicbes de teste

Os testes sensoriais foram realizados em Laboratério de Analise Sensorial,
cujas instalagbes incluem cabines individuais, controle de iluminagdo, e temperatura
ambiente. Para avaliagao foi utilizada luz branca e 30 mL das formulagbes foram servidos em
copos de plastico (50mL), codificados com numeros de trés digitos aleatdrios,
aproximadamente & temperatura de 4°C. Agua potavel & temperatura ambiente e biscoitos
cream cracker sem sal foram disponibilizados para a limpeza da boca antes e entre as

avaliagoes das formulagdes.
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4252 Andlise descritiva quantitativa (ADQ) dos sucos clarificados de maga

4.2.5.2.1 Pré-selecdo dos julgadores

Foram selecionados vinte e seis individuos dentre estudantes e
funcionarios do Instituto Federal do Parana - Campus Ivaipora (lvaipora, Parana, Brasil). No
recrutamento foi solicitado o preenchimento de um questionario para a obtencéo de
informagdes sobre os julgadores quanto ao interesse, disponibilidade de tempo para a
realizagdo dos testes, afinidade com o produto a ser avaliado e facilidade de expressao
(Anexo 2).

Inicialmente, os julgadores foram submetidos a testes de reconhecimento
de odores e gostos basicos (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1999). A capacidade dos
voluntarios em reconhecer os gostos basicos foi avaliada por meio do teste proposto por Caul
(1957) apud Penna (1980) onde cada individuo avaliou o gosto de uma série de solugdes
aquosas contendo sacarose (0,4 e 0,8%), acido citrico (0,03 e 0,04%), cloreto de saodio (0,08
e 0,15%) e cafeina (0,02 e 0,03%). As amostras de cada solugédo foram apresentadas em
ordem aleatéria aos candidatos em copos plasticos codificados com trés digitos aleatdrios.
Individuos que n&o conseguiram identificar pelo menos uma das solugées referentes a cada
gosto basico foram eliminados da equipe sensorial a ser formada. A ficha utilizada se

encontra na Figura 10.
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Figura 10 — Ficha para teste de reconhecimento de gostos basicos

TESTE DE RECONHECIMENTO DE GOSTOS BASICOS
Nome: Data:
Por favor, prove cada solucdo duas vezes e descreva a qualidade do gosto (doce,

acido, salgado ou amargo)
Enxague a boca entre uma amostra e outra

N da amostra Doce Acido Salgado Amargo

A capacidade dos individuos em reconhecer os odores foi avaliada
em teste sensorial onde foi solicitado a cada voluntario que descrevesse a qualidade
do odor de uma série de 20 substancias aromaticas diferentes encontradas no
cotidiano: café, chocolate, vinagre de macga, limdo, extrato de tomate, erva doce,
canela, cravo da india, orégano, alho, queijo mucarela, leite, gengibre, cebola,
mostarda, salsa, vinho tinto, suco de laranja, pimenta do reino e maca. As amostras
foram colocadas sobre algod&o; contido no fundo de frascos de Erlenmeyer;
recobertos com papel aluminio, codificados e tampados com papel aluminio
perfurado.

A porcentagem de acerto para cada aroma especifico foi calculada
por meio de contagem de pontos (3 pontos: termo correto; 2 pontos: termo descritivo
ou associativo; 1 ponto: termo errado; 0 : sem resposta). Individuos que néo
atingiram o minimo de 70% de acerto foram excluidos da equipe sensorial a ser
formada (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1999). A ficha utilizada se encontra na
Figura 11.
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Figura 11 — Ficha para teste de reconhecimento de odores basicos

TESTE DE RECONHECIMENTO DE ODORES BASICOS

MNome: Data:

Os frascos cobertos contém substincias odoriferas que se  encontram
normalmente em casa ou no local de trabalho. Aproxime o frasco de seu nariz, tire
a tampa, aspire brevemente 3 vezes e tente identificar o odor. Se ndo Ihe vier &
meméria o nome exato da substancia, tente descobrir alguma coisa com o qual
vocé associe esse odor.

N® da amostra Odor

A partir dos resultados dos testes de reconhecimento dos odores e

gostos basicos, foram selecionados 23 candidatos.

4.2.5.2.2 Desenvolvimento da terminologia descritiva

O desenvolvimento da terminologia descritiva pelos julgadores
selecionados foi realizado utilizando-se o Método de Rede (MOSKOWITZ, 1983;
ELLENDERSEN et al., 2012), onde oito sucos foram apresentados aos pares aos
julgadores (PUR x PRE; PUR x SIMB; PUR x SAC; e PUR x SUC) e os mesmos
foram solicitados a descrever as semelhancas e diferengas entre as formulacdes de
cada par em relagdo a aparéncia, aroma, sabor e textura. Apenas um par de

formulagdes foi analisado por sessédo. A ficha utilizada se encontra na Figura 12.
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FICHA PARA LEVANTAMENTO DE TERMINOLOGIA DESCRITIVA (METODO DE REDE)

Por favor, prove as duas amostras quanto a aparéncia, aroma, sabor e textura e indique em
que elas sdo semelhantes e em que sdo diferentes.

Amostras: =

Aparéncia:

Aroma:

Sabaor:

Textura:

Apods o término das sessdes, uma discussao em grupo foi conduzida

sob a supervisdo de um lider, com o objetivo de identificar os termos ou atributos

mais citados; agrupar termos descritivos semelhantes e gerar amostras de

referéncia. Foram gerados os seguintes termos descritores: cor, turbidez, presenga

de particulas e corpo para aparéncia; aroma de maca e aroma doce para 0 aroma,;

sabor de macéa, gosto doce, gosto acido e gosto residual para o sabor; e corpo para

a textura.

As definigbes para cada descritor (atributo) e as referéncias para os

pontos extremos da escala, para cada atributo, foram consensualmente

estabelecidas pelos julgadores e encontram-se na Tabela 1.



Tabela 1 — Atributos, definicbes e amostras de referéncia desenvolvidos pela equipe

sensorial para formulagcdes de suco clarificado de maca

Atributo Definigao Amostra de referéncia
Aparéncia
Cor Intensidade da cor Fraca: Suco clarificado de
amarela com tendéncia maca Gala  (100%)
ao laranja adicionado de 2% de leite
em po desnatado
(Molico®)
Forte: Suco de maga
comercial (Welch®)
Turbidez Falta de transparéncia do Ausente: Suco clarificado

Presenca de particulas

produto

Auséncia de particulas de
triturada
visualmente identificaveis

maca

de maca Gala (100%)
Intensa: Suco clarificado
de macd Gala (100%)
adicionado de 20% de
cloreto de sodio

Ausente: Suco clarificado
de maca Gala (100%)
sem particulas visiveis

Muita: Suco clarificado de
Gala (100%) com
particulas (0,5mm)
triturada

maca
cinco
de maca
depositadas



Corpo

Aroma
Macd

Doce

Sabor
Maca

Gosto Doce

Facilidade de manipular o
SUCO No Copo

Aroma caracteristico da
fruta maca

Aroma caracteristico de
Suco adocado e
pasteurizado

Sabor caracteristico de

maca

(Gosto doce caracteristico
da presenca de acucares

Pouco: Suco clarficado
de maca Gala (100%)
Muito: Néctar de goiaba
Del Valle®

Ausente: Agua
Intenso: Suco clarificado
de maca Gala (100%)

Fraco: Suco clarificado de
maca Gala (100%)

Intenso: Suco clarificado
de macd Gala (100%)
adicionado de 10% aclcar
refinado Unido® (antes da

pasteurizacao)

Ausente: Agua
Intenso: Suco clarificado
de macd Gala (100%)

Fraco: Suco clarificado de
maca Gala (100%)
Intenso: Suco clarificado
de macda Gala (100%)
adicionado de 4% de
acucar refinado Unido®
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Gosto Acido Percepcao do gosto acido Fraco: Suco darificado de
na lingua macad Gala (90%)
Intenso: Suco clarificado
de maca Gala (100%)
adicionado de  acido
malico (pH 3.5)

Gosto Residual Gosto residual amargo Ausente: Agua
Intenso: Suco clarificado
de maca Gala (100%)
adicionado de 3% de
adocante Magro
(Lightsweet®)

Textura

Corpo Sensacdo de cobertura Pouco: Suco clarificado

na boca de maca Gala (100%)

Muito: Néctar de goiaba
Del Valle®

Sessdes suplementares de avaliacdo das formulacbes, das
referéncias sugeridas e de discussao em grupo foram realizadas a fim de alcancar
um consenso de termos descritivos (atributos) entre os julgadores da equipe
sensorial, homogeneizar a técnica de avaliagéo, e definir a ficha de avaliagdo das
formulacgdes.

A ficha de avaliagao foi preparada em consenso e era composta de
escalas nao estruturadas de 9 cm, com termos de intensidade ancorados a 0 ou 0,5
cm do extremo esquerdo e 0,5 cm do extremo direito, onde o extremo esquerdo
representava a auséncia ou a menor intensidade, e o extremo direito a maior
intensidade do atributo. A ficha descritiva consensualmente desenvolvida encontra-

se na Figura 13.
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Figura 13 — Ficha utilizada para avaliagdo dos atributos levantados na Analise
Descritiva Quantitativa de formulag¢des de suco clarificado de maca

Nome:

APARENCIA
Cor

Turbidez

Presenca de particulas |

Corpo

SABOR

Mags

Gosto Doce

Gosto Acido

Gosto Residual

TEXTURA

Cormpo

AMALISE DESCRITIVA QUANTITATIVA DE SUCO DE HA*;.E

fraca fore
| |
ausents intenza
|
ausents muita
| |
[ [
pouco muito
| ]
ausente intenso
| |
[ [
fraco intenso
| |
ausents intenso
] ]
fraco intenso
I ]
fraco intenso
| i
ausents intenso
| |
[ [
pouco muite
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4.2.5.2.3 Treinamento dos julgadores

Os julgadores foram treinados para identificar e quantificar os atributos
usando as amostras de referéncia (Tabela 1). Os materiais de referéncia e a definicdo de
cada termo descritivo foram colocados a disposicao dos julgadores em cada sessao. O
treinamento foi encerrado quando os julgadores demonstraram nao terem dificuldade em

avaliar as formulagdes utilizando a ficha de avaliagao.

4.2.5.2.4 Selecéo final dos julgadores

Apos 10 sessbes de treinamento com duragdo de 40 minutos, o
desempenho de cada julgador foi avaliado. Quatro formula¢des (PUR, SAC, SIMB e SUC-P)
foram testadas usando delineamento de blocos completos casualizados contendo trés
repeticbes (sessdes), onde as quatro formulagdes foram apresentadas simultaneamente em
cada sessdo. A intensidade dos atributos foi determinada usando a ficha de avaliagcao
desenvolvida.

Foi executada andlise de variancia para os resultados de cada julgador,
para cada atributo, tendo como fonte de variagdo: formulagbes e repetigbes. Foram
computados para cada julgador os niveis de significancia (p) dos valores de Fromuiagses €
Frepetices: OS julgadores que apresentaram poder discriminativo (p de Frormulagses < 0,5);
reprodutibilidade nos julgamentos (p de Frepeticses = 0,05) e consenso com os demais
membros do grupo foram selecionados (ELLENDERSEN et al., 2012; PIMENTEL; CRUZ;
PRUDENCIO, 2013). A concordancia dos julgadores com a equipe foi verificada através da
comparagao das médias individuais com a média da equipe sensorial.

Dezoito julgadores treinados (9 mulheres e 9 homens) participaram da
equipe final. Todos tinham entre 15 e 25 anos de idade, estavam cursando o ensino médio e
gostavam de suco de maga, com consumo de ocasional a frequente, ou seja, de algumas
vezes a0 més a algumas vezes ao dia. A maioria (>75%) costumava consumir produtos

probidticos (leites fermentados e iogurtes); com fibras; e de baixo teor de agucar.

42525 Avaliacao das formulacdes

A andlise descritiva das 7 formula¢des pelos julgadores treinados foi

realizada em triplicata utilizando um delineamento de blocos incompletos casualizados
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(descrito no item 5.4), onde cada julgador avaliou, de forma monadica, trés formulagdes em
cada sessao, perfazendo 7 sessdes de avaliagdo. As sessdes foram realizadas em dois dias
consecutivos (4 sessdes no primeiro dia e 3 sessdes no segundo dia de armazenamento dos

sucos), com intervalo de pelo menos 1 hora entre as mesmas.

4253 Teste de aceitagao

Os consumidores foram recrutados por contato pessoal a partir de sua
disponibilidade de participar do teste e por serem consumidores de sucos de fruta,
preferencialmente de maca.

Na Parte 1, o teste de aceitagéo de atributos (cor, aroma, sabor e global),
utilizando escala hedonica de 9 pontos (1 = desgostei muitissimo; 9 = gostei muitissimo); e o
teste de intengao de compra, utilizando escala de 5 pontos (1 = certamente ndo compraria; 5
= certamente compraria) (STONE; SIDEL, 2004) foram realizados por uma equipe de 80
julgadores nZo treinados no 14° dia de armazenamento dos produtos. Os julgadores
avaliaram as dez formulacdes em duas sessdes de avaliagdo, onde, em cada sessao, cinco
formulagbes selecionadas aleatoriamente foram apresentadas de forma monadica e em
ordem aleatorizada.

Na Parte 2, a aceitagdo (aparéncia, aroma, sabor, textura e impresséo
geral) das formulagdes de sucos clarificados de maca foi avaliada por 86 consumidores
potenciais dos produtos, por meio de escala heddnica de 9 pontos (9 = gostei muitissimo; 1 =
desgostei muitissimo) (AGUIAR et al., 2012; SYMONEAUX; GALMARINI; MEHINAGIC,
2012); e a intengdo de compra foi avaliada por meio de escala de 5 pontos (5 = certamente
compraria; 1 = certamente ndo compraria). A avaliagéo foi realizada em duas sessdes, com
quatro formulagbes na primeira sessdo e trés formulagbes na segunda, no primeiro e
segundo dias de armazenamento dos sucos. A selecao das formulagdes para cada sessao
foi realizada de forma aleatédria e as formulagdes avaliadas uma de cada vez.

Na tabela 2 esta apresentado o perfil dos consumidores recrutados nos

dois experimentos de aceitagdo (Partes 1 e 2 da Tese).



Tabela 2 — Perfil dos consumidores

Perfil

Experimento 1

Experimento 2

Sexo

ldade

Escolaridade

Frequéncia de suco de macad

Frequéncia de consumo

produtos com fibras

Frequéncia de
produtos probidticos

consumo

Frequéncia de
produtos com  baixo teor

aclcar

Consumo

de

de

de
de

68% do sexo feminino e

32% do sexo masculing

ET% com 15-25 anos; 26%
com 25-35 anos; 11% com
35-50 anos; 6% com mais
de 50 anos

1% ensino basico completo;
54% médio
completo; 45% pelo menos

ensino

graduacio

4% frequentemente; 27%
moderadamente; 9%

ocasionalmente; 10% nunca

42% frequentemente; 29%
moderadameante; 21%

ocasionalmente; 8% nunca

25% frequentemente; 39%
moderadamente; 25%

ocasionalmente; 11% nunca

17% frequentemente; 19%
moderadameante; 35%

ocasionalmente; 29% nunca

51% do sexo feminino e 49%

do sexo masculing

66% com 15-25 anos; 22%
com 25-35 anos; 9% com 35-
50 anos; 3% com mais de 50
anos

42% ensino basico completo
(cursando
35% ensino médio complato;

ensino  medio);
23% pelo menos graduacio
34%

44%

ocasionalmente; 17% nunca

5% frequentements;
moderadaments;

% frequentemente; 31%

moderadaments; 29%

ocasionalmente; 6% nunca

32% frequentemente; 43%

23%

ocasionalmente; 2% nunca

moderadaments;

13% frequentemente; 29%
36%

ocasionalmente; 22% nunca

moderadaments;

A ficha de avaliagao se encontra na Figura 14.
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Figura 14 — Ficha para teste afetivo de formulagdes de suco clarificado de macga

Mome:

Vocé esta recebendo uma amostra de suco de maca. Por favor, avalie a amostra
codificada e use a escala abaixo para indicar o quanto vocé gostou ou desgostou dela e
a sua intencao de compra.

AMOSTRA

9- gostel muitissimo 5- Certamente compraria

8- gostel muito 4 — Provavelmente compraria

7- gostel moderadamente 3- Talvez comprasse, talvez ndo comprasse
6- gostel ligeiramente 2 — Provavelmente ndo compraria

5- nem gostei nem desgostei 1 — Certamente ndo compraria

4- desgostei ligeiramente

3- desgostel moderadamente
2- desgostei muito

1- desgostei muitissimo

Aparéncia

Aroma

Sabor

Textura

Geral

Inteng 3o de compra

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

Na Parte 1, o experimento de caracterizag¢ao fisico-quimica e microbioldgica
dos sucos seguiu o delineamento inteiramente casualizado e foi repetido duas vezes. Todas
as medidas foram feitas em triplicada em cada dia do estudo e repeticdo do experimento. A
composi¢do quimica e a densidade foram medidas somente no tempo 1 do experimento.
Para as caracteristicas avaliadas durante o armazenamento refrigerado (a cada sete dias)
(pH, acidez titulavel, teor de solidos soluveis totais (SST), conteudo de oligofrutose, cor (L*, a*
e b*), turbidez e viabilidade da cultura probidtica), utilizou-se o esquema de tratamentos de
parcelas subdivididas, onde o tratamento principal foi a formulagdo e o secundario o tempo

de armazenamento. Para a aceitabilidade e intencdo de compra o delineamento foi blocos
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completos casualizados, onde os tratamentos foram as formulagdes e os blocos os
julgadores.

