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RESUMO

A adicao dos produtos de uva Isabel ao iogurte caprino da origem a um alimento
com potencial para satisfazer o interesse dos consumidores no que diz respeito aos
nutrientes do proprio iogurte e aos beneficios tanto das culturas probiéticas como
daqueles decorrentes dos compostos fendlicos presentes na fruta. Este trabalho
objetivou estudar os compostos fendlicos presentes no preparado de uva Isabel e na
farinha de seus residuos elaborados utilizando adocgantes naturais (agave e xilitol),
bem como avaliar o impacto da incorporacdo desses produtos na qualidade
nutricional, funcional e sensorial de iogurte caprino. Os preparados e as farinhas de
uva Isabel foram avaliados quanto as caracteristicas fisico-quimicas e quanto aos
compostos bioativos por meio da analise qualitativa e quantitativa dos compostos
fendlicos totais, antocianinas totais e atividade antioxidante. Em seguida, os produtos
foram incorporados em iogurtes caprinos e realizado o estudo do impacto em suas
propriedades. Além disso, os produtos de uva e o0s iogurtes elaborados foram
avaliados quanto a bioacessibilidade dos compostos fendlicos em condicBes
simuladas do trato gastrointestinal e quanto ao seu potencial prebiético. Sendo
realizada uma fermentacéo in vitro da microbiota intestinal humana apo6s processo de
digestao gastrointestinal simulada dos iogurtes. A uva e seus produtos apresentaram
teores relevantes de acucares e acidos organicos em sua composicao, destacando-
se na farinha o consideravel teor de fibras (20,14 — 21,95 g/100 g). O composto com
maior bioacessibilidade tanto para uva como para seus produtos foi a catequina, que
junto com o acido caftarico e a malvidina 3-glicosideo foram os compostos observados
em maior quantidade nesses produtos. Os iogurtes caprinos elaborados com adi¢cao
de L. acidophilus e produtos de uva Isabel mostraram-se ricos em compostos fendlicos
e com elevada atividade antioxidante. Também apresentaram contagens adequadas
do probidtico L. acidophilus (7,96 — 8,63 log UFC/mL) durante todo o periodo de
armazenamento, com a formulagao incorporada do preparado e farinha exibindo as
maiores contagens ao fim dos 28 dias, o que sugere um efeito positivo da presenca
da farinha de uva Isabel na viabilidade desse microrganismo. A adicdo do preparado
e da farinha de uva Isabel aumentou a aceitacdo desse iogurte pelos consumidores.

O processo de digestédo teve uma elevada influéncia na capacidade antioxidante dos



iogurtes, indicando a influéncia tanto dos fendlicos como dos peptideos no potencial
antioxidante dos mesmos. Os iogurtes digeridos apresentaram potencial efeito
prebidtico com impacto positivo no crescimento das cepas probidticas estudadas
isoladamente, assim como na microbiota intestinal, promovendo o aumento de grupos
bacterianos e &cidos graxos de cadeia curta benéficos a saude, que podem ser
resultantes tanto dos compostos fendlicos incorporados como dos componentes do
préprio iogurte. Diante disso, ressalta-se o efeito benéfico do processamento da uva,
uma vez gque tanto os preparados quanto as farinhas apresentaram maiores valores
de antocianinas e atividade antioxidante em comparacdo com a uva in natura,
favorecendo, dessa forma, seu potencial como ingrediente funcional em alimentos. A
incorporacao dos produtos de uva Isabel ao iogurte caprino probiético resultou em um
novo produto potencialmente funcional com alegacfes de propriedades benéficas a

saulde atribuidas ao seu consumo.

Palavras chave: Compostos bioativos vegetais. Microbiota intestinal. logurte.

Adocantes naturais. Derivado lacteo caprino.



ABSTRACT

The addition of Isabel grape products to goat yogurt gives rise to a food with
potential to satisfy the interest of consumers in the yogurt nutrients itself, in the benefits
of probiotic cultures and in the benefits caused by phenolic compounds in fruit. This
work aimed at studying the phenolic compounds present in the Isabel grape prepared
and in the flour of its residues elaborated using natural sweeteners (agave and xylitol),
as well as to evaluate the impact of products incorporation on the nutritional, functional
and sensorial quality of goat yogurt. The Isabel grape prepared and flour were
evaluated for the physicochemical characteristics and bioactive compounds by
qualitative and quantitative analysis of total phenolic compounds, total anthocyanins
and antioxidant activity. Followed by incorporation of these products into goat yogurts
and impact in its properties. Besides, the grape products and the yogurts were
evaluatuated for the bioaccessibility of the phenolic compounds under simulated
conditions of the gastrointestinal tract and evaluation of the prebiotic potential. Being
also performed an in vitro fermentation of gut microbiota after simulated
gastrointestinal digestion of the yogurts. The grape and their products had significant
contents of sugars and organic acids in their composition, further the considerable fiber
content (20.14 - 21.95 g/100 g). The compound with the highest bioaccessibility for
both grape and its derivatives was catechin, which together with caftaric acid and 3-
glycoside malvidine represent the most observed compounds in these products. Goat
yogurt made with the addition of L. acidophilus and Isabel grape products proved to be
rich in phenolic compounds and with high antioxidant activity. They also had adequate
counts of probiotic L. acidophilus (7.96 - 8.63 log CFU/mL) throughout the storage
period, with the formulation incorporated with the preparation and flour showing the
highest counts after 28 days, suggesting a positive effect of the Isabel grape flour on
the viability of this microorganism. The addition of Isabel grape preparation and flour
increased the acceptance of this yogurt by consumers. The digestion process had a
high influence on the antioxidant capacity of yogurts, indicating the influence of both
phenolics and peptides on their antioxidant potential. Digested yogurts presented
potential prebiotic action with positive impact on growth of the probiotc strains avaliated

in isolation, as well as on the gut microbiota promoting increase of bacterial groups



and short-chain fatty acids related to health benefits, which can result from both the
incorporated phenolic compounds and the components of the yogurt itself. Thus, the
beneficial effect of grape processing is highlighted, since both the preparations and the
flours presented higher values of anthocyanins and antioxidant activity than in natura
grapes, favoring their potential as a functional ingredient in food. The incorporation of
Isabel grape products into probiotic goat yogurt results in a new potentially functional
product with claims of health-beneficial properties that can be allocated to its

consumption.

Keywords: Vegetable bioactive compounds. Intestinal microbiota. Yogurt. Natural

sweeteners. Goat dairy.
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1 INTRODUCAO

O iogurte é um alimento rico em nutrientes, ele possui um excelente perfil de
proteinas, carboidratos, célcio, fosforo e vitaminas, e 0 aumento no seu consumo em
todo o mundo esta relacionado a imagem positiva agregada a esse produto como
alimento saudavel e também com suas propriedades sensoriais (KARNOPP et al.,
2017; NOORI et al., 2017). Embora a producdo de derivados lacteos ainda seja
predominante a partir do leite bovino, a utilizacédo do leite de cabra para producéo de
produtos lacteos, inclusive com apelo funcional, tem se mostrado bastante
interessante (VERRUCK et al., 2017). Esse leite representa uma excelente opcéo pa
0s consumidores que ndo podem consumir o leite bovino, pois, embora a composi¢éiu
desses dois seja semelhante, existem diferencas na fracdo proteica, como os niveis
de caseina, que tornam o leite caprino menos alergénico, além do menor tamanho
dos globulos de gordura e diferenca na composicdo dos 4cidos graxos (BRANDAO;
ANJOS; BELL, 2017; FREIRE et al., 2017).

Além das propriedades especificas do iogurte, também tem sido adotado o uso
de componentes funcionais para potencializar seus efeitos, a exemplo da inclusao de
probiéticos e prebidticos, assim como frutas e derivados ricos em compostos bioativos
em sua elaboracdo (NOORI et al., 2017). O iogurte com adicao de fruta representa
um alimento com potencial para satisfazer o interesse dos consumidores no que diz
respeito aos nutrientes do proprio iogurte e nos beneficios, tanto das culturas
probiéticas como daqueles decorrentes dos compostos fendlicos e fibras presentes
na fruta (VERRUCK; DANTAS; PRUDENCIO, 2019). Os derivados de frutas séo
incorporados em diversos alimentos e bebidas, a exemplo do iogurte, e além de
enriquecer seu valor nutricional, afetam positivamente as caracteristicas sensoriais
(OLIVEIRA et al., 2015a; RANADHEERA et al., 2012).

A uva Isabel (Vitis labrusca L.) € uma fruta direcionada principalmente para o
consumo in natura e para a producéo de suco (SILVA et al., 2017a). O cultivo de uvas
no Nordeste vem se mostrando crescente, com o estado de Pernambuco sendo
classificado como um dos maiores produtores de uvas de mesa do Brasil, com uma

producdo de aproximadamente 158 mil toneladas de uvas no ano de 2017 (IBGE,
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2017). A uva e seus derivados tém ganhado destaque na alimentagdo humana como
fonte de antioxidantes naturais e, consequentemente, importante papel na satde, pois
representam boas fontes de compostos fendlicos, destacando-se as antocianinas e o
resveratrol (FREIRE et al., 2017; SOUZA, 2015).

Nesse sentido, a utilizacdo da uva na elaboragdo de um preparado e uma
farinha a partir do residuo resultante da origem a produtos com alto valor agregado,
além de possibilitar o aproveitamento integral dessa fruta, gerando um impacto
ambiental positivo por possibilitar um menor acumulo de residuos solidos (SETTE et
al., 2020). Outra estratégia que pode ser utilizada para tornar esses derivados de
frutas mais saudaveis e nutritivos € a substituicdo dos acUcares refinados por
adocantes naturais, como o agave e xilitol. Eles tem atraido a atencdo dos
consumidores por estarem associados com a reducao de fatores de risco relacionados
a problemas de saude, como a obesidade, diabetes, hipertensdo, carie e doencas
cardiovasculares (AKESOWAN, 2015; VIANA et al., 2015).

Os compostos fendlicos da uva tém sido estudados por apresentarem diversas
funcdes, nomeadamente, antioxidante, anticancerigena, antiobesogénico, reducéo do
risco de doencas coronarianas, entre outros (ALBUQUERQUE et al., 2017; LOPEZ-
OLIVA et al., 2010; QUIROS-SAUCEDA et al., 2014). Os efeitos & satide provenientes
da ingestdo desses compostos dependem do quanto eles séo liberados pela matriz,
absorvidos no trato gastrointestinal e disponiveis para metabolizacéo, ou seja, da sua
bioacessibilidade (RIBAS-AUGUSTI et al., 2017). Os polifenéis também tem sido
associados com a modulacdo da composicdo e funcionalidade da microbiota
intestinal, a qual, por sua vez, cataboliza esses compostos liberando metabdlitos mais
ativos e melhor absorvidos, proporcionando assim beneficios a saude (SOUZA et al.,
2018).

Com a crescente busca da populacdo por um modelo de vida e alimentacao
saudaveis, além da procura por alimentos diversificados, o0 mercado de alimentos
funcionais tem crescido bastante (FENG et al., 2019). Entre esses produtos os de
maior destaque sdo aqueles que contém em sua composi¢cdo prebibticos e
probioticos, os quais em combinacdo apresentam um efeito sinérgico, uma vez que
as bactérias probidticas podem utilizar os prebioticos para favorecer sua sobrevivéncia
e colonizacéo do célon (NOORI et al., 2017; PEREDO et al., 2016; VERRUCK et al.,
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2017). Eles também séo reconhecidos por seus efeitos na modulagcédo da microbiota
intestinal humana, a qual possui relacédo intrinseca com a saude (MA; CHEN, 2020).
Entre os comportamentos adotados nesse estilo de vida também de destaca a
substituicdo de acucares refinados por adocantes naturais, uma vez que representa
uma estratégia para diminuir os fatores de risco associados a problemas de saude
(AKESOWAN, 2015).

Sendo assim, o desenvolvimento do presente estudo mostra-se relevante por
trazer a elaboracdo de um iogurte caprino, incorporado de produtos da uva Isabel e
seus residuos, utilizando o xilitol e agave como adogantes. Esse novo produto une as
propriedades da uva, do probiético, do leite caprino e do proprio iogurte, e o seu
estudo traz informacfes sobre a avaliacdo da estabilidade dos compostos fendlicos
da uva ap06s processamento e adicdo ao iogurte caprino, assim como da interacao
desses compostos com outros componentes do iogurte durante a simulacdo da
digestéo gastrointestinal e seu efeito na microbiota intestinal humana. Esses produtos
possuem grande destaque no Brasil, e no caso da uva Isabel e do leite de cabra, de
forma mais acentuada na regido Nordeste, onde sdo amplamente produzidos e

apresentam elevado potencial econémico.
1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Geral

Este trabalho tem como objetivo geral elaborar um iogurte caprino probiético com
adicao de um preparado de uva Isabel utilizando adocantes naturais (agave e xilitol),
aproveitando o residuo resultante (cascas e sementes) para producdo de uma farinha
e, posteriormente, avaliar o impacto da incorporacdo destes produtos na qualidade

nutricional, funcional e sensorial do iogurte.

1.1.2 Especificos

> Elaborar um preparado de uva Isabel com sacarose (PS) e outro com sua

substituicdo por adogantes naturais (agave e xilitol) (PAX);
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Elaborar farinhas (FS e FAX) com os residuos resultantes (cascas e sementes)

da elaboracao dos preparados;

Caracterizar os preparados e as farinhas de uva Isabel quanto as propriedades

nutricionais e antioxidantes;

Avaliar a estabilidade dos compostos fendlicos nos produtos de uva apos o

processamento;

Avaliar a estabilidade dos compostos fendlicos nos preparados e farinhas de

uva Isabel em condi¢cbes simuladas do trato gastrointestinal;

Estudar o potencial efeito prebibtico in vitro do preparado e farinha de uva
Isabel com cepas probidticas (Lactobacillus acidophilus LA-05,

Lacticaseibacillus casei L-26 e Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12);

Elaborar um iogurte caprino com adicdo de Lactobacillus acidophilus,

incorpora-lo com o preparado e a farinha de uva Isabel;

Avaliar o impacto da adicéo do preparado e da farinha de uva nas propriedades

fisico-quimicas, microbiologicas e sensoriais desse iogurte;

Avaliar a estabilidade dos compostos fendlicos nos iogurtes adicionado dos

produtos de uva em condi¢des simuladas do trato gastrointestinal,

Estudar o potencial efeito prebiético in vitro, bem como o impacto na microbiota
intestinal humana, dos iogurtes caprinos adicionados dos produtos de uva

Isabel.



26

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 UVA, DERIVADOS E SUAS PROPRIEDADES

O consumo de frutas e seus derivados é recomendado para todas as pessoas,
pois sdo uma excelente fonte de antioxidantes, fibras, vitaminas, compostos bioativos
e minerais. As uvas encontram-se entre as frutas mais produzidas em todo o mundo,
sendo também uma das mais consumidas desde os tempos mais antigos (GUPTA;
ALAM, 2014; SOUZA, 2015). A uva Isabel (Vitis labrusca L.) € uma das uvas mais
cultivada do pais, podendo ser destinada, principalmente, para o consumo in natura e
para a producdo de sucos. O Vale do submédio do Sdo Francisco, localizado no
semiarido do Nordeste brasileiro, destaca-se na producdo de uvas, ocupando a
posicédo de maior produtor de uvas de mesa do Brasil, sendo, portanto, uma regiao de
grande importancia na producédo de uvas do pais (IBGE, 2017).

As uvas podem ser consumidas tanto in natura como na forma de derivados, a
exemplo de doces, geleias, sucos, vinagres e vinho. Em relacdo aos residuos, o
bagaco obtido do seu processamento, por exemplo, retém grande parte dos
compostos fendlicos, cerca de 20-30% nas cascas e 60-70% nas sementes (GUPTA,;
ALAM, 2014; SOUZA, 2015; VALERO-CASES; FRUTOS, 2017).

Apesar dos residuos da uva, como casca e sementes, apresentarem
compostos bioativos em quantidades similares aos produtos derivados, seu
aproveitamento ainda é pouco realizado e os mesmos sdo desvalorizados. Contudo,
vém crescendo a preocupacdo com O aproveitamento desses residuos e sua
utilizacdo como ingredientes funcionais, tendo em vista serem importantes fontes de
fibras dietéticas e compostos bioativos (QUIROS-SAUCEDA et al., 2014; TSENG;
ZAO, 2013).

