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RESUMO

Os componentes naturais de fontes alimenticias tém incentivado o desenvolvimento de novos
ingredientes, promovendo a criacdo de novos nichos de mercado. Mundialmente, tem crescido
0 interesse por produtos alimenticios nutritivos e saudaveis, o que tem resultado em vérias
pesquisas na area de produtos lacteos, dentre os quais se destacam os produtos funcionais,
especialmente pela adicdo de probidticos em iogurtes e leites fermentados em geral. Alem da
adicdo de probioticos como ingredientes funcionais, também a utilizacdo de ingredientes
antioxidantes naturais tem sido vastamente explorada em diversos estudos ao redor do mundo.
Varias fontes de antioxidantes naturais sdo conhecidas, entre elas, uma das fontes mais
promissoras sdo 0s coprodutos industriais obtidos no processamento das uvas. Assim, 0
objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de leites fermentados probiodticos com adicédo
de coprodutos da vinificagdo, farinha de semente e farinha de casca de uva, para o incremento
das propriedades antioxidantes. Foram utilizadas nos testes as seguintes formulagGes: 1)
Controle; 2) Semente 1%; 3) Semente 3%; 4) Casca 1%; e 5) Casca 3%. Foram realizadas as
analises de viabilidade probidtica, analises microbioldgicas, analises fisico-quimicas, além
das determinagdes do conteddo fendlico total e da atividade antioxidante. Apds varios testes
para a obtencdo do indculo, as contagens bacterianas de células probidticas atingiram valores
de 10® UFC/mL, acima do valor minimo exigido pela legislacéo para classificacdo do produto
como probiético, que é de 10° UFC/mL. As analises microbioldgicas realizadas nos produtos
obtidos demonstraram concordancia com a legislacdo. As fermentacdes foram conduzidas por
um tempo de cinco horas estabelecido ap6s a obtencdo de pH 4,79 na amostra Controle. A
adicdo de farinha de semente e farinha de casca de uva nas formulagdes néo interferiu de
forma significativa no processo fermentativo nas concentracBes aplicadas, além de ter
proporcionado expressivo aumento no conteudo fendlico total e na atividade antioxidante dos
produtos fermentados, especialmente no caso da farinha de semente de uva. Os resultados
permitem concluir que os coprodutos da vinificagdo apresentam potencial para serem
empregados na inddstria de derivados lacteos como agentes antioxidantes naturais para o

desenvolvimento de produtos funcionais.

Palavras-chave: Leites fermentados. Alimentos funcionais. Coprodutos da vinificacdo.

Compostos fendlicos. Atividade Antioxidante.



ABSTRACT

The natural components of food sources have encouraged the development of new
ingredients, resulting in the creation of new market niches. Worldwide, the interest in
nutritious and healthy food products has grown, which has resulted in several researches on
dairy products, among which functional products are outstanding, especially by the addition
of probiotics in yoghurts and fermented milks in general. In addition to using probiotics as
functional ingredients, the use of natural antioxidant ingredients has also been extensively
explored in several studies around the world. Several sources of natural antioxidants are
known, among them one of the most promising sources is the industrial coproducts obtained
in the processing of grapes. Thus, the aim of this work was to develop probiotic fermented
milks with the addition of coproducts from winemaking - grape seed and grape skin flour, to
increase the antioxidant properties. The following formulations were used in the tests: 1)
Control; 2) Seed 1%; 3) Seed 3%; 4) Skin 1%; and 5) Skin 3%. Probiotic viability analyzes,
microbiological analyzes, physico-chemical analyzes, and total phenolic content and
antioxidant activity determinations were performed. After several inoculum optimization
tests, bacterial counts of probiotic cells reached values of 108 CFU/mL, above the minimum
required by the legislation for classification of the product as a probiotic, which is 10°
CFU/mL. The microbiological analyzes carried out on the products obtained showed results
that were in accordance with the legislation. The fermentations were conducted for five hours,
this time established after obtaining pH 4.79 in the Control sample. The addition of grape
seed and grape skin flours in the formulations did not significantly affect the fermentation
process at the concentrations applied, but rather provided an expressive increase in the total
phenolic content and antioxidant activity of the fermented products, especially in the sample
with addition of grape seed flour. Thus, it is possible to state that the co-products of
winemaking have the potential to be used in the dairy industry as natural antioxidants for the
development of functional products.

Key words: Fermented milk. Functional food. Coproducts of winemaking. Phenolic
compounds. Antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

Com o passar do tempo, os alimentos se tornaram o canal de bem-estar e salude, como
também, proporcionam a reducéo de riscos de algumas doengas. Novos componentes naturais
tem incentivado as pesquisas e o desenvolvimento de novos ingredientes, provocando a
criacdo de novos nichos de mercado em produtos alimenticios (MATSUBARA, 2001). As
mudancas no mercado consumidor obrigam as industrias de laticinios a se adaptarem as
tendéncias, que rapidamente estdo se modificando, de modo que as inddstrias precisam
manter a lideranca tecnoldgica para aumentar a sua competitividade no segmento de produtos
funcionais. Mundialmente tem crescido o interesse por produtos alimenticios nutritivos, sau-
daveis e de grande aproveitamento, isto resulta em vérias pesquisas na area de produtos
lacteos. Uma grande parte dessas pesquisas tem destacado os valores nutricionais dos
ingredientes lacteos, tal como a importancia de uma dieta baseada em produtos lacteos
(BRANDAO, 2002).

O consumo dos alimentos funcionais continua crescendo, além de apresentarem
caracteristicas nutricionais e tecnologicas peculiares, a industria atende a necessidade
daqueles que buscam alimentos inovadores (ARAUJO, 2007). Ao observar o grande consumo
de fermentados, a indlstria de laticinios vem desenvolvendo uma gama de produtos
funcionais, muitos deles pela adicdo de probidticos em alimentos como o iogurte e os leites
fermentados em geral (SANTOS et al., 2011).

Além da adicdo de probidticos como ingredientes funcionais, também a utilizacdo de
ingredientes antioxidantes naturais tem sido vastamente explorada em diversos estudos ao
redor do mundo, 0 que vem sendo estimulado pela preocupacdo cada vez maior dos
consumidores em relacdo a seguranca dos aditivos sintéticos e com vistas aos beneficios de
antioxidantes naturais como seus possiveis substitutos nos alimentos (ROCKENBACH et al.,
2011).

Vérias fontes de antioxidantes naturais sdo conhecidas, dentre as quais as frutas
citricas sdo uma das principais fontes de compostos fendlicos, como a tangerina, o limao e a
laranja, além de outras frutas, a exemplo da ameixa, cereja, uva, macd, péra e maméo, sendo
gue nos sucos estes compostos sdo encontrados em menores quantidades do que quando se
compara com a polpa da fruta (PIMENTEL, 2005).