Os dados de cada experimento foram submetidos a Analise de Variancia
(ANOVA) e teste de comparacao de médias de Tukey (p < 0,05).

Na Parte 2, o experimento da ADQ seguiu delineamento de blocos
incompletos, onde t (n° de tratamentos) = 7; k (n° de tratamento por sess&o) = 3; r (n° de
repeticdes) = 3; b (n° de sessdes) = 7; A (n° de vezes que 2 tratamentos aparecem juntos em
um mesmo bloco) = 1; E = 0,78, Tipo V. Os dados foram submetidos a ANOVA de dois
fatores (formulacbes e julgadores) com interacdo. Quando a interacdo formulagéo x
julgadores foi significativa, o valor de Fformulagao foi recalculado, considerando o quadrado
meédio da interagdo como denominador (BAYARRI et al., 2011). As diferengas entre as
formulagdes foram determinadas pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Para a aceitagdo, o
delineamento foi blocos completos casualizados, onde os tratamentos foram as formulagdes
e o0s blocos os julgadores. Os dados foram submetidos a ANOVA de dois fatores
(formulagdes e julgadores), teste F e teste de Tukey de comparagao das meédias (p < 0,05).

A Andlise de Componentes Principais (ACP) foi realizada sobre os dados
médios de cada atributo levantado no teste descritivo (ADQ). A regressao por minimos
quadrados parciais (PLS) foi utilizada para correlacionar os dados da equipe treinada com os
dados de aceitagdo. Os valores de impresséo geral da aceitagdo foram considerados como
variavel dependente (matriz-Y) enquanto as intensidades médias dos atributos da ADQ
foram consideradas as variaveis independentes (matriz-X) (CADENA et al., 2013). Um Mapa
de Preferéncia Externo (PREFMAP) foi conduzido realizando a ACP dos dados da ADQ e
entao, relacionando cada um dos consumidores ao espaco da ACP por analise de regresséo
(BONANY et al., 2014). Analise Hierarquica de Agrupamento (AHA) foi realizada a fim de
determinar grupos de consumidores com preferéncias semelhantes, considerando as
distancias Euclidianas (dissimilaridade) e o método de aglomeracao de Ward (BONANY et
al., 2014).

As andlises estatisticas foram conduzidas nos softwares SAS (versdo 9.1.3;
SAS Institute Inc., Cary, NC) e XLSTAT para Windows (versao 2012; Addinsoft, Nova lorque,
NY).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram redigidos na forma de dois artigos cientificos, conforme

segue:

ARTIGO CIENTIFICO 1: Efeito do tipo de embalagem e da adicdo de Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei e oligofrutose nas caracteristicas fisico-quimicas e

microbioldgicas e na aceitabilidade de suco clarificado de maca

ARTIGO CIENTIFICO 2: Suco clarificado de maca probiético com oligofrutose ou sucralose

como substitutos de agucar: perfil sensorial e aceitabilidade

51 ARTIGO CIENTIFICO 1

Efeito do tipo de embalagem e da adicdo de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei
e oligofrutose nas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas e na aceitabilidade

de suco clarificado de maca

Resumo: Este estudo objetivou avaliar o efeito do tipo de embalagem (vidro ou plastico) e da
adicdo de cultura probidtica Lactobacillus paracasei ssp. paracasei e/ou oligofrutose
(prebidtico e substituto de agucar) nas caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas e na
aceitabilidade de suco clarificado de maga durante armazenamento refrigerado (4°C por 28
dias). Sucos adicionados de cultura probidtica apresentaram composicdo quimica,
densidade, aceitabilidade e intencdo de compra semelhantes aos produtos sem adicao; mas
maior acidez, turbidez e cor vermelha. A adicao de oligofrutose n&o alterou as caracteristicas
fisico-quimicas, aceitabilidade, intencdo de compra e estabilidade ao armazenamento dos
produtos; e exerceu efeito protetor as culturas probiodticas, aumentando sua sobrevivéncia
durante a estocagem. A oligofrutose foi estavel ao armazenamento em suco de maca e
poderia ser utilizada como substituto de agucar, sendo que sua adigéo resulta em produtos
com caracteristicas fisico-quimicas e de aceitabilidade semelhantes aos produtos
adicionados de sacarose. Sucos de magd armazenados em embalagem de vidro
apresentaram maior viabilidade da cultura probidtica do que os armazenados em embalagem
de plastico (PET), ndo havendo efeito da embalagem nas caracteristicas fisico-quimicas e na
aceitabilidade dos produtos. E possivel desenvolver sucos de maga simbidticos adicionados
de oligofrutose, um prebidtico, e culturas probidticas, onde a oligofrutose ajude na
manutencao da viabilidade e estabilidade dos probidticos nos produtos.

Palavras-chave: suco de fruta. Prebiodtico. Probidtico. Malus domestica Borkh.
Embalagem
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1 INTRODUCAO

Probidticos sdo micro-organismos vivos que conferem efeito benéfico ao
individuo quando administrados em quantidades adequadas (FAO/WHO, 2002). A cultura
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei (L. casei-01) tem apresentado beneficios a
saude, tais como: atividade antimicrobiana em infecgdes gastrointestinais (THARMARAJ;
SHAH, 2009); propriedades antimutagénicas, anticarcinogénicas e antioxidantes (KIM et al.,
2005; LIU et al., 2011); e estimulag&o do sistema imune (MIRZAEI et al., 2008).

As culturas probidticas geralmente sdo adicionadas a produtos lacteos,
visto que ndo ha necessidade de grandes mudangas nos processos de fabricagdo ou na
tecnologia envolvida; e os consumidores estdo acostumados com a presenga de micro-
organismos neste tipo de produto (BOZA-MENDEZ; LOPEZ-CALVO; CORTES-MUNOZ,
2012). No entanto, outras matrizes alimentares precisam ser avaliadas como carreadoras de
bioculturas, a fim de propiciar ao mercado outras opcdes, especialmente aos consumidores
gue nao apreciam ou hdo podem consumir derivados do leite, como os intolerantes a lactose,
alérgicos as proteinas do leite, hipercolesterolémicos ou vegetarianos estritos (RIVERA-
ESPINOZA; GALLARDO-NAVARRO, 2010).

Sucos de fruta podem representar um meio alternativo de veicular culturas
probidticas e ingredientes prebidticos aos consumidores, uma vez que sdo considerados
produtos saudaveis (MARHAMATIZADEH et al., 2012) e sdo consumidos regularmente,
sendo este um fator essencial para que os probidticos exercam suas fungbes (SHEEHAN,;
ROSS; FITZGERALD, 2007). Além disso, sao ricos em agucares, minerais e vitaminas, que
poderiam ser utilizados pelos probidticos (DING; SHAH, 2008); e ndo contém culturas
iniciadoras, as quais competiriam com as culturas probidticas por nutrientes (SOHAIL et al.,
2012).

No entanto, a adicao de probidticos em sucos € mais complexa do que em
produtos lacteos, uma vez que os sucos apresentam quantidades insuficientes de peptideos
e aminoacidos livres, necessarios no metabolismo das culturas; e as cepas sdo geralmente
sensiveis as condigbes mais acidas (SHEEHAN; ROSS; FITZGERALD, 2007) e a presenga
de corantes, saborizantes e conservantes (SHAH et al., 2010) nestes produtos; além de
poderem alterar suas caracteristicas sensoriais (GRANATO et al., 2010).

Prebidticos, como as oligofrutoses, sdo componentes alimentares n&o
viaveis que conferem efeitos benéficos a saude do hospedeiro associados a modulagao de

sua microbiota (FAO/AGNS, 2007). Nos alimentos, as oligofrutoses teriam capacidade de
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aumentar a viabilidade de culturas probidticas durante o processamento e armazenamento
dos produtos, possivelmente por serem substratos disponiveis para o metabolismo desses
micro-organismos (DONKOR et al., 2007) e, portanto, poderiam aumentar a estabilidade dos
probidticos em sucos de fruta durante a estocagem. Além disso, apresentam gosto doce
similar ao da sacarose, podendo ser utilizadas como substitutos de agucar (RENUKA et al.,
2009; YOUSAF et al., 2010). No entanto, a dogura na forma pura é de 30 a 60% quando
comparada & da sacarose (APOLINARIO et al., 2014; FRANCK, 2002; MUSSATO;
MANCILHA, 2007).

A embalagem dos alimentos tem grande influéncia sobre a viabilidade de
culturas probidticas, visto que esses micro-organismos sdo geralmente anaerdbios ou
microaerdfilos e, portanto, a exposicdo ao oxigénio pode ser letal (TALWALKAR,;
KAILASAPAHY, 2004). A utilizagédo de embalagens de vidro favorece a sobrevivéncia das
culturas probidticas devido a sua baixa permeabilidade ao oxigénio, no entanto, os altos
custos do vidro e os perigos inerentes a sua utilizagdo tornam o seu uso bastante restrito,
sendo as embalagens de plastico preferidas pelos fabricantes de alimentos (CRUZ; FARIA,
VAN DENDER, 2007).

Em bebidas ndo lacteas, probidticos e prebidticos tém sido geralmente
empregados em sucos fermentados (ELLENDERSEN et al., 2012; GODERSKA,;
CZARNECKA; CZARNECKI, 2007; MARHAMATIZADEH et al., 2012; NAZZARO et al.,
2008; YOON; WOODAMS; HANG, 2005), devido a maior adaptacdo e aumento de
viabilidade do micro-organismo probidtico no meio acido durante o processo fermentativo. No
entanto, a fermentacdo altera a textura, aroma, e sabor dos produtos, sendo que sucos
fermentados nem sempre s&o aceitos sensorialmente pelos consumidores (GRANATO et al.,
2010).

Poucos estudos avalaram o efeito da adicdo de probidticos
(CHAMPAGNE; RAYMOND; GAGNON, 2008; DING; SHAH, 2008; RODRIGUES et al.,
2012; SAARELA et al., 2006; SHEEHAN; ROSS; FITZGERALD, 2007; SOHAIL et al., 2012)
ou prebidticos (RENUKA et al., 2009; SANTOS et al., 2008; YOUSAF et al., 2010) a sucos
nado fermentados, sendo que nenhum deles estudou o efeito do tipo de embalagem e a
influéncia da adicdo de oligofrutose como substituto de agucar e protetor de culturas
probidticas. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do tipo de embalagem
(plastico ou vidro) e da adicdo de cultura probidtica (Lactobacillus paracasei ssp.

paracasei) e/ou oligofrutose (prebidtico e substituto de agucar) nas caracteristicas fisico-
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quimicas e microbiolégicas e na aceitabilidade de sucos clarificados de maga durante

armazenamento refrigerado (4°C por 28 dias).
2 MATERIAL E METODOS
21  MATERAL

Maca Royal Gala (Malus domestica Borkh) (Castel Frutas®); enzima
pectinolitica (Pectinex Ultra Clear, Novozymes®); bentonita sédica natural (Na-35;
Schumacher®); gelatina incolor (Dr. Oetker®); sacarose (Uniao®), oligofrutose (P95, Orafti®,
DP médio 5) e cultura probiotica Lactobaciilus paracasei ssp. paracasei (LC-01, Christian
Hansen®) foram utilizados no experimento. Foram utilizadas embalagens de vidro (Farma®)
ou plastico (Polietileno Tereftalato - PET; Drex®) com capacidade para 50mL. A embalagem
de plastico apresentava 0,5 mm de espessura, permeabilidade ao vapor de agua de 1,59 de
agua mm/m?.dia (a 38°C e 90% de umidade relativa) e permeabilidade ao oxigénio de 1,8
cm’mm/mZ.dia.atm (a 24°C e 75% de umidade relativa) (HANNAY, 2002).

22  MEeTODOS
2.2.1 Obtencao da Cultura Probidtica Ativada

Para a ativagao da cultura probidtica liofilizada utilizou-se o método descrito
por Ding e Shah (2008), com modificagbes propostas por Pimentel, Prudencio e Rodrigues
(2011). Uma algada da cultura foi inoculada em 5mL de caldo MRS (Himedia®) e incubada a
37°C por 15h. Decorrido este tempo, 1% (v/v) foi novamente inoculado em 10mL de caldo
MRS e incubado a 37°C por 15h (préinéculo). Para a obtengao da biomassa, 1% (v/v) do pré-
inéculo foi transferido para 300mL de caldo MRS e incubado nas mesmas condigdes. A
biomassa foi separada por centrifugagdo em centrifuga refrigerada (Eppendorf®, modelo
5804R) a 14000g (10.000 rpm) por 10 min a 4°C e lavada trés vezes com solugao salina
0,85% (p/v) estéril (NaCl Dinamica®) para a remogdo do MRS residual. Apéds, se
ressuspendeu a biomassa em 50mL de solugao salina 0,85% (p/v) estéril, obtendo-se assim

a cultura probidtica ativada.
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2.2.2 Formulagdes

Dez formulagdes de sucos clarificados de maca foram preparadas: PURO-
V (suco puro em embalagem de vidro); SAC-V (com sacarose em embalagem de vidro);
PRE-V (prebidtica - com oligofrutose em embalagem de vidro); PRO-V (probidtica - com
cultura probidtica em embalagem de vidro); SIMB-V (simbidtica -com oligofrutose e cultura
probidtica em embalagem de vidro); PURO-P (suco puro em embalagem de plastico); SAC-P
(com sacarose em embalagem de plastico); PRE-P (prebidtica - com oligofrutose em
embalagem de plastico); PRO-P (probidtica - com cultura probiética em embalagem de
plastico); e SIMB-P (simbidtica - com oligofrutose e cultura probidtica em embalagem de

plastico).
2.2.3 Preparagao dos Sucos de Macga

Macas Gala de um mesmo fornecedor (Castel Frutas®) foram lavadas em
agua corrente, sanitizadas (6mL/L de desinfetante para hortifruticolas Pury Vitta®, 0,96% p/p
cloro ativo) e ftrituradas em processador de frutas (Walita®). Os sucos brutos foram
submetidos a tratamento enzimatico (Pectinex Ultra Clear 0,03 mL/L), sendo mantidos em
banho maria por 1 hora a 50°C e posteriormente filtrados a vacuo em funil de Buchner (papel
de filtro Qualy®, 80g/m? 205um; 25cm de didmetro). A clarificagéio dos sucos foi completada
por meio de tratamento com bentonita ativada com 24 horas de antecedéncia (0,45 g/L) e
gelatina (0,05 g/L) a 50°C por 1 hora seguido de filtragdo a vacuo em funil de Buchner
(BURDURLU; KARADENIZ, 2003).

Os sucos clarificados foram, entdo, adicionados de sacarose (20 g/L)
(Formulagdes SAC-V e SAC-P) e oligofrutose (20 g/L) (Formulagdes PRE-V; PRE-P; SIMB-V
e SIMB-P). A concentracdo de oligofrutose adicionada se baseou na regulamentacéo
brasileira a fim de utilizar a alegagdo de propriedade funcional da oligofrutose (prebiotico)
(ANVISA, 2008); e na ingestdo minima diaria sugerida para frutanos a fim de obter efeitos
benéficos & saude (KEENAN et al., 2011; RO(3LE et al., 2010). A sacarose foi adicionada
nos teores sugeridos para suco de macga (BLEIBAUM et al., 2002; ELLENDERSEN et al.,
2012).

Todas as formulagbes foram acondicionadas em frascos de vidro ou
plastico, pasteurizadas a 80°C por 20 minutos em banho maria e resfriadas em banho de
gelo até 37°C. As formulagdes com culturas probidticas (PRO-V; PRO-P; SIMB-V e SIMB-P)
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foram adicionadas de 2% (v/v) da cultura probidtica ativada, o que correspondia a 10"
células viaveis por litro de suco. Os sucos de magé foram, entdo, armazenados a 4°C por 28

dias.

2.24 Avaliagbes Fisico-Quimicas

As determinagdes de umidade, proteina, lipidios e cinzas foram realizadas
de acordo com a AOAC (2004) e o teor de carboidratos totais foi obtido por diferenga. A
concentragdo de oligofrutose foi determinada utilizando o kit enzimatico Fructan HK
(Megazyme International Ilanda®) (MEGAZYME, 2014). A densidade dos sucos clarificados
de maca foi medida utilizando um picnémetro (25mL, Prolab®).

Determinou-se o pH dos sucos em potencidmetro digital (Tecnal®)
previamente calibrado com tampdes fosfato (Synth®) pH 4,0 e 7,0. A acidez titulavel,
expressa em porcentagem de acido malico, foi medida segundo a AOAC (2004). O teor de
SST foi obtido utilizando-se refratdmetro do tipo ABBE e os resultados foram expressos em
°Brix.

Para avaliagdo da cor utilizou-se colorimetro (Minolta®, modelo CR400)
com adaptador para liquidos, o qual forneceu diretamente os parametros L* (luminosidade),
a* (componente vermelho-verde) e b* (componente amarelo-azul). A turbidez foi medida
utilizando espectrofotdmetro UV/VIS a 600nm (SHAH et al., 2010).