No processamento do preparado de uva (uva, sacarose ou adocantes e agua)
€ realizado um tratamento térmico que utiliza temperaturas intermediarias por curtos
periodos de tempo (temperaturas de 70 a 100 °C em tempos de 1 a 5 minutos). Esse
processo faz com que as antocianinas sejam preservadas e proporcionem uma

coloracao intensa ao produto final, uma vez que inativa as enzimas que as degradam,
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assim como também auxilia na transferéncia dos pigmentos contidos nas cascas das
uvas para seu mosto (FALCAO et al., 2007; VASCONCELOS; MELO FILHO, 2010).

2.1.1 Compostos fendlicos e suas propriedades na uva e seus produtos

Na uva, 0s principais compostos pertencentes ao grupo dos fendlicos séo
antocianinas, flavonoides, &cidos fendlicos e o resveratrol. Este ultimo tem sido
associado a reducao do acumulo de gordura no figado, provavelmente, através da
reducado na sintese de acidos graxos e triacilglicerol, aumento na oxidacdo dos acidos
graxos e reducao do estresse oxidativo e inflamacéo (FREIRE et al., 2017; GAHRUIE
et al., 2015; YU et al., 2017).

O consumo de uvas esta relacionado a inumeros efeitos benéficos a saude,
entre 0s quais pode-se citar a reducdo do risco de cancer, principalmente aqueles
relacionados ao trato gastrointestinal, assim como também de doencas ligadas aos
danos do estresse oxidativo. Esses beneficios estdo associados, principalmente, aos
compostos fendlicos presentes na uva, através dos mecanismos antioxidantes, anti-
inflamatorio e atividade antiproliferativa, assim como pela inducdo da apoptose
(LOPEZ-OLIVA et al., 2010; POZUELO et al., 2012).

Entre o grupo dos compostos fendlicos, as antocianinas destacam-se pela
coloracdo escura, responsaveis pela pigmentacdo azul, roxa e vermelha de varias
flores e frutas. As antocianinas podem ter sua estabilidade afetada por diversos
fatores, entre eles o pH, temperatura, exposicdo a luz, presenca de oxigénio, entre
outros (FALCAO et al., 2009; SILVA, 2012; SOUZA, 2015).

A cor é uma das principais caracteristicas do alimento consideradas pelo
consumidor na hora da sua escolha. A diminui¢do do uso de aditivos alimentares, a
exemplo dos corantes artificiais, tem sido uma estratégia adotada por muitos
consumidores, devido aos mesmos estarem relacionados com questbes de
toxicidade. Dessa forma, a utilizagcdo de pigmentos naturais e suas propriedades
antioxidantes tem despertado bastante interesse. A utilizagcdo das antocianinas como
corante natural se destaca por sua cor atrativa e brilhante, diversidade de tonalidades
de acordo com o pH, sendo sua aplicacéo desejavel em alimentos por ndo apresentar
toxicidade e ainda proporcionar beneficios & satde (FALCAO et al., 2009; SILVA,
2012; SOUZA, 2015).
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2.2 BIOACESSIBILIDADE DOS COMPOSTOS FENOLICOS

Os efeitos benéficos desempenhados no organismo pelos compostos fendlicos
nao dependem apenas de suas concentracdes no alimento ingerido, mas também de
sua bioacessibilidade e biodisponibilidade apds digestdo (SOUZA et al., 2018). A
ligagdo dos compostos fenodlicos a outros componentes da matriz alimentar,
especialmente as fibras, € um dos fatores que podem afetar sua bioacessibilidade e,
consequentemente, suas propriedades biolégicas e efeitos benéficos. A
biodisponibilidade é descrita como a proporcdo de um nutriente que é digerido,
absorvido e utilizado pelo metabolismo normal, j& a bioacessibilidade é descrita como
a quantidade ingerida de um nutriente que esta disponivel para absorcdo no intestino
ap6s a digestdo (QUIROS-SAUCEDA et al., 2014).

Os compostos fendlicos ligados as fibras dietéticas podem ter sua absorgéo
intestinal diminuida ou retardada. Porém, mesmo esses compostos nao absorvidos
atingem o intestino grosso e permanecem no lumen col6nico, onde, possivelmente,
contribuem para uma atividade antioxidante. Dietas ricas em fibras e compostos
fendlicos tém sido amplamente associadas com a reducéo do risco de obesidade e
doencas cardiovasculares (QUIROS-SAUCEDA et al., 2014; YU et al., 2017).

A composicdo da matriz alimentar apresenta grande influéncia na
biodisponibilidade e bioacessibilidade dos compostos fendlicos. A interacdo com a
matriz alimentar pode dificultar a liberacdo e solubilizacdo dos compostos fendlicos no
quimo, além de que estes podem passar por modificagbes quimicas e se
transformarem em formas indisponiveis. No entanto, essas interagfes com a matriz
também podem prevenir a degradacdo desses compostos na travessia do trato
gastrointestinal até o local de absor¢io (RIBAS-AGUSTI et al., 2017). Diversos fatores
podem interferir na biodisponibilidade e bioacessibilidade dos compostos fendlicos, a
exemplo das fontes alimentares, interagdes quimicas com outros fitoquimicos e outros
compostos presentes nos alimentos (PALAFOX-CARLOS; AYALA-ZAVALA;
GONZALEZ-AGUILAR, 2010).

A bioacessibilidade e biodisponibilidade dos compostos fendlicos sédo afetadas
pela classe a qual pertencem, sendo importantes a estrutura e tamanho molecular,
além da glicosilacéo (RIBAS-AUGUSTI et al., 2017). Ao estudar o efeito da digestéo
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simulada in vitro sobre os polifendis e a atividade antioxidante do sabugueiro, Pinto et
al. (2017) observaram que a estrutura propria e 0s grupos funcionais dos compostos
fendlicos tinham maior influéncia na sua atividade antioxidante que seu conteudo total,
ou seja, o tipo de composto seria mais importante que sua quantidade no alimento.

Apesar dos modelos de digestao in vitro, quando comparados aos modelos in
vivo, nao reproduzirem efetivamente a complexidade do trato gastrointestinal, eles
apresentam as vantagens de serem relativamente baratos e simples, mais rapidos,
nao apresentarem restricbes éticas, suas condicdes podem ser controladas, a
amostragem é simples e os resultados reprodutiveis. Por isso, tém sido amplamente
utilizados e tém se provado eficientes em determinar a estabilidade dos fitoquimicos
em condi¢des gastrointestinais (GAYOSO et al., 2016; PINTO et al., 2017).

2.3 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Os alimentos funcionais podem ser definidos como aqueles que além de
atender aos requisitos tradicionais de nutrientes, possuem um ou mais ingredientes
adicionais capazes de promover beneficios a saude, sendo os probidticos e
prebibticos os mais utilizados. A demanda por esse tipo de alimento tem aumentado,
uma vez que é crescente a importancia dada ao papel da alimentacao na prevencao
de doencas (PEREDO et al., 2016; NOORI et al., 2017). A ingestéo de probioticos e
prebioticos de forma isolada ou em combinacéo tem sido relacionada com a regulacéo
da microbiota intestinal (FREIRE et al., 2017).

2.3.1 Probidticos

Os probidticos sdo microrganismos Vvivos capazes de proporcionar beneficios
a saude dos consumidores, desde que consumidos em quantidades adequadas (108
- 107 CFU/g ou mL) (FAO/WHO, 2002; FREIRE et al., 2017; GUNENC et al., 2016;
NOORI et al., 2017). Entre os beneficios do consumo de probidticos, encontram-se o
balanco da microbiota intestinal, producéo de compostos antimicrobianos capazes de
promover a resisténcia digestiva a colonizacéo por patdogenos, estimulacdo do sistema
imune, efeitos antimutagénicos e anticarcinogénicos, favorecimento do metabolismo
da lactose e reducéo do colesterol (FREIRE et al., 2017; VERRUCK et al., 2017).
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Existem diversas barreiras na sobrevivéncia de microrganismos probioticos,
contudo, eles devem ser capazes de permanecer viaveis em quantidades suficientes
desde a inoculacao, processamento e estocagem no alimento, até a travessia do trato
gastrointestinal durante a digestdo, sobrevivendo as condi¢des adversas de acidez e
enzimas gastricas, e colonizar o epitélio intestinal, de modo a garantir a funcionalidade
que lhes foi atribuida (FERNANDEZ; MARETTE, 2017; MADUREIRA et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 2014).

Desta forma, alguns alimentos e ingredientes tém se destacado na protecao
dos probidticos, uma vez que caracteristicas como pH e propriedades fisico-quimicas
também sdo responsaveis pela sobrevivéncia desses microrganismos, sendo 0s
jogurtes uma das matrizes alimentares mais utilizadas para carrea-los, ja que
apresentam propriedades adequadas para tal (BLAIOTTA et al., 2013). Os géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium sdo os mais utilizados entre as cepas probidticas
(FREIRE et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2014; PEREDO et al., 2016).

Outro fator importante que pode afetar a viabilidade dos probiéticos é a cepa
utilizada, assim como a interacdo entre diferentes cepas e espécies utilizadas em
conjunto, pois elas tanto podem ter uma relacdo de sinergismo como também de
antagonismo (RANADHERA et al., 2014).

2.3.2 Prebidticos

Os prebidticos sdo descritos como substratos seletivamente utilizados por
microrganismos do hospedeiro proporcionando um beneficio a saude (GIBSON et al.,
2017). Eles podem ser metabolizados pela microbiota do célon, produzindo
metabdlitos biologicamente ativos, os quais influenciam a composicéo e a atividade
das bactérias da flora intestinal, regulando assim essa populacéo bacteriana (SOUZA
et al., 2018). As fibras dietéticas e os compostos fendlicos sdo reconhecidos como
componentes alimentares com efeito prebidtico, exercendo um importante efeito na
modulacdo da microbiota, e portanto, sendo responsaveis por potenciais efeitos a
saude humana (GIBSON et al., 2017; SOUZA et al., 2018).

Os compostos fendlicos podem passar por um processo de biotransformacao
mediado pela microbiota intestinal, originando formas mais ativas e com maior

biodisponibilidade. Por sua vez, os metabdlitos formados podem modular o
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crescimento de grupos especificos de bactérias, dessa forma exibindo importantes
efeitos na saude a nivel local e sistémico (FARIA et al., 2014). A suplementacdo da
dieta com polifenois foi descrita por estimular espécies benéficas pertencentes aos
Lactobacillus e Bifidobacterium, além de inibir espécies patogénicas de Clostridium na
microbiota intestinal humana (MA; CHEN, 2020).

O aumento do consumo de fibras dietéticas tem sido relacionado com diversos
beneficios a saude, entre eles a reducdo do risco de doencas cardiovasculares,
diabetes, obesidade, e até mesmo cancer. Assim, o enriquecimento de alimentos com
fibras tem sido empregado como estratégia na prevencdo de doencas cronicas, e 0
enriguecimento de alimentos com esses compostos como ingredientes funcionais vem
crescendo como alternativa na promocéo de beneficios a saude dos consumidores
(KEMPERMAN et al., 2013; LAVELLI et al., 2015; QUIROS-SAUCEDA et al., 2014).

Além dos beneficios a saude, o enriquecimento de alimentos com fibras
dietéticas tem sido bastante explorado por elas poderem agregar propriedades
tecnoldgicas, podendo atuar na capacidade de retencdo de agua, no aumento da
viscosidade, capacidade de formacédo de géis ou emulsées e modificacdo da textura,
como agentes de reducao total ou parcial de outros ingredientes, como farinha,
gordura ou acucar (LAVELLI et al., 2015).

A associacao de fibras e compostos fendlicos da origem a um interessante
ingrediente para a inddstria alimenticia, uma vez que traz os beneficios atribuidos as
fibras combinados com as propriedades referentes aos compostos fendlicos em um
unico produto (QUIROS-SAUCEDA et al., 2014).

2.3.3 Microbiota intestinal

O reconhecimento da importancia da microbiota intestinal tem se tornado
evidente, uma vez que ela tem sido relacionada com a protecédo contra patdégenos,
modulacdo do sistema imune, producdo de vitaminas e remocdo de moléculas
cancerigenas, e, portanto, com o estado de saude do hospedeiro (PAYLING et al.,
2020; RAMNANI, 2015). Estima-se que a microbiota intestinal possui uma populacao
bacteriana de pelo menos 103 — 10* células, e sua composicdo e funcionalidade
podem exercer um grande impacto na saude e na incidéncia de doencas, como
obesidade e diabetes (FARIA et al., 2014).



32

Bactérias pertencentes aos géneros Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp.
tem sido amplamente descritas por contribuir com a satde humana em diferentes
niveis, atuando, por exemplo, na melhora da funcéo da barreira intestinal, estimulando
o sistema imune, prevenindo diarréias e alergias, participando na ativacado de
provitaminas e modulando o metabolismo lipidico (FARIA et al., 2014). Entre os
principais produtos da metabolizacdo dos substratos por bactérias esta a producao
dos &cidos graxos de cadeia curta (AGCC). Esses acidos estdo associados com
diversos beneficios a saude, a exemplo da inibicdo de patdgenos, funcéo intestinal,

modulacao da inflamacao e protec&o contra carcinogénese (PAYLING et al., 2020).

2.4 |I0OGURTE CAPRINO

O iogurte € um dos derivados lacteos mais consumidos por grande parte da
populacdo, destacando-se por suas propriedades sensoriais, excelente valor
nutricional e também poder terapéutico, visto que seu consumo tem sido associado
com efeitos benéficos a saude (NOORI et al., 2017). Embora a producdo desse
derivado ainda ocorra mais a partir do leite bovino, o leite de cabra tem se destacado
por apresentar facil digestibilidade, hipoalergenicidade e pelo processamento em
derivados, que além de agregar valor, facilita sua comercializacdo (SILANIKOVE et
al., 2010).

O maior teor de acidos graxos de cadeia média e menor tamanho dos globulos
de gordura sdo responsaveis por uma das caracteristicas mais atrativas desse leite,
sua melhor digestibilidade. Outro fator importante € sua hipoalergenicidade
relacionada ao menor contetdo de a-sl-caseina (proteina responsavel pela alergia
ao leite de vaca) quando comparado ao leite bovino. Entre as qualidades do leite de
cabra pode-se destacar também o seu potencial de adaptacdo a diferentes
tratamentos tecnoldgicos, originando produtos capazes de satisfazer a demanda dos
consumidores por alimentos com propriedades benéficas a saude, valor nutricional e
seguranca (GARCIA et al., 2014; SILANIKOVE et al., 2010).

A formulacdo de iogurtes funcionais é cada vez mais comum, e entre as
estratégias mais utilizadas para aumentar essa funcionalidade esta a incorporacao de

bactérias probidticas. Elas sdo escolhidas com base nos beneficios que podem
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desempenhar, assim como sua estabilidade e capacidade de sobrevivéncia através
do trato gastrointestinal, sendo comum também a fortificacdo desses iogurtes com
fibras dietéticas, a fim de complementar suas propriedades benéficas (GAHRUIE et
al., 2015; MADUREIRA et al., 2011; NOORI et al., 2017).

A matriz alimentar em que os probiéticos sao incorporados tem um importante
papel nas propriedades desses microrganismos devido ao efeito protetivo que podem
ter sobre os probidticos durante a digestdo no trato gastrointestinal. Os derivados
lacteos sdo um dos principais meios de veiculacdo de probidticos, destacando-se,
recentemente, os produtos lacteos caprinos, pelo potencial efeito protetivo que o leite
de cabra tem demonstrado sobre essas bactérias durante o processo de digestao.
Assim, os produtos produzidos com leite de cabra, a exemplo do iogurte caprino, tem
ganhado espaco no mercado, principalmente para a producdo de alimentos
probiéticos (RANADHERA et al., 2014; SILANIKOVE et al., 2010; VERRUCK et al.,
2017).

2.5 ADOCANTES DIETETICOS NATURAIS

A crescente preocupacdo com problemas de saude e as recomendacfes
nutricionais de 0rgdos publicos da saude tem proporcionado o aumento da
importancia dada a qualidade e seguranca dos produtos alimentares (GAHRUIE et al.,
2015; MESUROLE et al., 2013). A substituicdo dos acucares refinados por adocantes
dietéticos naturais vém aumentando, principalmente por ser uma alternativa mais
saudavel, visando diminuir os fatores de risco associados a problemas de saldde como
obesidade, hipertenséo, diabetes, caries e doencas cardiovasculares. A escolha dos
consumidores por produtos com adocgantes de baixas calorias geralmente ocorre pelo
desejo de consumir alimentos com sabor doce, no entanto com poucas calorias
(AKESOWAN, 2015; CHATTOPADHYAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY,
2014).