Uma das fontes mais promissoras de compostos antioxidantes que passaram a ser
estudadas sdo os coprodutos industriais obtidos no processamento das uvas. Os coprodutos da

vinificacdo sdo apresentados com grande potencial para aproveitamento com esta finalidade
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(MOURE et al., 2001). Apesar disso, quando os constituintes do vinho e os coprodutos da
vinificacdo passam por uma comparacdo em relagdo aos estudos quimicos, os dados mostram
que os coprodutos da vinificagcdo estdo sendo pouco examinados, Contudo, sdo compostos de
grande interesse para a salde se tratando dos compostos fendlicos (ROCKENBACH et al.,
2012). O potencial antioxidante dos compostos fendlicos é de amplo conhecimento na area
cientifica, visto que eles atuam na reducdo do oxigénio singlete, no bloqueio das reacdes de
oxidacdo lipidica, como também na quelacdo de metais. Eles ainda apresentam uma série de
propriedades com caracteristicas farmacéuticas, sendo elas antialergénicas, antiarteriogénicas,
anti-inflamatorias, antimicrobianas, antitromboticas, além de efeitos cardioprotetores e
vasodilatadores (MANACH et al., 2005).

Com vistas as propriedades benéficas dos compostos fendlicos e sua aplicacdo, existe
na literatura um estudo que avaliou os efeitos dos polifendis presentes em semente de uva
sobre o crescimento de bactérias &cido-laticas e bifidobactérias em termos de resisténcia e
metabolismo (TABASCO et al., 2011). A hipbtese é de que a utilizacdo de cepas mais
resistentes/tolerantes aos compostos fendlicos e a otimizacdo das condi¢des de processamento
resultem em produtos lacteos fermentados com alta atividade antioxidante, nos quais é
assegurada a manutencdo de suas propriedades funcionais ao longo do armazenamento

refrigerado.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de leites fermentados probidticos com
adicdo de coprodutos da vinificagdo, farinha de semente e farinha de casca de uva, para o

incremento das propriedades antioxidantes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Testar o in6culo em termos de viabilidade probiotica;

<

Testar os ingredientes e suas proporcoes na elaboracdo dos produtos fermentados;

v' Avaliar a viabilidade probidtica e os parametros microbiol6gicos nos leites
fermentados;

v' Avaliar caracteristicas fisico-quimicas nos produtos fermentados obtidos;

v Determinar o teor de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante nos leites

fermentados probidticos adicionados de farinha de casca e de semente de uva.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LEITES FERMENTADOS

S&o considerados leites fermentados os produtos com adigdo ou ndo de outras
substancias alimenticias, pela diminui¢cdo do pH do leite, como também por coagulagdo do
leite, ou com leite reconstituido, adicionados ou ndo de outros produtos lacteos, mediante a
fermentacdo lactica por meio da acdo de cultivos de microrganismos especificos, dentre os
quais devem ser viaveis, ativos e numerosos na obten¢do do produto ao longo de todo o prazo
de validade (BRASIL, 2007). Por outra definigdo, os leites fermentados podem ser descritos
como preparados lacteos que através do processo de fermentacdo tém suas caracteristicas
sensoriais modificadas, de forma que este processo pode ser realizado em leite de diferentes
espécies animais (ORDONEZ et al., 2005; GALLINA, 2012). O resultado dos processos
obtidos na fermentacdo é de total importancia para a inddstria de laticinios, pois as
caracteristicas de aroma e sabor estdo diretamente ligadas com as atividades fermentativas dos
microrganismos (JAY, 2005; ROCHA, 2008).

As bactérias laticas vém sendo utilizadas na industria de lacteos nos mais variados
produtos, como culturas starter ou adjuntas em queijos e leites fermentados, por
desempenharem a funcdo de contribuir com as caracteristicas sensoriais e tecnoldgicas
(ORDONEZ et al., 2005). No Brasil, os leites fermentados vém ganhando espaco na mesa do
consumidor, dentre eles 0 mais conhecido e consumido € o iogurte, sendo este cultivado pela
acao das cepas de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii
subsp. Bulgaricus (ANTUNES, 2001).

3.1.1 Classificacdo dos leites fermentados

Conforme a legislagdo, os fermentados lacteos séo definidos através da cultura ou dos

microrganismos empregados na fermentacao, e assim podem ser obtidos:

logurte — produto obtido pela fermentacdo realizada com o cultivo das bactérias
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
no qual pode ser acompanhado de outras bactérias para contribuigcdo das caracteristicas finais

do produto (Figura 1);
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Figura 1 - logurte.

-

Fonte: Depositphotos.com (2017).

Leite fermentado — produto obtido pela fermentacdo realizada por uma ou mais das
seguintes cepas: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp.,

Streptococus salivarius subsp. thermophilus e/ou outras bactérias para contribuicdo das
caracteristicas finais do produto (Figura 2);

Figura 2 — Leites fermentados.

™
EW
@.‘L‘P 55:-

Fonte: LMdiets (2017).

Leite acidofilo — produto obtido pela fermentacéo realizada exclusivamente com cepas
de Lactobacillus acidophilus (Figura 3);

Figura 3 — Leite aciddfilo.

Fonte: Allbiz (2017).
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Kumys — produto obtido pela fermentacdo realizada por cepas de Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus e Kluyveromyces marxianus (Figura 4);

Figura 4 — Kumys.

Fonte: Sena et al. (2017).

Kefir — produto obtido pela fermentacgéo realizada por cepas acido-lacticas elaboradas
a partir dos grdos de Kefir, Lactobacillus kefir, espécies dos géneros Leuconostoc,
Lactococcus e Acetobacter com producdo de acido lactico, etanol e didxido de carbono
(Figura 5);

Figura 5 — Kefir.

Fonte: Atelié de Blogs (2017).

Coalhada — produto obtido pela fermentacéo realizada por cepas individuais ou mistas

de bactérias mesofilicas produtoras de acido lactico (Figura 6);

Figura 6 — Coalhada.

Fonte: Ferreira (2017).
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3.2 LEITES FERMENTADOS PROBIOTICOS

A expressao probidticos tem origem grega, com significado “para a vida”. Sao micro-
organismos vivos conhecidos pela capacidade benéfica a salde quando administrados em
quantidades adequadas, proporcionando melhoras no equilibrio microbiano intestinal do
hospedeiro que o consome (ANVISA, 2002; SANDERS, 2003). Sua capacidade para resistir
ao suco gastrico acido do estdmago, aos sais biliares e as enzimas digestivas sdo as
caracteristicas mais importantes dos probidticos. Necessitam ser estaveis quando aplicados em
alimentos, além da capacidade de aderir a mucosa intestinal e produzir substancias que inibem
o0 crescimento de bactérias indesejaveis (FAO/WHO, 2002).