2.2.5 Avaliagdes Microbiologicas

Um mililitro de cada formulacao de suco clarificado de maca foi diluido em 9
mL de agua peptonada 0,1% (p/v) (Oxoid®) esterilizada e agitado uniformemente com um
agitador. As diluigbes seriadas foram realizadas e o0 nimero de microorganismos viaveis da
cultura probidtica enumerado usando a técnica de pour plate. A contagem de Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei foi feita em agar MRS (Difco®) e incubagdo anaerdbica
(Anaerobac, Probac®) a 37°C por 72 horas (THARMARAJ; SHAH, 2003). Aerdbios
mesofilos, coliformes totais e termotolerantes, Salmonella sp. e bolores e leveduras foram

enumerados de acordo com Brasil (2003).
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2.2.6 Avaliagdo Sensorial

O teste de aceitacdo de atributos (cor, aroma, sabor e global), utilizando
escala hedodnica de 9 pontos (1 = desgostei muitissimo; 9 = gostei muitissimo); e o teste de
intencdo de compra, utilizando escala de 5 pontos (1=certamente ndo compraria;
5=certamente compraria) (STONE; SIDEL, 2004) foram realizados por uma equipe de 80
julgadores nZo treinados no 14° dia de armazenamento dos produtos. Os julgadores
avaliaram as dez formulacdes em duas sessdes de avaliagdo, onde, em cada sessao, cinco
formulagdes selecionadas de forma aleatdria e codificadas, foram avaliadas a temperatura de
4°C, uma de cada vez, em ordem aleatorizada. Os testes foram conduzidos em cabines
individuais com lampadas fluorescentes. Agua potavel & temperatura ambiente e biscoitos
cream cracker foram disponibilizados para a limpeza da boca antes e entre as avaliagbes

das formulagoes.

2.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O experimento fisico-quimico e microbiolégico seguiu o delineamento
inteiramente casualizado e foi repetido duas vezes. A composicao quimica e a densidade dos
sucos foram determinadas em triplicata em cada repeticdo do experimento no primeiro dia de
armazenamento. O pH, acidez titulavel, teor de sdlidos soluveis totais (SST), conteudo de
oligofrutose, cor (L*, a* e b*), turbidez e viabilidade da cultura probidtica foram avaliados em
triplicata em cada repeticdo do experimento, a cada sete dias, por um periodo de 28 dias; por
meio de esquema de tratamentos de parcelas subdivididas, onde o tratamento principal foi a
formulagéo e o secundario o tempo de armazenamento. Para a aceitabilidade e intencao de
compra o delineamento experimental foi blocos completos casualizados, onde os
tratamentos foram as formulagdes e os blocos os julgadores.

Os dados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e teste de
comparagao de médias de Tukey (p < 0,05). As analises estatisticas foram realizadas usando

0 programa Statistical Analysis System (SAS) 9.1.3.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CoMPOSICAO QUIMICA E DENSIDADE

Na Tabela 1 estdo apresentadas a composi¢do quimica e a densidade das
formulagdes de suco clarificado de maga. A composigado quimica (g/100mL) se encontrou
nas seguintes faixas: umidade (85,53-87,60); proteinas (0,038-0,042); cinzas (0,206-0,212),
lipidios (0,128-0,149) e carboidratos (12,03-14,02); sendo consistente com as apresentadas
por Alvarez et al. (2000) e USDA (2008). As densidades situaram-se entre 1,054 e 1,060
g/mL e estao de acordo com as relatadas por Rizzon, Bernardi e Miele (2005) e Markowski
et. (2009) para sucos de maga.

A adicdo do probidtico Lactobacillus paracasei ssp. paracasei
(Formulagdes PRO-V e PRO-P) nao alterou (p > 0,05) a composi¢éo quimica e a densidade
dos sucos clarificados de maca (PURO-V e PURO-P). Krasaekoopt, Pianjareolap e
Kittisuriyanot (2007) também n&o observaram efeito da adi¢cdo de Lactobacillus casei 01 e
Lactobacillus acidophilus TISTR 450 na composicdo quimica de sucos de uva, abacaxi,
maga, tangerina e laranja vermelha. Efeito n&o significativo (p > 0,05) na composigao quimica
e densidade também foi observado para o tipo de embalagem (vidro ou plastico),

corroborando estudo anterior com iogurtes (DAVE; SHAH, 1997).
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Tabela 1 —Composicao quimica e densidade dos sucos clarificados de mac¢a*

Parametros

Formulagdes™

PURO-V  SACV PRE-V PRO-V SIVB-V PUROP  SAC-P PRE-P PRO-P SIMB-P

Umidade (g/100mL)
Proteinas (g/100mL)
Lipidios (g/100mL)
Cinzas (g/100mL)

874940777 85534109 85584086° 8757+087° 8557:004° 874640007 85574105 8561+122° B760+1,00° 8559+0,88°
0,039:0,008* 0,039:0,004° 0,0380,002° 0,042:0,004° 0,0410,003° 0,038:0,003° 0,038:0,002° 0,038:0,002° 0,0410,002° 0,042:0,002°
0,149:00F 0,129:001° 0133002 0,129:0027 01430027 0,136:002° 0134001 0,128:001° 0,128:002 0,133£0,03
02124007 02074005 0210:006° 0206:006° 0208:008° 0209003 0210:008° 0208:005° 02074006 0210£0,05°

Carboidratos (g/100mL) 12,1140,71° 14,09¢1,06" 14,0410,85° 12,04:0,84° 1404:096° 12174091° 14,05¢108° 14024120° 12,03:098° 14,0340,86°

Densidade (g/mL)

1,054+0,003° 1,06040,001° 1,06040,001* 1,05420,002° 1,060+0,001* 1,05440,002° 1,059+0,002° 1,060+0,003° 1,05440,001° 1,060+0,002°

*Médias + desvio padrdo na mesma linha acompanhadas de letras distintas indicam diferengas a p < 0,05 (n=6).
**Formulagdes: PURO-V (puro+vidro); SAC-V  (sacarose+vidro); PRE-V  (oligofrutose+vidro); PRO-V  (probiético+vidro); SIMB-V

(oligofrutose+probidtico+vidro); PURO-P (normal+plastico); SAC-P (sacarose+plastico); PRE-P (oligofrutose+plastico); PRO-P (probiotico+plastico); SIMB-P
(oligofrutose+probidtico+plastico)
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Sucos clarificados de maca adicionados de sacarose (Formulagdes SAC-V
e SAC-P) ou de oligofrutose (Formulagbes PRE-V, SIMB-V, PRE-P e SIMB-P)
apresentaram menores valores de umidade e maiores valores de carboidratos e densidade
(p <0,05) (PURO-V e PURO-P). As oligofrutoses s&o oligossacarideos soluveis e a sacarose
€ um dissacarideo, sendo que a adi¢ao a alimentos ocasiona aumento no teor final de solidos
totais e nos carboidratos (ABREU et al., 2011), os quais estao diretamente relacionados com
a densidade (RIZZON; BERNARDI; MiELE, 2005).

3.2  Avaliagdes Fisico-Quimicas

O pH, acidez titulavel e SST dos sucos clarificados de maca estao
apresentados na Tabela 2. O pH e a acidez titulavel dos produtos durante o periodo de
estocagem néo foram alterados pela adicao de oligofrutose (p > 0,05), pois os resultados
desses parametros foram similares nas formulagdes com oligofrutose (PRE-V e PRE-P) e
sem adicao desse ingrediente (PURO-V e PURO-P); mas ocorreu aumento do teor de SST
(p < 0,05); de forma semelhante as formulagbes adicionadas de sacarose (SAC-V e SAC-P).
O aumento no teor de SST estaria relacionado a presenca de mono e dissacarideos na
composicao da oligofrutose e pela sacarose ser um dissacarideo. Efeito ndo significativo (p >
0,05) no pH, acidez titulavel e SST também foi observado para o tipo de embalagem (vidro
ou plastico), corroborando estudo anterior com iogurtes (DAVE; SHAH, 1997).

Sucos clarificados de macgéa puros (PURO-V e PURO-P); com oligofrutose
(PRE-V e PRE-P) ou com sacarose (SAC-V e SAC-P) nao apresentaram alteragdes (p >
0,05) nas caracteristicas fisico-quimicas (pH, acidez titulavel e SST) durante os 28 dias de
armazenamento. A estabilidade dos parametros fisico-quimicos poderia estar relacionada ao
tratamento de pasteurizagdo aos quais os sucos foram submetidos (RENUKA et al., 2009),
destruindo 0s micro-organismos que poderiam consumir os nutrientes do suco,
principalmente agucares redutores simples, resultando em diminuigdes nos teores de sodlidos
soluveis e aumento da acidez dos produtos (YOUSAF et al., 2010). Estabilidade quanto as
caracteristicas fisico-quimicas de sucos durante o armazenamento € desejavel, pois confirma
que os produtos continuam semelhantes aqueles recém-fabricados, mesmo apos algumas
semanas de armazenamento (PIMENTEL; PRUDENCIO; RODRIGUES, 2011).



Tabela 2 — Parametros fisico-quimicos (pH, acidez titulavel e SST) dos sucos clarificados de maga*
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Parimeatms Tempo de Estocagem Formulacies "
fdlias) PURD-V SAC-V PRE-W PRO-V SME-Y PURQ-P SACP PURO-P PRE-P PRO-P SMNE-P
pH 1 385 0,02®  3Ad:00™ 3ESe002Y  3E3002  3S3e00® 3800 3B4aD00*  3ES:0OP g 0™ 38003 g 0™
7 3002 3342003 338002 3ER00 AER O™ 3ER00EY™ 3ES0OPM 3ES:0OE™  3Ade 0™ 33ZeQm™ RO
14 344 007 38d:0™ 388003 3EM0E" 3810 30" 3ES:003Y 3Ad:0@r™  3Ade0me™  3ameam™® Atz 0™®
ey 344007 38500 3ES002™ 350002 3800 3ES007 3FS007Y  3A4e002* 350 380=00™ 3800
3842 0,02  38se00™ 354003 3700 37oeoe™ 358:000™  3Bd:D02™ 3Bda0@rt g O™ 3TRe0m® 7o Om™
Aclder i 1 0237+ 0,003 0236+ 0,002"° 02362 0,007% 0,236 0,002 023720002 023620007 0236:0007° 0236 000" 0236:0002% 0230400007 023%: 00m™
[Feacido malkco) 7 0237+ 0,002 0,236 0,002*° 02362 0,002% 0,238:0,002°° 0,240e 0,002™ 0,236:0,002% 0,236:0,002% 0,236:0,002% 0236:0002% 024120002 02412 0002™
14 0235: 0,004" 0237+ 00002"° 0237 0,002 0,241 0,002™ 02432 0002™ 0,236 0.007*° 0237+ 0,002 0.236:0002" 0236: 000" 0,243 0,002 D243: 0oo2™®
3| 0237+ 0,003 0237:0003" 0237 0,002 0,245 0,002*" 02442 0002"™ 0,236 0007 0235+ 0,007 0.236:0002% 023720000 02442 0,002** 02442 000"
s 0235 000" 0237200002 0237 0,002 0,247=0,002* 02462 0002"" 0,237:0007*° 02360002 0257:000% 02372 0002% 024520002 0246 000E™
Saldos sokivels tolals 1 1270 07 14,332 091" 1433 080" {258 000%° 147 104" 1283:050% 14330 000%  1283:000" 1433007 1258:092%°  14.47: 100
[PBirtx} 7 1250+ 0BT 14,382 08B%  14,33: 083" 1246:057 130620470 1270:078% 14382079 1279:0768% 1433 DAFF 12462 087 14,042 D750
14 1280: 0,67 14,332091% 14362 086" 1233=0°0™™ 13832032 1270057 1433050 1279057 1429 0A7"  1233:092*™  13B3: poect
3| 1254: OFTR 14172 1,00% 14172 1,01%  1213:0,06™ 136720320  {25B:000% 1421+ 1,05 1258:080% 14211105 1208:022%  13£3: 088
i 12712097 1475101 421097 12042057 13542087 12712105 1425100 1271108 14130968 120:0 7™ 13542087

*Médias + desvio padrdo na mesma linha acompanhadas de letras minusculas distintas
clarificado de maga para o mesmo dia de estocagem. Médias = desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras maiusculas distintas indicam
diferengas a p < 0,05 para cada formulagao afetada pelo tempo de armazenamento (n=6).
**Formulagdes: PURO-V  (puro+vidro);
(oligofrutose+probidtico+vidro); PURO-P (puro+plastico); SAC-P (sacarose+plastico); PRE-P (oligofrutose+plastico); PRO-P (probiético+plastico); SIMB-P

(oligofrutose+probidtico+plastico)

SAC-V

(sacarose+vidro);

PRE-V

indicam diferencas a p < 0,05 entre as formulagbes de suco

(oligofrutose+vidro);

PRO-V

(probidtico+vidro);

SIMB-V
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A adi¢do da cultura probidtica (Formulagdes PRO-V, SIMB-V, PRO-P e
SIMB-P) ocasionou ligeiro aumento da acidez titulavel e redugdes do pH e do teor de SST no
sucos clarificados de magad (PURO-V e PURO-P) (p < 0,05) durante o armazenamento
refrigerado. Os micro-organimos probidticos podem ter metabolizado os agucares simples
presentes no suco e/ou a oligofrutose e, como consequéncia, houve producao de pequenas
quantidades de acidos organicos (RODRIGUES et al., 2012; SHAH et al., 2010; SOHAIL et
al., 2012). A acidificacdo dos sucos também poderia estar relacionada a liberagéo de
enzimas a partir de bactérias mortas e a hidrolise de agucares dos sucos (DING; SHAH,
2008). De fato, o Lactobacillus paracasei é conhecido por sua capacidade de produzir
acido latico a partir de fontes de carbono (RODRIGUES et al., 2012).

Os acidos organicos contribuem para o sabor e palatabilidade de sucos de
fruta, sendo que a maior acidez dos produtos probidticos poderia protegé-los do
desenvolvimento de micro-organismos, aumentando sua vida util; desde que n&o influenciem
as caracteristicas sensoriais ou tecnolégicas dos produtos. Os valores de pH (3,79-3,85);
acidez titulavel (0,236-0,246 % acido malico) e SST (12,58-14,38°Brix) s&o tipicos para sucos
de macd e similares aos reportados por outros autores (EISELE; DRAKE, 2005;
ELLENDERSEN et al., 2012).

O conteudo de oligofrutose nas formulagdes de suco de macga esta
apresentado na Figura 1. A concentracdo apés 1 dia de armazenamento foi 1,901,91
g/100mL para todas as formulagbes adicionadas de oligofrutose (PRE-V, SIMB-V, PRE-P e
SIMB-P), menor do que o nivel adicionado originalmente (2 g/100mL). Isto pode estar
relacionado com o fato de que a oligofrutose ja tem 5 a 6 % de agucares livres (frutose,
glicose e sacarose) em sua formulagdo (BLECKER et al., 2002; RO(3LE et al., 2010).

Durante o periodo de armazenamento, o teor de oligofrutose foi reduzido
em 8% nas formulagdes prebidticas (PRE-V e PRE-P) e 11% nas formulagdes simbidticas
(SIMB-V e SIMB-P), indicando que o prebidtico sofreu decomposigéo no baixo pH (Tabela 2),
e provavelmente foi utilizado pela cultura probidtica no seu metabolismo. De fato, em
ambientes acidos, a oligofrutose pode ser hidrolisada, 0 que resulta na perda de
propriedades nutricionais, fisico-quimicas e funcionais (COURTIN et al., 2009). No entanto, a
hidrélise é limitada a menos de 10% se os produtos apresentarem mais do que 70% de
umidade, forem estocados a temperaturas inferiores a 10°C ou tiverem tempo de vida util,
como os sucos clarificados de maca (FRANCK, 2002). Algumas culturas probidticas, como

Lactobacillus paracasei ssp . paracasei, tém a capacidade de utilizar frutanos tipo inulina
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como substratos para o metabolismo, aumentando a sua sobrevivéncia durante o
armazenamento dos produtos (DONKOR et al. , 2007) .

Figura 1 — Conteudo de oligofrutose (g/100mL) nas formulag¢des de suco clarificado de macga
(PRE-V, SIMB-V, PRE-P e SIMB-P) durante armazenamento refrigerado (4°C)*
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*As barras de erro representam o desvio padrdo (n = 6). Formulagdes: PRE-V (prebidtica + vidro);
SIMB-V (probidtico + prebiotico + vidro); PRE-P (prebidtico + plastico); e SIMB-P (probidtico +
prebidtico + plastico). 1, 7, 14, 21 e 28 = tempo de armazenamento (dias)

No 28° dia de armazenamento, as formula¢des apresentaram 1,68-1,76 g
de oligofrutose /100mL ou 3,36-3,52 g/ 200mL (porgao diaria). A ingestdo minima diaria
sugerida para frutanos a fim de obter efeitos benéficos a saude é de 3 a 8 g de oligofrutose /
porcdo do produto (KEENAN et al., 2011; RO(3LE et al., 2010). Com base nessa diretriz e na
regulamentagéo brasileira (1,5 g / porgao diaria) (ANVISA, 2008), todos os sucos de maga
adicionados de oligofrutose e armazenados sob refrigeragao por 28 dias do presente estudo
podem ser considerados prebidticos, para uma por¢ao de 200 mL.

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados para os parametros de cor
(L*, a* e b*) e turbidez das formulagdes de suco.

Nao houve influéncia (p > 0,05) da adigao de oligofrutose (PRE-V e PRE-P)
na luminosidade (L*), cor amarela (b*) e turbidez dos sucos de maga (PURO-V e PURO-P),
enquanto um aumento na cor vermelha (a*) foi notado apenas nas embalagens de plastico,

considerando os produtos ao final do periodo de armazenamento (28 dias). Comportamento
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semelhante (p > 0,05) foi observado para as formulagdes adicionadas de sacarose (SAC-V e
SAC-P). Sabe-se que a estabilidade da cor e da turbidez € uma caracteristica importante
para a aceitagédo dos produtos pelos consumidores, ja que a cor € um dos atributos primarios
de qualidade (RENUKA et al., 2009) e a turbidez € um problema em sucos clarificados
(YOUSAF et al., 2010).