2.5.1 Xilitol
A substituicdo do agucar por xilitol representa uma excelente alternativa, visto

que ele apresenta o mesmo poder adogante que a sacarose, no entanto, com uma
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quantidade bem menor de calorias (2,4 kcal/g) e baixo indice glicémico (8). Ele ainda
apresenta solubilidade em agua semelhante a da sacarose (195 g/100 g de 4gua a 20
°C), atuando como excelente agente redutor de atividade de agua, podendo favorecer
a conservacao dos alimentos, além de ndo ocasionar escurecimento pela reacéo de
Maillard, dificilmente cristalizar, ter elevada estabilidade quimica, baixa suscetibilidade
a fermentagdo e proporcionar valores de soélidos soluveis similares ao agucar em
produtos como doces e geleias (AKESOWAN, 2015; CHATTOPADHYAY;
RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2014; VIANA et al., 2015).

O xilitol € de origem natural e apresenta sabor e aparéncia muito semelhantes
ao acucar convencional. Ele foi aprovado como seguro para o consumo humano e
como aditivo em alimentos pela FDA (Food and Drug Administration), e também foi
considerado seguro pelo comité cientifico da FAO/WHO (Food and Agriculture
Organization/World Health Organization) e pelo comité cientifico de alimentos da EU
(European Union) (CHATTOPADHYAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2014;
MAKINEN, 2016; UR-REHMAN, 2013).

Além de prevenir o aparecimento de caries e poder ser utilizado em alimentos
destinados ao consumo por diabéticos sem deixar gosto residual desagradavel, o
xilitol é reconhecido por apresentar propriedades funcionais, uma vez que pode
exercer efeito prebidtico, modificando a microbiota intestinal, promovendo o
crescimento de lactobacilos e bifidobactérias. Esse aumento da populacdo da
microbiota benéfica acarreta em protecdo contra infeccdes intestinais e cancer,
reduzindo as bactérias patogénicas. Cerca de dois tercos do xilitol ingerido é
metabolizado pelas bactérias intestinais, produzindo AGCC, e ocasionando reducéo
da glicose sanguinea e dos niveis de colesterol e triglicerideos (AKESOWAN, 2015;
UR-REHMAN, 2013).

2.5.2 Agave

O xarope ou néctar de agave é obtido da seiva da planta do agave, em especial
das espécies tequilana ou azul e salmiana, e, geralmente, apresenta coloracdo
variando de amarelo alaranjado ao laranja escurecido. E considerado um adogante
dietético natural, o qual pode ser utilizado como substituto do acucar e vem ganhando

espaco devido ao seu baixo indice glicémico (17 — 27), além de destacar em relacao
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a outros adocgantes naturais, como o mel e os xaropes de milho e cana-de-aglcar,
pelo seu elevado poder adogante. Ele surgiu recentemente no México, e é bastante
comum também na Africa do Sul e paises do Mediterraneo (GURLER et al., 2017;
HOOSHMAND et al., 2014; MELLADO-MOJICA; LOPEZ, 2015).

Além de apresentar menor indice glicémico, o fato de possuir maior poder
adocante que outros xaropes, faz com que seja necesséria uma menor quantidade
dele para alcancar a mesma docura, assim, reduzindo a ingestdo de calorias
(SANTIAGO-GARCIA; LOPEZ, 2014). Recentemente, o xarope de agave vem
ganhando popularidade e tem se tornado uma alternativa de adogante dietético natural
interessante, pois, além de possuir capacidade antioxidante, apresenta outros
beneficios a saude, como auxiliar na melhora de fatores de risco paraobesidade e
doencas crbnicas, como diabetes tipo 2 e cancer (HOOSHMAND et al., 2014,
SANTOS-ZEA, 2016).

O agave possui elevados teores de oligossacarideos como os frutanos, os
quais tem um perfil variavel de acordo com a forma de processamento do xarope,
como tempo e temperatura, que afetam o processo de hidrolise (GURLER et al., 2017,
HOOSHMAND et al., 2014; SANTIAGO-GARCIA et al., 2017). Esses frutanos sao
denominados agavins e tém sido reconhecidos pelo seu potencial prebidtico, pois podem
atuar como fibras sollveis, uma vez que sdo resistentes a hidrélise pelas enzimas
digestivas humanas e podem ser fermentados pela microbiota do célon, produzindo
AGCC. Eles também s&o capazes de favorecer o crescimento de lactobacilos e
bifidobactérias, assim como estimular a secrecéo de peptideos envolvidos na regulacao
do apetite (SANTIAGO-GARCIA; LOPEZ, 2014; SANTIAGO-GARCIA et al., 2017).

Apesar de alguns estudos ja terem avaliado iogurtes adicionados de produtos
de uva (KARNOPRP et al., 2017; SANTOS et al., 2017; SILVA et al., 2017), ndo temos
conhecimento de nenhum que tenha utilizado adocantes naturais na elaboracao
desse produto. Bem como, que tenha avaliado a interacdo dos polifendis da uva com
as proteinas do iogurte, e o impacto desse produto na microbiota intestinal humana,

evidenciando, dessa forma, a importancia dos tépicos abordados nesse estudo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE EXECUCAO E AMOSTRAS

As analises foram realizadas nos Laboratorios de Bromatologia, Técnica
Dietética e Microbiologia de Alimentos do Centro de Ciéncias da Saude e no
Laboratério de Processamento de Alimentos do Centro de Tecnologia e
Desenvolvimento Regional da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), no
Laboratorio de Experimentacdo e Andlise de Alimentos do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), e em laboratdérios do Centro
de Biotecnologia e Quimica Fina (CBQF) da Escola Superior de Biotecnologia —
Universidade Catdlica Portuguesa (ESB — UCP) que permitiram o uso de suas
instalagbes e equipamentos para a realizacdo dos experimentos, além de outros
laboratorios conveniados ao Grupo de Pesquisa.

As uvas cv. Isabel in natura, em estadio de maturacdo comercial, foram
adquiridas na Empresa Paraibana de Abastecimento e Servigcos Agricolas (EMPASA),
localizada na cidade de Jodo Pessoa-PB. O xarope de agave, o xilitol e a sacarose
foram adquiridos no comércio local. O leite de cabra foi obtido de uma Cooperativa de
Produtores Rurais, localizada na cidade de Monteiro-PB. A cultura starter (YF-L903)
compreendendo Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus e a cultura probiética de Lactobacillus acidophilus LA-05

obtidas de Christian Hansen® (Valinhos, Minas Gerais, Brasil).

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Na Figura 1 sao apresentadas as principais etapas do delineamento

experimental.
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Figura 1 — Desenho de estudo ilustrando as etapas do experimento.
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YC: iogurte caprino sem produtos de uva; YP: iogurte caprino com preparado de uva Isabel; YPF:

iogurte caprino com preparado e farinha de uva Isabel.

3.3 ELABORACAO DO PREPARADO E DA FARINHA DE UVA ISABEL

Nesta etapa as frutas foram selecionadas, lavadas em &agua corrente e

sanitizadas em solucdo de agua clorada por 15 minutos, na proporcao de 10 ppm de

hipoclorito de sodio e posterior enxague. As uvas in natura foram acrescidas de

sacarose (15 g/100 g) para o PS (Preparado controle) ou agave (7,5 g/100 g) e xilitol
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(7,5 g/100 g) para o PAX (Preparado com agave e xilitol), definidos de acordo com
estudo piloto, e 4gua (10 mL/100 g), em seguida, submetidas a tratamento térmico
(92,5 °C % 1 °C/3 min) em banho-maria. Seguido de resfriamento em banho de gelo,
trituradas em liquidificador e filtradas em peneira de 20 mesh. O preparado de uva
Isabel foi acondicionado em recipientes de polietileno e armazenado sob refrigeragao
(5 °C £ 1 °C) para posterior andlise e/ou adicdo ao iogurte. Este preparado esti
inserido na patente de invancéo “logurte caprino probiotico adicionado de uva” de
ndimero BR102017019085-4 (ANEXO A).

Os residuos (cascas e sementes) remanescentes do processamento do
preparado foram secos em estufas de circulagéo de ar (Tecnal, Piracicaba, Sao Paulo)
a 60 °C até alcancar peso constante (BENDER et al., 2016). Em seguida, foram
triturados em processador de alimentos e tamisadas em peneira de 28 mesh,
originando a farinha FS (Farinha controle), oriunda dos residuos do PS, e a farinha
FAX (Farinha com agave e xilitol), oriunda dos residuos do PAX, foram ent&do
embaladas em recipientes de polietileno e armazenadas sob refrigeracdo (5 °C £ 1

°C) para posterior andlise e/ou adicdo ao iogurte.

3.4 ESTUDO DA ESTABILIDADE DE NUTRIENTES E COMPOSTOS FENOLICOS
FRENTE AO PROCESSAMENTO DA UVA

3.4.1 Caracterizacéo fisico-quimica

A caracterizacdo fisico-quimica do preparado e da farinha de uva Isabel
incluiram a determinacdo do teor de proteinas, lipideos, sélidos totais, cinzas,
acucares totais, fibras soltveis e insoluveis, pH, acidez, Aw, solidos soluveis (°Brix) e
cor, conforme metodologia recomendada pela Association of Official Analytical
Chemist methods (AOAC, 2005).

Os acucares e acidos organicos foram extraidos utilizando acido sulfarico 4,0
mMJ/L e filtrados com filtro de seringa de 0,45 pm (Millex Millipore, Brasil) (BATISTA et
al., 2018). Os extratos foram analisados por HPLC utilizando um cromatdgrafo modelo
1260 Infinity LC (Agilent Technologies, EUA) acoplado a um detector de diodo (modelo
G1315D) e um detector de indice de refracdo (modelo G1362A). Utilizou-se uma
coluna Hi-Plex H (7,7 x 300 mm, 8 u) (Agilent Technologies, EUA) com fase maovel
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de H2S04 (Sigma, Alemanha) 4 mmol/L e fluxo de 0,7 mL/min. A temperatura utilizada
foi de 50 °C com volume de injecéo de 10 pL. Os dados foram processados utilizando
o software Open LAB CDS Cessation Edition (Agilent Technologies, EUA). A deteccao
dos compostos foi realizada comparando os tempos de retencdo com padrbes
externos dos agucares (frutose, maltose e glicose) e acidos organicos(citrico, tartarico,
malico, succinico, formico) (BALL et al., 2011). Os resultados foram expressos em
mg/100 g.

3.4.2 Avaliagdo dos compostos bioativos e atividade antioxidante
3.4.2.1 Extracdo dos compostos fendlicos

A extracdo dos compostos seguiu metodologia descrita por Dutra et al. (2017)
com adaptacdes. As amostras de farinha de uva (1 g) e uva (1,5 g) foram pesadas em
tubo de polietileno e adicionados 10 mL de metanol/agua (85:15, v/v), enquanto o
preparado de uva (1,5 g) foi adicionado a 8,5 mL de metanol (Sigma), e, entéo,
submetido a 40 kHz por 30 min em um banho ultrassénico modelo USC — 1800
(Unique, Brasil) a 25 °C. As amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 15 min em
centrifuga modelo SL-701 (Solab, Brasil) e coletados os sobrenadantes. A extracao
foi repetida mais 2 vezes sob as mesmas condi¢des. Os sobrenadantes foram entéo
combinados e a remocgéo dos solventes foi realizada em um rotaevaporador (Fisatom,
Brasil). Os extratos foram ressuspendidos em 2 mL de metanol e filtrados em filtro de
seringa de 0,45 um (Millex Millipore, Brasil). Esses extratos foram utilizados para

determinar o perfil de compostos fendlicos e a atividade antioxidante.

3.4.2.2 Determinacéo do perfil de compostos fendlicos

Os compostos fendlicos foram analisados de acordo com metodologia
adaptada por Dutra et al. (2018), usando um cromatografo liquido Agilent 1260 Infinity
sistema LC (Agilent Technologies, EUA) acoplado a um detector de arranjo de diodo
(DAD) (modelo G1315D). Os dados foram processados utilizando o software
OpenLAB CDS ChemStation Edition (Agilent Technologies, EUA). Foi utilizada a
coluna Zorbax Eclipse Plus RP-C18 (100 x 4,6 mm, 3,5 um) e a pré-coluna Zorbax
C18 (12,6 x 4,6 mm, 5 um) (Zorbax, EUA). A temperatura foi 35 °C e o volume de

injecdo foi de 20 pyL da amostra, previamente diluido na fase A e filtrado em uma
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membrana de 0,45 pum (Millex Millipore, Brasil). A vazdo do solvente foi de 0,8
mL/min. O gradiente utilizado na separacao foi de 0-5 min: 5% B; 5-14 min: 23% B;
14-30 min: 50% B; 30-33 min: 80% B, onde o solvente A foi uma solucédo de &cido
fosforico (Sigma) (0,1 M, pH = 2,0) e o solvente B foi metanol acidificado com 0,5%
de acido fosférico (Sigma). A deteccdo dos compostos foi realizada a 220, 280, 320,
360 e 520 nm, e a identificagc&o e quantificagéo por comparacao com padrbes externos
(Sigma).

3.4.2.3 Antocianinas monomericas

As antocianinas monomeéricas (AM) foram quantificadas na uva e nos produtos
utilizando o método de pH diferencial (GIUSTI; WROLSTAD, 2001). As leituras foram
realizadas em absorbancias de 510 e 700 nm, com tampdes de pH 1 e 4,5, em
espectrofotdbmetro modelo Cary 60 (Agilent Technologies, Malasia). O total de AM foi
calculado de acordo com a seguinte equacao (Eq. (2)):
AM = A x PM x 1000/(¢ x C)

Onde A é a absorbancia = (Asis—A700)pH 1.0 — (Asis—A7o0)pH 4.5, PM é 0 peso
molecular da malvidina 3-glicosideo = 493,2; ¢ € a absortividade molar da malvidina
3-glicosideo = 28000; e C é a concentracdo do tampdo em mg/mL. O teor de

antocianinas foi expresso em mg de malvidina 3-glicosideo/100 g.

3.4.2.4 Atividade antioxidante

- Atividade sequestradora do radical livie DPPH: A atividade antioxidante total

foi determinado pela capacidade de sequestrar radicais livres DPPH usando uma
versao modificada do método por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Uma
solugéao de metanol contendo 0,06 mmol/L de DPPH foi preparada e estocada a 20 °C
até o uso. A solugéo trabalho foi obtida diluindo a solucdo de DPPH (Sigma) com
metanol (Sigma) até obter uma absorbancia de aproximadamente 0,980 (+0,02) a 515
nm usando um espectrofotbmetro modelo Cary 60 (Agilent Technologies, Malasia).
Uma aliquota de 2,9 mL dessa solugé&o foi misturada com 100 uL de extrato e incubada
a temperatura ambiente (28 °C) por 30 min no escuro. A absorbancia foi mensurada
a 515 nm e os resultados expressos em yM de TEAC/100 g.
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A inibicdo dos radicais livres de DPPH, em termos percentuais (1%), foi
calculada de acordo com a seguinte equacéao (Eq. (3)):
%inibigéo = [1 - (absorbancia na amostrat somin/absorbancia no controlet omin)] X 100

- Habilidade de reducao do ferro (FRAP): A atividade antioxidante também foi

determinada pelo potencial de reducdo do ion ferro usando o método descrito por
Rufino et al. (2006). O extrato (90 uL) e 270 uL de agua destilada foram misturados
com 2,7 mL do reagente FRAP em um tubo, homogeneizados e incubados por 30 min
em um banho-maria a 37 °C. O reagente FRAP foi preparado em 0,3 M de tampéao
acetato (pH 3,6), TPTZ (2,4,6-tris (2-pyridyl) -s-triazine) (Sigma) 10 mmol/L em uma
solucdo de HCI (Sigma) 40 mol/L e 20 mmol de FeCls (Sigma). A absorbancia (595
nm) foi mensurada usando o espectrofotometro modelo Cary 60 (Agilent
Technologies, Malésia). A curva padréo foi elaborada com Trolox e os resultados
expressos em yM TEAC/100 g de amostra.

- Capacidade de absorcédo do radical oxigénio (ORAC): A capacidade de

desativar radicais oxigenados foi determinada pelo método adaptado de Zulueta,
Esteve e Frigola (2009) utilizando um espectrofotdmetro com leitor de microplacas
FLUOstar Omega (BMG LABTEC, Alemanha). Na microplaca foi adicionado 20 uL do
extrato e homogeneizado com 120 pL de fluoresceina (61,2 nM), posteriormente
incubados por 10 min a 37 °C com agitacdo por 3 minutos. Ap6s 10 minutos a
microplaca foi adicionada de 60 pL de solucdo 2,2'-Azobis(2-amidinopropane)
dihydrochloride (AAPH 19 mM), iniciando a reacdo. Todos os reagentes foram
preparados em tampao fosfato 75 mM, pH 7,4 e o volume final da mistura foi de 200
ML. A intensidade de fluorecéncia (excitacdo = 485 nm/20 nm e emissao = 528 nm/20
nm) foi verificada com modo cinético, com leitura em intervalos de 1 min, até a
fluorecéncia atingir um valor menor ou igual a 0,5% da fluorecéncia inicial. A curva

padrao foi criada com Trolox, e os resultados foram expressos em uM TEAC/100 g.