O uso de probidticos é considerado propicio para investimentos futuros em produtos
com sua utilizagdo, sendo estes junto com as bactérias tradicionais ou ndo, melhorando as
caracteristicas do produto tradicional com a presenga de agentes “biotecnologicos”, buscando
como exemplo reduzir a pés-acidificacdo do iogurte, fato comprovado pela acdo de
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium ssp., ou como “agentes terapéuticos”,
provocando agdes benéficas nos individuos que os ingerem (ANTUNES, 2001).

Dentro da industria de alimentos, o setor que mais investe na adicao de probioticos é o
de laticinios, com intuito de fornecer produtos com propriedades funcionais. Leites
fermentados, iogurtes e bebidas lacteas contendo probidticos sdo os principais produtos
comercializados no mundo com alegacdo de promover a saide (CASTRO et al. 2013). Os
lacteos e seus derivados sdo considerados meios de crescimentos efetivos para
desenvolvimento das bactérias probidticas, pois neles estdo contidos substratos indispensaveis
para a fermentacdo, como exemplo dos aclicares e as proteinas (ORDONEZ et al., 2005;
GAVA et al., 2008).

O ponto considerado chave em relacdo a um produto ser considerado probidtico se
trata da manutencdo das bactérias durante sua vida de prateleira. E essencial que as bactérias
probioticas sobrevivam no produto alimenticio, e estejam em populagdes elevadas. Ainda néo
é possivel definir a quantidade exata que deve ser consumida dos probidticos para propiciar
sua eficiéncia, pois esta quantidade varia segundo a caracteristica de cada cepa, e da forma
pela qual o produto foi elaborado. Sendo assim, alguns autores apontam como recomendada a
dose diaria de 100 g de produtos lacteos contendo aproximadamente 10’ a 10° UFC g™ de
microrganismos probiodticos (VINDEROLA; RENHEIMER, 2000; SHAH, 2000). Pela
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legislacdo brasileira, a dose diaria recomendada para alimentos probiéticos é de 10% a 10°
UFC g™, ingeridos com objetivo de proporcionar efeitos funcionais (ANVISA, 2008).

3.2.1 Beneficios dos leites fermentados probioticos para a saude

De acordo com Shah (2007), os conceitos e 0s beneficios para a saude fornecidos
pelos leites fermentados comecaram a ser adotados no século XX. Atualmente, as culturas
probidticas vém sendo estudadas cada vez mais em busca dos seus beneficios nutricionais.
Grande parte dos estudos estd voltada para a agdo conjunta dos lactobacilos e/ou
bifidobactérias. Contudo, o carater sensivel dos microrganismos proporciona uma complexa
tarefa para as fabricas de laticinios na elaboracéo de leites fermentados de alta qualidade com
presenca destes bioprodutos (OLIVEIRA, 2013).

Os probidticos possuem um mecanismo que por competicdo dos sitios de adesdo
formam uma barreira contra agentes patogénicos (LAZADO et al., 2011), onde a competigédo
por nutrientes impede a colonizacdo de outros microrganismos, além da inativacdo das toxinas
e seus receptores (SILVA et al., 2004), como também a producdo de substancias
antibacterianas com acdo bacteriostatica ou bactericida quando relacionado as bactérias
patogénicas (LIMA et al., 2007). Os lactobacilos e bifidobactérias, ao estarem presentes no
intestino, podem auxiliar na prevencdo de doencas, dentre elas as relacionadas com o trato
gastrointestinal (ISOLAURI et al.,, 2004). Também favorecem na modulacdo das
caracteristicas fisioldgicas do trato gastrointestinal, atuando na imunidade da mucosa e na
permeabilidade intestinal (BRANDT et al., 2006; SAAD, 2006).

O intestino € formado por uma membrana que o reveste, sendo ela protegida por um
sistema imunologico adaptativo. Com o uso continuo dos leites fermentados, existe a
possibilidade de reconstruir a microbiota intestinal, isso com o aumento da barreira
imunolégica local. Assim, as inflamag6es, com o passar do tempo, sdo amenizadas (SAAD,
2006; PIMENTEL; BARBALHO, 2007). Estudos realizados por Wang et al. (2004)
avaliaram o uso de leites fermentados com e sem Lactobacillus paracasei em criangas com
rinite alérgica perene, onde 80 criangas participaram do teste por 30 dias. Aquelas que
consumiram o leite fermentado com Lactobacillus paracasei apresentaram melhoras
significativas, 0 que comprova que a suplementacdo com este microrganismo € segura,
melhorando a qualidade de vida daqueles que o consomem.

Os leites fermentados quando avaliados em relacdo & intolerancia & lactose,

manifestada no individuo por conta falta da enzima (-galactosidade no intestino, apresentam
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vantagem no fato das bactérias, como Lactobacillus acidophilus, serem capazes de produzir a
enzima que possibilita a quebra das moléculas de lactose presente no leite, favorecendo a sua
digestdo (SAAD, 2006; THAMER; PENNA, 2006; WARD et al., 2006; SHAH, 2007).

3.2.2 Microrganismos utilizados na elaboragdo de leites fermentados probioticos

Na elaboracdo de leites fermentados, na maioria das vezes, se utiliza culturas starter,
isto pelo fato de possuirem rapida atividade metabdlica, proporcionando uma acelerada
reducédo do pH do leite, impossibilitando o crescimento de microrganismos que possivelmente
seriam responsaveis por uma competicdo (TAMIME, 2006). A tendéncia € utilizar os
fermentos que contenham as cepas de Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus
e Bifidobacterium. A aplicacdo destas bactérias em simbiose é justificada com o intuito de

fornecer ao produto final melhores caracteristicas (OLIVEIRA, 2013).

Streptococcus thermophilus

A Streptococcus thermophilus é utilizada com a funcdo de cultura starter nos
fermentados lacteos. Frequentemente ocorre a associagao da Streptococcus thermophilus com
uma ou Varias espécies dentre as quais se encontra os Lactobacillus (OLIVEIRA, 2013). A
temperatura ideal para o desenvolvimento da Streptococcus thermophilus se encontra entre 40
e 45 °C para obtencdo de um Gtimo crescimento, com sua capacidade limitada de fermentar
acucares, entre eles a lactose, sacarose, glicose e frutose (TAMINE, 2006).