Sucos adicionados de culturas probidticas (PRO-V; SIMB-V; PRO-P e
SIMB-P) apresentaram coloragdo mais vermelha e escura; e maior turbidez do que os
produtos sem adicdo (PURO-V e PURO-P) (p < 0,05), pois menores valores de L* e b* e
maiores valores de a* e turbidez foram encontrados. As alteracdes de cor e a turbidez foram
ocasionadas pela adicdo do indculo na forma de solugdo salina ao suco clarificado. O
probiotico possivelmente estava suspenso na solu¢do, na forma de particulas, as quais eram
muito pequenas para sedimentarem, mas grandes o suficiente para refratarem a luz.

Durante o armazenamento, as alteragcbes de cor e a turbidez
proporcionadas pela adicdo da cultura probidtica foram intensificadas, mas com os produtos
probidticos (PRO-V e PROV-P) apresentando maior turbidez (p < 0,05) do que os simbidticos
(SIMB-V e SIMB-P). O aumento da turbidez e a intensificacdo da cor vermelha
provavelmente se devem ao acumulo de células bacterianas lisadas ou mortas (SHAH et al.,
2010). A diferenga de turbidez entre as formulagdes probidticas e simbidticas € um indicativo
de que as primeiras apresentavam menor sobrevivéncia da cultura probidtica, e, portanto,

maior quantidade de células lisadas/mortas e maior turbidez.



Tabela3—

Parametros de cor (L*, a* e b*) e turbidez dos sucos clarificados de maga*
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Parfmetros Tempo de Estocagem

Formulaphes*™

{dias) PURD-V SAC-V FPRE-\ PRIO-V SINB-V PURD-P SAC-P FRE-P PRIO-F SINE-P
L® 1 48.11£120"° 40062071 4856+ 058™" 4536+ 167" 4670:033Y 4858:0,05™° 4042:044™ 4025:050™  4700:080"  47.55: 043"
7 42111175 40,24:102% 4015138 44.70:1,18™ 46.20:0,60°%° 4018:061%  4083x021% 4074:1.15"  4518: 0375 450580035
14 4701+ 163 4807+ 061 4707+ 1,54% 4372+ 1,045 4506+ 0,88%° 48172 1.41%° 4880+ 1,00%* 4852+ 115" 4554+ 0,85° 4820+ 0,30°¢
21 4780+ 156" 40162035  40.02+043 4394+ 176" 4556: 057 4540135 48808:061™ 4003:0558 4580 070%  4632:029%
28 48 50+ 1,00°%* 40,23+ 065% 4857+ 165%° 4388+ 1,70% 45,13:0,84% 48162 1,80 4883+ 1,00 4861£1,18° 4541+ 044% 4524+ 0,70°¢
a" 1 345:0,14% 365045 355020  358:033°" 210:012*  342:0,10% 3624045 350013 347£0,10%  3,18:0,12°
7 3530225 3E0+0,14 340+040%  3ES+000™ 35320215 333:031%° 3732006 33047 a7ee030™Y  3s0epa40t
14 340+ 0,25 3564+ 0,25% 340+ 016%F 3804017 371201859 33420334 FE120,10%° 3504 034% 3 74£034%Y 3624035
21 350024 35010™ 3512017 3085000 2762042 333:034% 2852020 350:0Y 37E:035"" 363038
28 366:0,14%  383020" 360094 4002012 305022 3372011 370:028" 3842032 3012043 3ET2008%
b* 1 12,02+ 1,05 14.25: 111" 1380 1.11%* 1205:0.60% 13.20: 0,90 1308: 081%™ 1467:1,04% 1400:008%* 1327:070F" 14,02+ 0,08
ri 1422+ 08175 14,84+ 1,10°5%° 14,03 107%™ 1207+ 0,845 13572 1,077 1442+ 0,24%85 148300779 141320035 13812083% 1448 12000
14 14114043 14 80 0,659 14,73+ 042595 13,28+ 0,62% 13,562 0027 14362 0,777 1452+ 1,367 1308:003Cc 1383 0505 1436+ 1,10F%
| 14,73 117588 15234 { 54%ab 14,51+ 0,0B%F*° 1388+ 1,20 14,20+ 1,685 14504 1 17580 14 85+ 1 60055 14,204 1 B4°E%9 14 134 10149 1482 1 F3°0
28 14,80+ 067" 1503+1.33™ 1480+ 063" 14.10:0.54™ 14432078 1470:055™ 1508+1.23% 1477088 1451 £047™° 1501 +0,04™
Turbidez 1 0,12+0,01%  011x001*  011x001* 032005 031:003%  0.12+001% 0.11£0,01% 011£0,01*  034:004™  031x004%
a F00nm 7 012:0,01% 011£0,01%  011+001* 040+006% 028:00E5  013:001™ 0126001 011001 041:005"  02oe0pgtEe
14 otz002™  0moe001™  010:001™ 042:006™ 0238006 0112001 onz001™  011x001™  040:005" 038005
| 0,12+0,00%  0,11x0,01*  010&001* 042+007 0380065 0112000 0.11£0,01% 010£0,00*  041£0068% 0,38 003"
28 012:0,01% 011£0,01% 01000% 044+007%° 0412005% 012001 0112000% 011001 043:007" 040+ 005"

*Médias + desvio padrdao na mesma linha acompanhadas de letras mindsculas distintas indicam diferencas a p < 0,05 entre as formulagcbes de suco
clarificado de maga para o mesmo dia de estocagem. Médias + desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras maiusculas distintas indicam
diferengas a p < 0,05 para cada formulagao afetada pelo tempo de armazenamento (n=6).

**Formulagdes: PURO-V  (puro+vidro); SAC-V  (sacarose+vidro); PRE-V  (oligofrutose+vidro); PRO-V  (probiético+vidro); SIMB-V
(oligofrutose+probidtico+vidro); PURO-P (puro+plastico); SAC-P (sacarose+plastico); PRE-P (oligofrutose+plastico); PRO-P (probiético+plastico); SIMB-P
(oligofrutose+probidtico+plastico).

L* variando de 0 (preto) a 100 (branco); a* variando do vermelho (+a*) ao verde (-a*) e b* variando do amarelo (+b*) ao azul (-b*)
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Todas as formulagbes de sucos clarificados de maga apresentaram
aumento (p < 0,05) do parametro b* de cor durante o periodo de armazenamento; indicando
que os produtos se tornaram mais amarelados. A intensificacdo da cor pode ter sido
ocasionada por rea¢des oxidativas e ndo oxidativas de polifenois, resultando em produtos de
condensacao coloridos; e em menor extensao, pela Reacao de Maillard ou de formacao de
melanoidinas, que envolve agucares e aminoacidos ou outros compostos aminados
(TAJCHAKAVIT et al., 2001). Instabilidade da cor é considerada um problema de qualidade
em sucos de macga, no entanto, s6 se torna importante se influenciar a aceitabilidade dos

produtos pelos consumidores.

3.3  AVALIACOES MICROBIOLOGICAS

As contagens microbianas durante 0 armazenamento dos sucos
clarificados de maca foram inferiores a 10 UFC/mL para mesdfilos aerdbicos; 10 UFC/mL
para bolores e leveduras e 3 NMP/mL para coliformes totais e termotolerantes; além de
auséncia de Salmonella sp. em 25mL de produto. Esses resultados atestam a adequacao
das operacoes de pré-processamento, a eficacia do tratamento térmico e a sanidade e
estabilidade dos sucos clarificados de macga durante o armazenamento refrigerado, sem a
necessidade de utilizacdo de conservantes.

A sobrevivéncia da cultura probidtica nas formulagbes de suco de maca
esta apresentada na Figura 2. No primeiro dia de armazenamento, as formulagées PRO-V;
SIMB-V; PRO-P e SIMB-P apresentaram contagens semelhantes (p > 0,05) de
Lactobaciilus paracasei ssp paracasei, indicando que a cultura probidtica estava presente
na mesma quantidade em todas as formulagdes.

Houve uma rapida perda de viabilidade do probidtico (p < 0,05) durante o
armazenamento dos sucos clarificados de maga (PRO-V; SIMB-V; PRO-P e SIMB-P), o que
poderia estar relacionado a acidez; a presenca de oxigénio no meio; ou ao baixo teor de
compostos nitrogenados. As culturas probioticas sao neutrdfilas, com pH 6timo entre 5e 9, e
inibicdo de crescimento em pHs inferiores a 4,5. Quando as células estdo presentes em
ambientes com baixo pH, ha um aumento da energia requerida para a manutengdo do pH
intracelular, e, como resultado, falta ATP para outras fungdes cruciais, ocasionando a morte
celular (NUALKAEKUL; SALMERON; CHARAMPOPOULOQOS, 2011).

Probidticos sédo geralmente anaerdbicos ou microaerdfilos e, portanto, por

serem desprovidos da cadeia transportadora de elétrons e/ou da enzima catalase, a
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presencga de oxigénio pode ocasionar formagao e acumulo de metabdlitos toxicos na célula e
resultar na morte celular por dano oxidativo (BOZA-MENDEZ; LOPEZ-CALVO; CORTES-
MUNOZ, 2012; TALWALKAR; KAILASAPATHY, 2004). A continua exposicdo ao oxigénio
sob condigbes acidas durante a estocagem dos produtos € a maior responsavel pela
reducdo nas contagens dos probiodticos (SHEEHAN; ROSS; FITZGERALD, 2007).

Figura 2 — Viabilidade (log UFC/mL) de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei nas
formulagdes de sucos clarificados de maga (PRO-V, SIMB-V, PRO-P e SIMB-P)
durante armazenamento refrigerado (4°C)*
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*As barras de erro representam o desvio padrao (n=6). Formulagdes: PRO-V (probiético+vidro);
SIMB-V (probidtico+prebidtico+vidro); PRO-P (probidtico+plastico); SIMB-V
(probidtico+prebidtico+plastico). 1, 7, 14, 21 e 28 = tempo de armazenamento (dias)

A quantidade de proteina contida nos alimentos é um fator que influencia a
sobrevivéncia de culturas probidticas, sendo sugeridas concentragdes minimas de 0,3%
(NUALKAEKUL; SALMERON; CHARALAMPOPOULOS, 2011). De fato, o Lactobacillus
paracasei tem necessidade especifica por compostos nitrogenados (RODRIGUES et al.,
2012). Agentes clarificantes sdo comumente utilizados na estabilizagdo de sucos clarificados
de maca, como a bentonita, por efetiva e indiscriminadamente remover a proteina presente, a
qual influencia a turbidez dos produtos (YOUSAF et al., 2010). Os sucos clarificados
apresentaram quantidades infimas de proteinas (« 0,04%) (Tabela 1), o que pode ter relagéo
com a perda de viabilidade dos probidticos.

E imperativo do ponto de vista de beneficios & satide do consumidor que as

culturas probidticas selecionadas mantenham sua viabilidade e funcionalidade durante o
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periodo de armazenamento dos produtos (SHEEHAN; ROSS; FITZGERALD, 2007).
Consideram-se como valores potencialmente funcionais para probidticos contagens acima
de 10° UFC/mL (DONKOR et al., 2007) ou 10® a 10° UFC na porcdo diaria do produto
(200mL) (ANVISA, 2008), portanto, os sucos poderiam ser considerados probidticos por 14
dias (PRO-P), 21 dias (SIMB-P e PRO-V) e 28 dias (SIMB-V).

As embalagens de vidro foram mais eficientes do que as embalagens de
plastico na manutencdo da viabilidade das culturas probidticas durante o armazenamento
refrigerado, visto que as formulagdes em embalagens de vidro (PRO-V e SIMB-V)
apresentaram maiores contagens (p < 0,05) do que as formulagbes em embalagens de
plastico (PRO-P e SIMB-P). Como nao houve influéncia do tipo de embalagem no pH e na
acidez titulavel dos produtos durante o armazenamento refrigerado (Tabela 2), as variagbes
nas contagens do probidtico entre as formulagbes podem ser relacionadas ao conteudo de
oxigénio dissolvido nos produtos. A permeabilidade ao oxigénio da embalagem é
considerada o fator chave para os altos niveis de oxigénio presentes, sendo que materiais
como polietileno, poliestireno ou PVC sdo permeaveis a gases e permitem a difusdo do
oxigénio nos produtos durante o armazenamento (TALWALKAR; KAILASAPATHY, 2004;
VILLAS BOAS et al., 2012), enquanto o vidro apresenta permeabilidade extremamente baixa
(CRUZ; FARIA; VAN DENDER, 2007).

Portanto, a fim de produzir sucos clarificados de maga com Lactobaciilus
paracasei ssp paracasei como cultura probidtica, a recomendacgéo seria a utilizagdo de
embalagens de vidro, que, embora ndo sejam convenientes e praticas devido ao alto custo e
aos perigos no manuseio (TALWALKAR; KAILAPATHY, 2004), foram mais efetivas na
preservacdo das culturas. As embalagens de plastico, por sua vez, possivelmente nao
apresentaram suficientes propriedades de barreira ao oxigénio e, portanto, foram menos
adequadas. Assim, caso haja opg¢ao por embalagens de plastico, alternativas poderiam ser
estudadas, incluindo a adigdo de compostos que promovam condigdes anaerdbicas no suco,
como o0 acido ascorbico; ou utilizacdo de embalagens ativas contendo absorvedores de
oxigénio; com propriedades de permeabilidade seletiva ou fabricadas com espessura
aumentada (CRUZ; FARIA; VAN DENDER, 2007; SHAH, 2000). Contudo, as
recomendagdes genéricas sobre o melhor tipo de embalagem para probidticos ndo devem
ser simplesmente extrapoladas, perante a diversidade de culturas existentes e das
caracteristicas intrinsecas de cada fruta utilizada na obtengéo do suco.

A adicao de oligofrutose (SIMB-V e SIMB-P) auxiliou na sobrevivéncia das

culturas probidticas (p < 0,05) nos sucos clarificados de magad (PRO-V e PRO-P). As
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oligofrutoses podem exercer efeito protetor sobre culturas probidticas, aumentando sua
sobrevivéncia e atividade durante a estocagem de alimentos (DONKOR et al., 2007;
SAARELA et al., 2006). Este efeito poderia ser atribuido ao fato das oligofrutoses serem
substratos disponiveis para 0 metabolismo das culturas probidticas; servindo como fonte de
carbono para a manutengao da célula e prevenindo injurias causadas pela acidez (Figura 1).
Além disso, a oligofrutose pode ter protegido fisicamente os probidticos de danos causados
pelo ambiente por meio da adesdo das células bacterianas ao oligossacarideo
(NUALKAEKUL; DEEPIKA; CHARAKANPOPOULOQOS, 2012).

34  AVALIACAO SENSORIAL

Os sucos clarificados de maga foram avaliados sensorialmente no 14° dia
de armazenamento, pois todas as formulagdes adicionadas de probidticos (PRO-V; SIMB-V;
PRO-P e SIMB-P) apresentavam contagens suficientes da cultura para serem consideradas
alimentos probidticos (> 10® UFC/mL) (Figura 2).

Na Tabela 4 estdo apresentadas a aceitabilidade e a intencdo de compra
das formulagdes de suco de maga. Os julgadores indicaram que gostaram moderadamente
dos sucos clarificados de maga (valores heddnicos proximos de 7 em escala de 9 pontos) e

gue provavelmente comprariam os produtos (valores préximos de 4 em escala de 5 pontos).



Tabela 4 — Aceitabilidade e intengdo de compra dos sucos clarificados de maga*
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Pardmetros Formulagdes™

PURO-V  SAC-V PRE-Y PRO-V ~ SMB-V  PURO-P SAC-F PRE-P PRO-F  SINB-P
Cor T0£14% 69415 68415 6914 69%14% 67413 6H15 6%15 6H13F 6745
Aroma 6,8£14% 661,71 67+14° 6715 66414 6515 64414 69413  6%13F 66414°
Sabor 70£15%  6,9+16° 10114 70:14% 69415 63+16° 66418 6914 7013  68414°
Global 6,9+14° 69415 69+14% 69413 68+14% 6514 67115 70137 6%12F 68417
Intenc 3o de compra 3,6¢10°  36410° 37409 3709 3609 33107 3117 362107 3609 3509

*Médias + desvio padrdo na mesma linha acompanhadas de letras iguais n&o diferem a p < 0,05.
**Formulagdes: PURO-V (puro+vidro);
(oligofrutose+probidtico+vidro); PURO-P (puro+plastico); SAC-P (sacarose+plastico); PRE-P (oligofrutose+plastico); PRO-P (probiético+plastico); SIMB-P

(oligofrutose+probidtico+plastico).

SAC-V  (sacarose+vidro);

PRE-V

(oligofrutose+vidro);

Valores heddnicos (cor, aroma, sabor e global): 1 — desgostei muitissimo; 9- gostei muitissimo

Intengdo de compra: 1 — certamente ndo compraria; 5- certamente compraria

PRO-V  (probidtico+vidro);

SIMB-V
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A presenga de sacarose (SAC-V e SAC-P), oligofrutose (PRE-V e PRE-P)
ou cultura probidtica (PRO-V e PRO-P) nao interferiu (p > 0,05) na aceitabilidade (cor, aroma,
sabor e global) e na intengdo de compra dos sucos clarificados de maca (PURO-V e PURO-
P), assim como o tipo de embalagem; indicando que, embora essas adigdes tenham alterado
algumas caracteristicas fisico-quimicas dos produtos; ndo afetaram o quanto os
consumidores gostaram dos sucos e o desejo dos mesmos em consumi-los ou compra-los.
Renuka et al. (2009) também ndo detectaram mudangas na aceitabilidade de sucos de fruta
(abacaxi, manga e laranja) adicionados de fruto-oligossacarideos quando comparados aos
produtos controle. Pimentel, Prudencio e Rodrigues (2011) relataram que a adicdo de
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei nao influenciou a aceitabilidade (aparéncia, aroma,
sabor, textura e global) e a intengdo de compra de néctares de péssego.