3.4.3 Bioacessibilidade in vitro de compostos fendlicos

O procedimento de digestdo in vitro simulou as condi¢bes fisiologicas
gastrointestinais em trés fases sequenciais (oral, gastrica e intestinal), conforme
descrito por Dutra et al. (2017). Aliquotas das amostras (10 g para as farinhas e 20 g

para os preparados e a uva) foram misturadas com 5 mL de solugéo salina (2,38 g de
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Na2HPO4, 0,19 g de KH2PO4, 8 g de NaCl e 200 U/L a-amilase). A mistura foi agitada
por 10 min em banho-maria a 37 £ 1 °C a 95 rpm. Em seguida, as amostras foram
acidificadas a pH 2,0 com 1 mL de solucao de pepsina (13 mg de pepsina em 5 mL
de HCI 0,1 mol/L) para um volume final de 5 mL e incubado a 37 °C com agitacéo a
95 rpm por 1 h para simular digestdo gastrica. Ao final da digestdo géstrica a mistura
foi imediatamente resfriada em um banho de gelo e uma aliquota de 1 mL foi removida
e armazenada a —-18 °C. O remanescente da amostra foi submetido a simulacdo da
digestdo no intestino delgado, onde, 5 mL de uma mistura de pancreatina (0,12 g) e
sais biliares ((40 mg glicodeoxicolato em 1 mL de solugdo salina), taurodeoxicolato
(25 mg em 1 mL de solucéo salina), e taurocolato (40 mg em 1 mL de solucéo salina))
foram adicionados em tubos de polietilieno com as amostras, e, entdo, incubados sob
agitacao (95 rpm) a 37 °C por 2 h para completar a fase intestinal. A bioacessibilidade

foi expressa em porcentagem e determinada de acordo com a seguinte equagéao (Eg.

(1)):

Bioacessibilidade (%) = ( digerido/nao-digerido) x 100
Onde digerido corresponde a concentracdo de compostos fendélicos na porcéo
digerida e ndo-digerido a concentracdo de compostos fendlicos na amostra inicial

(antes da digestéao).

3.5 AVALIACAO DA POTENCIAL ACAO PREBIOTICA DO PREPARADO E DA
FARINHA DE UVA ISABEL

3.5.1 Protocolo de digestdo gastrointestinal in vitro

A digestao das amostras foi realizada de acordo com Minekus et al. (2014)
realizada em 4 diferentes fases, simulacdo da digestdo oral, gastrica e intestinal,
seguida de dialise. Inicialmente, 10 g de cada amostra foi diluida em 100 mL de agua
destilada e tiveram o pH ajustado para 6, utilizando NaHCOs 1 M. Para simular a fase
oral foi adicionado 1,2 mL de uma solucgédo similar a saliva, preparada com 100 U/mL
de a-amilase (Sigma) diluida em CaCl2 1 mM, e incubado sob agitacdo de 200 rpm
por 2 min a 37 °C. Depois disso, o HCI 1 M foi utilizado para ajustar o pH para 2. Para
simular a fase gastrica adicionou-se uma solu¢cdo de pepsina 25 mg/mL (Sigma)
preparada em HCI| 0,1 M a uma propor¢cao de 0,05 mL/mL de amostra, seguido de
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incubagé&o por 120 min a 130 rpm e 37 °C . O NaHCOs3 1 M foi utilizado para ajustar o
pH para 6. Na simulag&o da etapa do intestino delgado utilizou-se 2 g/L de pancreatina
(Sigma) e 12 g/L de sais biliares bovinos (Sigma), diluidos em NaHCO3 0,1 M, entéao
incubado por 120 min a 45 rpm e 37 °C. Para simular a absorcéo intestinal foi utilizada
uma membrana de didlise semipermeével de peso molecular de 100-500 Da
Spectra/Por® 6 (Spectrum Europe, Holanda) que foi submerssa em NaCl 0,01 M a 5
°C para remover produtos da digestdo de baixo peso molecular. Apos 15 h, o fluido
de dialise foi substituido e a dialise realizada por 2 horas adicionais. Posteriormente,
o contetdo final da membrana de didlise foi seco em liofilizador modelo L-
101(LIOTOP, Brasil), para obtencdo de um p6 que foi armazenado a 5 + 1 °C em
sacolas de polietileno revestidas com cobertura metalizada. As amostras resultantes
foram utilizadas na avaliacdo do potencial efeito prebidtico. Todas as medicfes de pH

foram realizadas usando um potencidémetro digital modelo Q400AS (Quimis, Brasil).

3.5.2 Preparo do microrganismo e inéculo

Para avaliar o efeito prebidtico das amostras dos produtos de uva foram
utilizadas diferentes espécies de bactérias probidticas (Lactobacillus acidophilus LA-
05® (Chr. Hansen, Dinamarca), Lacticaseibacillus casei LAFTI® L-26 (DSM Food
Specialties, Australia) e Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® (Chr.Hansen,
Dinamarca)) na forma de in6culos isolados (ANDRADE et el., 2020). Para 0s ensaios,
cada cultura foi inoculada em caldo Man Rogosa e Sharp (MRS) (HiMedia, India) a 37
°C por 20-24 h, centrifugada (4000 rpm, 15 min, 4 °C) (Solab), lavada e ressuspendida
em solugéo salina (8,5 g/L de NaCl; FMaia, Brasil) para obter uma suspensdo com
contagem de células viaveis de aproximadamente 7 log de unidades formadoras de
colénias (UFC)/mL quando plagueado em agar MRS (DUARTE et al., 2017).

3.5.3 Meio de cultivo das bactérias

Para avaliar o efeito das amostras no crescimento das cepas probidticas foi
utilizado um caldo MRS com fonte de carbono modificada como meio base (DUARTE
et al., 2017). O meio possui a seguinte composicao: triptona, 10 g/L; extrato de carne,
8 g/L; extrato de levedura, 4 g/L; fosfato de hidrogénio di-potassio, 2 g/L; tween 80, 1

g/L; acetato de sodio, 5 g/L; citrato de aménio tribasico, 2 g/L; sulfato de magnésio,
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0,2 g/L; sulfato de manganés, 0,04 g/L e a respectiva fonte de carbono. Para monitorar
0 crescimento das cepas, as diferentes fontes de carbono utilizadas foram: glicose
(ingrediente ndo prebidtico), FOS (frutooligossacarideo, ingrediente prebiotico
conhecido) com concentracdo de 20 g/L e as amostras de produtos de uva (PS, PAX,
FS, FAX) com concentragfes de 20 g/L e 10 g/L. Todos os ingredientes utilizados para
preparar o caldo MRS foram obtidos de Sigma-Aldrich (EUA), com exce¢ao do FOS,
obtido da Galena Ltd (Campinas, Brasil).

3.5.4 Avaliagédo da viabilidade bacteriana

A viabilidade celular das cepas probiéticas foi verificada pela determinacéo da
contagem de células viaveis ao longo do tempo. Para isso, o indculo de cada cepa
probiotica foi depositado (20 g/L) em frascos estéreis contendo 10 mL de cada
respectivo meio de cultura (contagem iniciais de células viaveis de aproximadamente
7 log UFC/mL). A mistura foi homogeneizada e incubada a 37 °C. Nos diferentes
intervalos de tempo (0, 6, 12, 18, 24 e 48 h), aliquotas de cada mistura foram diluidas
serialmente em solucéo salina esterilizada e, em sequéncia, aliquotas de 10 yL de
cada diluicdo foram plaqueadas em agar MRS. As placas foram incubadas a 37 °C
por 48 h e os resultados das contagens de células viaveis foram expressos como log
UFC/mL. Para o Bifidobacterium o meio foi suplementado com L-cisteina (0,5 g/L;
Sigma-Aldrich, EUA) e utilizadas condi¢des de incubacéo anaerdbicas (AnaeroGen™,

England).

3.5.5 Avaliagao da atividade metabodlica das bactérias

A atividade metabdlica das cepas probidticas foi avaliada nos meios de cultura
com diferentes fontes de carbono em diferentes intervalos de tempo apés a incubacao
pela determinacéo dos valores de pH (0, 6, 12, 18, 24 e 48 h), utilizando potencidémetro
digital modelo Q400AS (Quimis, Brasil).

3.6 FORMULACAO DE IOGURTE CAPRINO E ESTUDO DAS SUAS
PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS, MICROBIOLOGICAS E SENSORIAIS.
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Os iogurtes caprinos foram elaborados com adicdo da cultura probidtica
(Lactobacillus acidophilus) de acordo com a metodologia descrita por Silva et al.,
(2017a). Para a elaboracdo dos iogurtes, o leite caprino, previamente pasteurizado
(65 = 1 °C/30 min), foi adicionado de xilitol (5 g/100 mL), e, posteriormente, submetido
a um tratamento térmico (90 = 1 °C/10 min). Em seguida, o leite foi resfriado a 45 £ 1
°C e a cultura starter, composta por Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (0,4 g/L) e a cultura probiotica, composta
por Lactobacillus acidophilus (0,1 g/L) foram inoculadas. A fermentacéo foi realizada
em incubadora a uma temperatura de 45 = 1 °C/4 horas. Posteriormente, foi realizado
o resfriamento a5 + 1 °C, seguido de homogeneizacéo lenta, para quebra do codgulo
por meio de agitagdo manual com um bastdo de vidro. Em seguida, foi realizada a
adicdo do preparado de uva na proporcdo de 20 g/100 mL (YP) ou adicdo do
preparado na proporgéo de 20 g/100 mL e da farinha de uva na proporgéo de 2 g/100
mL (YPF), além de um tratamento sem adi¢do de subprodutos da uva (controle) (YC),
seguindo-se de homogeneizacéo, envase em garrafas de polietileno e armazenagem
refrigerada (5 £ 1 °C), até a realizacdo das andlises ao longo do periodo de
armazenamento.

Na Figura 2 é ilustrado o fluxograma de elaboracdo do iogurte caprino
adicionado ou nao dos produtos de uva Isabel.

O impacto da adicéo do preparado e da farinha de uva Isabel nos iogurtes foi
verificado por meio da influéncia na variacdo das caracteristicas fisico-quimicas, perfil
e bioacessibilidade dos compostos fendlicos, atividade antioxidante, padrdo de
qualidade microbiolégica, viabilidade dos microrganismos do iogurte (starter e

probidtico) e nas suas caracteristicas sensoriais.

3.6.1 Avaliacéo fisico-quimica dos iogurtes

As andlises fisico-quimicas dos iogurtes foram realizadas segundo metodologia
recomendada pela AOAC (2005), no tempo 14 dias. Foram feitas determinacéo do
pH, acidez titulavel, aclicares totais, proteinas, lipideos, determinagéo do extrato seco
total, residuo mineral fixo e andlise instrumental de cor (realizada pelo sistema
CIELab, sendo L (luminosidade), a* (verde - vermelho) e b* (azul - amarelo), utilizando

o colorimetro modelo CR 400 (Konica Minolta, Brasil)).
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Figura 2 — Fluxograma de processamento dos iogurtes caprinos adicionados de L.
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Os acucares e acidos organicos foram extraidos e analisados nos tempos 1, 14
e 28 dias, conforme metodologia descrita no item 4.4.1.

3.6.2 Anélises microbioldgicas

As analises microbioldgicas compreenderam a avaliacdo dos padrbes de
qualidade apo6s 14 dias de aramazenamento refrigerado, por meio da contagem
padrao de bactérias aerobias mesofilas e contagem de bolores e leveduras, expressos
em UFC/mL, além da determinacdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes
totais e termotolerantes e pesquisa de Salmonella spp. (APHA, 2001). Para a
avaliacdo da viabilidade das bactérias laticas nos tempos 1, 14 e 28 dias, as amostras
foram diluidas seriadamente e inoculadas em agar LC, 4gar C-MRS e 4gar M-17 para
a contagem do Lactobacillus acidophilus LA-05, do Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus e do Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, respectivamente. As
placas para contagem do L. bulgaricus e do L. acidophilus foram incubadas por 3 dias
a 37 °C em condicbes anaerdbicas utilizando o Sistema de Anaerobiose Anaerogen
(Oxoid, Thermo Fisher, EUA) e o S. thermophilus por 2 dias a 37 °C em condi¢des
aerObias, como descrito por Ranadheera et al. (2012) e Lima et al. (2009). As
contagens foram expressas como log de unidades formadoras de col6nia por mL do
iogurte (log UFC/mL).

3.6.3 Avaliacdo dos compostos bioativos e atividade antioxidante
3.6.3.1 Extracdo dos compostos fendlicos

As amostras de iogurte (5 g) foram pesadas em tubo de polietileno e
adicionados 5 mL de metanol/agua (85:15, v/v), entdo a extracdo foi realizada

conforme metodologia descrita no item 4.4.2.1.
3.6.3.2 Perfil de compostos fendlicos do iogurte
A determinacéo do perfil de compostos fendlicos foi realizada nos tempos 1, 14

e 28 dias de armazenamento de acordo com a metodologia descrita no item 4.4.2.2.

3.6.3.3 Atividade antioxidante
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A atividade antioxidante foi determinada nos tempos 1, 14 e 28 dias, de acordo
com as metodologias descritas para DPPH e FRAP no item 4.4.2.4.

3.6.4 Bioacessibilidade dos compostos fendlicos do iogurte

A biacessibilidade dos compostos fendlicos apos digestéao foi estudada apos 28
dias de aramazenamento, utilizando um modelo in vitro que simula algumas condi¢cbes
gastrointestinais fisicas (temperatura e movimentos por agitacdo), quimicas (pH e sais
biliares) e biologicas (enzimas gastricas e pancreaticas). Foram utilizadas aliquotas
dos iogurtes (5 g) no procedimento de digestdo in vitro, que simula trés fases
sequenciais (oral, gastrica e do intestino delgado), que foi realizado de forma similar
ao descrito no item 4.5.1. A bioacessibilidade foi determinada conforme descrito no
item 4.4.3.

3.6.5 Avaliacédo sensorial do iogurte

Os iogurtes adicionados de L. acidophilus LA-05 e adicionados ou n&o dos
produtos de uva Isabel foram submetidos ao teste Just About Right (JAR), Testes de
Aceitagdo, Intencdo de compra e Preferéncia relativa entre as amostras aos 14 dias
de armazenamento, ap0s aprovacao por Comité de ética em Pesquisa (Centro de
Ciéncias da Saude - Universidade Federal da Paraiba; Protocolo 111.523/2012)
(ANEXO B).

Os testes foram realizados por um painel ndo treinado constituido por 102
provadores (selecionados com base nos habitos e interesse em consumir iogurte),
gue analisaram as formulac¢des apresentadas em cabines individuais, com iluminacao
branca. No JAR as amostras foram avaliadas quanto a intensidade da cor, aroma
caprino, aroma de uva, consisténcia, textura, docura, acidez e sabor de uva,
empregando escala do ideal de 5 pontos (5= extremamente mais
roxo/forte/viscoso/granuloso/doce/acido do que eu gosto; 3= ideal; 1= muito menos
roxo/forte/viscoso/granuloso/doce/acido do que eu gosto).

Para o teste de aceitacdo sensorial, os provadores foram instruidos a analisar
a aparéncia, cor, consisténcia, aroma, sabor e aceitacdo global, utilizando escala
hedbnica estruturada de nove pontos (1= desgostei extremamente; 5= nem
gostei/nem desgostei; 9= gostei extremamente). Para a avaliacdo da intencdo de
compra foi empregada uma escala hedbnica estruturada de cinco pontos (1=
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certamente ndo compraria; 3= talvez comprasse/talvez n&o comprasse; 5=
certamente compraria). A preferéncia relativa entre as amostras de iogurtes foi
conduzida segundo delineamento de ordenacdo em blocos casualizados,
empregando-se teste de ordenacado-preferéncia, com notas que variaram de 1
(amostra mais preferida) a 3 (amostra menos preferida). Em todos os testes, as
amostras foram homogeneizadas e servidas simultaneamente e de forma aleatoria, a
aproximadamente 10 °C, em copos plasticos de 50 mL, contendo aproximadamente
20 mL de cada amostra, codificados com numeros de trés digitos, com ordem de

apresentacao dos iogurtes aleatéria.