Na utilizacdo de Streptococcus thermophilus, um fator importante atribuido aos
produtos lacteos durante 0 momento de fermentacdo € a producédo de exopolissacarideo (EPS),
responsavel por auxiliar na textura final da maioria dos leites fermentados. As cepas capazes
de produzir ESP sdo utilizadas em processos com objetivo de substituir a gordura de produtos
desnatados, para assim conseguir manter a viscosidade aproximada em relacdo a leites
fermentados integrais. No entanto, a producdo de ESP € dependente da temperatura de
incubacdo do leite, como também da cepa utilizada (VUYST et al., 2003; PURWANDARI et
al., 2007).

Lactobacillus acidophilus
As cepas do género Lactobacillus possuem um grande numero de espécies, e
apresentam variadas propriedades bioquimicas e fisioldgicas. Sdo bactérias caracterizadas em

sua maioria como gram-positivas, e 0 seu desenvolvimento pode ser em ambientes aerdébios
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ou anaerobios. Possuem a capacidade de crescer em temperaturas entre 30 e 40 °C, com pH
6timo entre 5,5 e 6,2 quando utilizada sem a presenca de outras culturas. Estudos indicam que
sdo conhecidas cerca de 56 espécies do género Lactobacillus, sendo que a mais estudada ¢é a
Lactobacillus acidophilus, e também é considerada a mais utilizada (O’SULLIVAN, 2006).
Estudos comprovam que a linhagem de Lactobacillus acidophilus cumpre a funcdo de
microrganismo probidtico, possui a capacidade de melhorar a funcionalidade dos produtos aos
quais for adicionada, por dispor da capacidade de sintetizar o &cido fdlico, niacina,
riboflavina, e vitamina k. Ainda consegue modular a microbiota intestinal, reforcar o sistema
imune, auxiliar no tratamento contra infeccbes intestinais (SAZAWAL et al., 2006;
SAARELA et al., 2000), e diminuir o risco de carcinogenicidade por ser capaz de reduzir os

niveis de enzimas responsaveis por ativar os pré-carcinogenos (RAFTER, 2002).

Bifidobacterium

A aplicacdo da Bifidobacterium para elaboracéo de leites fermentados é considerada
limitada, pois possui um lento crescimento. A temperatura indicada como satisfatoria para o
crescimento da Bifidobacterium esta entre 37 e 42 °C, e o pH étimo entre 4,8 e 5,5. Mesmo
sabendo que o leite € um meio indicado para o desenvolvimento deste microrganismo por
conter nutrientes essenciais, aminoacidos e pequenos peptideos, estes nutrientes estdo
presentes em pequenas quantidades, sendo assim insuficientes para o crescimento desejado da
Bifidobacterium (OLIVEIRA, 2013).

A Bifidobacterium, em meios sintéticos, apresenta melhor desenvolvimento do que
quando presente no leite. Apesar disso, a obtencdo destes meios para multiplicagdo é
desfavorecida pelo seu elevado custo, como também por proporcionarem sabores
desagradaveis ao produto. Com isso, melhores condicdes de multiplicacdo podem ser obtidas
pelo uso de diferentes linhagens de Bifidobacterium aplicadas ao leite, escolha de linhagens
com menor necessidade de consumo de nutrientes para sua sobrevivéncia, juntamente com o
controle do pH final (OLIVEIRA, 2013).

3.3 ANTIOXIDANTES NATURAIS E OS COPRODUTOS DA VINIFICACAO

Na busca por uma dieta mais saudavel, o consumo de alimentos ricos em propriedades
antioxidantes € um dos caminhos mais indicados para obtencdo de bons resultados. As
formulacBes de fermentados lacteos com propriedades antioxidantes sdo indicadas com

potencial para serem utilizadas como produtos funcionais (MUNIANDY et al., 2016). Os
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antioxidantes em alimentos possuem essas caracteristicas pela presenca de componentes como
os flavonoides e carotenoides, como também as vitaminas C e E, de forma que a sua
importancia pode ser justificada pela sua atuacdo na desativacdo de radicais livres. Eles
apresentam varios mecanismos de acdo, sendo representados por qualquer substancia que,
quando comparada ao seu extrato oxidavel, esteja presente em baixas concentracdes e atue
inibindo ou retardando eficientemente a oxidacdo deste substrato oxidavel (CHEUCZUK et
al., 2014).

Dentre 0s compostos quimicos naturais que mais se destacam pela sua acédo
antioxidante estdo os compostos fenolicos, que sdo amplamente distribuidos no reino vegetal.
As frutas e 0s vegetais contém uma grande variedade destes compostos, sendo também boas
fontes dietéticas. Estes dispdem em sua composicdo de variadas quantidades e qualidades
destes constituintes, com grande influéncia na reducdo do risco de certas doencas as quais
muitas delas estdo relacionadas a presenca de radicais livres (CHEUCZUK et al., 2014).

Os compostos fenolicos sdo amplamente encontrados na uva e nos produtos derivados
da uva, como os vinhos. Além disso, estes compostos sdo encontrados nos coprodutos da
vinificacdo, como as cascas e sementes de uva. Em relacdo aos coprodutos da vinificacéo,
estes sdo originados principalmente da prensagem das matérias-primas da vinificacdo
constituidas pelas partes sélidas das uvas e pelo mosto, ou pelo conjunto mosto/vinho que as
embebe. O bagago, como “residuo” da prensagem, representa de 12 a 15% em peso da
matéria-prima inicial, contendo na sua composicdo fracdes de aclcares e outros glicideos,
proteinas e, nas sementes, um elevado teor de lipideos (SILVA, 2003). Os compostos
fendlicos presentes nas uvas passam para 0 vinho, em maior ou menor intensidade,
dependendo das caracteristicas do processo de vinificagdo. Mas, independentemente desta
transferéncia, e considerando que a maior parte destes compostos é encontrada nas partes
solidas da uva, uma grande proporcdo permanece nos coprodutos da vinificacdo (ALONSO et
al., 2002). Os compostos fendlicos estdo presentes principalmente nas cascas e nas sementes
da uva, com quantidades bem menores na polpa. Os flavondis sdo os compostos mais
abundantes nas cascas, enquanto que as sementes sdo ricas em flavan-3-ols
(MONTEALEGRE et al., 2006).



24

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Os ingredientes basicos utilizados na formulacédo dos leites fermentados (acucar e leite
UHT - "Ultra-High Temperature", temperatura ultra alta) foram adquiridos no comércio local
da cidade de Jodo Pessoa-PB. Uma mistura pronta para aroma e sabor de uva foi adquirida
através de comercio eletrénico, contendo o0s seguintes ingredientes: sacarose, amido
modificado, aroma natural reforcado de uva. Também através de comércio eletronico foram
adquiridas de um fornecedor certificado as farinhas de semente e de casca de uva organica e
desengordurada utilizadas neste trabalho. Cultura liofilizada probidtica das cepas
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium foram adquiridas da
empresa Sacco Brasil (Campinas, SP) com a descricdo Lyofast SAB 440 A. Todo o trabalho
foi desenvolvido nos laboratérios do Centro de Tecnologia e Desenvolvimento Regional da
Universidade Federal da Paraiba.

