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RESUMO

Em decorréncia de alguns inconvenientes relacionados a ingestdo de produtos
lacteos, e o desejo por alternativas vegetarianas, houve uma crescente procura por
produtos nutracéuticos nao lacteos obtidos pela fermentacédo de cereais, frutas e
vegetais. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo elaborar uma bebida
fermentada nutracéutica, utilizando como matéria-prima principal o extrato da
améndoa de Baru (Dipteryx alata Vogel). O extrato hidrossoluvel de améndoa de
baru (EHAB) desenvolvido nesse estudo foi fermentado e co-fermentado por quatro
diferentes isolados: bactéria latica (Weissella confusa CHICHANR113258.1), as
cepas probidticas comerciais (Lactobacillus casei e Lactobacillus acidophilus), e
levedura (Rhodotorula mucilaginosa CHICHAKJ183057.1), em ensaios a 37°C por
24h, e sob refrigeragcdo por mais 24h a 4°C. Durante as fermentacdes foram
analisados parametros como pH, acidez titulavel, contagem populacional e valores
nutricionais. Todos os isolados testados foram capazes de acidificar o EHAB com
18h de fermentacdo em valores de pH proximos a 4,0. Nas co-fermentacdes a
acidificacdo do EHAB ocorreram com apenas 6h de fermentacao. Apos 0s ensaios
de fermentacdo e co-fermentacdo, duas formulacdes da bebida foram
desenvolvidas com a bactéria Weissella confusa (CHICHA NR113258.1), e
submetidas a analise sensorial pelo teste de aceitabilidade e avaliadas quanto a
qualidade higiénico-sanitaria, através da contagem de coliformes termo-tolerantes,
apresentando alta aceitabilidade e condi¢gbes adequadas de seguranca alimentar e
de consumo. Este estudo, portanto, possibilitou o conhecimento do processo
fermentativo do EHAB por quatro diferentes micro-organismos, bem como, a
padronizacao do processo de producdo de uma bebida fermentada, utilizando uma
bactéria latica (Weisella confusa CHICHANR113258.1), isolada de uma bebida
indigena da regido. O produto final resultou em uma bebida fermentada
nutracéutica, com caracteristicas nutricionais e sensoriais adequadas, que
possibilitara um possivel efeito benéfico sob a microbiota intestinal do consumidor,
e consequentemente, melhorar a absorcdo de nutrientes e prevenir algumas
doencas, como por exemplo, o cancer de intestino grosso, que pode ter seu risco
diminuido pelas fibras, além de ajudar no controle do colesterol e do diabetes.
Como também, uma alternativa para pessoas com intolerancia & lactose e para o
mercado que vem buscando por produtos alternativos.

Palavras chave: EHAB, fermentacgé&o, padronizacao



43

44

45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

Abstract

As a result of some inconveniences related to the ingestion of dairy products, and
the desire for vegetarian alternatives, there was a growing demand for non-dairy
nutraceuticals obtained by the fermentation of cereals, fruits and vegetables.
Therefore, the present study aimed to elaborate a nutraceltical fermented beverage,
using as raw matrial the Baru (Dipteryx alata Vogel) almond extract. Baru almold
water-soluble extract (BAWE) developed in this study was fermented and co-
fermented by four different isolates, lactic acid bacteria (Weissella confusa
NR113258.1), commercial probiotic strains (Lactobacillus casei and Lactobacillus
acidophilus), and yeast (Rhodotorula mucilaginosa KJ183057.1), in a simple
fermentation and co-fermentation test at 37°C for 24h, and under refrigeration at
4°C for further 24h. During the fermentations were analyzed parameters such as
pH, titratable acidity, population counts and nutritional values. All the isolates tested
acidified the BAWE with 18h of fermentation (pH values close to 4.0). The co-
fermentations acidified the extract with only 6h of fermatation. After fermentation,
two beverage formulations were developed with Weissella confusa bacteria. For
acceptability analyzes, the formulations were submitted to sensory analysis and
hygienic-sanitary quality were evaluated by counting thermotolerant coliforms, and
presented high acceptability and adequate conditions of food safety and
consumption. Accordingly, this study allowed the knowledge of the fermentative
process of BAWE by different microorganisms, as well as the standardization of the
production process wusing a lactic acid bacterium (Weisella confuse
CHICHANR113258.1) isolated from an indigenous beverage produced in the
region. The final product resulted in a fermented nutraceutical beverage with
adequate nutritional and sensory characteristics, which will allow a possible
beneficial effect under the intestinal microbiota of the consumer, and consequently
improve the absorption of nutrients and prevent some diseases, as well as an
alternative for people with lactose intolerance and for the market that is looking for
alternative products.

Key words: BAWE, fermentation, standardization
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1. INTRODUCAO

Devido & maior conscientizagdo dos consumidores sobre a influéncia da
alimentacdo na saude, o interesse pelo desenvolvimento de novos alimentos
funcionais e nutracéuticos tem crescido ao longo do tempo (TRIPATHI et al., 2014).
O termo nutracéutico pode ser definido como um alimento ou parte de um alimento
que proporciona beneficios médicos e de saude, incluindo a prevencdo e/ou
tratamento da doenca. E pode abranger desde os nutrientes isolados, suplementos
dietéticos na forma de capsulas e dietas, até os produtos beneficamente projetados,
produtos herbais e alimentos processados tais como cereais, sopas e bebidas
(ROBERFROID, 2002; HUNGENHOLTZ, 2002; WILDMAN et al, 2007; DAS et al.,
2014). Esses alimentos podem ser produzidos através de métodos fermentativos,
com o uso de micro-organismos considerados seguros a saude humana (DAS et
al., 2014).

As bebidas fermentadas sdo produtos que auxiliam na insercdo desses
micro-organismos na dieta, e ja foi confirmado por muitos estudos, que os produtos
lacteos sdo os melhores substratos para o fornecimento dos mesmos. Porém, em
decorréncia de alguns inconvenientes relacionados a ingestédo de produtos lacteos,
como por exemplo, intolerancia a lactose, teor de colesterol, alergia as proteinas
do leite e o0 desejo por alternativas vegetarianas, houve uma crescente procura de
produtos nutraucéutico ndo lacteos obtidos pela fermentacéo de cereais, frutas e
vegetais (GRANATO et al., 2010; PRADO et al., 2015; FREIRE et al., 2017).

Muitas espécies vegetais do bioma Cerrado destacam-se por apresentar
potencial econémico e alimenticio (GONCALVES et al., 2013). Algumas dessas
espécies frutiferas sdo conhecidas por possuirem altos valores nutritivos,
superiores a valores encontrados para outras espécies cultivadas. O baru, é uma
espécie vegetal pertencente a familia Leguminosae (Fabaceae) com ocorréncia
ampla no Cerrado que vem sendo explorado economicamente devido a suas
qualidades nutricionais (MAGALHAES, 2014).

A améndoa de baru pode ser considerada um O6timo substrato para o
desenvolvimento de um extrato hidrossoluvel vegetal, devido as suas importantes

propriedades farmacoldgicas e nutricionais, além de seu baixo custo de producéo.
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Elas sdo ricas em gorduras, proteinas, sdo fontes de vitamina E, magnésio,
manganés, cobre, fosforo, fibra, riboflavina e acidos graxos monoinsaturados
(FERNANDES et al.,, 2010; SIQUEIRA et al.,, 2015). Diante do exposto, o
desenvolvimento de uma bebida fermentada nutracéutica, a partir do extrato da
améndoa de baru, fruto nativo do Cerrado, possibilitard uma maior opcédo de
produtos protéicos de origem vegetal, além de valorizar a matéria prima regional, e

oferecer um produto com caracteristicas nutricionais e sensoriais adequadas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Coleta e preparo das améndoas de baru

As améndoas de baru foram adquiridas do assentamento Santa Clara Teijin
em Nova Andradina-MS. Apds a colheita, as améndoas integras foram lavadas com
agua corrente, sanitizadas com solucéo de hipoclorito de sodio (100 ppm) por 15
minutos, enxaguadas novamente, secas em estufa de circulacéo de ar a 35°C, por
5 horas, acondicionadas em sacos plasticos identificados e armazenadas sob
refrigeracdo a 8°C.