3.7 AVALIACAO DA INTERACAO ENTRE POLIFENOIS E PROTEINAS E DA
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DURANTE SIMULACAO DA DIGESTAO
GASTROINTESTINAL EM |IOGURTES CAPRINOS ELABORADOS COM
PRODUTOS DE UVA

As amostras de iogurte (YC, YP e YPF) foram liofilizadas (liofilizador modelo L-
101, LIOTOP, Séo Carlos, Brasil), para obter um p6 que foi armazenado a5 + 1 °C

em sacos de polietileno com cobertura metalica até a execucao das analises.

3.7.1 Extracdo dos compostos fendlicos livres e ligados

Os fendlicos livres (FLV) foram extraidos de iogurtes liofilizados (1 g) de acordo
com Pintac et al. (2018) com adaptacées. As amostras foram misturadas com 5 ml de
metanol/agua (85:15, v/v), submetidas a extracdo em banho ultrassénico (Laborette
17, Alemanha) a 40 kHz (25 °C, 30 min) e centrifugadas (4000 rpm, 15 min). A
extracdo foi realizada duas vezes, o0s sobrenadantes foram combinados e,
subsequentemente, evaporados usando um rotaevaporador a vacuo a 30 °C. O
extrato obtido foi dissolvido em metanol até um volume final de 2 mL. O residuo da
extracao foi hidrolisado com 20 mL de NaOH 4 M com agitacdo em um agitador orbital
(250 rpm, 4 h) para obter o extrato de fendlicos ligados (FLG), de acordo com Xie et
al. (2015). O hidrolisado resultante foi acidificado a pH 1,5-2,0 pela adi¢éo gradual de
HCI 6M. Apds centrifugacéo (8000 rpm, 30 min), o sobrenadante foi extraido cinco
vezes com 30 mL de acetato de etila. O acetato de etila foi seco utilizando Na2S0Oa4
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anidro e evaporado utilizando um rotaevaporador a vacuo a 30 °C. O residuo
resultante foi subsequentemente dissolvido em metanol até um volume final de 10 mL.
Os extratos de FLV e FLG obtidos foram armazenados em ultra-freezer a -20 °C até
0 USO.
3.7.2 Simulagao in vitro do trato gastrointestinal

Os iogurtes (YC, YP e YPF) foram submetidos a digestdo gastrointestinal in
vitro de acordo com Madureira et al. (2011) com adaptac¢des, simulando a digestéao
oral, gastrica e intestinal. O sistema simulou pH, temperatura, movimentos
peristalticos e sucos enziméticos especificos em cada estagio. Apos a passagem por
cada etapa da digestao, aliquotas de 4 mL foram coletadas para posterior anélise da
atividade antioxidante e perfil de proteinas e peptideos por Cromatografia liquida de
proteina rapida (FPLC). Foram feitas duas réplicas do sistema gastrointestinal (Gl) e
duas réplicas em branco, que foram preparadas com 0s mesmos reagentes, mas sem
enzimas, e foram submetidas as mesmas condi¢cdes das amostras, bem como duas
réplicas de controle com H20 em vez de amostras, com o objetivo de determinar a
influéncia das enzimas nas analises posteriores.

Inicialmente, 1 g dos iogurtes liofilizados (YC, YP ou YPF) foram diluidos em
10 mL de &gua destilada e tiveram o pH ajustado para 6 usando NaHCOs 1 M. Para a
fase da boca, a saliva artificial foi simulada com a-amilase 100 U/mL (Sigma) diluida
em 1 mM de CaCl2 e adicionada a uma taxa de 0,6 mL/min de digestdo, com
incubacédo adicional (200 rpm, 37 ° C, 2 min). Para a etapa do estdbmago o pH foi
ajustado para 2,0 usando HCI 1 M. O suco gastrico foi simulado com 25 mg/ml de
solucéo de pepsina (Sigma), preparado em HCI 0,1 M e adicionado na propor¢cao de
0,05 mL/mL da amostra, seguido de incubacéo (130 rpm, 37 °C, 120 min). Na fase do
intestino o pH foi ajustado para 6,0 usando NaHCOs3 1 M. O suco intestinal foi simulado
com 2 g/L de pancreatina (Sigma) e 12 g/L de sais biliares (Sigma) diluidos em
NaHCOs 1 M e a mistura foi adicionada a uma taxa de 0,25 mL/mL da amostra, com
incubacéo adicional (45 rpm, 37 °C, 120 min).

O mesmo procedimento foi aplicado ao controle de enzimas e misturas sem
enzimas, onde o volume de enzima foi substituido pelo reagente utilizado na
dissolucéo. O CaCl2 a 1 mM foi usado para substituir a-amilase, HCI 0,1 N para

pepsina e NaHCOs a 0,1 M para pancreatina e sais biliares.
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3.7.3 Determinagéo da atividade antioxidante

Os extratos de FLV e FLG foram avaliados com o objetivo de determinar a
atividade antioxidante total. Também foram analisadas amostras de cada etapa da
digestao gastrointestinal, os brancos, preparados sem enzimas, bem como o controle

das enzimas.

3.7.3.1 Ensaio da captura do radical livre ABTS

A andlise ABTS foi realizada de acordo com Gido et al. (2007).
Resumidamente, o radical livre ABTS foi gerado através de uma reacdo de oxidagao
qguimica com persulfato de potassio. Depois disso, a concentracdo de ABTS foi
ajustada com agua para uma absorvancia inicial de 0,700 + 0,02 a 734 nm. A amostra
(20 pL) foi deixada reagir no escuro a temperatura ambiente (23 °C) com 180 pL de
solucdo ABTS diluida. A mistura foi incubada (30 °C, 5 min) e a absorbancia a 734 nm
foi medida com o leitor de placas multideteccdo (Synergy, EUA). Um branco foi
realizado com metanol. Todas as misturas de reacdes foram preparadas em duplicata
e trés execucgdes independentes foram realizadas para cada amostra. Os resultados
foram expressos em pmol de equivalente Trolox por grama de amostra (umol TE/g).

3.7.3.2 Ensaio da habilidade de sequestrar radicais livres DPPH

A analise DPPH foi realizada de acordo com o procedimento descrito por
Alexandre et al. (2019), com algumas modificacdes. Resumidamente, uma solucéo
estoque (600 uM) foi preparada dissolvendo 24 mg de DPPH em 100 mL de metanol
e armazenada a -20 °C no escuro. A solucao de trabalho (60 uM) foi preparada pela
mistura de 10 mL da solucédo estoque com 90 mL de metanol, para que a absorbancia
atingisse 0,700 £ 0,02 a 515 nm. A amostra (25 pL) foi deixada reagir com a solucao
de trabalho DPPH (175 pL) no escuro a temperatura ambiente (23 °C) por 30 min em
uma microplaca de 96 po¢os. Em seguida, a absorbéancia foi medida a 515 nm usando
um leitor de placas multideteccao (Synergy, EUA) e um branco foi realizado com
metanol. Todas as misturas de reacdo foram preparadas em duplicata e trés
execucgdes independentes foram realizadas para cada amostra. Os resultados foram

expressos em umol de equivalente Trolox por grama de amostra (umol TEAC/q)
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3.7.3.3 Ensaio de capacidade de absor¢ao do radical de oxigénio (ORAC)

O ensaio ORAC foi realizado em microplaca preta de 96 pocos (Nunc,
Dinamarca), seguindo o método descrito por Davalos et al. (2004) com algumas
modificacdes. A reagéo foi realizada em um tampéo fosfato 75 mM (pH 7,4), com uma
mistura de reacao final de 200 pL. A amostra (20 puL) e a solugéo de fluoresceina (FL)
(120 pL; 70 nM, concentracéao final no poc¢o) foram colocadas no po¢o da microplaca.
Um ensaio em branco (FL + AAPH (dicloridrato de 2,2'-Azobis (2-amidinopropano))),
usando tampao fosfato em vez da solugcéo antioxidante (Trolox) e oito solucdes de
calibracado (1-8 uM de Trolox, concentragdo final no po¢o) como antioxidante também
foram realizados em cada ensaio. A mistura foi pré-incubada (37 °C, 10 min). A
solucéo AAPH (60 pL; 12 mM, concentracao final no poco) foi adicionada rapidamente
usando uma pipeta multicanal. A microplaca foi imediatamente colocada no leitor e a
fluorescéncia registrada em intervalos de 1 min por 80 min. Foi utilizado um leitor de
placas multideteccdo (Synergy, EUA) com excitacdo a 485 nm e filtros de emisséo a
520 nm. O equipamento foi controlado pelo software Gen5 Biotek versao 3.04. As
solucdes AAPH e Trolox foram preparadas diariamente e a fluoresceina foi diluida a
partir de uma solucéo estoque (1,17 mM) em tampao fosfato 75 mM (pH 7,4). Todas
as misturas de reacdo foram preparadas em duplicata e trés execucdes
independentes foram realizadas para cada amostra. Os valores finais de ORAC-FL

foram expressos como pmol de equivalentes de Trolox/g de amostra (umol TE/g).

3.7.4 Perfil de peso molecular das amostras por FPLC

O perfil de peso molecular das proteinas e peptideos presentes nas amostras
durante o sistema simulado gastrointestinal (Gl) foi determinado de acordo com Voss
et al. (2019) por uma cromatografia de filtragdo em gel usando o sistema AKLC Pure
25 de FPLC (cromatografia liquida de proteina rapida). O sistema foi acoplado com
duas colunas de filtracdo em gel: Superdex 200 aumento 10/300 GL e peptideo
Superdex, 10/300 GL. A fase movel foi tampao fosfato 25 mM (pH 7,0), cloreto de
soédio 150 mM e azeto de sédio 0,2 g/L. O fluxo de eluente foi de 0,5 mL/min e foi
monitorado por absorbancia a 280 nm. As colunas foram equilibradas com os kits de
calibragéo Gel Filtration HMW/LMW (GE Healthcare, EUA).
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3.8 POTENCIAL PREBIOTICO DOS IOGURTES

3.8.1 Protocolo de digestdo gastrointestinal in vitro

Os iogurtes (YC, YP e YPF) foram submetidos a uma digestéo gastrointestinal
in vitro de acordo com o item 4.7.2. As amostras resultantes foram utilizadas na
avaliacdo do potencial efeito prebidtico por substituicdo da fonte de carbono e

fermentacdo da microbiota intestinal.

3.8.2 Avaliacdo do potencial prebi6tico por substituicdo da fonte de carbono
3.8.2.1 Preparo do microrganismo e indculo

Para avaliar o efeito prebidtico das amostras digeridas dos iogurtes foram
utilizadas diferentes espécies de bactérias probidticas (Lactobacillus acidophilus LA-
05® (Chr. Hansen, Dinamarca), Lacticaseibacillus casei LAFTI® L-26 (DSM Food
Specialties, Australia) e Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12® (Chr.Hansen,
Dinamarca) na forma de inéculos isolados (ANDRADE et el., 2020). Os in6culos foram

preparados de acordo com o item 4.5.2.

3.8.2.2 Meio de cultivo das bactérias
Para avaliar o efeito das amostras de iogurte no crescimento das cepas
probidticas foi utilizado um caldo MRS com fonte de carbono modificada como meio

base (DUARTE et al., 2017). O meio foi preparado como descrito no item 4.5.3.

3.8.2.3 Avaliacdo da viabilidade bacteriana
A viabilidade celular das cepas probidticas foi verificada pela determinacédo da

contagem de células viaveis ao longo do tempo, de acordo com o item 4.5.4.

3.8.2.4 Avaliacdo da atividade metabdlica das bactérias

A atividade metabdlica das cepas probioticas foi avaliada nos meios de cultura,
em diferentes intervalos de tempo, apés a incubacéo pela determinacdo dos valores
de pH e do conteudo de &cidos organicos (0, 6, 12, 18, 24 e 48 h). Os valores de pH

foram mensurados utilizando potenciémetro digital modelo Q400AS (Quimis, Brasil).
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As amostras foram filtradas através de filtro de seringa 0,22 ym e analisadas quanto
a producao de 4cidos orgéanicos (acidos latico, citrico, succinico e acético) utilizando
um sistema HPLC composto por uma bomba LaChrom L-7100 (Merck-Hitachi,
Alemanha), uma coluna de troca idbnica Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) (Bio-Rad,
EUA) mantida a 60 °C (forno da coluna L-7350 LaChrom; Merck-Hitachi, Japao) e dois
detectores montados em série: um detector de indice de refracdo (L-7490 RI Detector
LaChrom; Merck-Hitachi, Japdo) e um detector de UV-Vis (Detector UV L-7400
LaChrom; Merck-Hitachi, Jap&o). A fase movel utilizada foi acido sulftrico 13 mM e
fluxo de 0,8 mL/min. O tempo de execucéo foi de 35 min, o volume de injecao foi de
50 pyL e cada amostra foi injetada em duplicata. Os dados foram coletados e
analisados usando o software D-7000 Interface LaChrom (Merck-Hitachi, Japdo) e o
software HPLC System Manager (Merck-Hitachi, Japdo). A deteccdo dos compostos

foi realizada comparando seus tempos de retencéo com os padrdes externos.

3.8.3 Fermentacao da microbiota intestinal
3.8.3.1 Coleta e preparacao do inoculo fecal

As fezes humanas foram coletadas em frascos estéreis e mantidas sob
condicdes anaerdbicas até nova utilizacdo (maximo de 2 h apds coleta). As amostras
foram obtidas frescas, de doadores humanos saudaveis, com a permissao de nao ter
nenhum transtorno metabdlico e gastrointestinal conhecido. Além disso, os doadores
confirmaram nédo estar tomando quaisquer suplementos probiéticos ou prebibticos,
bem como qualquer forma de antibidticos por 3 meses. O in6culo fecal foi entdo
preparado, diluindo a matéria fecal individual em Solugdo Salina reduzida
fisiologicamente (RPS) constituida por 0,5 g/L de cisteina-HCI (Merck, Alemanha) e
8,5 g/L de NaCl (LabChem, EUA) com um valor final de pH de 6,8, em uma estacao
de trabalho anaerdbica (Don Whitley Scientific, Reino Unido) (10% COz2, 5% Hz e 85%
N2).

3.8.3.2 Condicdes de fermentacao no inoculo fecal

O meio basal foi preparado conforme descrito anteriormente por Madureira et
al. (2016), constituido por 5,0 g/L de caldo de soja tripticase sem dextrose (Fluka
Analytical, EUA), 5,0 g/L de bactopeptona (Becton Dickinson Biosciences, EUA), 0,5
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g/L de cisteina-HCI (Merck, Alemanha), 1,0% (v/v) de solu¢éo salina A [100,0 g/L
NH4Cl (Merck, Alemanha), 10,0 g/L MgCI2-6H20 (Merck, Alemanha), 10,0 g/L de
CaCl2:2H20 (Carlo Erba, Franga)], 1,0% (v/v) de solucdo mineral (ATCC, Virginia,
EUA), 0,2% (v/v) de solucéo salina B [200,0 g/L de K2HPO4.3H20 (Merck, Alemanha)]
e 0,2% (v/v) de uma solucéo de resazurina a 0,5 g/L (Sigma-Aldrich Chemistry, EUA)
preparada em agua destilada e ajustado o pH a 6,8.

Depois disso, o meio basal foi dispensado em frascos de vidro hermético
anaerobicos, selados com tampas de aluminio antes da esterilizacdo em autoclave.
Em seguida, o meio foi distribuido em vérios tubos, sendo apenas o meio o controle
negativo (C-), este incorporado com iogurtes precipitados a partir de simulagéo TGl in
vitro (YC, YP, YPF) como as amostras, ou incorporado de frutooligossacarideos (FOS)
(Nutripar, Portugal) como controle positivo (C+). Foi utilizada uma concentracéao final
de 20 g/L e adicionados do indculo fecal a uma concentracdo de 20 g/L, e incubados
a 37 °C por 24 h sem agitacdo. As amostras foram coletadas nos tempos 0, 8, 12 e
24 h de fermentacéo e os valores de pH foram medidos usando um pHmetro MicropH
2002 (Crison, Espanha), equipado com um eletrodo de pH 52-07 (Crison, Barcelona,
Espanha). Todos os experimentos foram realizados dentro de uma cabine de
anaerobiose (Don Whitley Scientific, Reino Unido) com 5% de H2, 10% de CO2 e 85%
de N2. Todas as experiéncias foram realizadas com cumprimento das diretrizes
institucionais. As aliquotas coletadas foram centrifugadas, com os sobrenadantes
resultantes utilizados para avaliar a producao de acidos organicos e o pellet utilizado

para extrair o DNA gendmico.