4.2 PREPARO E SELECAO DO INOCULO

Para a defini¢do do preparo do in6culo, foram realizados testes em busca de se obter
um crescimento probidtico acima do minimo exigido pela legislacdo, que é de 6 log UFC/g
do probiético no produto final (BRASIL, 2007).

Nos primeiros testes, a cultura probidtica liofilizada foi dissolvida nas proporcdes de
0,25 g para 25 mL de leite e, posteriormente, 0,1 g para 100 mL de leite, e, em ambos 0s
casos, mantida em incubacgdo a 37 °C por tempos de 3, 6 e 12 h. Em seguida, estes indculos
foram testados em meio de cultura MRS simples, sem adicdo de outros componentes, e
também testados em meio de cultura MRS modificado acrescido de propionato de sodio
(0,3% mlv), cloreto de litio (0,2% m/v) e L-cisteina HCL (0,05% m/v). Os meios foram
mantidos em anaerobiose a 37 °C (Anaerobac sistema anaerébio, PROBAC, Santa Cecilia,
SP) por 72 h conforme descrito por Silveira (2014).

No terceiro teste, utilizou-se também a proporgédo de 0,1 g de cultura em 100 mL de
leite no preparo do indculo com os meios MRS simples e MRS modificado, porém alterou-se
a composicdo do meio de cultura MRS modificado pela retirada do propionato de sodio e do
cloreto de litio, mantendo-se a L-cisteina HCL, porém reduzindo-se sua concentragdo de

0,05% para 0,04% (m/v). Com isso, o0 meio MRS modificado passou a ser designado como
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MRS cisteina. A alteracdo da composi¢do do meio de cultura MRS maodificado tinha como
objetivo proporcionar o crescimento tanto do Lactobacillus acidophilus quanto do
Bifidobacterium no in6culo, uma vez que este Gltimo microrganismo foi considerado sensivel
a presenca dos componentes originais do meio de cultura MRS modificado.

No quarto teste, a cultura foi adicionada diretamente ao leite para elaboragcdo do
fermentado lacteo, sem o preparo de um indculo, com a expectativa de que a cultura
probidtica pudesse ser favorecida pelos nutrientes presentes nos ingredientes utilizados na
formulacdo do produto, aléem dos nutrientes naturalmente presentes no leite utilizado.
Utilizou-se para isso 0,5 g da cultura probidtica para 1 L de leite. A fermentacdo foi
conduzida a 42 + 2 °C até obtencéo de pH 4,8.

Como néo houve crescimento de bactérias probioticas no produto elaborado no quarto
teste, foi realizado o quinto teste, no qual o preparo de um indculo foi retomado, sendo este
obtido pela dissolugéo inicial de 5,0 g da cultura liofilizada para 500 mL de leite, do qual foi
retirada uma aliquota de 40 mL de in6culo para a elaboracdo de 1 L de leite fermentado. Cabe
ressaltar que, neste teste, a massa de cultura liofilizada utilizada (5 g) correspondia ao
conteido total de um envelope obtido do fornecedor, eliminando a possibilidade de
desproporcdo entre as cepas devido a pesagem. Antes da adi¢do do indculo, os ingredientes
solidos foram adicionados ao leite e procedeu-se a homogeneizacdo e pasteurizacdo. Apos
resfriamento e adi¢do do in6culo, a mistura foi mantida a 42 + 2 °C até obtencéo de pH 4,8.

4.3 ELABORACAO DOS LEITES FERMENTADOS

Para a elaboragdo dos leites fermentados foram executadas as etapas (Figura 7)

previstas na legislacdo vigente (BRASIL, 2007), de forma que:

1. Os ingredientes sélidos (agucar, mistura pronta para cor, aroma e sabor, e 0s coprodutos
da vinificacdo — farinha de semente e casca de uva) foram separadamente pesados, sendo
0s coprodutos da vinificagéo utilizados nas concentragdes de 1 e 3% (m/v, em relacdo aos
produtos finais), além de um tratamento Controle, sem adi¢&o de coprodutos (Tabela 1);

2. Os ingredientes foram adicionados ao leite, homogeneizados e em seguida pasteurizados
a 65 * 2 °C por 30 min, sendo resfriados em banho de &gua com gelo até 42 + 2 °C;

3. O inoculo foi adicionado a mistura na propor¢do de 40 mL para 1000 mL de produto
final, homogeneizando-se a mistura;

4. A mistura foi mantida em banho-maria a 42 = 2 °C por 5 h até obtencdo de pH 4,8 no

produto, indicando o fim do processo fermentativo;
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5. O produto foi resfriado até 20 + 2 °C e acondicionado em garrafas de polipropileno de

150 mL previamente higienizadas, sendo entdo armazenado a 5 £ 2 °C até as analises.

Figura 7 - Fluxograma do processamento dos leites fermentados.

Leite

Adicdo do acgucar, mistura pronta para cor,aroma e sabor, e coprodutos da vinificacdo

C

Pasteurizacgdo lenta a 65 °C/30 min

C

Resfriamento até 42 °C

e

Adicéo do in6culo

K

Repouso até obtencédo de pH 4,8

C

Resfriamento até 20 °C

Embalagem em recipientes de 150 mL

Fonte: Proprio autor.

Tabela 1 — Formulacao final dos leites fermentados.

Ingrediente Controle ~ Semente 1% Semente 3%  Casca 1% Casca 3%
Leite (mL) 900 890 870 890 870
Acucar (9) 100 100 100 100 100
In6culo (mL) 40 40 40 40 40
Farinha de semente de i 10 30 ) )

uva (9)

(F;)rmha de casca de uva i i ) 10 30
Mistura pronta para cor, 5 5 5 5 5

aroma e sabor (g)

Controle — isenta da farinha da semente de uva e isenta da farinha da casca de uva; Semente 1% - adigdo de 1%
da farinha de semente de uva; Semente 3% - adicdo de 3% da farinha de semente de uva; Casca 1% - adicdo de
1% da farinha de casca de uva; Casca 3% - adi¢do de 3% da farinha de casca de uva.
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4.4 DETERMINACOES MICROBIOLOGICAS NOS LEITES FERMENTADOS

Para a anélise da viabilidade de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium nos leites
fermentados no dia seguinte a elaboracdo dos produtos, por¢cdes de 25 mL foram colhidas
assepticamente, diluidas em 225 mL de &gua peptonada (diluicio 107) e submetidas a
diluicbes decimais seriadas com o mesmo diluente. Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium foram enumerados utilizando semeadura em profundidade em agar DeMan-
Rogosa-Sharpe (MRS Agar, Himedia, india) acrescido de L-cisteina HCL (0,04% m/v), em
anaerobiose a 37 °C (Anaerocult, gerador de anaerobiose, MERCK) por 72 h conforme
descrito por Silveira (2014), com modificacdes. Os resultados foram expressos em logaritmo
de unidades formadoras de col6nias por mL (log UFC/mL).