5.1.2. Obtencédo do EHAB

Para a elaboracdo do EHAB, foi utilizada a metodologia descrita por
D’Oliveira (2015). As améndoas de baru ja sanitizadas foram tratadas termicamente
em agua sob fervura (1:3, p:v) por cinco minutos, com o objetivo de reduzir a carga
microbiana, os fatores antinutricionais, inativar enzimas e facilitar o processamento
posterior. Apdés o tratamento térmico as mesmas foram despeliculadas
manualmente e trituradas por 3 minutos. Em seguida foram homogeneizadas
juntamente com agua fervente (295 g de améndoas trituradas/1 litro de extrato) em
liquidificador por cinco minutos e o extrato resultante foi filtrado através de um pano
de duas camadas. ApoOs a filtracdo, foi realizado o processo de pasteurizacao
(65°C/30 minutos) em garrafas de vidro esterilizadas, sendo 0 mesmo em seguida
resfriado e armazenado sob refrigeragdo até o momento de utilizacdo para a

fermentacao.

5.2. Micro-organismos
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As culturas Weissella confusa (CHICHA NR113258.1) e Rhodotorula
mucilaginosa (CHICHA KJ183057.1) foram isoladas a partir da bebida indigena
chicha, e selecionadas devido a secrecdo de enzimas como proteases, lipases e
celulase, caracterizadas em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa. Foram
utilizadas também as espécies comercias probidticas Lactobacillus acidophilus e
Lactobacillus casei adquiridas da Danisco® (YoMix, Deutschland). As bactérias
laticas foram cultivadas em meio de cultivo MRS (De Man Rogosa Sharpe Merck
Whitehouse Station, USA) pH 6,0 (em m/v: peptona bacterioldgica 1%, extrato de
carne 0,8%, extrato de levedura 0,4%, glicose 2%, Tween 80 0,1%, K2HPO4 0,2%,
acetato de sodio 0,3%, citrato de amdnia 0,2%, sulfato de magnésio 0,001%, sulfato
de manganés 0,0036%). A levedura foi cultivada no meio YEPG (Yeast Extract
Peptone Glucose Agar) (Merck, Darmstadt, Germany) pH 3,5 (em m/v: extrato de
levedura 1%, peptona 1%, glicose 2% e Agar 1,3%) e incubadas a 37° C por até
48h. O indculo utilizado para fermentacao foi preparado utilizando 100 uL de cada
espécie separadamente em 5 mL de Caldo MRS e YPD esterilizado, que foi em
seguida incubado a 37°C. Ap6s 16 h, o sobrenadante foi removido e as células
transferidas para 50 mL de MRS. Os frascos foram incubados durante 16 h, e as
células foram transferidas para 500 mL do seu respectivo meio e depois incubadas
nas mesmas condi¢cdes descrita acima. A suspensdo celular foi centrifugada
durante 7 min a 7000 rpm a 4°C e o sobrenadante removido. A massa celular foi
entdo, lavada duas vezes com agua peptonada esterilizada, e inoculada no extrato

hidrossollvel de améndoa de baru, com uma populacéo de 7 log UFC.ml?

5.2.1. Sobrevivénciaem pH 2.0

Os quatro isolados foram submetidos ao teste de tolerancia ao pH 2.0 para
selecionar os isolados resistentes de acordo com a metodologia descrita por Ramos
et al. (2013), com o objetivo de avaliar um possivel efeito benéfico sobre a
microbiota intestinal, uma vez que esse valor de pH simula o do pH digestivo, e se
os isolados ndo sobreviverem a ele, ndo conseguirdo permanecer no trato
gastrointestinal, onde se espera que exercam seus efeitos promotores de saude.
As culturas celulares com densidade Optica de 0,2 a 600 nm e com

aproximadamente 107 células/mL foram centrifugadas e ressuspensas em caldo
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MRS (bactérias) e YEPG (levedura) com pH ajustado para 2,0 utilizando HCI 1 N e
incubadas durante 3 h a 37°C. As culturas foram posteriormente inoculadas em
placas de agar MRS e YPD com pH neutro por 48 h a 37 ° C para observar seu

crescimento. O ensaio foi realizado em triplicata.

5.3. Ensaios de Fermentacéo simples e co-fermentacdes

As células lavadas foram inoculadas em 400 mL de extrato pasteurizado de
améndoa de baru. A suspenséo com 1% de inéculo (7 log.UFC/ml?) foi incubada
em seguida a 37°C durante 24 h e depois, 0 extrato hidrossolavel de baru
fermentado permaneceu durante mais 24 h sob refrigeracdo (4°C), e a cada seis
horas, foram coletadas assepticamente amostras para analises fisico-quimicas e
microbiolégicas. Para os ensaios de fermentacdo simples, cada micro-organismo
foi inoculado no substrato separadamente, enquanto as co-fermentagbes foram
realizadas da seguinte forma: (1) W. confusa e R. mucilaginosa, (2) W. confusa e
L. casei, (3) W. confusa e L. acidophilus, (4) R. mucilaginosa e L. casei, (5) R.
mucilaginosa e L. acidophilus, e (6) L. acidophilus e L. casei. Os experimentos

foram realizados em triplicata.

5.4. Contagem das células viaveis inoculadas

Uma amostra de um mililitro foi retirada do fermentado. Foram preparadas
diluicdes decimais seriadas numa solucao de agua peptonada a 0,1% (p/v) (Difco).
As contagens viaveis das bactérias laticas e da levedura durante o cultivo foram
obtidas por espalhamento de 0,1 mL de uma amostra de uma diluicdo apropriada
sobre a superficie de placas de MRS e YEPG e incubadas a 37°C durante 48h
(EVANGELISTA et al.,, 2012, WANG et al., 2002). As unidades formadoras de
colénias (UFC) foram enumeradas em placas contendo 30 a 300 colbnias, e a

concentracgédo celular foi expressa como log UFC.mL* de fermentado de baru.

5.5. Analises fisico-quimicas

Os valores de pH e a estimativa da acidez titulavel foram mensurados
durante a amostragem de acordo com a metodologia proposta por (AOAC, 2000).

O pH das amostras do fermentado de baru foi mensurado com um pHmetro digital.

6
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A estimativa da acidez titulavel foi realizada por um método relatado pela AOAC
(2000), no qual uma amostra de 5 mL foi titulada contra 0,1M NaOH utilizando
Fenolftaleina como indicador.

Teores de umidade, matéria seca, gordura e cinzas foram determinados de
acordo com a metodologia por (AOAC, 2000) no fermentado de baru. O teor de
nitrogénio foi determinado de acordo com o método Kjeldahl, e o teor de proteina
bruta foi feito pelo método Micro-Kjeldahl, usando-se o fator 6,25 para a conversao
do nitrogénio em proteinas, segundo os métodos oficiais do Instituto Adolfo Lutz
(ZENEBON et al., 2008). A concentracdo de carboidratos foi determinada pela
diferenca de teores: 100 - (% umidade + % proteina + % gordura + % cinzas). O
valor calorico foi calculado utilizando a férmula (% Proteina x 4,0 + %Lipidios x 9,0
+ %Carboidratos x 4,0) (WISKER and FELDHEIM, 1990).