3.8.3.3 Andlise da populacéo bacteriana

O DNA genbmico foi extraido e purificado das amostras de fezes usando kit
NZY Tissue gDNA Isolation (Nzytech, Portugal) com algumas modificacdes, conforme
descrito anteriormente por Madureira et al. (2016). Resumidamente, as amostras
foram centrifugadas (8000 rpm, 10 min) para separar o sobrenadante do pellet. Cerca
de 170-200 mg de pellet foram coletados do controle e das amostras para todos os
tempos. Depois os pellets foram homogeneizados em tampéo TE (10 mM de Tris/HCI;
1 mM de EDTA, pH 8,0) e centrifugou-se novamente (4000 rpm, 15 min). O

sobrenadante era descartado e o pellet ressuspenso em 350 uL de tampao NT1. Apos
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uma etapa de incubacao (95 °C, 10 min), as amostras foram centrifugadas (8000 rpm,
10 min, 4 °C). Em seguida, foram adicionados 25 yL de proteinase K a 200 uyL do
sobrenadante para incubacdo (70 °C, 10 min). As etapas restantes seguiram as
instrucdes do fabricante. A pureza e quantificacdo do DNA foram avaliados com um
espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific, EUA).

Uma Reacdo em Cadeia Quantitativa da Polimerase em Tempo Real (PCR
em tempo real) para andlise microbiana nas fezes foi realizado utilizando um sistema
de deteccdo CFX96 Touch™ (Bio-Rad Laboratories, EUA). As misturas de reacdes
de PCR (total de 10 yL) continham 5 pL de 2x iQTM SYBR® Green Supermix (Bio-Rad
Laboratories, EUA), 2 uL de &gua ultrapura, 1 uL de DNA da amostra (equilibrado para
20 ng/uL) e 1 pL dos primers direto e reverso (100 nM) marcando o gene 16S rRNA.
Os primers (STABvida, Lisbon, Portugal) juntamente com a temperatura especifica de
anelamento estdo listados na Tabela 1. As condi¢Bes utilizadas foram: inicio do
aguecimento a 95 ° C por 10 minutos, seguidos de 45 ciclos de desnaturacgéo (95 °C
por 10 s), anelamento e extensdo (72 °C por 15 s). As curvas padrdo foram
construidas usando diluicdes seriadas (de 2 log a 6 log de numero de copias do gene
16S rRNA/uL) do DNA genbmico bacteriano (DSMZ, Alemanha) usado como padrao
(Tabela 1). Como controle da qualidade da PCR, foi realizada uma andlise da curva
de fusédo para cada PCR utilizando temperaturas variando de 60 a 97 °C. Os dados
foram processados e analisados no software LightCycler (Roche Applied Science,
Alemanha). Os dados séo apresentados como os valores médios de analises de PCR
quadruplicados.

As diferencas relativas a porcentagem de controle negativo (apenas
fermentacao fecal) foram calculadas usando a seguinte equacéo (Eq. (4)):
Diferenca relativa para o controle (%)= ((SMC — CMC)/CMC) x 100

onde SMC é o nimero médio de cOpias da amostra em um determinado momento (8,
12 ou 24 h) e CMC é o niumero médio de cépias da amostra controle ao mesmo tempo
gue o SMC. Valores percentuais positivos significam a ocorréncia de um aumento no
namero de cépias em relagédo a amostra controle naquele momento (CAMPOS et al.,
2020).
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Tabela 1 — Sequéncia de primers dos grupos bacterianos e condigdes da PCR em tempo real. Adaptado de Campos et al. (2020).

Grupo marcado

Sequéncia do Primer

DNA gendmico padrao

Tamanho do produto da
PCR (bp)/ Temperatura
de anelamento (°C)

Clostridium leptum

Lactobacillus spp.

Bifidobacterium

Spp.

F GCACAAGCAGTGGAGT
RCTT CCT CCG TTT TGT CAA
F GAG GCA GCA GTA GGG AATCTT C
R GGC CAG TTACTACCT CTATCCTTCTTC

F CGC GTC YGG TGT GAA AG
R CCC CAC ATC CAG CAT CCA

Clostridium leptum
ATCC 29065 (DSMZ 753)
Lactobacillus gasseri
ATCC 33323 (DSMZ 20243)
Bifidobacterium longum
subsp. Infantis
ATCC 15697 (DSMZ 20088)

239 bp/ 45°C

126 bp/ 45°C

244 bp/50°C

F: forward primer; R: reverse primer; bp: pares de bases;

PCR: reacéo da cadeia polimerase.
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3.8.3.4 Avaliacao da atividade metabdlica da microbiota intestinal

O consumo de acucares (glicose, frutose e lactose) e a producdo de acidos
organicos (acidos latico, succinico, acético, propionico e butirico) foram avaliados nas
amostras durante a fermentacéao fecal. As analises foram realizadas como descrito no
topico 4.8.2.4.

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os experimentos foram realizados em triplicata com replicatas independentes.
Os dados foram expressos como meédia + desvio padrédo das trés replicatas. Os
resultados foram avaliados pelo teste t de Student ou por andlise de variancia
(ANOVA), seqguido pelo teste Tukey utilizando p < 0,05. O teste de ordenacao-
preferéncia foi analisado utilizando o teste Friedman e as diferengas significativas
entre amostras avaliadas pela tabela de Newell e MacFarlane. Também foi realizada
analise de componentes principais (ACP) e a correlacdo, que foi calculada pelo
coefeiciente de correlacdo de Pearson (r). O software utilizado foi o XLstat versao
2018.5.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo produzidos durante o desenvolvimento da tese de

doutorado estéo expostos nos tépicos abaixo e em formato de artigos cientificos.

4.1 ANALISE DO IMPACTO DO PROCESSAMENTO SOBRE A COMPOSICAO E A
ESTABILIDADE DOS COMPOSTOS FENOLICOS NO PREPARADO E NA FARINHA
DE UVA ISABEL

4.1.1 Composicao nutricional e perfil de aglcares e acidos orgéanicos

Os valores para a composicao nutricional e o perfil de aclUcares e acidos
organicos do preparado e da farinha de uva Isabel estdo apresentados na Tabela 2.
O preparado de uva adicionado de sacarose (PS) apresentou 0 maior contetdo de
sélidos totais (p < 0,05), provavelmente devido a maior concentracdo de lipideos,
residuo mineral fixo, glicose e frutose, sendo esse maior conteddo de
monossacarideos proveniente da adicdo de sacarose nessa formulacdo. Com relagéo
aos acUcares (Tabela 2), em especial glicose e frutose, o PS apresentou maiores
teores (p < 0,05) em relacdo ao PAX, como ja era esperado, visto que a sacarose €
um dissacarideo que quando hidrolisado d& origem a moléculas de glicose e frutose.
JA para os acidos organicos, os valores encontrados nos preparados foram
semelhantes (p = 0,05) para a maioria deles, com excecdo do acido malico, que
demonstrou menores teores (p < 0,05) para o PAX em relagéo ao PS.

A farinha resultante do residuo da formulagdo com agave e xilitol (FAX)
apresentou maiores valores (p < 0,05) de fibra soltvel, insoltvel e total. Contudo,
tanto a FS como a FAX apresentaram um alto teor de fibra alimentar (~ 20 — 22 g/100
g), apesar desse valor ter sido menor que o relatado por Bender et al. (2016) que
encontraram teores em torno de 58 g/100 g na farinha de casca de uva, 0 que pode
ser justificado pela diferenca de variedade da uva, ja que em seu estudo utilizaram a
cultivar Marselan (Vitis vinifera), além de diferencas empregadas em seu
processamento, como as condi¢cdes da secagem. Todavia, a farinha elaborada em
nosso estudo pode ser considerado com alto conteudo de fibras, tendo em vista que

o valor de referéncia para tal € de 6 g/100 g de amostra (CODEX, 2010).
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As farinhas apresentaram um teor consideravel de lipideos em sua composi¢ao
(8,18 — 8,48 g/100 g), semelhante ao descrito por Sousa et al. (2014) (8,16 g/100 g)
ao analisarem a farinha do bagaco de uva, os quais também observaram que a maior
porcentagem desses lipideos sédo oriundos das sementes da uva. O valor de pH
encontrado para as farinhas foi de 3,99 para FAX e 3,94 para FS, semelhante ao
encontrado por Bender et al. (2016), que obteve pH 3,51 ao estudar a obtencéo e
caracterizacao de farinha de casca de uva. Valores baixos de pH e umidade, como 0s
encontrados nas farinhas de uva elaboradas no presente trabalho, favorecem a
estabilidade do alimento e aumentam sua vida de prateleira, pois diminuem o risco de
alteracdes enzimaticas, nao enzimaticas e microbioldgicas, proporcionando sua maior

aplicabilidade como ingrediente em industria de alimentos (SELANI et al., 2014).

Tabela 2 — Composicao nutricional e perfil de acucares e acidos organicos do
preparado e da farinha de uva Isabel.

Preparado Farinha

Parametros
PS PAX FS FAX

Solidos totais 26,07 0,05 2350 +0,038 92,19 +0,05° 93,62 +0.052

(9/100 g)
Proteina 0,49 +0,04A 0,49 +0,04A 4,80 +0,082 4,20 +0,08P
(9/100 g)
Lipidios 2,86+0,01"  166+001%  848+0,10° 8,180,102
(9/100 g)

Residuo mineral

A B b
fixo (9/100 g) 0,370,014  0,25:0,01®  1,93+0,01®  1,66+0,01

Fibra solavel . )
(9/100 g) i - 3,45 +0,30 3,95 +0,30
Fibra insoltvel X )
(g/100 g) - - 16,69 +0,01 18,01 +0,01
o ol 0,62 #0,01A  0,63+0,01A 20,14 +0,31> 21,95 0,312
(9/100 g)

Aclcares (g/100 g)

Maltose 0,01 +0,01 <LOD 0,03 +0,012 0,04 +0,012

Glicose 11,29 +0,48% 4,16 +0,088 25,41 +0,262 13,91 +0,26"
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Frutose 11,11 +0,467 6,67 +0,13B 24,27 0,372 21,17 +0,37°
Total 22,41 +0,944 10,83 +0,228 49,71 £0,632 35,12 +0,63P
Acidos orgéanicos (g/100 g)

Acido citrico 0,01 +0,01A 0,01 +0,01A 0,13 £0,012 0,01 +0,01P
Acido tartarico 0,50 +0,02A 0,43 +0,01A 0,98 £0,012 0,88 +0,01P
Acido malico 0,28 +0,01A 0,21 +0,01B 0,59 +0,01° 0,66 0,012
Acido succinico 0,03 0,01 <LOD <LOD <LOD
Acido formico 0,02 0,01 <LOD 0,04 0,012 0,03 0,012
Total 0,85+0,03A 0,64 +0,01B 1,74 £0,012 1,59 +0,01°

A-B Médias com letras mailsculas diferentes na mesma linha diferiram entre si pelo teste de t de
Student (p < 0,05) entre as formulac¢des do preparado.
a-b Médias com letras minlsculas diferentes na mesma linha diferiram entre si pelo teste t de Student
(p < 0,05) entre as formula¢des da farinha.

PS: preparado de uva Isabel adicionado de sacarose; PAX: preparado de uva Isabel adicionado de
agave e xilitol; FS: farinha de uva Isabel proveniente do residuo com sacarose; FAX: farinha de uva
Isabel proveniente do residuo com agave e xilitol. <LOD: abaixo do limite de deteccéo.

Para as farinhas (Tabela 2), a formulacdo FS apresentou teor de frutose
superior (p = 0,05) a FAX, possivelmente devido a frutose oriunda da quebra da
sacarose. A presenca de agave e xilitol utilizados para adocar o PAX e,
consequentemente, o residuo usado para obtencdo da FAX agrega beneficios a esses
produtos, pois além de apresentarem poder adogcante semelhante ou até superior a
sacarose, possuem teor reduzido em calorias (SANTIAGO-GARCIA, LOPEZ, 2014;
VIANA et al., 2015), e ainda sao reconhecidos por possuirem propriedades benéficas
a saude, entre os quais, reducao da glicemia em diabéticos (UR-REHMAN et al., 2013)
e modulacdo da microbiota intestinal (GURLER et al., 2017; SANTIAGO-GARCIA,
LOPEZ, 2014).

O acido tartarico foi o acido organico que apresentou maior teor em todos 0s
produtos neste estudo, representando de 55% até 67% do teor total de acidos
qguantificados. Entre as farinhas, o acido citrico teve maior teor (p < 0,05) na FS,
enguanto o malico foi superior (p < 0,05) na FAX. Os acidos tartarico e malico juntos
representam mais de 80% do total de acidos organicos em uvas e derivados
(COELHO et al., 2018). Segundo Boas et al. (2014) esses acidos sao 0s

predominantes no suco de uva, engquanto o citrico e o succinico apresentam menores
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teores, 0 mesmo pode ser observado para os preparados e as farinhas elaborados a
partir da uva Isabel neste estudo (Tabela 2).

4.1.2 Cor instrumental

Com relagdo aos parametros de cor (Tabela 3) os valores de a* e b* nao
diferiram (p = 0,05) entre os preparados, ja o valor de L*, relacionado a luminosidade,
foi menor (p < 0,05) para o PS, demonstrando, portanto, uma coloracdo levemente
mais escura para essa formulacdo. A coloracdo dos produtos da uva, a exemplo de
sucos, polpas e o preparado, pode apresentar alteracdes relacionadas com a
influéncia de técnicas de processamento (GURAK et al., 2010). Para as farinhas, os
valores de a* e L* ndo diferiram (p = 0,05), ja o valor de b* foi menor (p < 0,05) para
FS, demonstrando, portanto, uma coloracdo levemente mais azulada. Os valores
baixos encontrados para L* indicam um produto de coloragdo mais escura e pouco
brilho, os valores positivos do a* indicam cor vermelha, a qual pode estar relacionada
com a estabilizacdo do pigmento relacionado ao cation flavilium por meio de formacao
de compostos derivados da antocianina (LAGO-VANZELA et al., 2014).

Tabela 3 — Valores médios de cor do preparado e da farinha de uva cv. Isabel.

Preparado Farinha
Cor
PS PAX FS FAX
L* 14,39 +0,188 15,77 £0,114 8,25 +0,242 8,30 +0,242
a* 3,54 +0,16% 4,78 +0,427 13,11 0,412 11,71 0,412
b* 0,81 +0,014 1,11 +0,114 5,60 +0,08° 6,40 +0,082

A-B Médias com letras mailsculas diferentes na mesma linha diferiram entre si pelo teste t de Student
(p < 0,05) entre as formulacdes do preparado.
a-b Médias com letras minlsculas diferentes na mesma linha diferiram entre si pelo teste t de Student
(p < 0,05) entre as formulacdes da farinha.

L*: luminosidade; a*: verde — vermelho; b*: azul — amarelo. PS: preparado de uva Isabel adicionado
de sacarose; PAX: preparado de uva Isabel adicionado de agave e xilitol; FS: farinha de uva Isabel
proveniente do residuo com sacarose; FAX: farinha de uva Isabel proveniente do residuo com agave
e xilitol.

4.1.3 Perfil de fendlicos
No perfil de fendlicos da uva e seus produtos foram identificados compostos

pertencentes ao grupos dos flavonoides, acidos fendlicos e antocianinas (Tabela 4).
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Dentre os compostos quantificados, destaca-se o teor de catequinas (2,37 — 28,11
mg/100 g), a qual é reconhecida por seu elevado poder antioxidante (BURIN et al.,
2014), o acido caftarico (2,31 — 69,43 mg/100 g) e a malvidina 3-glicosideo (8,65 —
16,47 mg/100 g). Esta ultima foi a antocianina majoritaria em todos os produtos
elaborados neste estudo e, segundo Rockenbach et al. (2011), € a encontrada em
maiores quantidades nas uvas tintas, uma vez que é reconhecida como a de maior
importancia para a coloracéo azul.

Grande parte dos polifendis da uva é representada pelas antocianinas, que
estdo concentradas principalmente na casca do fruto e sdo responsaveis pela
coloracdo roxa da uva, visto estarem entre os mais importantes pigmentos sollveis
(SILVA et al.,, 2016). Entre os flavanois, os compostos encontrados em maior
guantidade para todas as amostras foram as catequinas e as procianidinas B2, os
quais, segundo Lima et al. (2015), estdo diretamente associados com elevada
atividade antioxidante.