O metabolismo de culturas probidticas pode resultar na producdo de
componentes que contribuem negativamente no aroma e sabor dos produtos (BOZA-
MENDEZ; LOPEZ-CALVO; CORTES-MUNOZ, 2012). Consequentemente, produtos
adicionados de probidticos podem apresentar menor aceitabilidade quando comparados aos
produtos nao adicionados, devido ao sabor diferenciado, sendo caracterizados como
"acidos", "amargos" ou "adstringentes" (GRANATO et al., 2010). A adicdo de prebidticos,
como as oligofrutoses, tem maior influéncia sobre a textura e o aroma dos produtos, ja que o
ingrediente prebiotico € incorporado na matriz do alimento, conferindo e reforcando ligagdes
existentes entre os componentes (CRUZ et al., 2010). A ndo alteragéo da aceitabilidade dos
produtos com a adicdo de probidticos e/ou prebidticos € importante, pois os consumidores
nao estao interessados em consumir bebidas funcionais se os ingredientes adicionados
ocasionarem aromas e sabores estranhos ou desagradaveis nos produtos, mesmo levando
em consideracao os beneficios a saude (TUORILA; CARDELLO, 2002).

Portanto, € possivel formular sucos de maca probidticos utilizando
oligofrutose como protetor das culturas probidticas e sem alteragcdo da aceitabilidade dos
produtos. As formulagdes contendo oligofrutoses (PRE-V; SIMB-V; PRE-P; SIMB-P)
poderiam ainda exercer efeitos benéficos a saude associados com a ingestéao de prebidticos,
como a inibigdo do crescimento de patdgenos no intestino; aumento na absor¢do de calcio
proveniente da dieta e alivio da constipagdo (CRUZ et al., 2010).

No presente estudo, as formula¢des adicionadas de oligofrutose (PRE-V;
PRE-P); de sacarose (SAC-V e SAC-P) e puras (PURO-V e PURO-P) apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas (pH, acidez titulavel, cor e turbidez) e sensoriais (aceitabilidade

e intencdo de compra) semelhantes (p > 0,05). Dessa forma, a oligofrutose poderia ser
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utilizada como substituto de acucar, sendo que sua adicdo resulta em produtos com
caracteristicas fisico-quimicas e de aceitabilidade semelhantes aos produtos adicionados de
sacarose. A semelhanga fisico-quimica e sensorial dos produtos puros (PURO-V e PURO-P)
e dos adicionados de oligofrutose (PRE-V; PRE-P) possivelmente esteja relacionada ao fato
dos sucos de magad serem naturalmente doces. O principal agucar € a frutose (EISELE;
DRAKE, 2005), que € caracterizada por ser unica dentre os agucares conhecidos,

apresentando maior dogura do que a sacarose (O'DONNEL, 2007).

4 CONCLUSOES

O suco de magd é um meio adequado para a incorporagcao de
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei como probiodtico, sendo obtidos produtos com
aceitabilidade semelhante aos produtos puros, porém, mais acidos, vermelhos e turvos. O
tempo de vida dos sucos com cultura probidtica, baseado na quantidade minima
recomendada de probidticos, seria de 14 a 28 dias em refrigeragdo (4°C), dependendo do
tipo de embalagem e da presenca de oligofrutose. A oligofrutose pode ser utilizada como
prebidtico e protetora de culturas probidticas (Lactobacillus paracasei ssp paracasei) em
sucos de maca, nao tendo influéncia sobre as caracteristicas fisico-quimicas (pH, acidez
titulavel, cor e turbidez), aceitabilidade, inten¢do de compra e estabilidade ao armazenamento
dos produtos. Além disso, pode ser considerada um substituto de agucar, resultando em
produtos com caracteristicas fisico-quimicas e de aceitabilidade semelhantes aos produtos
adicionados de sacarose. A embalagem de vidro foi mais apropriada do que a de plastico na
manutengao da viabilidade da cultura probidtica, ndo havendo efeito da embalagem (vidro ou
plastico) nas caracteristicas fisico-quimicas e na aceitabilidade dos sucos. E possivel
desenvolver sucos de maga simbidticos adicionados de oligofrutose, um prebidtico; e culturas
probidticas; onde a oligofrutose ajude na manutengéo da viabilidade e estabilidade do

probiotico nos produtos.
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52 ARTIGO CIENTIFICO 2

Suco clarificado de maca probidtico com oligofrutose ou sucralose como substitutos

de acucar: perfil sensorial e aceitabilidade

Resumo: Os objetivos do trabalho foram avaliar o efeito da adicdo de oligofrutose ou
sucralose como substitutos de agucar e da cultura probidtica Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei no perfil sensorial € na aceitagdo de sucos clarificados de macga; e determinar a
influéncia dos atributos sensoriais na aceitacdo dos produtos. Sucos de maca adicionados de
oligofrutose apresentaram gosto doce menos intenso do que o suco com sacarose; enquanto
0s sucos com sucralose tinham cor mais clara. A adigdo de oligofrutose ou de sucralose
contribuiu no aumento da aceitagao (sabor e impressao geral) dos sucos puros, tornando-a
semelhante a do produto com sacarose. Nao houve diferenca de aceitacdo quanto a
aparéncia, aroma e textura dos sucos. A adi¢cao de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei
ocasionou um aumento na turbidez dos sucos clarificados de macga, contudo, ndo alterou a
aceitacdo (aparéncia, aroma, sabor, textura e impressdo geral) dos produtos. Usando a
regressao por minimos quadrados parciais (PLS) foi possivel verificar que a aceitagéo é
dirigida de forma positiva pelo gosto doce, aroma doce e gosto residual; e negativamente
pelo sabor de macga, aroma de magd, cor mais escura e gosto acido. Foi possivel
desenvolver um suco de macga potencialmente simbiético que apresentou perfil sensorial
(exceto turbidez e presenca de particulas) e aceitagdo semelhantes ao suco com sacarose,
por meio da adicdo de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei como cultura probiética e
oligofrutose como substituto de agucar e prebidtico.

Palavras-chave: L. casei 01. Prebidtico. ADQ. Edulcorante. Suco de fruta

1 INTRODUCAO

Micro-organismos vivos que conferem efeitos benéficos aos individuos
quando administrados em quantidades adequadas sdo denominados probidticos
(FAO/WHO, 2002). As culturas probidticas sdo geralmente adicionadas a leites fermentados
e iogurtes, no entanto, com o aumento do numero de consumidores vegetarianos, a
demanda de produtos n&o lacteos probidticos aumentou (VASUDHA; MISHRA, 2013). Além
disso, a crescente quantidade de pessoas com intolerancia a lactose e alergia a proteina do
leite; e o teor de colesterol; sdo inconvenientes relacionados aos produtos lacteos
fermentados (GRANATO et al., 2010; MARTINS et al., 2013).

Os sucos de fruta tém sido considerados meios adequados para a adicao
de culturas probidticas, porque ja contém nutrientes benéficos em sua composi¢ao;
apresentam perfis de sabor considerados agradaveis por pessoas de todas as idades; séo

considerados bebidas saudaveis e refrescantes; e sdo consumidos regularmente, fator
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essencial para se obter os beneficios atribuidos aos probidticos (AWAISHEH, 2012;
PIMENTEL; PRUDENCIO; RODRIGUES, 2011). Além disso, ndo contém culturas
iniciadoras para competir com os probidticos por substratos; podem ser suplementados com
ingredientes que promovem condi¢gdes anaerdbicas, como o acido ascérbico; e possuem
acucares que podem ser metabolizados pelas culturas probidticas (DING; SHAH, 2008).

No entanto, a adicdo de culturas probidticas a sucos de fruta apresenta
inumeros desafios tecnoldgicos, como as condigdes acidas, a presenga de oxigénio, e as
diferengas inerentes as frutas (VASUDHA; MISHRA, 2013; SAEED et al., 2013). Além disso,
tem apresentado barreiras sensoriais, originando sucos de fruta com sabores e aromas
descritos como "lacteos"; "medicinais”, "acidos", "salgados", "amargos", "adstringentes",
“artificiais" e "de terra" (GRANATO et al., 2010; LUCKOW; DELAHUNTY, 2004a, 2004b;
SAEED et al., 2013). Contudo, ndo esta claro se todas as culturas probidticas proporcionam
ao produto 0 mesmo sabor e nos mesmos niveis de intensidade (LUCKOW et al., 2005).

A sacarose, proveniente da cana de agucar ou da beterraba, faz parte da
dieta humana ha séculos; e o gosto doce que ela proporciona aos produtos € naturalmente
preferido pelos consumidores (AL-DABBAS et al., 2012). Devido a crescente preocupagao
com a saude e as recomendagdes nutricionais para diminuicdo da ingestdo de agucar,
muitas industrias de alimentos estdo interessadas em reduzir o conteudo de sacarose dos
produtos, incluindo as processadoras de sucos e néctares de frutas (RODBOTTEN et al.,
2009). Um grande numero de substitutos de agucar tem sido utilizado, podendo fornecer
diferentes caracteristicas aos produtos, incluindo dogura, sensacao tatil oral, estabilidade e,
em alguns casos, melhoria da cor (OTDONNEL, 2007).

A sucralose é um adocante ndo nutritivo produzido pela substituicdo de trés
grupos hidroxila por trés atomos de cloro na molécula de sacarose, tendo como
caracteristicas a seguranga para consumo; alto poder adogante (600 vezes maior do que o
da sacarose); leve gosto residual; e estabilidade a altas temperaturas e a acidez (AL-
DABBAS et al., 2012). A sucralose tem sido considerada o edulcorante que melhor substitui o
acucar, ja que ocasiona poucas alteragcdes sensoriais nos produtos quando comparada a
outros edulcorantes (CADENA et al., 2013).

As oligofrutoses tém atraido especial atengdo dos pesquisadores e
industrias devido as suas propriedades prebidticas, de saude, e tecnolégicas (RENUKA et al.,
2009). O consumo de oligofrutose estaria relacionado com a modulacédo da microbiota
intestinal (efeito prebidtico); inibigdo do crescimento de patdgenos no intestino; aumento na

absorcéo de calcio proveniente da dieta; e alivio da constipagédo (SAAD et al., 2013).
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Tecnologicamente, oligofrutoses tém propriedades comparaveis as da sacarose e xaropes
de glicose, por possuirem agucares livres. No entanto, a dogura na forma pura é de 30 a 60%
quando comparada & da sacarose (APOLINARIO et al., 2014; FRANCK, 2002; MUSSATO;
MANCILHA, 2007).

Considerando o desenvolvimento de produtos funcionais, € necessario
entender o impacto sensorial desses componentes e determinar como a adigéo nos produtos
influencia a aceitabilidade e preferéncia dos consumidores em termos de aparéncia, aroma,
sabor e textura, a fim de direcionar o desenvolvimento e formulacéo (GRANATO et al., 2010).
Nao ha estudos que avaliem concomitantemente o efeito da adicdo de culturas probidticas e
de substitutos de agucar nas caracteristicas sensoriais de sucos de maca. Portanto, os
objetivos do presente estudo foram: avaliar o efeito da adigdo de oligofrutose ou sucralose,
como substitutos de agucar, e da cultura probidtica Lactobacillus paracasei ssp. paracasei
no perfil sensorial e na aceitagdo de sucos clarificados de maca; e determinar a influéncia dos

atributos sensoriais na aceitagéo dos produtos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Maca Royal Gala (Malus domestica Borkh) (Castel Frutas®); enzima
pectinolitica (Pectinex Ultra Clear, Novozymes®); bentonita sédica natural (Na-35;
Schumacher®); gelatina incolor (Dr. Oetker®); sacarose (Uniao®), oligofrutose (P95, Orafti®,
DP médio 5), sucralose (Splenda®) e cultura probidtica Lactobaciilus paracasei ssp.

paracasei (LC-01, Christian Hansen®) foram utilizados no experimento.

2.2 METODOS

2.2.1 Obtencao da Cultura Probidtica Ativada

Para a ativagao da cultura probidtica liofilizada utilizou-se o método descrito
por Ding e Shah (2008), com modificagbes propostas por Pimentel, Prudencio e Rodrigues
(2011). Uma algada da cultura foi inoculada em 5mL de caldo MRS (Himedia®) e incubada a
37°C por 15h. Decorrido este tempo, 1% (v/v) foi novamente inoculado em 10mL de caldo

MRS e incubado a 37°C por 15h (pré-inéculo). Para a obtengéo da biomassa, 1% (v/v) do
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pré-indculo foi transferido para 300mL de caldo MRS e incubado nas mesmas condigoes. A
biomassa foi separada por centrifugagdo em centrifuga refrigerada (Eppendorf®, modelo
5804R) a 14000g (10.000 rpm) por 10 min a 4°C e lavada trés vezes com solugéo salina
0,85% (p/v) estéril (NaCl Dinamica®) para a remogdo do MRS residual. Apos, se
ressuspendeu a biomassa em 50mL de solucgao salina 0,85% (p/v) estéril, obtendo-se assim

a cultura probidtica ativada.
2.2.2 Formulagdes

Sete formulagdes de sucos clarificados de maga foram preparadas: PUR
(suco puro); SAC (suco puro com sacarose); PRE (prebidtica - suco puro com oligofrutose);
PRO (probidtica - suco puro com cultura probidtica); SIMB (simbidtica suco puro com
oligofrutose e cultura probidtica); SUC (suco puro com sucralose); € SUC-P (suco puro com

sucralose e cultura probidtica).
2.2.3 Preparagéo dos Sucos de Macga

Macas Gala de um mesmo fornecedor (Castel Frutas®) foram lavadas em
agua corrente, sanitizadas (6mL/L de desinfetante para hortifruticolas Pury Vitta®, 0,96% p/p
cloro ativo) e ftrituradas em processador de frutas (Walita®). Os sucos brutos foram
submetidos a tratamento enzimatico (Pectinex Ultra Clear 0,03 mL/L), sendo mantidos em
banho maria por 1 hora a 50°C e posteriormente filtrados a vacuo em funil de Buchner (papel
de filtro Qualy®, 80g/m? 205um; 25cm de diametro). A clarificacio dos sucos foi completada
por meio de tratamento com bentonita ativada com 24 horas de antecedéncia (0,45 g/L) e
gelatina (0,05 g/L) a 50°C por 1 hora seguido de filtragdo a vacuo em funil de Buchner
(BURDURLU; KARADENIZ, 2003).

Os sucos clarificados foram, entdo, adicionados de sacarose (20 g/L)
(Formulagao SAC), oligofrutose (20 g/L) (Formulagdes PRE e SIMB), ou sucralose (0,03 g/L)
(Formulagdes SUC e SUC-P). A concentragdo de oligofrutose adicionada se baseou na
regulamentagdo brasileira a fim de utilizar a alegacdo de propriedade funcional da
oligofrutose (prebidtico) (ANVISA, 2008a); e na ingestdo minima diaria sugerida para frutanos
a fim de obter efeitos benéficos a satide (KEENAN et al., 2011; RO(3LE et al., 2010). A
sacarose foi adicionada nos teores sugeridos para suco de macga (BLEIBAUM et al., 2002;
ELLENDERSEN et al.,, 2012). A quantidade de sucralose foi determinada por meio da
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recomendacao do fabricante para o produto (poder adogante: 600 vezes maior do que o da
sacarose), em estudos disponiveis na literatura (MARCELLINI; CHAINHO; BOLINI, 2005;
CADENA; BOLINI, 2012; MARCHI et al., 2012) e por testes sensoriais (Testes Triangulares)
preliminares (resultados ndo apresentados), respeitando os limites maximos estabelecidos
por legislacdo (ANVISA, 2008b) e objetivando intensidade de dogura semelhante a do
produto adogcado com sacarose (SAC).

Todas as formulagbes foram acondicionadas em frascos de vidro (Farma®)
com capacidade para 50mL, pasteurizadas a 80°C por 20 minutos em banho maria e
resfriadas em banho de gelo até 37°C. As formulagdes com culturas probidticas (PRO; SIMB
e SUC-P) foram adicionadas de 2% (v/v) da cultura probidtica ativada, o que correspondia a
10" células vidveis por litro de suco (nivel que assegura o efeito probidtico) (DONKOR et al.,

2007). Os sucos de maga foram, entdo, armazenados a 4°C por até 2 dias.

224 Perfil Sensorial

O perfil sensorial dos sucos clarificados de maga foi desenvolvido por meio
de Analise Descritiva Quantitativa (ADQ). Vinte e seis individuos foram selecionados dentre
estudantes e funcionarios do Instituto Federal do Parana - Campus Ivaipora (lvaipora,
Parana, Brasil). Inicialmente, os consumidores foram submetidos a testes de reconhecimento
de odores e gostos basicos. Individuos que ndo conseguiram identificar pelo menos uma das
solucdes referentes a cada gosto basico ou ndo atingiram o minimo de 70% de acerto nos
odores basicos foram excluidos da equipe sensorial a ser formada (PIMENTEL; CRUZ;
PRUDENCIO, 2013).