5.6. Formulagédo da bebida saborizada com o isolado selecionado

ApOs a analise dos resultados das fermentacbes simples e co-
fermentacdes, um isolado (Weissella confusa CHICHA NR113258.1) foi
selecionado para formular a bebida saborizada, com base nos critérios de rapida
acidificacdo do EHAB e de alto valor protéico na bebida resultante.

A bebida saborizada foi formulada utilizando o EHAB fermentado, descrito
no item 5.1.2 e 5.3, acrescido de 25% de cacau (em p6 50%) e 5% de acucar na
primeira formulagdo (F1). E de 25% de ameixa e 5% de acucar, na segunda
formulacdo (F2). As bebidas saborizadas foram entdo, avaliadas quanto a
qualidade higiénico-sanitaria, através da contagem de coliformes termo-tolerantes,

e submetidas a analise sensorial pelo teste de aceitabilidade.

5.6.1. Analises de coliformes termo-tolerantes

As analises de presenca de coliformes termo-tolerantes nas bebidas
saborizadas foram realizadas conforme APHA (2001), para atender o regulamento
técnico sobre padrdes microbioldgicos para alimentos (BRASIL, 2001), tendo os
produtos a base soja como grupo de referéncia.

Para o teste presuntivo foram preparadas solu¢cdes com 25 ml das amostras

em 225 mL de agua peptonada a 1%. As amostras foram homogeneizadas e as

7
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diluicdes decimais seriadas de 10! a 102 realizadas, onde uma aliquota de 1 ml de
cada diluicao foi inoculada em triplicata em tubos de ensaio contendo caldo lactose.
Os tubos foram incubados a 36°C+1°C por 48 horas.

Para o teste confirmativo foram separados os tubos positivos em caldo
lactose e inoculados, com alga, em tubos de caldo E.C. Os tubos foram incubados
em banho-maria na temperatura de 45+0,2°C por 24 horas. Através dos tubos
positivos calculou-se o niumero mais provavel (NMP) de coliformes a 45°C por ml

de amostra.

5.6.2. Anédlise sensorial

Este projeto foi submetido e aprovado ao Comité de Etica para Pesquisa em
Seres Humanos da Universidade Federal da Grande Dourados (anexo A).

Para a realizac@o dos testes sensoriais foi necessario a participagédo de 21
provadores ndo treinados da Universidade Federal da Grande Dourados, que
concordaram com os termos do estudo e assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Foram considerados critérios de exclusao e, portanto, ndo
fizeram parte da pesquisa, pessoas menores de 18 e maiores de 60 anos,
portadores de doencas sistémicas ou crénicas (ex: diabetes) e pessoas com alergia
a algum componente das formulacdes.

As formulagbes foram avaliadas sensorialmente, atraves do teste de
aceitacdo (apéndice B). Para isso, foi utilizada escala heddnica com 9 pontos,
sendo 1 (desgostei muitissimo) e 9 (gostei muitissimo). A ficha contendo o teste foi
entregue juntamente com cada amostra e foi reservado um espaco para eventuais
comentarios, onde os provadores poderiam expressar, de forma mais detalhada,
aspectos considerados importantes. Cada formulacao foi avaliada de acordo com
sete atributos: aparéncia, cor, aroma, sabor, textura, dogura e avaliacdo global
(DUTCOSKY, 2013).

5.7. Analise estatistica

Para a organizacdo e validagdo dos dados experimentais das analises
proximais e sensoriais, os dados foram submetidos a analise de variancia

(ANOVA), a diferenca minima significativa entre as amostras foi determinada pelo
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teste de Tukey e o nivel de significancia utilizado foi 5%. O software R foi utilizado
para as analises estatisticas; ORINGIN 8.0 para a confec¢éo dos graficos; e PAST

para a analise de PCA.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

As espécies Weisella confusa (CHICHA NR113258.1), e Rhodotorula
mucilaginosa (CHICHA KJ183057.1), ambas provenientes da bebida indigena
chicha, e duas cepas comerciais (Lactobacillus casei e Lactobacillus acidophilus)
foram testadas quanto a sobrevivéncia ao pH 2,0, e depois, avaliadas quanto a
capacidade de fermentacdo em ensaios de fermentac&o simples e co-fermentacéo
do EHAB.

6.1. Teste de sobrevivénciaem pH 2,0

Os quatro isolados foram analisados quanto a capacidade de sobrevivéncia
em pH 2,0 em meio MRS e YEPD. Todos 0s micro-organismos testados foram
capazes de sobreviver apos 3 horas de exposicao ao pH 2.0, indicando que podem
sobreviver a passagem pelo estbmago (GOLDIN et., 1992). A rapida acidificacédo
auxilia em uma maior seguranca, pois mediante a producdo de &cido, inativa

patdgenos e micro-organismo prejudiciais (AMMOR et., 2007).

6.2. Perfis de acidificacdo do EHAB pelos quatro isolados em fermentacéo

simples e co-fermentacéo

Os perfis de acidificagéo dos isolados no EHAB foram avaliados durante 24h
a 37°C, e sob refrigeracédo durante 24h em fermentacao simples e co-fermentacéo
da améndoa de baru. O EHAB desenvolvido neste estudo demonstrou ser um
substrato adequado para fermentacdo, uma vez que todos os isolados foram
capazes de crescer e fermentar o mesmo. Os perfis de acidificacdo, e acidez
titulavel (acido latico/100g) dos micro-organismos durante as fermentacdes simples
e co-fermentacgdes sao apresentados nas figuras 1 e 2. Os quatro isolados testados
reduziram o pH em valores proximos a 4,0 e produziram &cido latico na faixa de
0,4% no EHAB ap0os 18 horas de fermentagéo.

As bactérias laticas comerciais L. casei e L. acidophilus, e a levedura
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Rhodotorula mucilaginosa atingiram valores de pH de 4,8 e acidez titulavel em torno
de 0,38% de acido latico apdés 18h de fermentacdo. A bactéria latica Weissella
confusa apresentou pH de 4,69 e acidez de 0,48% de &cido latico em 18h de
fermentacdo. A legislacao estabelece valores de acidez em torno de 0,6 a 2,0 de
acido latico/100g para leites acidofilos e leites fermentados (BRASIL, 2007). Porém,
para extratos hidrossolUveis vegetais, esse valor ainda ndo foi regulamentado, mas
diferentes estudos adotaram como valores médios de referéncia 0,45% de acido
latico (MIGUEL et al., 2010; FIORAVANTE et al., 2017).

Fioravante et al. (2017), encontraram valores semelhantes na formulagéo de
uma bebida fermentada a partir do EHAB, e obtiveram, com cinco horas de
fermentacao valores de 4,7 e 0,48% de acido latico para pH e acidez titulavel,
respectivamente, porém foram adicionados polpa de ameixa e acucar antes da
fermentacdo; Miguel et al. (2010) também determinaram o pH final de 4,7 em
fermentacao de iogurte de soja, porém esse valor foi alcangcado com seis horas de
fermentacdo. Santos et al. (2014) na fermentacéo de extrato de amendoim e soja,
demonstraram pH final de 4,6 em doze horas de fermentacao. Foi referido que, em
formulacéo de alimentos, o pH em torno de 3,5 a 4,5, auxilia no aumento do pH do
trato gastrointestinal, e intensifica os beneficios e a estabilidade de cepas
probiéticas consumidas (KAILASAPATHY E CHIN, 2000). Quando mantidos sob
refrigeracdo a 4°C, os isolados apresentaram valores médios de 4,7 e 0,44% de
acido latico, para pH e acidez titulavel, respectivamente, demonstrando que esses
parametros sofreram poucas alteragbes com 24h sob refrigeracdo. Porém, de
acordo com a literatura, o tempo de armazenamento pode aumentar o valor de
acidez titulavel. Thamer e Penna (2006), ralataram que o armazenamento do
produto, a temperatura de refrigeracdo e apos acidificacdo provocada pelo
metabolismo das culturas usadas podem contribuir para ao aumento da acidez no
periodo de estocagem.