A catequina, a epigalocatequina galato e a antocianina malvidina 3-glicosideo
reduziram (p < 0,05) sua concentracdo da uva para o preparado, ja os acidos caftarico
e clorogénico e as antocianinas delfinidina 3-glicosideo, pelargonidina 3-glicosideo e
peonidina 3-glicosideo tiveram os teores aumentados (p < 0,05) no preparado em
relacdo a uva in natura. Segundo Lima et al. (2015), o processo de maceracgao
utilizado na elaboracdo de sucos de uva € de grande importancia, pois, nesta fase
ocorre a incorporacdo dos compostos fendlicos e aromaticos da uva no suco,
enguanto que no aquecimento do mosto ocorre a ruptura da parede celular do fruto,
facilitando a liberacdo das antocianinas. Esses processos sao semelhantes aos
empregados na elaboracdo do preparado de uva nesse estudo, o que pode explicar o
aumento (p < 0,05) da maioria das antocianinas no PS e PAX em relacédo a uva in

natura (Tabela 4).
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Preparado Farinha
Composto Uva PS PAX FS FAX
Flavanois (mg/100 g)
Catequina 2,91 +0,044¢ 2,64 +0,048 2,37 £0,04¢ 21,09 0,34 28,11 +0,462
Epigalocatequina galato 0,34 +0,00%¢ 0,22 +0,01B 0,12 +0,01°¢ 3,70 +0,06° 5,54 +0,092
Procianidina B1 0,35 +0,01B¢ 0,44 0,017 0,37 +0018 4,53 +0,07° 6,37 £0,102
Procianidina B2 0,78 £0,01B¢ 0,97 +£0,024 0,81 +0,01® 7,88 +0,12° 14,51 +0,242
Procianidina A2 0,49 0,018 0,87 0,017 <LOD <LOD <LOD
Flavonois (mg/100 g)
Quercitina 3-glicosideo 0,46 +0,01B¢ 0,59 +0,01A 0,56 +0,014 1,18 +0,02° 1,30 £0,022
Rutina 0,15 +0,014¢ 0,11 +0,01B 0,10 +0,01B 0,64 +0,01° 0,84 0,012
Kaempferol glicosideo 0,11 +0,015¢ 0,13 +0,01A 0,13 +0,01A 0,29 +0,01° 0,39 +0,012
Acidos fendlicos (mg/100 g)
Galico <LOD <LOD <LOD 1,81 +0,03 <LOD
Cafeico 0,08 +0,014¢ 0,09 +0,01A 0,08 +0,01A 0,13 +0,01° 0,15 +0,012
Caftarico 2,31 +0,04¢ 38,43 +0,63 35,86 +0,588 63,65 +1,04° 69,43 +1,132
Trans-Resveratrol 0,11 +0,014¢ 0,10 +0,01A 0,10 +0,01A 0,24 +0,01° 0,26 0,012
Clorogénico 0,10 +0,01¢ 2,35 +0,044 2,13 +0,03® <LOD <LOD
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Flavanonas (mg/100 g)

Naringenina ND 0,21 +0,01B 0,24 +0,01A 0,36 0,012 0,25 +0,01°
Hesperidina <LOD 0,31 +0,014 0,28 +0,01® <LOD <LOD
Antocianinas (mg/100 g)

Delfinidina 3-glicosideo 0,19 +0,01¢ 0,92 +0,024 0,86 +0,01® 0,51 +0,012 0,44 +0,01°
Malvidina 3-glicosideo 16,47 £0,27A2 15,06 +0,248 14,08 +0,23¢ 10,68 0,17 8,65 +0,14°¢
Pelargonidina 3-glicosideo 1,33 +0,02¢b 2,45 £0,04A 2,31 £0,04® 1,72 £0,032 <LOD
Peonidina 3-glicosideo 2,10 +0,03¢2 2,49 0,044 2,31 £0,04® 1,85 +0,03° <LOD

A-C Médias com letras mailsculas diferentes na mesma linha diferiram entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05) entre a uva e 0s preparados.
a-c¢ Médias com letras minusculas diferentes na mesma linha diferiram entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05) entre a uva € as farinhas.
PS: preparado de uva Isabel adicionado de sacarose; PAX: preparado de uva Isabel adicionado de agave e xilitol; FS: farinha de uva Isabel
proveniente do residuo com sacarose; FAX: farinha de uva Isabel proveniente do residuo com agave e xilitol. <LOD: abaixo do limite de detecgéo.



66

Jé nas farinhas os valores da maioria dos compostos encontrados no perfil de
fendlicos (Tabela 4) apresentaram teores superiores (p < 0,05) aos encontrados na
uva, provavelmente devido ao efeito da concentracdo dos compostos pelo processo
de secagem, com excecdo da procianidina A2 e do acido clorogénico que nao foram
detectados nas farinhas. No perfil de antocianinas, a malvidina 3-glicosideo teve o
valor reduzido (p < 0,05) da uva para as farinhas, enquanto as pelargonidina 3-
glicosideo e a peonidina 3-glicosideo ndo foram detectadas na FAX, possivelmente
por serem compostos mais sensiveis a degradacao, podendo ser afetadas por fatores
como calor, oxigénio, luz, pH e enzimas (PINTO et al., 2017). Diferente do observado
nos preparados, uma vez que as condi¢cdes mais brandas de temperatura e tempo
utilizadas no tratamento térmico empregado no seu processamento podem ter

favorecido a preservacao desses compostos (SILVA et al., 2017a).

4.1.4 Antocianinas monoméricas e atividade antioxidante

Observando a Tabela 5, percebe-se que os teores de AM foram superiores (p
< 0,05) tanto nos preparados quanto nas farinhas, quando comparados a uva, o que
pode indicar um efeito benéfico do processamento na concentracdo desses
compostos. As condi¢cdes de temperatura moderada por curto periodo de tempo
utilizadas no tratamento térmico empregado no processamento dos preparados (92,5
°C/3 min) sao descritos por favorecerem a preservacao desses compostos, uma vez
gue facilitam sua migracdo da casca para o mosto, além de inativarem as enzimas
responsaveis pela sua degradacao (SILVA et al., 2017a). Assim como, a concentracao
dos compostos pelo processo de secagem utilizado para obtencdo das farinhas,
provavelmente, teve maior influéncia que a possivel degradacdo ocorrida nesse
Mesmo Processo.

Com base nos dados apresentados na Tabela 5, observa-se que na maioria
das amostras os valores de atividade antioxidante mais elevados foram obtidos pelo
método ORAC. Essas diferencas nos resultados entre os métodos devem-se,
provavelmente, aos diferentes mecanismos envolvidos em cada um deles (SILVA et
al., 2016). Quando comparados com a uva, tanto os preparados quanto as farinhas
apresentaram maiores (p < 0,05) atividades antioxidantes, corroborando com 0s

resultados encontrados para as antocianinas, como citado acima.
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As farinhas também se destacaram em relacdo aos preparados apresentando
atividade antioxidante em média 4 vezes maior quando avaliada pelo método ORAC
e até em média 12 vezes maior pelo FRAP. Evidenciando seu elevado potencial
antioxidante, bem como, a possibilidade da sua utilizacdo como fonte alternativa de
fitoquimicos (HAAS et al., 2018). Segundo Albuquerque et al. (2017) a atividade
antioxidante esta relacionada positivamente com altos teores de compostos fendlicos.
Contudo, a composicao do perfil desses compostos também exerce grande influéncia
sobre essa atividade (BURIN et al., 2014).

Os compostos que apresentaram maior contribuicdo para as atividades
antioxidantes dos produtos de uva foram a catequina, epigalocatequina galato,
procianidinas B1 e B2, quercetina 3-glicosideo, rutina, kaempeferol 3-glicosideo, os
acidos caféicos e caftarico, e o trans-revesratrol, com o r variando de 0,91 a 0,99 (Fig.
3). Ao estudar os residuos do processamento de uva Haas et al. (2018) observaram
grandes concentracdes de catequinas e uma alta correlacdo dessas com a atividade
antioxidante, sendo esses compostos reconhecidos por seu efeito contra radicais
livres e sua atividade quelante.

A andlise de componentes principais (ACP) permitiu correlacionar os produtos
da uva com a atividade antioxidante e os compostos fenodlicos (Fig. 3). Os
componentes principais explicaram 96,77% da variacdo dos dados, sendo 86,53%
explicados pelo F1 e 10,24% pelo F2. A malvidina 3-glicosideo, delfinidina 3-
glicosideo, catequina, epigalocatequina galato, procianidinas B1 e B2, rutina,
quercetina 3-glicosideo, kaempeferol glicosideo, &cido caféico e caftarico, trans-
resveratrol, DPPH, FRAP e ORAC apresentaram forte correlacdo com o F1, com r
variando de 0,90 a 0,99. Enquanto a naringenina e acido gélico estdo negativamente
correlacionados com o F2, o qual apresentou forte associagdo com a FS pelo seu
maior teor desses compostos. Os preparados apresentam uma forte correlagdo com
o F1 devido suas maiores concentracdes de antocianinas, ja as farinhas, por sua vez,
apresentam forte associacdo com as atividades antioxidantes, corroborando com os

dados apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Antocianinas monomeéricas (AM) e atividade antioxidante da uva cv. Isabel, do preparado e da farinha.

Preparado Farinha

Parametros Uva PS Var. (%)  PAX  Var. (%)  FS \(/oj)r) FAX \(/02';
prr—

Erfa:ig:ﬁglr?f:s izo?éi%c f(i’zlé 41,24 fggé\ 43,75 ffgfa 51,95 f&%b 35,65
Atividade antioxidante

DPPH 1221%;’51 ig%gi 130,14 ﬁ%g 114,37 15;2’210 820,57 11?24’2’;8 816,51
FRAP fg’%’g’& ¢91527 . 12163 iﬁ?égg 37,32 Z_jgzlgf 1647,97 }_rzlézl?égf 2706,91
e ERE R gy W s 90w B2 e

A-C Médias com letras mailsculas diferentes na mesma linha diferiram entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05) entre a uva e os preparados.
a-c Médias com letras minasculas diferentes na mesma linha diferiram entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05) entre a uva e as farinhas.
PS: preparado de uva Isabel adicionado de sacarose; PAX: preparado de uva Isabel adicionado de agave e xilitol; FS: farinha de uva Isabel proveniente do
residuo com sacarose; FAX: farinha de uva Isabel proveniente do residuo com agave e xilitol. AM: resultados expressos em mg de malvidina 3-
glicosideo/100 g. Atividade antioxidante - resultados expressos em UM de TEAC/100 g; TEAC: atividade antioxidante equivalente ao trolox.
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Figura 3 — Andlise de Componentes Principais (ACP) dos compostos fendlicos e
atividade antioxidante antes da simulacao da digestéo (A) e dos compostos fendlicos
apos simulagéo da digestao (C) dos preparados e farinhas de uva Isabel.

Distribuicdo dos preparados e farinhas de uva Isabel de acordo com a ACP (B, D).
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PS: preparado de uva Isabel adicionado de sacarose; PAX: preparado de uva Isabel adicionado de
agave e xilitol; FS: farinha de uva Isabel proveniente do residuo com sacarose; FAX: farinha de uva
Isabel proveniente do residuo com agave e xilitol.

4.1.5 Bioacessibilidade dos compostos fendlicos
Os compostos fendlicos apresentam uma reconhecida atividade antioxidante,

contudo, é importante avaliar também sua bioacessibilidade, uma vez que ela ira



70

influenciar nessa atividade. A etapa de digestdo poderd afetar a bioacessibilidade
desses compostos em relacao a diversos fatores, entre os quais destaca-se a matriz
alimentar, que ira influenciar na estabilidade dos compostos, assim como na porcao
gue sera absorvida ou seguira para o colon (GOMES et al., 2019).

As flavononas naringenina e hesperidina e as antocianinas delfinidina 3-
glicosideo, malvidina 3-glicosideo, pelargonidina 3-glicosideo e peonidina 3-
glicosideo ndo foram detectadas (dados ndo mostrados) na analise com HPLC em
nenhuma das amostras apos o processo de digestdo simulada, o que indica a
instabilidade desses compostos em relacéo as condi¢des as quais foram submetidos.
Esses compostos nao resistiram ao processo de digestdo simulada, possivelmente,
por terem oxidado, devido as condicfes de pH e as enzimas presentes no processo
de digestdo (PINTO et al., 2017).

Contudo, n&o foi um resultado comum para todas amostras analisadas, houve
variacdo de um produto para outro, como pode ser visto na Tabela 6, evidenciando a
influéncia da matriz alimentar na protecdo dos compostos durante a passagem pelo
trato gastrointestinal. Essa relacdo com a matriz representa um dos fatores que mais
interfere na bioacessibilidade dos compostos fendlicos. Por um lado, pode dificultar
sua liberacao e originar formas indisponiveis através de modifica¢cdes quimicas. Mas,
por outro, essa interagdo pode ter um efeito protetivo, prevenindo a degradagéao dos
compostos (RIBAS-AGUSTI et al., 2017). Em adicédo, variaveis do processo de
digestdo como a ruptura por acdo mecanica, o pH e as enzimas do trato
gastrointestinal também podem facilitar sua liberacdo (DANTAS et al., 2019).

Similarmente ao que foi observado nesse estudo, Dantas et al. (2019) ao estudarem
a bioacessibilidade em polpas de frutas vermelhas constatou que o grupo dos &cidos
fendlicos e dos flavonoides apresentou maior bioacessibilidade que as antocianinas,
sendo observada uma reducdo significativa dos teores de antocianinas apoés a
simulacdo da digestdo, uma vez que as polpas de amora, jabuticaba e acai néo
apresentaram antocianinas bioacessiveis ap0s a digestdo simulada no trato

gastrointestinal.



Tabela 6 — Perfil de compostos fendlicos da uva cv. Isabel, do preparado e da farinha ap6s digestao gastrointestinal in vitro.
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Fracdo bioacessivel (mg/100 Q)

Bioacessibilidade (%)

Composto

Uva PS PAX FS FAX Uva PS PAX  FS  FAX
Flavanois
Catequina ig”gg\c ig’,gg‘\ 140’18& i%,g?éb i?)ﬁ?)a 136,74 151,56 168,72 27,20 22,36
Epigalocatequina 0,21 0,03 0,05 0,05
galato <LOD 4000%  +0,008  +000°  +000 - 9420 2071 133 096
Procianidina B1 ig”gg’% ig:g(z)A i(())f)gB i%,gia i(().')’,%?.a 863 7214 7789 12,36 861
Procianidina B2 ig”gng ig’,ggA ig’,gg/* i%,?)(]).a i%”gia 11,18 3535 42,69 7,68 4,30
Procianidina A2 <op  <top  <top 2 LS i i i 16,93 13,07
Flavonois
Quercitina 3-glicosideo i(c)),’(())gCa ig:g?)B i(()):g?)A <LOD <LOD 7,27 14,24 16,88 - -
Rutina ND ig’,géA i%,g](iA i(())’,%(s)a i%,(C)):()))b i 692 832 747 4,10
Kaempferol glicosideo ig"gng ig:ggA ig:ggA J_r%,cc))?)a i%”%%a 801 12,70 17,97 2830 2,13

Acidos fendlicos



- 0,41
Galico +0,01C0
Cafeico <LOD

- 0,03
Caftarico +0,00C¢

A 0,03
Clorogénico +0.0082
Trans-Resveratrol <LOD

0,48
+0,01A

<LOD
1,17
+0,024

0,01
+0,00¢

0,04
+0,004

0,45
+0,018

0,04
+0,004

1,07
+0,028

0,05
+0,004

0,02
+0,008

0,73
+0,012

0,10
+0,00?

1,89
+0,03°

<LOD

0,05
+0,00?

0,76
+0,012

0,10
+0,00?2

2,13
+0,032

<LOD

0,04
+0,00°

40,97

1,41

30,26

<LOD

48,3

3,04

1,77

13,78

44,54

51,68

3,00

2,18

16,33

72

40,22 75,5
78,86 63,69
297 3,07
22,04 17,13

A-C Médias com letras mailsculas diferentes na mesma linha diferiram entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05) entre a uva e os preparados.

a-c¢ Médias com letras minusculas diferentes na mesma linha diferiram entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05) entre a uva e as farinhas.

PS — preparado de uva Isabel adicionado de sacarose; PAX — preparado de uva Isabel adicionado de agave e xilitol; FS — farinha de uva Isabel
proveniente do residuo com sacarose; FAX — farinha de uva Isabel proveniente do residuo com agave e xilitol. <LOD: abaixo do limite de deteccéo.
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As antocianinas estao entre os compostos mais sensiveis ao processo de digestdo
simulada, ocorrendo uma grande degradacédo durante a etapa intestinal. A forma
guimica em gue ela pode ser encontrada ira variar de acordo com o pH da solugéao. O
pH acido do estdmago, geralmente, favorece sua estabilidade, porém o aumento
desse pH no intestino pode originar a forma chalcona incolor, que € mais sensivel, 0
gue pode justificar a degradacdo desse composto na digestdo (PINTO et al., 2017).

A variacao dos dados foi explicada em 91,90% pelos componentes principais,
sendo 72,21% pelo PC1 e 19,69% pelo PC2 (Fig. 3). A correlacdo mais forte com o
PC1 foi da epigalocatequina galato, procianidinas B1 e B2 e quercetina 3-glicosideo,
enguanto a rutina teve a maior correlacdo com o PC2. Em relagdo aos produtos, o PS
esta fortemente associado com o PCl devido seus maiores teores de
epigalocatequina galato.