Para avaliar a qualidade dos leites fermentados sob o aspecto microbiol6gico, foram
realizadas de acordo com metodologia recomendada pela Instrucdo Normativa N° 46
(BRASIL, 2007), as seguintes analises microbioldgicas: determinacdo do NUmero Mais
Provavel (NMP/mL) de coliformes totais e termotolerantes; e contagem de bolores e
leveduras em placas empregando agar batata-dextrose (PDA) acidificado.

4.5 DETERMINACOES FISICO-QUIMICAS NOS LEITES FERMENTADOS

Para a avaliagdo fisico-quimica dos leites fermentados, foram realizadas as seguintes
determinacg0es: extrato seco total (IAL 429/1V), teor de lipideos pelo método de Gerber (IAL
433/1V), teor de cinzas (IAL 437/1V), teor de lactose pelo método de Fehling (IAL 432/1V),
além das determinacbes de pH (IAL 017/1V) e acidez titulavel (IAL 493/1V). Todas as
analises foram realizadas em triplicata e seguindo as recomendacdes do Instituto Adolfo Lutz
(2008).

4.6 ELABORACAO DE EXTRATOS

Para a avaliacdo do contetdo fendlico e atividade antioxidante, foram obtidos extratos
etanolicos a partir dos fermentados lacteos. Para isso, foram pesados 20,00 g de cada leite
fermentado em erlenmeyer de 125 mL, adicionados 10 mL de alcool etilico absoluto, e
homogeneizado com agitador magnético por 15 min. Em seguida, os extratos foram
centrifugados (5000 rpm, 10 min) e o sobrenadante limpido recolhido e analisado quanto ao

conteudo fendlico e atividade antioxidante.
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4.7 DETERMINACAO DO CONTEUDO FENOLICO TOTAL

O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinado espectrofotometricamente
de acordo com o método de Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965), com a leitura da
absorbancia em 765 nm. A concentracdo de fendlicos totais foi medida apds 2 h de repouso da
mistura e seu valor comparado com o do padrdo de &cido galico. Os resultados foram

expressos em mg equivalente a acido galico (GAE)/mL.

4.8 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para a avaliagdo da atividade antioxidante foi utilizada a metodologia descrita por
Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). A queda na absorbancia da solugéo do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila, 100 puM, 2,9 mL) dissolvido em metanol a 80% foi
monitorada a 515 nm, 30 min apds a adicdo de cada extrato. Os resultados foram expressos

em pumol de Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC)/mL.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

As analises foram conduzidas em triplicata e 0os dados expressos como média + desvio
padrdo (DP). Os dados foram submetidos a anlise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de
significancia, seguida pelo teste de Tukey para comparacdo das médias utilizando-se o
software Statistica® verséo 10.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TESTES COM O INOCULO

Inicialmente é importante destacar que no desenvolvimento deste trabalho foram
realizados Vvérios testes para a definicdo de um in6culo que apresentasse viabilidade celular
satisfatoria para atuagdo como probiotico nos leites fermentados, o que demandou a maior
parte do tempo e assim impossibilitou a caracterizagdo completa do produto final obtido.
Neste contexto, optou-se por descrever em detalhes os testes realizados e os resultados
obtidos nesta etapa.

Os resultados obtidos no primeiro teste sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Contagens (UFC'/mL) de viabilidade celular probitica no primeiro e segundo teste para
definicdo de indculo.

0,25 g de cultura em 25 mL de leite 0,1 g de cultura em 100 mL de leite
Tempo de pH MRS simples MRS modificado MRS simples MRS modificado
incubacéo (anaerobiose) (anaerobiose) (anaerobiose) (anaerobiose)
gh) 51 1,3x 10° <10° - <10°
6 5,0 5,0 x 10’ <10° 1,9 x 10’ <10°
12 4,3 1,8 x 10° <10° 1,1x10° <10°

1UFC = Unidades Formadoras de Colonia.

De acordo com as contagens obtidas, observou-se que no primeiro teste utilizando-se a
proporcéo de 0,25 g de cultura em 25 mL de leite, o tempo de incubagdo de 3 h n&o foi
suficiente para o desenvolvimento das bactérias probioticas ao nivel desejado para utilizacdo
como inéculo na elaboracdo dos leites fermentados. Nos tempos de 6 e 12 h de incubacéo
foram obtidas contagens acima do minimo exigido pela legislagdo para probidticos ao se
utilizar o meio de cultura MRS simples em anaerobiose, porém levou-se em consideracdo que
estas contagens seriam reduzidas para valores abaixo do exigido pela legislagdo, ou seja, 10°
UFC/mL, ao serem dissolvidas na quantidade de leite a ser utilizado no preparo dos leites
fermentados. Ja para 0 meio de cultura MRS modificado, ndo foi observado crescimento.
Dessa forma, foram necessarios novos testes.

No segundo teste realizado utilizando-se a proporcdo de 0,1 g de cultura em 100 mL
de leite, 0 meio de cultura MRS modificado também ndo apresentou crescimento, enquanto

gue no meio de cultura MRS simples o crescimento obtido também néo seria suficiente para a
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manutencdo de contagens minimas exigidas para um produto probidtico ap6s dissolugdo no
leite para elaboracao dos fermentados lacteos.

Os resultados obtidos no terceiro teste sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Contagens (UFC*/mL) de viabilidade celular probidtica no terceiro teste para definicéo de
indculo.

Tempo de incubagéo (h) pH MRS simples (anaerobiose) MRS cisteina (anaerobiose)
6 4,7 1,1x 10’ 2,5x 10’
12 4,1 2,0 x 10° 8,0 x 10’

1UFC = Unidades Formadoras de Col6nia.

Os dados obtidos mostram que houve crescimento bacteriano no meio MRS cisteina, o
que permitiria sua utilizacdo para a avaliacdo da viabilidade do in6culo, porém este
crescimento ndo atingiu o nivel desejado para utilizacdo na elaboracéo dos leites fermentados.