Alguns estudos confirmaram a capacidade de fermentagéo e acidificagao
das espécies comerciais L. casei e L. acidophilus em diferentes substratos, lacteos
e nao lacteos (FREIRE et al., 2017; FIORAVANTE, 2015; SANTOS et al., 2014).
Foi verificado também, que a associacdo de L. acidophilus e L. casei, pode ser
utilizada na prevencao e tratamento de infecgdes intestinais e no restabelecimento

da microbiota intestinal ap6s longos periodos de tratamento com antibiéticos via

10



341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370

oral (GONZALEZ et al., 1993). Na literatura ainda ndo havia relatos sobre os
pardmetros fermentativos dessas cepas em extrato hidrossoluvel de baru, e
portanto, esse estudo é o primeiro a mencionar esses resultados.

Os ensaios de co-fermentacdo propiciaram a acidificacdo desejavel do
EHAB ap0s 6 horas de fermentacdo, uma vez que o pH chegou a aproximadamente
4,5 e acidez titulavel a 0,4% de acido latico, em média (figura 2).

A co-fermentacéo da levedura com a bactéria latica Weissella confusa
(tratamento A), apresentou valores de pH e acidez de 4,4 e 0,43% de acido latico,
e quando co-fermentada com as culturas comerciais (tratamentos D e E),
apresentou valores de pH em torno de 4,6 e acidez de 0,46% de acido latico. A
fermentacdo em co-cultura de Lactobacillus casei e Weissella confusa apresentou
valores de pH de 4,35 e acidez de 0,51% de acido latico, a co-fermentacéo entre
Weissella confusa e Lactobacillus acidophilus obteve valores de 4,5 e 0,44% de
acido latico, respectivamente, para pH e acidez titulavel. A co-cultura de L. casei e
L. acidophilus atingiu valores de pH de 4,7 e acidez de 0,48% de &cido léatico.

Em geral, pode-se observar que, na medida em que o pH diminuiu, a acidez
titulavel aumenta, demonstrando que os valores seguiram essa tendéncia oposta
esperada. Isanga e Zhang (2007) relataram que a fermentacdo com culturas
combinadas apresentam maiores valores de acidez titulavel do que quando
fermentadas sozinhas, os autores desenvolveram um extrato de amendoim
fermentado com a mistura de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus e
Streptococcus salivarius ssp.thermophilus. O crescimento simultaneo de BAL e
leveduras séo favoraveis em bebidas e alimentos fermentados, uma vez que as
mesmas sao favorecidas pela acidificacao criada pelas bactérias, e o crescimento
das bactérias é estimulado pela presenca de leveduras, que fornecem fatores de
crescimento, como vitaminas e componentes de nitrogénio soluvel (MIGUEL et al.,
2015). A producéo de acidos que reduzem o valor de pH abaixo de 4,0 e a presenca
de outros componentes antimicrobianos durante a fermentacado podem promover a
seguranca e estabilidade do produto final, uma vez que a maioria dos patdgenos
nao sobrevivem em pH baixo (BLANDINO et al., 2003)
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Figura 1- Perfis de acidificacdo do EHAB pelos isolados testados. A (Lactobacillus acidophilus); B (Lactobacillus casei);
C (Weissella confusa CHICHANR113258.1); D (Rhodotorula mucilaginosa CHICHAKJ183057.1);
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Figura 2- Perfis de acidificacdo do EHAB durante as co-fermentagfes testadas. A) Weissella confusa (CHICHANR113258.1)+ Rhodotorula mucilaginosa

(CHICHAKJ183057.1); B)Weissella confusa(CHICHANR113258.1)+ Lactobacillus casei;

C)Weissella confusa(CHICHANR113258.1)+ Lactobacillus

acidophilus; D) Rhodotorula mucilaginosa(CHICHAKJ183057.1)+ Lactobacillus casei; E)Rhodotorula mucilaginosa(CHICHAKJ183057.1)+ Lactobacillus

acidophilus; F)Lactobacillus casei+ Lactobacillus acidophilus.
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6.3. Populac&o microbiana pos-fermentacgéo

A populacdo dos micro-organismos ao final dos ensaios de fermentacéo e
co-fermentacédo, e apds 24h sob refrigeracdo (4°C) sdo demonstradas na tabela 1.

Os quatro isolados apresentaram contagens populacionais proximas durante
as fermentacdes individuais, atingindo valores em torno de 8 logUFC.mlt com 24h
de fermentacéo. Quando as bebidas foram mantidas sob refrigeracao por mais 24h
a 4°C, esses micro-organismos diminuiram sua populacao para valores em torno
de 7 log UFC.ml. Foi sugerido que, para proporcionarem efeitos benéficos na
saude do trato gastrointestinal, os produtos fermentados quando consumidos,
necessitam de bactérias probiéticas com uma populacdo de 8 Log UFC.ml?
(OUWEHAND E SALMINEN, 1998), portanto, a bebida desenvolvida neste trabalho
encontra-se dentro dos padrbes desejaveis.

A populacdo dos micro-organismos nos ensaios de co-fermentacédo foi
superior aos ensaios de fermentacao simples, apresentando valores em torno de 9
log UFC.ml! para as bactérias laticas e 6 log UFC.ml* para a levedura, com 24h de
fermentacéo e diminuindo 1 log UFC.ml* quando mantidos sob refrigeracéo (tabela
1). Para obter a reducéo do pH e a producédo de acido desejada, sdo necessarias
altas contagens viaveis, que afetara no prazo de validade, nas propriedades
organolépticas, como também, prevenir a contaminagédo (RATHORE et al., 2012).

O potencial de aplicacdo biotecnoldgica da bactéria Weissella confusa tem
sido estudado por diferentes autores, com 0 objetivo de descobrir novos micro-
organismos com potencial de proporcionar efeitos benéficos na saude dos
consumidores (YANG et al., 2014; PATEL et al.,, 2013; VITALI et al.,, 2012;
COLLINS et al.,1993), porém esse estudo foi o primeiro a avaliar o potencial
fermentativo dessas espécies em EHAB. Em geral, os resultados obtidos por esse
micro-organismo, isolado da bebida indigena chicha, quando comparados aos das
cepas comercias (L. casei e L. acidophilus), foram semelhantes, visto que, essa
bactéria foi capaz de sobreviver a baixos valores de pH, acidificar o extrato de baru,
e consequentemente atingir valores ideais de pH durante a fermentagdo, como
também manter sua populacdo em torno de 7 log UFC.ml? apés 24h de

fermentacao e mais 24h em refrigeragao.
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402