O desenvolvimento da terminologia descritva pelos julgadores
selecionados foi realizado utilizando-se o Método de Rede (MOSKOWITZ, 1983;
ELLENDERSEN et al., 2012), onde oito sucos foram apresentados aos pares aos julgadores
(PUR x PRE; PUR x SIMB; PUR x SAC; e PUR x SUC) e os mesmos foram solicitados a
descrever as semelhancgas e diferencas entre as formulacdes de cada par em relagéo a
aparéncia, aroma, sabor e textura.

Apds o julgador ter elencado seus proprios atributos (descritores), uma
discussao com todos os participantes da equipe foi realizada, sob a supervisao de um lider,
com o objetivo de selecionar os atributos mais citados e empregar o termo mais adequado,
de acordo com a maioria dos julgadores. Assim, foi gerada uma lista consensual de atributos

e suas definigoes.
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Os atributos, definicbes e amostras de referéncia desenvolvidos pela
equipe sensorial estdo apresentados na Tabela 1. A ficha de avaliacdo foi preparada em
consenso e era composta de escalas ndo estruturadas de 9 cm, com termos de intensidade
ancorados a 0 ou 0,5 cm do extremo esquerdo e 0,5 cm do extremo direito, onde o extremo
esquerdo representava a auséncia ou a menor intensidade, e o extremo direito a maior

intensidade do atributo.

Tabela 1l - Atributos, definicdes e amostras de referéncia desenvolvidos pela equipe
sensorial para formulagdes de suco clarificado de macga

Atributo Definicao Amostra de referéncia
Aparéncia
Cor Intensidade da cor Fraca: Suco clarificado de

amarela com tendéncia ao maca Gala (100%)

laranja adicionado de 2% de leite
em pd desnatado
(Molico®)

Forte: Suco de maca
comercial (Welch@&)

Turbidez Falta de transparéncia do Ausente: Suco clarificado
produto de magd Gala (100%)
Intensa: Suco clarficado
de magd Gala (100%)
adicionado de 20% de
cloreto de sodio

Presenca de particulas Auséncia de particulas de Ausente: Suco clarificado
maca triturada visualmente de maca Gala (100%) sem
identificaveis particulas visiveis

Muita: Suco clarificado de
macd Gala (100%) com
cinco particulas  (0,5mm)
de maca triturada
depositadas



Corpo

Aroma
Maca

Doce

Sabor
Maca

Gosto Doce

Facilidade de manipular o
SUCO No COpo

Aroma caracteristico da
fruta maca

Aroma caracteristico de
suco adogado e
pasteurizado

Sabor caracteristico de
maca

Gosto doce caracteristico
da presenca de aclcares

Pouco: Suco clarificado
de maca Gala (100%)
Muito: Mectar de goiaba
Del Valle®

Ausente: Agua
Intenso: Suco clarificado
de maca Gala (100%)

Fraco: Suco clarificado de
maca Gala (100%)
Intenso: Suco clanficado
de macgd Gala (100%)
adicionado de 10% agucar
refinado Unido® (antes da
pasteurizacdo)

Ausente: Agua
Intenso: Suco clarificado
de maca Gala (100%)

Fraco: Suco clarificado de
maca Gala (100%)

Intenso: Suco clarificado
de maca Gala (100%)
adicionado de 4% de

agucar refinado Unido®

119
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Gosto Acido Percepcao do gosto acido Fraco: Suco clarificado de
na lingua maca Gala (90%)
Intenso: Suco clarificado
de macd Gala (100%)
adicionado de  Aacido
malico (pH 3,5)

Gosto Residual Gosto residual amargo Ausente: Agua
Intenso: Suco clarificado
de macd Gala (100%)
adicionado de 3% de
adocante Magro
(Lightsweet®)

Textura

Corpo Sensagdo de cobertura Pouco: Suco clarificado

na boca de maca Gala (100%)

Muito: MNectar de goiaba
Del Valle®

Os julgadores foram treinados para identificar e quantificar os atributos
usando as amostras de referéncia (Tabela 1). Apés 10 sessdes de treinamento, o
desempenho de cada julgador foi avaliado. Quatro formulagdes (SAC, PUR, SIMB e SUC-P)
foram testadas usando delineamento de blocos completos casualizados contendo trés
repeticbes (sessdes), onde as quatro formulagdes foram apresentadas simultaneamente em
cada sessdo. A intensidade dos atributos foi determinada usando a ficha de avaliacao
elaborada. Os dados de cada julgador para cada atributo foram submetidos a ANOVA. Os
julgadores que apresentaram poder discriminativo (p de Fromuiagses < 0,5); reprodutibilidade
nos julgamentos (p de Frepeicses * 0,05) € consenso com os demais membros do grupo em
relagao aos atributos foram selecionados (ELLENDERSEN et al., 2012; PIMENTEL,; CRUZ;
PRUDENCIO, 2013).

Dezoito julgadores treinados (9 mulheres e 9 homens) participaram da
equipe final. Todos tinham entre 15 e 25 anos de idade, estavam cursando o ensino médio e
gostavam de suco de maga, com consumo de ocasional a frequente, ou seja, de algumas
vezes ao més a algumas vezes ao dia. A maioria (>75%) costumava consumir produtos

probidticos (leites fermentados e iogurtes); com fibras; e de baixo teor de agucar.
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A analise descritiva das formulagbes pelos julgadores treinados foi realizada
utilizando um delineamento de blocos incompletos casualizados, onde t (n° de tratamentos) =
7; k (n° de tratamento por sess3o) = 3; r (n° de repeticdes) = 3; b (n°de sessdes) = 7; A (n° de
vezes que 2 tratamentos aparecem juntos em um mesmo bloco) =1 ; E = 0,78, Tipo V.
Cada julgador avaliou, de forma monadica, trés formulagcdes em cada sessdo. As sessdes
foram realizadas em dois dias consecutivos (4 sessdes no primeiro dia e 3 sessbées no
segundo dia de armazenamento dos sucos), com intervalo de pelo menos 1 hora entre as
mesmas. As formulagbes foram apresentadas a 4°C, em copos plasticos de 50mL

codificados com 3 digitos aleatérios, sob luz branca.

2.2.5 Aceitagdo

A aceitagdo (aparéncia, aroma, sabor, textura e impressao geral) das
formulagdes de sucos clarificados de maca foi avaliada por 86 consumidores potenciais dos
produtos, por meio de escala heddnica de 9 pontos (9= gostei muitissimo; 1= desgostei
muitissimo) (AGUIAR et al., 2012; SYMONEAUX et al., 2012). A intengdo de compra foi
avaliada por meio de escala de 5 pontos (5= certamente compraria; 1= certamente nao
compraria).

Trinta mililitros de cada formulagdo, em copos plasticos de 50mL,
codificados com 3 digitos aleatdrios e a 4°C, foram avaliados de forma monadica e ordem
aleatorizada, sob luz branca. A avaliacdo foi realizada em duas sessdes, com quatro
formulagdes na primeira sessao e trés formulagdes na segunda, no primeiro e segundo dias
de armazenamento dos sucos. A sele¢éo das formulacdes para cada sessao foi realizada de
forma aleatdria.

Os consumidores foram recrutados por contato pessoal a partir de sua
disponibilidade de participar do teste e por serem consumidores de sucos de fruta,
preferencialmente de maga. A equipe era composta por 66,3% de individuos de 15-25 anos
de idade; 22,1% de 25-35 anos; 9,3% de 35-50 anos; e 2,3% com mais de 50 anos. Destes,
4,65% relataram consumir frequentemente (algumas vezes ao dia) sucos de maga, 33,72%
moderadamente (algumas vezes na semana), 44,19% ocasionalmente (algumas vezes no

més) e 17,44% nunca consumiam.
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2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados do experimento da ADQ foram submetidos a ANOVA de dois
fatores (formulagbes e julgadores) com interacdo. Quando o valor de F da interacéo
formulagao x julgadores foi significativo, o valor de Frmuiagao fOi recalculado, considerando o
quadrado médio da interacdo como denominador (BAYARRI et al., 2011). As diferencas
entre as formulagdes foram determinadas pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Para a aceitagao,
os dados foram submetidos a8 ANOVA de dois fatores (formula¢des e julgadores), teste F e
teste de Tukey de comparagao das médias (p < 0,05). A Analise de Componentes Principais
(ACP) foi realizada sobre os dados médios de cada atributo levantado no teste descritivo. A
regressao por minimos quadrados parciais (PLS) foi utilizada para correlacionar os dados
descritivos com os dados de aceitagdo. Os valores de impressao geral da aceitagdo foram
considerados como variavel dependente (matriz-Y) enquanto as intensidades médias dos
atributos da ADQ foram consideradas as variaveis independentes (matriz-X) (CADENA et al.,
2013). Um Mapa de Preferéncia Externo (PREFMAP) foi conduzido realizando a ACP dos
dados da ADQ e entdo, relacionando cada um dos consumidores ao espaco da ACP por
anadlise de regressao (BONANY et al., 2014). Analise Hierarquica de Agrupamento (AHA) foi
realizada a fim de determinar grupos de consumidores com preferéncias semelhantes,
considerando as distancias Euclidianas (dissimilaridade) e o método de aglomeragéo de
Ward (BONANY et al., 2014). As analises estatisticas foram conduzidas nos softwares SAS
(versdo 9.1.3; SAS Institute Inc., Cary, NC) e XLSTAT para Windows (versdo 2012;
Addinsoft, Nova lorque, NY).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

31 MAPA SENSORIAL

Os trés primeiros componentes da ACP apresentaram autovalores
superiores a 1, indicando que deveriam ser utilizados para a interpretacao dos resultados
(critério de Kaiser) (BAYARRI et al., 2011; SYMONEAUX et al., 2012). O primeiro
componente principal (CP1) explicou 56,18% da variabilidade contida nas variaveis originais,
enquanto os componentes 2 (CP2) e 3 (CP3) explicaram 21,59 e 10,75%, respectivamente,

totalizando 88,52% de explicagéo.
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A fim de simplificar a interpretacao das diferentes dimensdes da ACP, os
fatores foram ortogonalmente rotacionados, seguindo a transformacao VARIMAX com o
método de normalizagdo de Kaiser (MARCHI et al., 2012) (Figuras 1A e 1B). Uma nova
distribuicdo da variancia total explicada por cada componente foi obtida (D1 = 46,36%; D2 =
21,7% e D3 = 20,46%), mantendo-se a varidncia acumulada para os primeiros trés
componentes (88,52%). Embora a varidncia acumulada continue igual, a sua distribuigao
entre os componentes € mais homogénea (BONANY et al., 2014).

Em cada eixo (D1, D2 ou D3), os atributos que apresentaram coeficiente de
correlaggdo com o componente superior a 0,7 (valores absolutos) foram considerados
importantes (MARCHI et al., 2012). Em D1, aroma doce, gosto doce e gosto residual
apresentaram correlagao positiva, enquanto aroma de maga, gosto acido e sabor de maga
apresentaram correlagdo negativa. Turbidez e corpo (aparéncia e textura) foram
positivamente correlacionados com D2, enquanto cor e presenca de particulas foram
positivamente correlacionados com D3 (Figuras 1A e 1B). Portanto, D1 representa os
atributos de aroma e sabor; D2 representa a textura; e D3 os atributos de aparéncia dos

sucos clarificados de maga.
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Figural— Mapa sensorial de componentes principais apos transformacgao
VARIMAX (D): atributos (vetores) e formulagbes (circulos) de suco
clarificado de macga. (A) D1 versus D2; (B) D1 versus D3*
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*Formulagdes: SAC (sacarose); PUR (pura); PRE (prebiética - oligofrutose); PRO (probistica); SIMB
(simbidtica — oligofrutose e probidtico); SUC (sucralose); e SUC-P (sucralose e probidtico). (A)
corresponde a atributos avaliados na aparéncia e (T) a atributos avaliados na textura

O primeiro componente principal (D1) separou as formulagbes quanto a
presenca de aclcar e/ou substitutos de acticar. A extrema esquerda se encontraram as
formulagdes sem estes ingredientes: suco puro (PUR) e suco puro com probidtico (PRO);
mais ao centro as adicionadas de oligofrutose (PRE e SIMB); e a direita as adicionadas de
acucar (SAC) ou sucralose (SUC e SUC-P). O segundo componente principal (D2) separou

as formulacdes quanto a presenca da cultura probidtica, sendo que as formulagdes
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adicionadas de probidticos (PRO, SIMB e SUC-P) ficaram acima do eixo. O terceiro
componente principal (D3) separou, principalmente, a formulacdo adicionada de agucar
(SAC; parte superior do eixo) das adicionadas de substitutos de agucar (SIMB, SUC e SUC-
P; parte inferior do eixo). Esses resultados indicam que a adicdo de sacarose, substitutos de
acucar (oligofrutose e sucralose) e cultura probidtica resultam em sucos clarificados de maga
com caracteristicas sensoriais diferenciadas.

As formulagbes sem substitutos de agucar (PUR e PRO) foram
caracterizadas pela maior intensidade do aroma de maca, sabor de magé e do gosto acido; e
menor intensidade do aroma doce, e gostos doce e residual, sendo o contrario do que foi
observado para as formulagdes adicionadas de agucar (SAC) e sucralose (SUC e SUC-P).
Ja as formulagbes adicionadas de oligofrutose (PRE e SIMB), apresentaram intensidades
intermediarias para os mesmos atributos. Sucos adicionados de probidtico (PRO; SIMB e
SUC-P) foram caracterizados pela maior turbidez e corpo (aparéncia e textura). A utilizagao
de substitutos de agucar (SUC-P; SUC e SIMB) resultou em sucos de cor mais clara e menor
quantidade de particulas visiveis.

Os valores de intensidade média dos atributos sensoriais dos sucos
clarificados de maca estao apresentados na Tabela 2.

A adicao da cultura probidtica (Formulagido PRO) promoveu um aumento (p
< 0,05) na turbidez dos sucos clarificados de magé (Formulagdo PUR), mas n&o causou
alteracao (p > 0,05) nos demais atributos sensoriais dos produtos. O aumento na turbidez foi
ocasionado pela adicdo do inéculo na forma de solucdo salina ao suco clarificado. Este
resultado também foi observado na analise fisica de turbidez dos sucos (Artigo 1). As
anadlises fisico-quimicas indicaram, ainda, intensificagdo na cor vermelha e na acidez dos
sucos com a adi¢ado de probidticos, o que nao foi detectado na avaliagcao sensorial descritiva.
Medidas quimicas ou instrumentais sdo mais sensiveis do que a avaliagdo humana, mesmo

quando os julgadores sao treinados.
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Tabela 2 — Valores médios de intensidade dos atributos sensoriais da Analise Descritiva
Quantitativa (ADQ) de formulagdes de suco clarificado de ma¢a*

Formulagao™*

Atributo
FUR SAC FRE PRO SIMB SUC SUC-FP

Aparéncia

Cor 331® 328% 3% 345 277  24F° 2 53¢

Turbidez 0,86° 076° 0B86° 251* 168" 058° 2372

Presenca  de

particulas 1,14% 1248 1,01® 1208 052° 061® 053

Corpo 1,567 1,58% 139° 1677 148° 138 1,582

Aroma

Mac3 561° 534 551° 573% 545 538 5 08°

Doce 3.80% 438° 368% 340° 410%® 403® 427

Sabor

Mac 6,00° 545° 581" 587" 5657 514" 524%

Gosto Doce 2,02¢ 439% 3239 23% 365% 451F 464°

Gosto Acido 1,90° 147* 160*® 197° 158" 166% 1,36°

Gosto Residual 0,85° 1,26 084° 096 091* 142° 1,353

Textura

Corpo 1,52° 1,70°  158* 174 173" 147 1,712

*Médias na mesma linha acompanhadas de letras minusculas distintas indicam diferengas a p<0,05
entre as formulagdes de suco clarificado de suco de macé para o mesmo atributo sensorial (escala de
9 cm)

**Formulagdes: PUR (suco puro); SAC (com sacarose); PRE (prebiética - com oligofrutose); PRO
(probidtica - com probidtico); SIMB (simbidtica - com oligofrutose e probiético); SUC (com sucralose);
e SUC-P (com sucralose e probio6tico).

A adicéo de oligofrutose (Formulagdo PRE) ao suco puro (PUR) ocasionou
um aumento na intensidade do gosto doce (p < 0,05), ndo havendo diferenga (p > 0,05) entre
as duas formulagdes com relagdo aos demais atributos avaliados.

Porém, quando comparada a formulagcao adicionada de agucar (SAC), o
suco prebiotico (PRE) apresentou intensidade de gosto doce menos acentuada, n&o
diferindo na intensidade dos demais atributos avaliados (p > 0,05), 0 que pode ser explicado
pelo menor poder adogante das oligofrutoses. De fato, as oligofrutoses na forma pura
possuem dogura de 30 a 60% quando comparada a da sacarose (APOLINARIO et al., 2014;
FRANCK, 2002; MUSSATO; MANCILHA, 2007). Desta forma, quando adicionadas em suco
puro de macga em concentragédo suficiente para o efeito prebidtico, atuam como substituto
parcial da sacarose. Os resultados da avaliacdo sensorial corroboram os encontrados nas

analises fisico-quimicas, onde a adicao de oligofrutose néo alterou as caracteristicas fisico-
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quimicas (pH, acidez titulavel, cor e turbidez) dos sucos clarificados de maga, mas aumentou
o teor de solidos soluveis totais (Artigo 1).