No quarto teste, com o intuito de avaliar o crescimento de bactérias lacticas nos
fermentados elaborados com adicdo direta da cultura liofilizada, o meio de cultura MRS
simples foi utilizado em aerobiose, e para a avaliagdo da viabilidade dos probioticos foi
utilizado o meio MRS cisteina, ja que 0 MRS modificado ndo apresentou crescimento nos

testes anteriores. Os resultados obtidos no quarto teste sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Contagens (UFC'YmL) de viabilidade celular no quarto teste para elaboracdo de
fermentados lacteos.

Amostra pH Bactérias lacticas em MRS MRS cisteina (anaerobiose)
simples (aerobiose)

Controle 4,8 7,7 x10° <10

Semente 1% 4,9 54 x 10° <10

Semente 3% 4,9 6,6 x 10° <10*

Casca 1% 4,8 5,1 x 10° <10

Casca 3% 4,9 5,0 x 10° <10

YUFC = Unidades Formadoras de Col6nia. Controle — isenta da farinha da semente de uva e isenta da farinha da
casca de uva; Semente 1% - adicdo de 1% da farinha de semente de uva; Semente 3% - adi¢do de 3% da farinha
de semente de uva; Casca 1% - adicdo de 1% da farinha de casca de uva; Casca 3% - adi¢do de 3% da farinha de
casca de uva.

De acordo com os resultados obtidos no quarto teste, a contagem das bactérias em
aerobiose realizada no meio de cultura MRS simples comprovou o0 crescimento da cepa
Streptococcus thermophilus, sendo ela uma das principais atuantes no desenvolvimento dos
leites fermentados pela sua grande influéncia no pH final observado no produto. As amostras

apresentaram um crescimento bacteriano entre 10° e 10° UFC/mL, considerado satisfatério, ja



31

que o uso desta cepa dentro da cultura mista tem a funcéo de acelerar a reducdo do pH durante
a fermentacdo. No entanto, a aplicacdo direta da cultura mista na mistura do leite com os
ingredientes ndo favoreceu o crescimento satisfatdrio das bactérias probioticas, uma vez que o
meio de cultura MRS cisteina ndo apresentou crescimento.

Os resultados obtidos no quinto teste sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Contagens (UFCYmL) de viabilidade celular no quinto teste para elaboracdo de
fermentados lacteos.

Amostra pH Bactérias lacticas em MRS MRS cisteina (anaerobiose)
simples (aerobiose)

Controle 4.8 6,7 x 10° 5,7 x 10°

Semente 1% 4.9 1,0 x 10’ 5,9 x 108

Semente 3% 48 2,9 x10° 4,1 x 108

Casca 1% 5,0 6,0 x 10° 4,7 x 108

Casca 3% 4,9 1,1 x 10° 3,8 x 10°

'UFC = Unidades Formadoras de Coldnia. Controle — isenta da farinha da semente de uva e isenta da farinha da
casca de uva; Semente 1% - adicdo de 1% da farinha de semente de uva; Semente 3% - adi¢do de 3% da farinha
de semente de uva; Casca 1% - adicdo de 1% da farinha de casca de uva; Casca 3% - adi¢do de 3% da farinha de
casca de uva.

As contagens realizadas no quinto teste em meio MRS cisteina mostraram um
crescimento das bactérias que permite classificar estes produtos como probidticos, por
apresentarem contagens acima do exigido pela legislacdo. Estes produtos foram entdo
avaliados quanto aos parametros microbioldgicos de qualidade, caracteristicas fisico-quimicas
e atividade antioxidante.

5.2 QUALIDADE MICROBIOLOGICA DOS LEITES FERMENTADOS PROBIOTICOS

Os resultados da avaliagdo microbioldgica dos leites fermentados probidticos sdo
apresentados na Tabela 6.

De acordo com os resultados, os produtos elaborados neste trabalho estdo dentro do
padrdo microbiologico preconizado pelo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
Leites Fermentados, estabelecido na Instrugdo Normativa N° 46, de 23 de outubro de 2007 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2007), estando aptos para o

consumao.
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Tabela 6 — Pardmetros microbiolégicos de qualidade dos leites fermentados probidticos.

Amostra Coliformes totais Coliformes termotolerantes  Bolores e leveduras
(NMPY/mL) (NMPY/mL) (UFC?/mL)

Controle <30 <30 < 10°

Semente 1% <30 <30 <10°

Semente 3% <30 <30 <10°

Casca 1% <30 <30 <10°

Casca 3% <30 <30 <10°

INMP = NUmero Mais Provavel. “{UFC = Unidades Formadoras de Coldnia. Controle — isenta da farinha da
semente de uva e isenta da farinha da casca de uva; Semente 1% - adicdo de 1% da farinha de semente de uva;
Semente 3% - adigdo de 3% da farinha de semente de uva; Casca 1% - adigdo de 1% da farinha de casca de uva;
Casca 3% - adicao de 3% da farinha de casca de uva.

5.3 CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DOS LEITES FERMENTADOS

PROBIOTICOS

Os leites fermentados probioticos foram avaliados quanto a caracteristicas fisico-

quimicas e os resultados sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Caracteristicas fisico-quimicas dos leites fermentados probiéticos.

Amostra pH Acidez (%) Extrato Seco Lactose (%) Gordura (%) Cinzas (%)
(%)

Controle 479+0,03 061+0,02 1985+135 336+0,06 2,84+0,07 0,71+0,03
a bc b a a b

Semente 1% 4,83+0,04 0,74+0,03 21,18+065 3,11+0,32 2,77+0,12 0,82+0,06
a a ab a a b

Semente 3% 4,84+0,05 060+0,02 2309+053 294+0,19 267+006 0,96+0,04
a c a a a a

Casca 1% 488+011 0,71+0,02 2098+1,01 317+033 280+0,10 0,80+0,06
a a ab a a b

Casca 3% 490+0,09 0,69+0,07 22,76+069 3,05+019 2,73+0,15 0,84+0,05
a ab a a a ab

Valores expressos como media + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes na mesma coluna representam
diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05). Controle — isenta da farinha da semente de uva e isenta da
farinha da casca de uva; Semente 1% - adicdo de 1% da farinha de semente de uva; Semente 3% - adicdo de 3%
da farinha de semente de uva; Casca 1% - adicdo de 1% da farinha de casca de uva; Casca 3% - adi¢do de 3% da
farinha de casca de uva.