403 Tabela 1- Contagens populacionais (log UFC.mlI?) dos ensaios ao final das fermentacdes
404  simples e co-fermentacdes, e apods a refrigeracéo
Log UFC.ml*
Fermentacbes Simples
M.O 24h/37°C 24h/4°C
W.confusa 8,3 7,3
(CHICHANR113258.1)
R.mucilaginosa 8,3 7,2
(CHICHAKJ183057.1)
L. casei 8,3 7,4
L. acidophilus 8,9 7,7
BAL LEV BAL LEV
Co-fermentacdes 1 9,7 6,0 84 50
2 9,9 - 8,5 -
3 9,7 - 8,6 -
4 9,5 5,5 84 45
5 9,8 5,8 88 44
6 9,8 - 8,6 -
405 (L)Weissella  confusa(CHICHANR113258.1)+Rhodotorula  mucilaginosa(CHICHAKJ183057.1);
406 (2)Weissella confusa(CHICHANR113258.1)+ Lactobacillus casei; (3)Weissella confusa(CHICHA
407 NR113258.1)+ Lactobacillus acidophilus; (4)Rhodotorula mucilaginosa(CHICHAKJ183057.1)+
408 Lactobacillus casei; (5)Rhodotorula mucilaginosa(CHICHAKJ183057.1)+ Lactobacillus acidophilus;
409 (6)Lactobacillus acidophilus+ Lactobacillus casei.
410
411 6.4. Caracterizagdo proximal do EHAB e do extrato hidrossoluvel
412 fermentado
413 Os resultados obtidos nas analises proximais do EHAB e do fermentado sao
414  apresentados na tabela 2 e 3, respectivamente.
415 A legislacdo (RDC n° 268, de 22 de setembro de 2005) estabelece que a
416 quantidade minima de proteina é de 3,0 g.100mL™ para produtos protéicos de
417  origem vegetal (BRASIL, 2005 a), diante do exposto, é possivel afirmar que o EHAB
418 estd de acordo com os parametros descritos nesta legislacédo. O extrato apresentou
419  caracteristicas semelhantes aos demais extratos vegetais (PRETTI et al., 2012;
420 BICUDO et al., 2012), como também composi¢des proximas ao do leite bovino:
421 umidade 87,3%, proteinas 3,3 %, lipideos 3,8% e minerais 0,72% (DE ANGELIS;
422  TIRAPEGUI, 2007), porém com a vantagem de ndo possuir lactose e os sitios
423  alergénicos da proteina do leite, destacando-se assim, como uma alternativa na
424  ingestdo de proteinas para pessoas com alergia ao leite de vaca e/ou intolerancia
425 alactose (D'OLIVEIRA, 2015).
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Tabela 2- Andlise proximal do EHAB in natura

Componentes (%)
Umidade 95,62+0,2
Carboidratos totais 24,07 0,17
Lipideos 2,47 +0,12
Proteinas** 3,48 +0,08
Cinzas 0,99 +0,01
Fibra Bruta 1,98 +0,02

*Valores constituem média = desvio padrao de triplicatas.
**Fator de conversao de nitrogénio em proteina - 6,25.

As composicdes proximais do EAHB fermentado sédo apresentadas na tabela
3. Com excecdo das cinzas, todas as variaveis avaliadas na composicdo
centesimal, das 4 fermentacOes simples, diferiram entre si, pelo teste de tukey, com
5% de probabilidade. O EHAB fermentado com a bactéria Weissella confusa
apresentou o maior valor de carboidrato quando comparada com as outras
fermentacdes, o teor de lipideo foi semelhante aos dos EHAB fermentados com
bactérias comerciais, e inferior ao fermentado com Rhodotorula mucilaginosa, o
que pode ser explicado pela possivel producédo de lipases dessa levedura, que
também apresentou o maior valor calérico, o qual, pode estar associado a maior
concentracéo de lipideos.

Fioravante (2015) ao desenvolver uma bebida fermentada saborizada a base
de EHAB, encontrou valores semelhantes de proteina (3,16%), lipidios (6,50%) e
valor cal6rico (82,20 kcal 100g™), valor inferior de umidade (83%) e valor superior
de carboidratos (4,31%). D’Oliveira (2015), desenvolveu um EHAB, e relatou
valores inferiores, de umidade (85,89%), valor cal6rico (60,89 kcal 100g-1) e lipidios
(4,89%). Outros autores relataram, no desenvolvimento de diferentes extratos
vegetais, valores de composicao centesimal semelhantes ao deste estudo (PRETTI
et al., 2012; BICUDO et al., 2012)
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Tabela 3- Composicao proximal dos extratos hidrossollveis fermentados de Baru

FERMENTAGOES SIMPLES

COMPONENTES R LC w.c LA
Umidade 87,272+0,10 87,322 +0,10 85,27°+0,30 86,20°+0,20
Carboidratos totais 0,21°+0,02 2,14°+0,03 5,102+0,03 2,93°+0,07
Lipideos 8,202 £0,30 5,92°+0,20 5,32 +0,10 6,16°+0,20
Proteina Bruta** 3,61°+0,05 3,71%+0,10 3,41°+0,07 3,82%+0,10
Cinzas 0,872+0,01 0,902+0,02 0,892+0,03 0,882+0,02
Fibra Bruta 0,932°+0,02 0,812 +0,01 0,74°+0,03 0,862"+0,01
Valor Caldrico 89,062+0,87 76,18°+0,77 80,69°+0,60 81,75+0,56

*Valores constituem média + desvio padrdo de triplicatas. **Letras diferentes na mesma linha
indicam diferenga significativa (p< 0,05). ***Fator de conversao de nitrogénio em proteina- 6,25. W.
C (Weissella confusa CHICHANR113258.1); L.C(Lactobacillus casei); R (Rhodotorula mucilaginosa
CHICHAKJ183057.1); L.A(Lactobacillus acidophilus).

Os resultados da composicdo proximal das co-fermentacbes sé&o
apresentadas natabela 4. A co-fermentacao entre Weissella confusa e Rhodotorula
mucilaginosa, quando comparada com a fermentacdo simples desses micro-
organismos, apresentou valores maiores de carboidrato (6,01%), e inferior de
proteina (3,30%). Na co-fermentacdo das cepas comercias essas tendéncias
também foram observadas, os valores de carboidratos foram aumentados (7,20 e
5,68%) e os de proteinas diminuiram (2,68 e 3,15%). Em geral, € possivel observar
que o valores de carboidratos e valor calérico foram aumentados nas co-
fermentacdes, em relacdo as fermentacfes simples.

Os parametros fibra bruta e cinzas, avaliados nas seis diferentes co-
fermentacdes, ndo apresentaram diferenca significativa na analise de variancia. No
entanto, estatisticamente, a 5% de significancia pelo teste Tukey, os pardmetros
carboidratos, lipideos e proteinas, se diferenciaram quando comparado nas
diferentes co-fermetagoes.