O suco clarificado de maga adicionado de sucralose (SUC) apresentou cor
menos intensa, sabor de maga menos pronunciado e maior intensidade de gosto doce e
residual do que o suco puro (PUR). Possivelmente a maior intensidade do gosto doce tenha
influenciado na percepcao do sabor de maga do produto. O leve gosto residual amargo
percebido pelos julgadores na presengca de sucralose corrobora estudos anteriores
(CAVALLINI; BOLINI, 2005; MARCHI et al., 2012). No entanto, quando comparada a
formulagéo adicionada de agucar (SAC), a formulagdo com sucralose (SUC) s6 diferia na cor,
sendo ligeiramente mais clara (p < 0,05). Produtos com sacarose geralmente apresentam
coloracdo mais intensa devido as reagcdes de caramelizagdo, € em menor extensao, de
Maillard, enquanto a sucralose n&o participa dessas reac¢des (JAIN et al., 2013). Em relagao
ao residual amargo, a sacarose e a sucralose apresentam gosto amargo leve, de curta
duracao e semelhante (CADENA et al., 2013; CAVALLINI; BOLINI, 2005). A semelhanca na
intensidade do gosto doce das formulagdes com sacarose (SAC) e com sucralose (SUC)
demonstra a adequacao da sucralose como substituto de agucar.

A utilizagdo de sucralose ou oligofrutose em conjunto com a cultura
probidtica (SUC-P e SIMB, respectivamente) resultou em sucos clarificados de maga mais
claros e turvos e com menor quantidade de particulas visiveis do que o suco com sacarose
(SAC). A cor mais clara estaria associada a presenga do substituto de agucar e a turbidez a
adicdo do probidtico, conforme relatado anteriormente. A semelhanga na intensidade do
gosto doce das formulagbes com sacarose (SAC) e com oligofrutose e cultura probidtica
(SIMB) demonstra que, na presenga da cultura probidtica, a oligofrutose se tornou um
substituto total de sacarose. Possivelmente, a cultura probidtica, ao utilizar a oligofrutose
como fonte de energia, tenha liberado agucares livres no meio (frutose), os quais
contribuiram no aumento da intensidade do gosto doce detectada pelos julgadores. Em
estudo anterior (Artigo 1), observou-se significativa reducao de oligofrutose (1,9 para 1,87
g/100mL) apds 7 dias de armazenamento, podendo-se supor que com 1 a 2 dias a hidrélise
das unidades ja tenha ocorrido, em menor extensdo, mas suficiente para contribuir com a
dogura.

O perfil sensorial das formulacdes de suco clarificado de mac3,
desenvolvido pelos julgadores treinados, indica que a adigdo de cultura probidtica,
oligofrutose e sucralose nao altera substancialmente a intensidade dos atributos intrinsecos

dos sucos de macga (aroma de macga, sabor de maga, gosto acido e corpo). Esse fato é de
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suma importancia na reformulagdo de sucos, pois os consumidores desejam produtos
funcionais e com teor reduzido de agucar que apresentem caracteristicas semelhantes a dos

produtos convencionais disponiveis no mercado (BARRY, 2011).

32  ACEITACAO

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados do teste com consumidores. A
aceitabilidade em relagdo a aparéncia, aroma, sabor, textura e impressao geral dos sucos
situou-se entre 7 e 8 da escala hedbdnica de 9 pontos, indicando que os consumidores
gostaram de "moderadamente” a "muito" dos produtos. Quanto a intencdo de compra, os
resultados se encontraram proximos de 4 em uma escala de 5 pontos para todas as
formulagbes avaliadas, indicando que os consumidores provavelmente comprariam os
sucos. A alta aceitabilidade dos produtos pelos consumidores € um resultado interessante,
considerando que os brasileiros ndo estdo habituados a consumir sucos clarificados de
maca. De fato, Aguiar et al. (2012) avaliaram a aceitagdo (impressdo geral) de sucos
clarificados de magé concentrados (por osmose reversa ou evaporagao osmotica) e
reconstituidos (12° Brix) por 80 consumidores brasileiros. As médias se encontraram
proximas de 5 na escala hedbnica de 9 pontos, indicando que os consumidores "nem

gostaram, nem desgostaram” dos produtos.
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Formulagdes™

Atributo PUR SAC PRE PRO SIMB suc sSUC-P
Aparéncia 7.7+1.2° 7.68+1,17 7.8+ 1,13 7.6+ 14° 7.5+ 1.4 7.6+1,3° 7.6+13°
Aroma 7.5+ 1,3° 7.6+13° 7.5¢1,2° 741,17 7.4+ 1.4° 7.4+13° 7.6+12°
Sabor 7.5+ 1,1° 8,1+ 1,17 7.7+12% 7.5+ 1.4° 7.6%1,3%® 8,0+ 1,1 7.9+ 1,1
Textura 7.5+ 14° 7.7+12° 7.6+1,3° 74+ 147 7.5+ 1,3 7.6+ 14° 7.7+13°
Geral 7.5+ 13" 8,0+ 1,17 7.8+ 1,2% 7.5+¢1,3° 7,8+ 1,1%® 8,0+ 1,1%® 7.9+ 1,0%
Intencdo de Compra 41+09° 42+ 09 4,0+ 09° 3,9+ 1,0° 4,0+ 1,17 4,1+ 0,9% 42+ 09

*Médias * desvio padrdo na mesma linha acompanhadas de letras minusculas distintas indicam diferengas a p<0,05 entre a aceitagdo das formulagbes de

suco clarificado de maca

**Formulagdes: PUR (suco puro); SAC (com sacarose); PRE (prebidtica - com oligofrutose); PRO (probidtica - com probiético); SIMB (simbiética - com
oligofrutose e probidtico); SUC (com sucralose); e SUC-P (com sucralose e probiético). Valores heddnicos (cor, aroma, sabor, textura e impressao geral): 1 -

desgostei muitissimo 9- gostei muitissimo Inten¢cdo de compra: 1 - certamente ndo compraria 5- certamente compraria
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Nao houve diferenca de aceitacdo (p > 0,05) entre as formulagbes
estudadas quando avaliadas quanto a aparéncia, aroma e textura; e a inten¢cdo de compra.
Os resultados de aceitacao corroboram os encontrados no perfil sensorial descritivo, onde as
formulagbes testadas ndo apresentaram diferenca de intensidade de aroma de maca e do
corpo (aparéncia e textura). Além disso, indicam que a coloragdo mais clara das formulagées
adicionadas de sucralose (SUC e SUC-P) e a turbidez das formulagdes probidticas (PRO;
SIMB e SUC-P) n&o interferiram na aceitagao dos sucos clarificados de maga.

A formulagédo com sacarose (SAC) foi mais aceita (sabor e impressao geral)
do que a formulagéo pura (PUR), comprovando o efeito do agucar na melhoria da aceitagéo
de sucos (p < 0,05). Resultados semelhantes foram observados em outros estudos com
sucos de maga (ENDRIZZI et al., 2014; RODBOTTEN et al., 2009).

A adicdo de oligofrutose e de sucralose contribuiu com o aumento da
aceitacao de sucos clarificados de maca contendo ou nao probidticos, isto €, a aceitabilidade
guanto ao sabor e a impressao geral das formulagdes prebidtica (PRE), simbidtica (SIMB),
com sucralose (SUC) e com sucralose e probidtico (SUC-P) foi semelhante (p > 0,05) a da
formulacéo adicionada de agucar (SAC). Os resultados indicam que, embora a intensidade
do gosto doce promovida com a adigao da oligofrutose seja inferior a da sacarose, ela ainda
pode ser considerada um substituto de agucar, pois tornou um suco puro tao aceito quanto o
produto adicionado de sacarose.

Além disso, comprovam o efeito de substituicdo de acucar da sucralose,
com efeitos positivos na aceitagdo dos produtos. Segundo Marcellini, Chainho e Bolini (2005),
a intensidade e a persisténcia do gosto doce e a presengca ou nao de residuais sao
fundamentais para a aceitagcéo, preferéncia e escolha de produtos com edulcorantes pelos
consumidores. Portanto, a sucralose e a oligofrutose tornam-se boas alternativas para evitar
0 gosto amargo e metalico dos principais edulcorantes utilizados pela industria.

A adicdo da cultura probidtica (Formulagcdo PRO) nado interferiu na
aceitacéo (p > 0,05) dos produtos (Formulagdo PUR), indicando que o suco de maga € um
meio adequado para a inoculacdo de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei. Estudos
acerca da incorporacéo de culturas probidticas em sucos e/ou néctares de frutas tém sido
contrastantes, onde alguns indicam nao alteracdo da aceitagéo dos produtos (BEVILACQUA
et al., 2013; PIMENTEL; PRUDENCIO; RODRIGUES, 2011) enquanto outros relatam perda
de aceitagdo devido a presenga de um sabor desagradavel (LUCKOW; DELAHUNTY,
2004a, 2004b; SAEED et al., 2013). As diferencas encontradas podem ser relacionadas ao

tipo de suco de fruta e a cultura probidtica empregada.
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A manutencao da aceitagdo dos sucos clarificados de maga com a adigéo
de probidticos € de suma importancia, pois os consumidores ndo estdo dispostos a
comprometer o sabor de seus produtos em busca de melhorias na saude; além de sé
repetirem a compra dos mesmos quando estdo convencidos da manutencdo das

caracteristicas sensoriais do produto convencional (BARRY, 2011).
3.3 INFLUENCIA DOS ATRIBUTOS SENSORIAIS NA ACEITACAO DE SUCOS CLARIFICADOS DE MACA

A regressao por minimos quadrados parciais (PLS) (Figura 2) foi utilizada
para determinar os atributos sensoriais importantes na aceitagdo geral de sucos de macga por
consumidores. Um modelo para um componente foi obtido, onde a regressao explicou 84%
dos valores médios de aceitagdo (dados Y) e 55,9% dos valores médios dos atributos
sensoriais (dados X), sendo reportada com um Q? acumulado igual a 0,736, indicando uma
qualidade satisfatoria do modelo.

Os coeficientes padronizados para os atributos sensoriais (cor, aroma de
macga, aroma doce, sabor de macga, gosto doce, gosto acido e gosto residual) foram
significativos, tendo em vista que a importancia da variavel na projecao (VIP) foi maior ou
igual a 0,8 (BAYARRI et al., 2011). Assim, os atributos representados pelas colunas
localizadas na parte positiva do eixo Y (colunas em preto) tém importancia positiva na
aceitacdo de sucos de maga, enquanto as colunas na parte negativa do eixo Y (colunas em
cinza) representam os atributos cuja presenca € negativa na aceitagdo dos sucos. As colunas

em branco representam os atributos sem contribui¢cdo na aceitagéo (VIP < 0,8).
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Figura2— Coeficientes de regressao da PLS de formulagdes de suco clarificado de maga*
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*preto = atributos que contribuem positivamente na aceitagédo pelos consumidores (VIP >0,8); cinza=
atributos que contribuem negativamente na aceitagdo pelos consumidores (VIP >0,8); branco =
atributos sem contribuigéo significativa na aceitagdo pelos consumidores (VIP < 0,8)

A aceitacéo (impressao geral) dos sucos clarificados de maga foi dirigida de
forma positiva pelos gostos doce e residual, e aroma doce. De fato, Endrizzi et al. (2014)
afirmam que a docgura € o atributo mais importante para a aceitagdo de sucos de maca.
Segundo Cavallini e Bolini (2005), a sucralose apresenta leve gosto residual amargo e de
curta duragédo, diferentemente da maioria dos edulcorantes utilizados pela industria, sendo
este residual semelhante ao da sacarose. Esta semelhanca justificaria a contribuicdo positiva
do gosto residual na aceitagdo dos sucos de maga neste estudo.

Cor mais escura, aroma de maca, sabor de maga e gosto acido foram
considerados atributos que diminuem a aceitagdo dos produtos. Rodbotten et al. (2009)
relatam que a acidez € um atributo que diminui a aceitacdo de sucos pelos consumidores, e
que, a maior intensidade do gosto doce em produtos adogados suprime a percepgao de
acidez. Sucos que apresentam sabor pronunciado da fruta a qual lhe deu origem,
geralmente, s&o percebidos como menos doces e mais acidos (ELLENDERSEN et al., 2012)
e, consequentemente, preteridos pela maioria dos consumidores. A intensificagdo da cor em
sucos de maca tem sido relacionada com a perda de aceitacdo dos produtos pelos
consumidores (BLEIBAUM et al., 2002).

Turbidez, presenca de particulas e corpo (aparéncia e textura) ndo
apresentaram contribuigéo significativa na aceitagdo de sucos clarificados de macga (VIP <

0,8). A ndo contribuicdo da turbidez foi um resultado inesperado, visto que esta é considerada
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um critico problema de qualidade em sucos clarificados de fruta (YOUSAFF et al., 2010).
Este fato pode estar relacionado ao baixo consumo de suco clarificado de maga pelos
brasileiros (AGUIAR et al., 2012) ou a turbidez proporcionada pela adicdo da cultura

probidtica foi baixa, n&o prejudicando a aceitagdo dos sucos.

34 MAPA DE PREFERENCIA EXTERNO

Na Figura 3 s&o apresentados os resultados do Mapa de Preferéncia
Externo (PREFMAP). Usando duas dimensbdes (11 e t2), foi possivel explicar 77,3% da
variancia dos atributos sensoriais obtidos na ADQ, e 41,5% da variancia total da aceitagéo
sensorial. Os consumidores (circulos) estao proximos das formulagdes (quadrados) mais
aceitas por eles.

Visualmente (Figura 3) pode-se observar que as formulagbes adicionadas
de acgucar (SAC) ou substitutos de agucar (SUC, SUC-P e SIMB) apresentaram maior
aceitacdo devido a maior percepgao de dogura (aroma e gosto) e gosto residual, os quais
sdo os atributos que contribuem positivamente para a aceitacao dos produtos. Por outro lado,
o suco puro (PUR) foi 0 menos preferido; provavelmente devido a maior intensidade no sabor
de maca, aroma de macga; gosto acido; e menor dogura. Segundo Costa et al. (2013) os
consumidores costumam preferir sucos com adigdo de agucar pelo gosto doce em si, mas
também, porque 0 aumento nas concentragdes de agucar contribui na redugéo da percepcao

do gosto acido.
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Figura 3 — Mapa de Preferéncia Externo de formulagdes de suco clarificado de maga*

1 /,___\\
/// . S
o~ = ~
0,75 P
e ° . . ‘
i . sucC -.\\
05 |/ . . .
/ we = PRE ° e%e = \
L ]
0,25 Gostoacido = PUR Ve
A A [} - .
Aroma Macga L - o* w &
L]
2 0 éabor macé . o e -, . . '... Gosto gsic)jtuac;
. a
a ; sime ° * & ostodoce
025 ® Particulas - 2 .
-0, Lg
\* e . . -S.AC ’ sUC-p Aromfa Doce
_0 5 \ . pRO | L] a e . ’f.,‘
) \\ . =
\ ° .
e e TUrbidez @ &
-0,75 \-\\ Corpo (A) a & //,,
'y //
™~ a Corpo(T)
1 U
-1 -0,75 -05 -0,25 0 0,25 0,5 0,75 1
t1

*quadrados= formulagdes; circulos = consumidores; triangulos=atributos. Formulagdes: PUR (suco
puro); SAC (com sacarose); PRE (prebiética - com oligofrutose); PRO (probiética -com probiético);
SIMB (simbidtica - com oligofrutose e probidtico); SUC (com sucralose); e SUC-P (com sucralose e
probiético)

A fim de determinar grupos de consumidores com diferentes preferéncias
pelos sucos clarificados de macga, a Analise Hierarquica de Agrupamento (AHA) foi realizada

e os resultados s&o apresentados na Figura 4.
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Figura 4 — Analise Hierarquica de Agrupamento (AHA) para preferéncia de formulacdes de
suco clarificado de maca. (A) Formulages; (B) Consumidores*
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*Formulagbes: SAC (com sacarose); PUR (suco puro); PRE (prebidtica - com oligofrutose); PRO
(probidtica - com probiodtico); SIMB (simbidtica - com oligofrutose e probidtico); SUC (com sucralose);
e SUC-P (com sucralose e probiético)

Foi observada a presenca de trés grupos de formulagbes: Grupo 1 (a
esquerda) contendo as formulagbes SAC, SUC e SUC-P; Grupo 2 (a0 meio) com as

formulagdes PRE e SIMB; e Grupo 3 (a direita) com as formulagdes PUR e PRO (Figura 4A).
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A maioria dos consumidores (58,14%) estava no Grupo 1 e, portanto, tinha preferéncia pelas
formulagdes com maior intensidade no gosto e aroma doces (SAC; SUC; e SUC-P) (Figura
4B). Os consumidores do Grupo 3 (27,91%), no entanto, tinham preferéncia pelas
formulagdes pura (PUR) e probidtica (PRO). Segundo Endrizzi et al. (2014) existem
consumidores que comumente ingerem alimentos mais saudaveis, tendo preferéncia por
sucos sem adicao de agucar, além daquele ja presente na matéria-prima, e que estao mais
acostumados ao gosto acido desses produtos.

Ha ainda consumidores (Grupo 2) (13,95%), com preferéncia pelas
formulagdes adicionadas de oligofrutose como substituto de agucar (PRE e SIMB), indicando
gue existem consumidores que preferem sucos com intensidades intermediarias na dogura.

Os resultados da AHA indicam que ha um mercado consumidor amplo para
0 suco de maca e que as industrias podem direcionar a formulagéo dos seus produtos ao

publico alvo desejado.