Quanto ao pH, o valor obtido correspondente a amostra Controle foi utilizado como
referéncia para o final do processo fermentativo, tendo transcorrido o tempo de 5 h de
fermentacdo. Assim, subsequentemente, as demais amostras também foram mantidas em
fermentacdo durante 5 h. Este referencial de pH final da fermentacdo foi estabelecido com
base nas caracteristicas da cultura mista empregada. No estudo realizado por Zacarchenco e

Massaguer-Roig (2004), ao se utilizar cepas de Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium
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longum e Lactobacillus acidophilus na elaboracdo de um leite fermentado, obteve-se pH final
de 4,88, semelhante aos valores obtidos no presente trabalho.

Os valores de acidez apresentaram variacdo significativa entre as diferentes amostras,
com valor maximo de 0,74% para o leite fermentado adicionado de 1% de farinha de semente
de uva. As variacGes no teor de acidez, contudo, ndo puderam ser associadas as concentracoes
dos coprodutos da vinificagdo utilizadas na elaboragdo dos leites fermentados. Ainda assim,
todas as amostras estavam de acordo com a Instrucdo Normativa N° 46 (BRASIL, 2007) que
preconiza que os limites maximo e minimo estejam entre 0,6 e 2,0% em acido latico.

Os teores de extrato seco nos leites fermentados apresentaram uma pequena variagao
significativa entre as amostras, com aumento no valor associado ao aumento no teor dos
coprodutos utilizados na formulacdo. Os valores obtidos no presente trabalho foram
semelhantes aos resultados apresentados por Gallina e colaboradores (2011), que obtiveram
teores de extrato seco entre 20,43 e 21,07% na avaliacdo de leites fermentados com e sem
adicao de probidticos e prebidticos.

Para os teores de lactose nos leites fermentados, ndo foram observadas diferencas
significativas, tendo sido obtidos os menores valores nas amostras adicionadas de 3% de
coprodutos da vinificagdo na formulagdo. Os valores estdo de acordo com o trabalho de
Longo (2006), que obteve valor médio de 3,69% de lactose, e que ressalta a reducdo nos
teores de lactose observados em leites fermentados quando comparados com os teores
originais observados no leite.

Quanto aos teores de gordura nos leites fermentados, também ndo foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos. O valor meédio obtido foi de 2,76%, muito
semelhante aos valores médios relatados no trabalho de Gallina e colaboradores (2011), os
quais obtiveram média de 2,80% de gordura em leites fermentados de diferentes tratamentos.

Ja para os teores de cinzas, houve variacdo significativa nos valores obtidos. O leite
fermentado elaborado com adic¢do de 3% de farinha de semente de uva apresentou o maior
teor de cinzas, 0,96%. A adicdo de coprodutos da vinificacdo resultou em aumento nos teores
de cinzas tanto para os tratamentos com farinha de semente quanto para aqueles com farinha
de casca de uva. O teor de cinzas obtido para a amostra Controle, 0,71%, é muito semelhante
aos valores descritos por Antunes e colaboradores (2004) para diferentes lotes de leite
empregados no preparo de iogurtes, os quais variaram de 0,70 a 0,74%.
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5.4 CONTEUDO FENOLICO TOTAL E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE NOS LEITES
FERMENTADOS PROBIOTICOS

Os teores de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante in vitro foram
avaliados nos extratos obtidos das diferentes formulacbes de leites fermentados com a
finalidade de verificar o incremento das propriedades antioxidantes nos produtos finais a
partir da incorporacao dos ingredientes funcionais da casca e da semente de uva, reconhecidas

fontes de compostos fendlicos antioxidantes. Os resultados sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Contetdo fenolico total e atividade antioxidante dos leites fermentados probidticos
elaborados com adigdo de farinha de semente e farinha de casca de uva.

Amostra Fendlicos Totais (mg GAE'/100 g) DPPH (uMol TEAC?/100 g)
Controle 3,31+0,25e 4,85+0,76 d
Semente 1% 19,78+ 0,34 ¢ 29,05+0,51b
Semente 3% 4753+ 0,62 a 4530+ 1,38a
Casca 1% 11,01+0,36d 1599+ 125¢
Casca 3% 2360+1,12b 28,76 £ 0,44 b

Valores expressos como media + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes na mesma coluna representam
diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05). 'GAE = Gallic Acid Equivalent. TEAC = Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity. Controle — isenta da farinha da semente de uva e isenta da farinha da casca de uva;
Semente 1% - adicdo de 1% da farinha de semente de uva; Semente 3% - adi¢do de 3% da farinha de semente de
uva; Casca 1% - adicdo de 1% da farinha de casca de uva; Casca 3% - adi¢do de 3% da farinha de casca de uva.

O teor de compostos fenolicos totais variou significativamente entre os diferentes
tratamentos, com os maiores valores sendo obtidos para os fermentados lacteos adicionados
de 3% de farinha de semente e de 3% de farinha de casca de uva. A farinha de semente de uva
possui maior teor fenolico quando comparada com a farinha de casca de uva, 0 que esta de
acordo com os estudos de Rockenbach e colaboradores (2011).

A atividade antioxidante medida pela desativacdo de radicais livres do DPPH
apresentou correlacdo com o contetdo fenolico presente nos diferentes extratos obtidos a
partir dos fermentados lacteos, exceto no caso da amostra adicionada de 3% de farinha de
casca de uva, a qual foi superada pela atividade antioxidante obtida na amostra com adicao de
1% de farinha de semente, o0 que pode ser justificado pela natureza dos compostos fendlicos
presentes majoritariamente em cada fracdo da uva, uma vez que a semente, segundo
Rockenbach e colaboradores (2011), é composta por polimeros de catequina de elevada
atividade antioxidante, presentes em concentragdes bem superiores aquelas encontradas na

casca.
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6 CONCLUSAO

Para o desenvolvimento de leites fermentados utilizando uma cultura mista probidtica
foi empregado um indéculo que favoreceu o crescimento das bactérias lacticas em niveis
superiores ao minimo exigido pela legislagdo. A adicdo de farinha de semente de uva e
farinha de casca de uva néo interferiu de forma significativa no processo fermentativo nas
concentracdes aplicadas. O emprego destes ingredientes funcionais resultou em expressivo
aumento no contetdo fendlico total e na atividade antioxidante dos produtos fermentados,
especialmente no caso da farinha de semente de uva.

A utilizacdo dos coprodutos da vinificagdo como ingredientes funcionais na
elaboracdo de produtos lacteos resulta também em agregacdo de valor aos excedentes
industriais da producdo vinicola, com reducdo nos impactos ambientais decorrentes do
alternativo despejo desta biomassa no ambiente quando néo aproveitada.

Sugere-se que novos trabalhos sejam desenvolvidos para a otimizagdo das
concentracdes de indculo e dos ingredientes, bem como avaliacdo da vida-de-prateleira dos

fermentados lacteos probidticos e de suas caracteristicas sensoriais.
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