De acordo com as tabelas, os resultados obtidos permitem concluir que tanto
o EHAB in natura, quanto o EHAB fermentado apresentaram teores similares de
proteinas. O teor de carboidrato diminuiu no EHAB fermentado, o que pode ser
explicado pelo consumo dos mesmos pelos micro-organismos presentes na bebida,

uma vez que estes carboidratos sao fontes primarias de energia devido a facilidade
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477 de absorgcdo. Essa diminuicdo de carboidratos durante a fermentacdo, pode
478  classificar o EHAB, como uma bebida mais light, e como uma boa fonte energética,
479  devido ao seu valor caldrico. Alguns estudos indicam que as dietas com menor
480 proporcao de carboidrato, e maior de proteinas promovem maior perda de peso e
481 reducédo de gordura corporal e menor perda de massa magra, quando comparada
482  as dietas convencionais (LAYMAN, 2005; JOSSE et al., 2011).
483
484  Tabela 4- Composicao proximal dos extratos hidrossollveis co-fermentados de Baru
CO-FERMENTACOES
COMPONENTES 1 2 3 4 5 6
Umidade 83,40°+0,50 84,15+0,40 83,65"+0,50 85,742+0,60 86,052+0,50 85,43%+0,40
Corboldratos | 6012010 7,20%011 568020 325%40,60 292055  3,45%0,60
Lipideos 6,40°£0,20 5,10°+0,10 6,64°+0,40 6,64%+0,20  7,08%:0,30  6,89%+0,10
Proteina Bruta** | 3,302¢+0,10 2,68%+0,10 3,15°+0,10 3,51*+0,30  3,08°*0,10  3,373+0,10
Cinzas 0,88%+0,02 0,86°+0,03 0,872+0,03 0,852+0,02  0,872+0,02  0,852+0,02
Fibra Bruta 1,012+0,01  1,00%+0,01 0,90%+0,02 0,912+0,01  0,972+0,02  0,872+0,01
Valor Calérico 936:,307;% 83,63°£0,05 93,600,02 86,020:0,02 86,97°¢+0,05 88,49%¢£0,05

485
486
487
488
489
490
491

492
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495
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499
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503

*Valores constituem média + desvio padrdo de triplicatas. **Letras diferentes na mesma linha
indicam diferencga significativa (p< 0,05). ***Fator de converséo de nitrogénio em proteina- 6,25
()Weissella  confusa(CHICHANR113258.1)+Rhodotorula  mucilaginosa(CHICHAKJ183057.1);
(2)Weissella confusa(CHICHANR113258.1)+ Lactobacillus casei;(3)Weissella confusa(CHICHA
NR113258.1)+ Lactobacillus acidophilus; (4)Rhodotorula mucilaginosa(CHICHAKJ183057.1)+
Lactobacillus casei; (5)Rhodotorula mucilaginosa(CHICHAKJ183057.1)+ Lactobacillus acidophilus;
(6)Lactobacillus acidophilus+ Lactobacillus casei.

O mercado de alimentos, atualmente, apresenta algumas marcas brasileiras
gue desenvolvem produtos com teor reduzido ou zero lactose, como por exemplo,
a Verde Campo, que se destacou com a linha “Lacfree”, a qual traz produtos ricos
em nutrientes e com poucas calorias, sdo constituidos por leite desnatado, polpa
de fruta, enzima lactase, fermento lacteo e estabilizantes. Esses produtos sao
indicados para dietas com restricao de lactose, assim como a bebida fermentada
desenvolvida neste estudo, e apresentam valor nutricional semelhante a mesma,
uma vez que, uma por¢ao de 170 ml da bebida lacfree contém 9g de carboidratos,
5g de proteinas e um valor calorico de 56kcal (Copyright © Verde Campo, 2018).

A améndoa de baru é referida na literatura por apresentar alto valor
nutricional, pois é rica em lipideos, proteinas, fibras e minerais, especialmente o

calcio (SIQUEIRA et al., 2015). Os compostos quimicos presentes na améndoa
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sugerem possiveis atividades biologicas para a mesma, tais como antioxidante,
anti-inflamatéria e antitumoral (MARQUES et al., 2015).

A presenca de um elevado valor lipidico pode estar relacionada ao teor de
acidos graxos da améndoa de baru. Foi referido por outros estudos que a fracéo
graxa da améndoa de baru apresenta uma relagdo de acidos graxos essenciais de
Omega 6, Omega 3 e de Omega 9, capaz de qualificar a améndoa como um
nutracéutico importante para a saude humana, uma vez que esses componentes
reduzem os teores de colesterol total, LDL-C plasmatico e triglicérides, além de,
exercer outros efeitos cardiovasculares benéficos, como reducdo da viscosidade
do sangue (SBC, 2007; VERA et al., 2009; FERNANDES et al., 2010).

As proteinas da améndoa de baru apresentam boa digestibilidade (80%) e
bom perfil de aminoacidos essenciais, destacando-se um teor significativo de
glutamina, um aminoé&cido essencial para individuos catabdlicos, como desnutridos
e pos- operados (FREITAS et al, 2010; FERNANDES et al, 2010). O EHAB
também apresentou teores de fibras, o que reforca o uso potencial dessa améndoa,
pois as fibras estdo associadas ao aumento do bolo fecal e a prevencdo de

problemas entéricos, entre outras doencgas (BRAND-MILLER, 2002).

6.5. Contagem de coliformes termo-tolerantes na bebida selecionada

As duas formulacdes da bebida fermentada saboriza, a base de EHAB,
foram submetidas as andlises de coliformes termo-tolerantes.

A bebida desenvolvida neste estudo apresentou condi¢cées adequadas as de
seguranca alimentar e de consumo, padronizadas pela Resolucdo n° 12 de 2 de
janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), para Coliformes a 45°C, néo representando assim,
riscos a saude dos provadores na analise sensorial. Os resultados das analises
higiénico-sanitarias, para as duas formulacbes da bebida fermentada s&o

demonstrados na tabela 5.

19



534
535

536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549

550
551

552

553

554

555

556

Tabela 5 - Contagem de coliformes termotolerantes das formulac@es de bebida fermentada
saborizada a base de EHAB

Formulacdes Coliformes a 45 °C (NMP/g)
F1 <3
F2 <3
PEL* 10 NMP/g

NMP/g: Namero mais provavel por grama.
*PEL: Padrao estabelecido pela legislagéo.

6.6. Anélise sensorial da bebida fermentada e saborizada de EHAB

Vinte e um provadores ndo treinados entre académicos, pos-graduandos e
servidores da UFGD participaram do teste de aceitacao, dentre os quais 16 eram
mulheres (76,19%) e 5 homens (23,81%), com idades variando de 18 a 34 anos.

De acordo com os resultados da aceitabilidade, os consumidores gostaram
moderadamente das amostras, conforme a escala utilizada (Tabela 6). Aparéncia,
cor, aroma, sabor, textura e dogura, diferiram significativamente (P< 0,05) entre as
formulagcbes. No entanto, o atributo avaliacdo global, definida como a impresséo
causada pelo produto como um todo, ndo apresentou diferenca significativa entre
as formulacées. (P>0,05).

Tabela 6- Resultados do teste de aceitacdo, por escala hedbnica de 9 pontos, para os

atributos aparéncia, cor, aroma, sabor, textura, docura e avaliacdo global das 7
formulacdes de bebida fermentada saborizada a base de EHAB.

Respostas- Teste de aceitacdo*
Formulagdes

F1 F2
Aparéncia 8,02 7,0°
Cor 8,02 7,0°
Aroma 8,02 7,0°
Sabor 6,0° 7,02
Textura 7,02 6,0°
Docura 6,0° 8,02
Avaliac&o Global 7,02 7,02

*Média + desvio padrédo das notas de 21 provadores divididos em trés blocos (triplicata)
**Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p < 0,05).
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Avaliagdo Global
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Pc2:28,7%

Dogura

PC1: 37 5%

Figura 3- Atributos sensoriais das formulacdes da bebida saborizada a base de EHAB. ® Formulacéo 1;
O formulagéo 2.
558 A Fig. 3 mostra esses resultados, demonstrando que as duas formulacdes
559  se agruparam em relacdo aos atributos avaliacdo global e textura. E se diferiram
560 em relacdo aos demais atributos, uma vez que, a formulacdo 1 apresentou maior
561 intensidade dos atributos aparéncia, cor, aroma e textura, e menor dos atributos
562  sabor e docura. O inverso foi observado para a formulagéo 2, visto que, € possivel
563  constatar um maior agrupamento dessa formulacdo em relacdo aos atributos sabor
564 e docura. Fioravante (2015) ao desenvolver uma bebida fermentada saborizada a
565 base de EHAB, observou na analise sensorial, que a bebida apresentou boa
566 aceitabilidade com médias variando de 6 (gostei ligeiramente) a 7 (gostei
567 moderadamente), e que a formulagdo com ameixa, apresentou as maiores notas

568 para os atributos aparéncia, cor e dogura.