4 CONCLUSOES

O presente estudo traz contribuicdes importantes as industrias produtoras
de sucos de maca e aos pesquisadores da area de alimentos funcionais. O suco de maga
mostrou ser um meio adequado para a incorporacdo de Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei como probidtico, sendo obtidos produtos com caracteristicas sensoriais (exceto
turbidez) e aceitagdo semelhantes aos produtos convencionais. A sucralose e a oligofrutose
podem ser utilizadas como substitutos de agucar, aumentando a aceitagao de sucos puros e
tornando-a semelhante a dos adicionados de sacarose. No caso das formulagdes com
oligofrutose, somam-se ainda os beneficios a saude associados ao consumo de prebidticos e
a baixa quantidade de calorias.

Conclui-se que foi possivel desenvolver um suco de macga potencialmente
simbidtico que apresentou perfil sensorial (exceto turbidez e presenca de particulas) e
aceitacdo semelhantes ao suco com sacarose, por meio da adicdo de Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei como cultura probidtica e oligofrutose como substituto de aguicar e
prebidtico. A fim de melhorar a aceitagdo dos produtos, o gosto e o aroma doces poderiam
ser intensificados. Para isso, a oligofrutose poderia ser adicionada em maior concentragéo (4
g/100mL) ou utilizada em conjunto com uma quantidade reduzida de agucar (sacarose) ou

um edulcorante, que poderia ser a sucralose.
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O suco de magd € um meio adequado para a incorporacao de
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei como probidtico, sendo
obtidos produtos com composicdo quimica e aceitabilidade
semelhantes aos produtos puros, porém, mais acidos (acidez titulavel);
vermelhos (avaliagdo instrumental) e turvos (avaliagdo fisica e
sensorialmente);

O tempo de vida dos sucos com cultura probidtica, baseado na
quantidade minima recomendada de probidticos, seria de 14 a 28 dias
em refrigeragdo (4°C), dependendo do tipo de embalagem e da
presenca de oligofrutose;

A oligofrutose pode ser utilizada como prebidtico e protetora de culturas
probidticas (Lactobacillus paracasei ssp paracasei) em sucos de
maga, nao tendo influéncia sobre as caracteristicas fisico-quimicas (pH,
acidez titulavel, cor e turbidez) e estabilidade ao armazenamento dos
produtos. Quando adicionada em concentragao suficiente para o efeito
prebidtico (2 g/100mL), atua como substituto parcial da sacarose, pois
sucos com oligofrutose apresentam menor intensidade do gosto doce
do que os com sacarose. Com relacdo a aceitabilidade, sucos
adicionados de oligofrutose sao igualmente aceitos aos adicionados de
sacarose;

Com base na ingestdo minima diaria de frutanos e na regulamentacdo
brasileira para utilizacdo da alegagdo de propriedade funcional da
oligofrutose, os sucos com oligofrutose e armazenados em refrigeragcao
por 28 dias poderiam ser considerados prebioticos, para uma porg¢ao de
200mL;

A sucralose pode ser utilizada como substituto de agucar, resultando
em produtos com intensidade de gosto doce e aceitagdo semelhantes
aos com sacarose. No entanto, os produtos sao mais claros (avaliagao
sensorial);

A embalagem de vidro € mais apropriada do que a de plastico para

manutengao mais prolongada (28 dias) da viabilidade de Lactobacillus
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paracasei ssp. paracasei, ndao havendo efeito da embalagem nas
caracteristicas fisico-quimicas e na aceitabilidade dos sucos;

E possivel desenvolver um suco de maga potencialmente simbiético
que apresente composi¢do quimica, perfil sensorial (exceto turbidez e
presenga de particulas) e aceitagdo semelhantes ao suco com
sacarose. Portanto, em conjunto com a cultura probidtica, a oligofrutose
atua como um substituto total do agucar, pois sucos simbioticos
apresentaram intensidade do gosto doce semelhante ao suco com
sacarose. Contudo, os produtos sdo mais acidos (acidez titulavel) e
turvos (avaliacao fisica e sensorial);

A aceitagdo de sucos clarificados de macga é dirigida de forma positiva
pelo gosto doce, aroma doce e gosto residual amargo; e negativamente

pelo sabor de maga, aroma de maga, cor mais escura e gosto acido.
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ANEXO A
APROVACAO DO PROJETO PELO COMITE DE ETICA

| .ﬂﬁ |
" | h. Losivie esiddady

L e — Fsradual de L ondrina

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidade Estadual de Londrina
Registro CONEP 268

| Parecer CEP/UEL: 063/2011 !
CAAE: 0044.0.268.000-11
Processo: 8676/2011 i
Folha de Rosto: 414896 o |
Pesquisador(a):  Sandra Helena Prudéncio |
Unidade/Orgdo:  CCA - Programa de Pés-Graduag#o em Ciéncia de Alimentos |

Londrina, 03 de maio de 2011.

Prezado(a) Senhor(a):

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade !
Estadual de Londrina” (Registro CONEP 268) — de acordo com as orientacdes da Resolucdo |
196/96 do Conselho Nacional de Salde/MS e Resoluges Complementares, avaliou o projeto:

“Suco de Fruta Simbiético com Oligofrutose como Substituto de Ag¢ucar”

Situacdo do Projeto: APROVADO

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificagdo que ocorra no
desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL relatério final da
pesquisa.

Atenciosamente,

A= ]

Profa. Dra. Alexandrina Aparecida Maciel Cardelli

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Universidade Estadual de Londrina

Camapas Universitario: Kodeia Ceba Gureis Cud (PR 4450 50 350 « Fone (0430 37140 PABY - Fay 3280480 « Caivs Postal 6001 « CEP $6051990  Intermet hiap o el hr
Hapital Universisdrin/Centro de Ciéncia da Satide: Av Rohers Koch, 60 Vil Operins - Fove (043 3512000 PABX - Fas 3374041 ¢ 357749 - Caiva Pusdal *91 - CEP 56034440
LONDRINA - PARANA - RRASI

i A 43T )
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ANEXO B
FICHA DE RECRUTAMENTO DE JULGADORES PARA TESTE DESCRITIVO

QUESTIONARIO PARA RECRUTAMENTO DE JULGADORES (Teste descritivo)

Vocoi ja deve ter ouvido falar de julgadores profissionais de vinhos que diferenciam vinhos de safras
diferentes apenas pelo odor. O que toma esses julgadores capazes de tal faganha &, principalmente,

o freinamento que eles recebem.

Neste momento, desejamos formar uma equipe freinada de julgadores, capacitada para medir a
intensidade das caracteristicas sensoriais (aparéncia, sabor, aroma e textura) de suco de magd. Ser
um julgador ndo tomara muito de seu tempo e ndo envolvera nenhuma tarefa dificil. A equipe de
julgadores se reunira semanalmente, por um periodo de 30 minutos, no Laboratorio de Analise
Sensorial do DCTA. Esperamos que oz julgadores tenham disponibilidade para participar da eguipe

por cerca de 6 (seis) meses.
Se vocé deseja participar da equipe de julgadores, por favor, preencha este formulario.

Se vocé tiver alguma divida, ou necessitar de infermagdes adicionais, ndo hesite em entrar em
contato com Tatiana (tel: 44 9101-9000, e-mail: tatipimentel@hotmail.com) ou Profa. Sandra Helena
{tel: 3371-4080, e-mail: sandrah@uel.br).

Dados Pessoais:

MNome

Telefone trabalho Telefone casa

E-mail

Horarios e dias da semana disponiveis para participar do treinamento:

Indigue o periodo &m que vooé pretende tirar férias eata ano:
1. Faixa etaria: 7 Sayo:

{ y15-25 { ) masculino

{ }25-35 { ) feminine

{ }35-50

{ ) acima de 50 anos



L

. Ocupagio:

) aluno

—

) funcionario

) professor

—

) outro

5. Gosta de sucode frifa ?

)} Sim

6. Indigue o quanto vocé aprecia cada um desses produtos:

4. Ezcolaridade:

{ ) 1°grau
{ )2*grau
{ )3°grau

{ )outro

Gosto

desgosto

Mem gostol Mem

Mao gosto

Munca provei

Suco de macd

Produtos

fibras

com

Produtos

probidticos

com

Produtos
baixo  teor

agdcar

COm
de

7. Frequéncia de consumo de suco de fruta:

Suco

Munca

Ocasionalmentes
{algumas wvezes

a0 ano)

Moderadamenie
{algumas vezes

por més)

Frequentemente
(algumas wvezes

por semana)

Laranja

Maga

Uva

Pésseqo

Morango

Outro

146



8. Freguéncia de consumo de suco com baixo teor de agdear (light):

{ ) Nunca

{ )Ocasionalmente - vezZes por ano

{ ' Moderadamente - vezes por més

{ )Frequentemente - veZes por semana

9. Frequéncia de consumo de produtos com fibras:

{ ) Nunca

{ )Ocasionalmente - vezes por ano

{ ) Moderadamente - vezZes por més

{ | Frequentemente - vezes por semana

10. Frequéncia de consumo de produtos com probioticos:

{ ) Nunca

{ ) Ocasionalmente - vezes por ano

{ ) Moderadamente - vezes por més

{ )Frequentemente - veZes por semana

11. Ja participou de algum teste sensorial? ( YM8o ( ) Sim De gue tipo 7

Aceitacio | )
Discriminativo { )

Descritiva { )
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ANEXO C
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA TESTE
DESCRITIVO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Teste Descritivo)

“SUCO DE FRUTA SIMBIOTICO COM OLIGOFRUTOSE COMO SUBSTITUTO DE A{;I:ICAR"
Prezadoja) Senhon{a):

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa “Suco de fruta simbidgtico com oligofrutose
como substituto de aglcar”, realizada no “Laboratério de Analise Sensorial do Departamento
de Ciéncia & Tecnologia de Alimentos”. O objetive da pesquisa & “desenvolver um suco de maga
potencialmente simbidtico por meio da adigio de Lactobacillus paracasel ssp. paracasel como
cultura probidtica e oligofrutose como prebidtico e substituto de agicar”. A sua participacéo &
muito importante e ela se daria da seguinte forma: durante as sessdes de avaliagio, previamente
agendadas, medir a intensidade das caracteristicas sensoriais de cor, aroma, sabor e textura
em amostras de suco. Gostariamos de esclarecer que sua participagio € totalmente voluntéria,
podendo vocé: recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualguer momento sem que isto acamrete
qualquer énus ou prejuize & sua pessoa. Informamos ainda que as informagbes serdo utilizadas
somente para os fins desta pesquisa e serdo fratadas com o mais absoluto sigilo & confidencialidade,
de modo a preservar a sua identidade.

Os beneficios esperados sdo: desenvolver um suco de magd pontencialmente funcional (com
beneficios a sadde), sendo entio, uma alternativa aos produtos lacteos funcionais ja
existentes no mercadoe e permitindo o consumo de culturas probidticas e prebioticos por
intolerantes a lactose, alérgicos as protemnas do leite e vegetarianos estritos. A ingestao do
suco de maga ndo trard nenhum prejuizo ou risco & sadde.

Informames que o senhor ndo pagard nem serd remunerado por sua paricipacdo. Garantimos, no
entanto, gque todas as despesas decorrentes da pesquisa serdo ressarcidas, quando devidas e

decomentes especificamente de sua pariicipacdo na pesguisa.
Caso vocé tenha dividas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos contactar | Sandra

Helena Prudencio, Av. Sao Paulo, 672 - Apto 91 - Londrina — PR, (43) 3371-4080), ou procurar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na
Avenida Robert Kock, n® 60, ou no telefone 3371 — 2490. Este termo devera ser preenchido em duas

vias de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e assinada entregue a vocé.
Londrina, ____ de de 2011.

Pesquisador Responsavel
Rz
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(mome por extenso do sujeito de pesquisa), tendo

sido devidamente esclarecido sobre ©s procedimentos da pesquisa, concordo em  participar
voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressdo dactiloscopica):

Data:

Obs: Caso o paricipante da pesguisa seja menor de idade, deve ser incluido o campo para

assinatura do menor e do responsavel.
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ANEXO D
FICHA DE RECRUTAMENTO DE JULGADORES PARA TESTE DE ACEITACAO

QUESTIONARIO PARA RECRUTAMENTO DE JULGADORES (Teste de Aceitacio)

Desejamos formar uma equipe de julgadores para avaliar a aceitagdo de suco de macd. As amostras
serdo produzidas a partir de frutas ou polpas e adicionadas de oligofrutose elou cultura probiotica
(Lactobacillus paracasei ssp. paracasei). Ser um julgador ndo tomara muito seu tempo e ndo
envolvera nenhuma tarefa dificil. A prova sera realizada no Laboratoric de Analise Sensorial do
DCTA, leva em fomo de 15 minutos e vocé podera fazé-la no horario em que tiver maior
disponibilidade.

Se vocé deseja participar do teste, por favor, preencha este formulario.

Se vocé tiver alguma dlvida, ou necessitar de informacdes adicionais, ndo hesite em entrar em
contato com Tatiana (tel: 44 9101-9000, e-mail: tatipimentel{@hotmail.com) ou Profa. Sandra Helena

(tel: 3371-4080, e-mail: sandrahi@uel br).

Dados Pessoais:

MNome

Telefone trabalho Telefone casa

E-mail

. Faixa etaria: 2. Sexo:
) 15-25 { ) masculino
) 25-35 [ ) feminino
} 35-50

Jacima de 50 anos

e e e

4. Escolaridade:

3. Ocupagio:

{ Jaluno { ) 1°grau
{ ) funcionario { ) 2°grau
{ ) professor { )3°grau
{ )outro { )outro

5. Gostade sucode frifa? () Sim ( ) Mao



&. Indique o gquanto vocé aprecia cada um desses produtos:

Gosto

MNem gostol Nem
desgosto

Ma&o gosto

Munca provei

Suco de magd

Produtos

fibras

com

Produtos

probidticos

com

Produtos
baixo teor

aglcar

com
de

7. Frequéncia de consumo de suco de fruta

Suco

MNunca

Ocasionalmente
(algumas wvezes

ao anao)

Moderadamente
{algumas vezes

por més)

Frequentemente
{algumas vezes

por semana)

Laranja

Maga

Uva

Pésseqo

Morango

Outro

. Freguéncia de consume de suco com baixo teor de aglcar (light):

} Nunca

} Oeasionalmente -
} Moderadaments -

} Frequentemente -

VEZES DOr ano

VEZES por més

WEZESE pOr semana

9. Frequéncia de consumo de produtos com fibras:

(
(
(
!

) Nunca

} Oeasionalmente -
) Moderadaments -

} Frequentemente -

VEZES DOr ano

VEZES por més

WEZESE pOr semana

10. Frequéncia de consumo de produtos com probidticos:

(
{
(
(

) Hunca

) Ccasionalmente -

) Moderadamente -

) Freguentemente -

VEZES DOr ano

VEZES por més

WEZES DOr semana
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ANEXO E

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA TESTE DE

ACEITACAO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Teste de Aceital;in]
“SUCO DE FRUTA SIMBIOTICO COM OLIGOFRUTOSE COMO SUBSTITUTC DE A{;I:ICAR"
Prezado(a) Senhor{a):

Gostariamos de convida-lo a paricipar da pesquisa “Suco de fruta simbidtico com oligofrutose
como substitute de agicar”, realizada no “Laboratorio de Analise Sensorial do Departamento
de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos™. O objetive da pesquisa é “desenvolver um suco de maca
potencialments simbidtico por meio da adigio de Lactobacillus paracasel ssp. paracasel como
cultura probidtica e oligofrutose como prebidtico & substituto de agicar”. & sua participagdo &
muito importants e ela se daria da seguinte forma: avaliar o quanto gostou ou desgostou das
amostras de suco formecidas durante a sessdo de avaliagio previamente agendada.
Gostariamos de esclarecer que sua participagdo & totalmente voluntaria, podendo vocé: recusar-se a
participar, ou mesmo desistir a qualguer momento sem que isto acarrete gualguer dnus ou prejuizo &
sua pessoa. Informamos ainda que as informagdes serdo utilizadas somente para os fins desta
pesquisa e serdo fratadas com o mais absoluto sigilo & confidencialidade, de modo a preservar a sua
identidade.

0= beneficios esperades 8o desenvolver um suco de magd pontencialmente funcional (com
beneficios 4 sadde), sendo entio, uma altermativa aos produtos lacteos funcionais ja
existentes no mercado e permitindo o consumo de culturas probioticas e prebioticos por
intolerantes a lactose, alérgicos as proteinas do leite e vegetarianos estritos. A ingestio do
suco de magd ndo trara nenhum prejuizo ou risco a sadde.

Informameos que o senhor ndo pagara nem serd remunerado por sua participagio. Garanfimos, no
entanto, gue todas as despesas decorrentes da pesgquisa serfo ressarcidas, guando devidas e

decomentes especificamente de sua participac®o na pesquisa.
Caso vocé tenha dividas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos contactar ( Sandra

Helena Prudencio, Av. Sao Paulo, 672 - Apto 91 - Londrina - PR, {43} 3371-4080), ou procurar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na
Avenida Robert Kock, n® 60, ou no telefone 3371 — 2490. Este termo devera ser preenchido em duas

vias de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e assinada entregue a vocé.

Londrina, ____ de de 2011.

Pesquisador Responsavel
RG::
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(nome por extenso do sujeito de pesquiza), tendo

sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em  participar
voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressdo dactiloscopica):

Data:

Obs: Caso o paricipante da pesquisa seja menor de idade, deve ser incluido o campo para
assinatura do menar e do responsavel.
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