569
570

571
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7. CONCLUSAO

Neste estudo, foi padronizado o processo de produgcdo de uma bebida
fermentada, alternativa aos produtos lacteos, com elevado teor de proteinas, sem
lactose, e nutracéutica, utilizando como matéria-prima principal o extrato da
améndoa de Baru (Dipteryx alata Vogel). A améndoa de baru, disponivel em
abundancia no cerrado brasileiro, se destacou como um excelente substrato para
fermentacdo das culturas comerciais (L. casei e L.acidophilus) e de dois micro-
organismos isolados de uma bebida indigena da regido (Weissella confusa e
Rhodotorula mucilaginosa). Este estudo foi o primeiro a relatar o possivel potencial
da bactéria Weissella confusa em bebida fermentada a base do extrato
hidrossoluvel de améndoa de baru. Por apresentar resultados semelhantes aos das
cepas comerciais, como também, por existirem varios estudos relatando seu
potencial, essa bactéria latica foi selecionada para desenvolver a bebida
fermentada sabozirada. A levedura Rhodotorula mucilaginosa, em estudos futuros,
pode ser testada em co-fermentacdo com a Weissella confusa, pois analisando os
resultados, foi possivel observar uma maior concentracdo de acido latico nesse
ensaio, o que pode influenciar na qualidade final e aceitacédo da bebida. A utilizac&o
de novas culturas iniciadoras pode auxiliar em um maior rendimento nas industrias,
bem como no desenvolvimento de produtos fermentados, com maior potencial
nutracéutico. O produto final, bebida fermentada saborizada a base de EHAB,
apresentou valores nutricionais semelhantes ao de leite aciddfilo de origem animal,
podendo ser considerado uma alternativa para pessoas com intolerancia a lactose,
como também, um alimento nutracéutico, visto que 0s micro-organismos presentes
na bebida foram capazes de sobreviveram a pH 2,0, podendo apresentar um efeito
benéfico a microbiota intestinal do consumidor, e consequentemente, melhorar a

absorcéo de nutrientes e prevenir algumas doengas.
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Apéndice A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) estd sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa
“Desenvolvimento de uma bebida fermentada potencialmente probidtica utilizando o
extrato da améndoa de baru (Dipteryx alata Vogel) como substrato”. Neste estudo
pretendemos elaborar uma bebida fermentada, potencialmente probidtica, utilizando como
matéria prima principal o extrato da améndoa de Baru (Dipteryx alata VVogel).

O motivo que nos leva a estudar é que, mesmo com muitos trabalhos cientificos
citados na literatura referentes a améndoa do baru, ndo hé relatos a respeito do seu uso na
elaboragdo de alimentos fermentados. Portanto, o desenvolvimento de uma bebida
fermentada a partir do extrato da améndoa de baru, pode oferecer um produto com
caracteristicas nutricionais e sensoriais adequadas, valorizar a matéria prima regional, e
aumentar assim, a oferta e a op¢do de produtos proteicos de origem vegetal.

Para este estudo adotaremos 0s seguintes procedimentos: As améndoas de baru ja
higienizadas, serdo homogeneizadas com agua fervente por 5 minutos em liquidificador e o
extrato resultante sera filtrado. Apds a filtracdo sera realizado o processo de pasteurizacdo
em garrafas de vidro esterilizadas, e o mesmo sera refrigerado e armazenado sob
refrigeracdo. Trés isolados de bactérias laticas serdo testados para a fermentacéo do leite de
baru. As bebidas serdo testadas em laboratério quanto ao seu valor nutricional, fisico-
quimico e microbiologico. Serdo adicionados polpa de morango ou baunilha e aclcar para a
andlise sensorial.

Para participar deste estudo vocé ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer
vantagem financeira. VVocé sera esclarecido (a) sobre o estudo em qualquer aspecto que
desejar e estard livre para participar ou recusar-se a participar. Podera retirar seu
consentimento ou interromper a participacdo a qualquer momento. A sua participacdo é
voluntaria e a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou modificacdo na
forma em que é atendido pelo pesquisador. O pesquisador iré tratar a sua identidade com
padrdes profissionais de sigilo.

Como voluntario deste estudo, € necessario a participacdo do teste de aceitacdo do
extrato hidrossoluvel da castanha de baru e informar o quanto gostou ou desgostou do
produto, utilizando uma ficha apropriada. Precisara comparecer ao laboratério de analise
sensorial da UFGD para a realizacdo do teste de aceitacdo do produto;

Antes de iniciar a analise sensorial, vocé recebera uma descri¢do detalhada de todos
0s componentes presentes na formulacdo da bebida, e se identificar alguma alergia
previamente conhecida a algum deles, vocé devera nao participara da analise. Os riscos ou
desconfortos aos quais estara submetido ao participar dessa pesquisa serdo minimos, antes
de iniciar a analise vocé sera informado sobre todos 0s componentes presente na bebida, mas
caso 0 extrato hidrossolivel de améndoa de baru provogque alguma reacdo alérgica
inesperada ou desconforto, vocé devera comunicar imediatamente o pesquisador responsavel
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para um possivel encaminhamento a um pronto atendimento; Para que ndo ocorra
contaminacdo das amostras na analise sensorial, tais amostras contendo extrato
hidrossollvel estardo em condi¢des assépticas e serdo oferecidas logo apds o seu preparo.
No entanto, caso ocorra qualquer despesa decorrente da participacdo na pesquisa, tais como
transporte, alimentacéo entre outros, havera ressarcimento pelos pesquisadores. Caso ocorra
algum dano decorrente da sua participacdo no estudo, vocé sera devidamente indenizado,
conforme determina a lei.

A sua participacdo como voluntario na analise sensorial dos produtos terd duracdo de
um dia (sessdo Unica); Os resultados da pesquisa estardo a sua disposicao quando finalizada.
Seu nome ou 0 material que indique sua participacao nao sera liberado sem a sua permisséo.

O (A) Sr (a) ndo seré identificado em nenhuma publicacdo que possa resultar deste
estudo.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma
copia sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no laboratério de bioquimica da
Universidade Federal da Grande Dourados, e a outra sera fornecida a vocé.

Caso haja danos decorrentes dos riscos previstos, 0 pesquisador assumira a
responsabilidade pelos mesmos.

Eu, , portador do documento de
Identidade fui informado (a) dos objetivos do estudo
“Desenvolvimento de uma bebida fermentada potencialmente probiotica utilizando o extrato
da améndoa de baru (Dipteryx alata Vogel) como substrato”, de maneira clara e detalhada e
esclareci minhas davidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informacées
e modificar minha decisdo de participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cdpia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas
davidas.

Dourados, de de 2018.

Assinatura do VVoluntério:

Assinatura do Pesquisador:

Em caso de duvidas com respeito aos aspectos eticos deste estudo, vocé podera consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (CEP), da Fundacio Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD)

Endereco: Rua Melvin Jones, 940 - Jardim América, Dourados-MS. CEP: 7.9803-010
E-mail: cep@ufgd.edu.br

Telefone: (67) 3410-2853
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Apéndice B

Ficha de andlise sensorial — Teste de aceitacao

Ficha — Teste de aceitacao

Nome:

Idade: Data: / /

Vocé esta recebendo uma amostra de uma bebida probi6tica de améndoa de Baru
saborizada. Por favor, prove a amostra e avalie de um modo geral, o quanto vocé
gostou ou desgostou, utilizando a escala abaixo para pontuar os atributos.

9 - Gostei muitissimo AMOSTRA N¢:

8 - Gostei muito

7 - Gostei moderadamente (

6 - Gostei ligeiramente () COR

5 - Nem gostei/nem desgostei () AROMA
4 - Desgostei ligeiramente () SABOR
(
(
(

) APARENCIA

3 - Desgostei moderadamente ) TEXTURA

2 - Desgostei muito ) DOCURA

1 - Desgostei muitissimo ) AVALIACAO GLOBAL
Cite o atributo que mais gostou na amostra:

Cite o atributo que menos gostou na amostra:

Observacoes:
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Anexo A

Continuagdo do Parecer: 2.563.404

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Desenvolvimento de uma bebida fermentada potencialmente probiotica
utilizando o extrato da améndoa de baru (Dipteryx alata Vogel) como substrato

Pesquisador: LUDMILA VILELA REZENDE

Area Temética:
Versdo: 2
CAAE: 80669917.3.0000.5160
Instituicdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais

Patrocinador Principal: Fundagdo Universidade Federal da Grande Dourados/UFGD-MS
DADQOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.563.404

Apresentacdo do Projeto:

"Determinados alimentos, principalmente os probioticos, destacam-se pela capacidade de prevenir
algumas doencas, além de exercerem um efeito benéfico sobre a microbiota intestinal apds o seu
consumo. As bebidas fermentadas sao produtos que auxiliam na insercdo de probidticos na dieta
humana, e ja foi confirmado por muitos estudos, que os produtos lacteos sdo os melhores
substratos para o fornecimento de probiéticos. Porém em decorréncia de alguns inconvenientes
relacionados a ingestdo de produtos lacteos, como por exemplo, intolerancia a lactose, teor de
colesterol, alergias a proteinas do leite e o desejo por alternativas vegetarianas, houve uma
crescente procura de produtos porbiéticos nao lacteos obtidos pela fermentagéo de cereais, frutas
e vegetais. O baru € uma espécie vegetal pertencente a familia Leguminosae (Fabaceae) com
ocorréncia ampla no cerrado e que vem se ndo explorado economicamente devido a suas
qualidades nutricionais. Sua améndoa pode ser considerada um étimo substrato para a obtencao
de leite vegetal, capaz de substituir o leite de origem animal, devido a importantes propriedades
farmacolégicas e nutricionais, além de seu baixo custo de producao. Elas sdo ricas em gorduras,
proteinas, fitatos e fendlicos, sdo fonte de vitamina E, magnésiomanganés, cobre, fosforo, fibra,

riboflavina, acidos graxos monoinsaturados e
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proteinas. Diante do exposto, o desenvolvimento de uma bebida fermentada, potencialmente
probiética, a partir do extrato da améndoa do baru, fruto nativo do cerrado, possibilitara uma maior
opcao de produtos proteicos de origem vegetal, além de valorizar a matéria prima regional, dando
uma nova alternativa de uso e possibilitando a comunidade local a elaboracéo de uma nova bebida

funcional."

Objetivo da Pesquisa:

"Obijetivo Geral

Elaborar uma bebida fermentada, potencialmente probidtica, utilizando como matéria prima
principal o extrato da améndoa de Baru (Dipteryx alata Vogel).

Obijetivos Especificos

Padronizar o processo de producéo do leite de castanha de baru;

Comparar a bebida produzida a partir da fermentacéo por uma cepa comercial com bactérias
laticas pertencentes a colecdo de microrganismos do laboratério de bioquimica da UFGD.
Estudar o processo fermentativo por bactérias laticas durante a producdo de bebida
fermentada a partir de leite da castanha de baru;

Analisar a aceitabilidade da bebida gerada através de analises sensoriais"

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
"Riscos:
O laboratério de analise sensorial conta com todas as condi¢des higiénicas necessarias para o
preparo e distribuicdo de alimentos para 0 consumo.
O alimento sera servido dentro do prazo de validade. Somente participardo da analise
sensorial aqueles individuos que desejardo voluntariamente participar da pesquisa. Dessa
forma, os riscos serdo minimos para a execuc¢éo deste trabalho.
Beneficios:
O projeto poderd gerar beneficios para valorizacdo das tradicbes da cultura centro-oeste, bem
como, o desenvolvimento de uma bebida com alto teor nutricional e um produto final com maior

qualidade."

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O projeto apresenta-se adequado as normas do CONEP.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

Os termos de apresentacdo obrigatérias foram apresentados conforme solicitados nas

regulamentacdes vigentes.

32
Enderego: Rua Melvin Jones, 940 Municipio: DOURADOS  Telefone: (67)3410-2853 CEP: 79.803-010 E-mail: cep@ufgd.edu.br

Bairro: Jardim América

UF: MS


mailto:cep@ufgd.edu.br

Continuagdo do Parecer: 2.563.404

Recomendacdes:

Sem recomendacdes.

Q™

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Conclui-se pela APROVACAO do referido protocolo de pesquisa, a pesquisadora cumpriu com 0s

que foi solicitado no parecer anterior emitido por este CEP.

Consideracdes Finais a critério do CEP:
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
TCLE / Termos de | TCLE_Versao_corrigida.pdf 26/03/2018 |Leonardo Ribeiro Aceito
Assentimento / 10:32:07 | Martins
Justificativa de
Auséncia
Informacgdes Bésicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 15/02/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1037435.pdf 11:02:42
Projeto Detalhado / | Formulario_de_Projeto_de Pesqusia_C| 15/02/2018 |[LUDMILA VILELA Aceito
Brochura ORRETO.pdf 11:02:07 | REZENDE
Investigador
Parecer Anterior Formulario_para_responder_a_um_pare| 15/02/2018 |[LUDMILA VILELA Aceito
cer.pdf 11:00:51 | REZENDE
Folha de Rosto Folha_de_rosto2.pdf 01/12/2017 | LUDMILA VILELA Aceito
14:09:13 REZENDE
Orgamento Orcamento.docx 30/11/2017 | LUDMILA VILELA Aceito
17:07:59 | REZENDE
Cronograma cronograma.docx 30/11/2017 |LUDMILA VILELA Aceito
17:06:35 REZENDE
Outros Ficha_de_analise_sensorial.docx 30/11/2017 |[LUDMILA VILELA Aceito
17.01:51 REZENDE
Outros Declaracao_de_compromisso.jpg 22/11/2017 | LUDMILA VILELA Aceito
17:30:01 | REZENDE
Outros Infraestrutura_necessaria.jpg 22/11/2017 |LUDMILA VILELA Aceito
17:28:13 REZENDE
Outros Resolucaocorreta.pdf 22/11/2017 | LUDMILA VILELA Aceito
17:26:02 | REZENDE
Outros termodecompromisso.jpg 22/11/2017 |LUDMILA VILELA Aceito
17:11:04 REZENDE
TCLE / Termos TCLE.pdf 22/11/2 |LUDMILA Aceit
de 017 VILELA 0
Assentimento / 17:00:1 | REZENDE
1
Justificativa de
Auséncia
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Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

DOURADOS, 26 de Marco de 2018

Assinado por:

Leonardo
Ribeiro
Martins

(Coordenad
or)
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