De modo geral, a catequina foi 0 composto com mais elevada bioacessibilidade
(~ 22 — 168%), sendo os preparados 0s que apresentaram maior bioacessibilidade
dos compostos em relacdo a uva e as farinhas, com essas ultimas apresentando
maiores valores apenas para o acido cafeico (~ 78 e 63% na FS e FAX,
respectivamente) e o trans-resveratrol (22 e 17% na FS e FAX, respectivamente). As
enzimas digestivas e intestinais presentes no processo de digestao sédo reconhecidas
por facilitarem a liberacdo dos compostos fendlicos ligados a matriz alimentar, o que
pode justificar o aumento da bioacessibilidade das catequinas devido a hidrélise
parcial das proantocianidinas causada pelo pH intestinal. Assim como o rearranjo de
alguns compostos €, possivelmente, responsavel por esse aumento em certos acidos
fendlicos (MOSELE et al., 2016; DUTRA et al., 2017), fato que pode estar relacionado
com o aumento do &cido caféico nas farinhas.

O acido galico também apresentou valores consideraveis de bioacessibilidade,
variando de 40 a 75% entre os produtos. Esse acido pode ser encontrado em grande
guantidade em uvas, vinho e outras diferentes frutas. Ele tem se destacado por ser
um potente antioxidante, exibindo também func¢des anti-inflamatérias e anti-
cancerigenas (PUNITHAVATHI et al., 2018). Devido aos inUmeros beneficios que
podem proporcionar a saude, alimentos ricos em compostos fenélicos com elevada
bioacessibilidade podem atrair a atencdo dos consumidores para implementar sua

alimentacdo com a adicdo desses produtos, além de possibilitar a agregacao de valor
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aos mesmos, 0s quais poderédo fornecer maior lucro para os produtores (CILLA et al.,
2018).

4.2 POTENCIAL ACAO PREBIOTICA DO PREPARADO E DA FARINHA DE UVA
ISABEL

A contagem de células viaveis do L. acidophilus, L. casei e B. lactis e o pH dos
meios com os preparados de uva Isabel, glicose e FOS sdo apresentadas na Figura
4. Os probidticos analisados atingiram as maiores contagens de células viaveis entre
12 e 24 horas de cultivo, a qual coincidiu com os menores valores de pH observados,
corroborando com a relacdo entre a atividade metabolica das bactérias e a reducao
do pH. Essa reducdo esta relacionada com a producdo de acidos organicos em
decorréncia da metabolizacdo de carboidratos (MASSA et al., 2020). Todas as cepas
analisadas exibiram altas contagens (em torno de 9 log UFC/mL) apés 24 horas de
cultivo nos meios com o PS 10 e 20 g/L, PAX 10 e 20 g/L, glicose ou FOS. Apesar de
ter ocorrido um decréscimo apos 48h de cultivo, as contagens nao ficaram inferiores
a 8 log UFC/mL. Essa diminuicdo nas contagens pode ter sido resultante do
decréscimo na disponibilidade de nutrientes na fase estacionéaria (~ 24 horas), visto
que eles sao utilizados gradativamente durante o periodo de cultivo.

Quando inoculados com L. acidophilus, os meios contendo 20 g/L de PAX (8,8
— 9 log UFC/mL) exibiram contagens similares (p = 0,05) ao FOS (8,9 — 9,1 log
UFC/mL) entre 12 e 24h. Ja quando os meios foram inoculados com o L. casei, tanto
os com PAX a 10 ou 20 g/L (8,7 — 9 log UFC/mL) como PS a 10 ou 20 g/L (8,8 — 9 log
UFC/mL), assim como com glicose (9 — 9,1 log UFC/mL) tiveram contagens
semelhantes (p = 0,05) ao FOS (9 — 9,1 log UFC/mL) entre 18 e 24 horas de cultivo.
Ao serem inoculados com B. lactis, até 24 horas as contagens de células viaveis nos
meios com PS (8,9 — 9,1 log UFC/mL) ou PAX (8,7 — 8,9 log UFC/mL) 10 e 20 g/L

foram similares ou até superiores ao com FOS (8,9 log UFC/mL).
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Figura 4 — Contagens de células viaveis (A,B,C) e valores de pH (D,E,F) durante o

cultivo de L. acidophillus LA-05, L. casei L-26 e e B. animalis subsp. lactis BB-12 em
caldos com 20 g/L de glicose (7*), 20 g/L de frutooligossacarideos (—®-), 20 g/L de

preparado de uva Isabel: controle (PS2%;—<), com agave e xilitol (PAX2%; %), ou

10 g/L de preparado de uva Isabel: controle (PS1%; * ), com agave e xilitol
(PAX1%; —®—) durante 48 h de incubacéo a 37 °C.
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Figura 5 — Contagens de células viaveis (A,B,C) e valores de pH (D,E,F) durante o
cultivo de L. acidophillus LA-05, L. casei L-26 e e B. animalis subsp. lactis BB-12 em

caldos com 20 g/L de glicose (“), 20 g/L de frutooligossacarideos (), 20 g/L de
farinha de uva Isabel: controle (FS2%; "), com agave e xilitol (FAX2%;®-), ou 10

g/L de farinha de uva Isabel: controle (FS1%; ), com agave e xilitol (FAX1%;*")

durante 48 h de incubacéo a 37 °C.
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Na Figura 5 séo apresentados os resultados da contagem de células viaveis do
L. acidophilus, L. casei e B. lactis e 0 pH dos meios com as farinhas de uva Isabel,
glicose e FOS. Foi observado o mesmo comportamento exibido com os preparados
qguando utilizou-se as farinhas (FS 10 e 20 g/L ou FAX 10 e 20 g/L), com maiores
contagens das cepas analisadas entre 12 e 24 horas, assim como 0s menores valores
de pH no mesmo periodo. Os probidticos exibiram contagens em torno de 9 log
UFC/mL, permanecendo superiores a 8 log UFC/mL apds 48 horas.

Ao serem inoculados com o L. acidophilus até 24 horas ndo houve diferenca
entre as contagens nos meios com as amostras de farinha (9 — 9,2 log UFC/mL) ou
FOS (9,1 log UFC/mL) e, ap0s 48 horas, as contagens permaneceram similares (p =
0,05) no meio com FAX 20 g/L (8,7 UFC/mL) ou FOS (8,9 log UFC/mL). No meio
contendo FAX 20 g/L (7 — 9,3 log UFC/mL) o L. casei exibiu contagens semelhantes
ao com FOS (6,8 — 9,1 log UFC/mL) até 24 horas apos a inoculacéo. O B. lactis apés
18 horas de inoculacao teve maiores contagens nos meios com as farinhas (9 — 9,4
log UFC/mL) que no com FOS (8,8 log UFC/mL). No entanto, essa cepa parece ter
preferéncia pela glicose como principal fonte de carbono, uma vez que suas maiores

contagens foram nos meios com glicose.

4.3 IMPACTO DA INCORPORACAO DE PRODUTOS DE UVA ISABEL NAS
PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS, MICROBIOLOGICAS E SENSORIAIS DO
IOGURTE CAPRINO PROBIOTICO

4.3.1 Composicdo nutricional, propriedades fisicas e perfil de aglcares e acidos
organicos

A composicado nutricional dos iogurtes caprinos probioticos elaborados ou ndo
com adicdo de produtos de uva apresentou 0s seguintes teores de proteina parao YC
(3,11 £0,04), YP (2,66 +0,04) e YPF (2,84 £0,04), e gordura no YC (3,95 +0,05), YP
(2,95 £0,25) e YPF (2,60 £0,10). Esse valores foram menores (p < 0,05) no YP e YPF
em relagéo ao controle (YC), uma vez que a adicdo dos produtos da uva provoca a
diluicho desses componentes que sao provenientes predominantemente da matriz
lactea (SILVA et al., 2017a), devido a substituicdo desta por matriz vegetal, pobre em

proteina e gordura. Em relagcdo aos solidos totais, as formulacdes do iogurte
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acrescidas dos produtos de uva apresentaram maior contetdo (p < 0,05), destacando-
se o YPF (17,95 +0,01), seguido do YP (17,03 £0,02) em relacao ao YC (14,80 +0,08).
Os valores de residuo mineral fixo foram (0,78 £0,01; 0,74 +0,01; 0,76 +0,00) para o
YC, YP e YPF, respectivamente.

Os valores de pH do YC (4,52; 4,32; 4,14), YP (4,11, 3,91; 3,70) e YPF (4,13;
3,89; 3,69) avaliado nos tempos 1, 14 e 28, respectivamente, demonstram um possivel
efeito da adicao dos produtos de uva nessa propriedade, uma vez que as formulacdes
acrescidas desses produtos tiveram os menores resultados. Ao longo dos 28 dias
também ocorreu decréscimo (p < 0,05) nesses valores para todos os iogurtes,
possivelmente, devido a quebra da lactose pela atividade metabdlica das bactérias
durante a fermentacéo e armazenamento desse produto, levando a producao de acido
latico e, consequentemente, a diminuicdo do pH (COSTA et al., 2016; NDABIKUNZE
et al., 2017). A producédo de outros &cidos organicos pelas bactérias, principalmente
as probidticas, também esta relacionada com a reducéo do pH (COSTA et al., 2015;
OLSON, ARYANA, 2008).

Em relac&o a cor o YPF (23,78 +0,08) teve os menores valores (p < 0,05) de L*
(luminosidade), indicando uma coloracao roxa mais intensa, seguido pelo YP (24,55
+0,03), também com valores baixos, enquanto no YC (35,48 +0,18) esses valores
foram maiores (p < 0,05), uma vez que ele ndo contém nenhum produto de uva. O
valor de a* (verde-vermelho) foi maior (p < 0,05) para o YP (5,25 +0,04) e YPF (5,35
+0,01) em comparacdo com o YC (-0,86 +0,02), indicando a presenca de tons
avermelhados nos iogurtes adicionados dos produtos de uva. Os valores de b* foram
1,40 +0,04, -1,46 £0,01 e -1,50 £0,02 para o0 YC, YP e YPF, respectivamente. Tseng
e Zhao (2013) observaram que a luminosidade diminuiu com o aumento da quantidade
de bagaco de uva adicionada em iogurtes, assim como, o aumento do valor de a* e
0S menores valores de b* levaram a uma maior tendéncia ao vermelho e ao azul,
respectivamente. Essa coloracéo roxa intensa encontrada nos iogurtes com produtos
de uva esta relacionado com a concentracdo de antocianinas proveniente da casca
da uva.

O YPF destacou-se também com relacdo ao maior (p < 0,05) teor de acucares
(Tabela 7), visto que ele foi adicionado tanto do preparado quanto da farinha de uva

Isabel, seguido do YP que contém apenas o preparado e, por ultimo, o iogurte controle
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que néo teve adicao de outros ingredientes. Observou-se também um aumento (p <
0,05) da concentracdo dos acucares ao longo dos 28 dias.

Os acidos organicos quantificados nos iogurtes elaborados neste estudo foram
o0 tartarico, citrico, succinico e latico. De modo geral, os valores médios dos acidos
foram maiores (p < 0,05) nos iogurtes acrescidos dos produtos de uva que no controle
(Tabela 7), provavelmente, devido aos acidos préprios da uva que foram agregados
as formulacdes YP e YPF com a adicdo desses produtos. Os valores crescentes dos
acidos organicos no iogurte podem revelar a intensidade da fermentacao da lactose
por bactérias acido laticas (BORSATO-MOYSES et al., 2009), uma vez que a
atividade metabolica dessas bactérias leva ao aumento da producédo de &cido latico,

e da glicose e galactose, pela quebra da lactose (TSENG, ZHAO, 2013).

Tabela 7 — Perfil de agUcares e 4cidos organicos do iogurte caprino elaborado com

L. acidophilus LA-05 e adicionado ou nédo de preparado e farinha de uva Isabel

durante armazenamento refrigerado.

Parametros Formulacao
(mg/100 g) Dia YC YP YPF
Acucares
1 0,53 +0,058 0,92 +0,044a 0,86 +0,02B2
Maltose 14 0,96 +0,08%2 0,67 +0,00¢P 0,83 +0,02Bab
28 1,02 £0,12Aa 0,80 +0,00¢B2 0,94 +0,00%2
1 <LOD 0,09 +0,038 0,27 +0,00¢B2
Glicose 14 0,02 +0,014¢ 0,15 +0,004P 0,26 +0,008B2
28 0,02 +0,004¢ 0,20 +0,00/° 0,36 +0,00%2
1 <LOD 0,46 +0,014P 0,55 +0,008B2
Frutose 14 0,12 +0,024¢ 0,31 +0,00¢P 0,52 +0,02B2
28 0,13 +0,004¢ 0,40 +0,008° 0,70 +0,0142
1 0,53 +0,058 1,48 +0,06"2 1,67 +0,0282
Total 14 1,11 +0,11A0 1,13 +0,008b 1,61 +0,00¢2
28 1,17 +0,12A0 1,40 +0,0040 2,00 +0,014a
Acidos organicos
1 0,02 +0,008P 0,05 +0,01Aa 0,04 +0,007a
Acido citrico 14 0,05 +0,0172 0,02 +0,008P 0,03 +0,017°
28 0,06 +0,00%a 0,04 +0,00%a 0,04 +0,014a
1 <LOD 0,05 +0,007 0,07 +0,01A
Acido tartarico 14 <LOD 0,01 +0,00¢b 0,03 +0,01Ba
28 <LOD 0,03 +0,008 0,01 +0,008
1 0,38 +0,068P 0,61 +0,0442 0,59 +0,024a
Acido latico 14 0,83 +0,0742 0,52 +0,008P 0,57 +0,067°
28 1,01 +0,01A4 0,63 +0,004¢ 0,71 +0,007°
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1 0,07 +0,008P <LOD 0,11 £0,017a
Acido succinico 14 0,13 +0,00%2 0,09 +0,004° 0,13 +0,02A2

28 0,12 +0,0172 0,09 +0,017° <LOD

1 0,47 +0,0685° 0,77 +0,05/B2 0,86 +0,027a
Total 14 1,00 +0,08%2 0,68 +0,008P 0,83 +0,04Aab

28 1,20 +0,00%2 0,86 +0,01A° 0,89 +0,014°

A-C Médias + desvio padrao com letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferiram entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05) em relagdo ao periodo de armazenamento.
a-c¢ Médias * desvio padrdo com letras minUsculas diferentes na mesma linha diferiram entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,05) em relagdo as formulagdes. YC: iogurte caprino com Lactobacillus
acidophilus; YP: iogurte caprino com Lactobacillus acidophilus e preparado de uva Isabel; YPF:

iogurte caprino com Lactobacillus acidophilus, preparado e farinha de uva Isabel. <LOD: abaixo do
limite de deteccao.

4.3.2 Qualidade microbioldgica

A gualidade microbiolégica do iogurte foi satisfatéria em todas as formulacdes
durante os 28 dias de armazenamento refrigerado, assegurando sua seguranca para
o consumo humano. Os coliformes totais e termotolerantes e os fungos e leveduras
estavam de acordo com os limites estabelecidos pela legislagdo em vigor, assim como

a auséncia de Salmonella spp. (dados ndo apresentados).

4.3.2.1 Viabilidade das bactérias acido laticas

As bactérias acido laticas podem continuar a crescer durante o armazenamento
do iogurte, sendo o numero de células viaveis ho momento do seu consumo um
importante fator no que diz respeito aos beneficios nutricionais a saude atribuidos a
esses produtos (SILVA et al., 2017b). O efeito da adicdo dos produtos de uva na
sobrevivéncia das bactérias laticas do iogurte foi determinado nos dias 1, 14 e 28 do
armazenamento refrigerado. Os resultados da contagem de células viaveis das
culturas starter do iogurte (S. thermophilus e L. bulgaricus) e do probidtico (L.
acidophilus) estdo apresentados na Figura 6.

De modo geral, a contagem de células viaveis do S. thermophilus permaneceu
constante em todas as formulagdes ao longo dos 28 dias, mantendo valores entre
8,55 e 8,89 log UFC/mL. Ja o L. bulgaricus diminuiu em todas as formula¢des durante
o periodo, contudo, ainda mantendo valores entre 7,47 e 7,89 log UFC/mL ao fim dos
28 dias. Os resultados dessas contagens sao satisfatorios, uma vez que para ser
considerado iogurte a contagem de células viaveis de bactérias laticas deve ser maior
que 7 log UFC/g (CODEX ALIMENTARIUS, 2010; COSTA et al., 2015).
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O L. acidophilus também apresentou reducdo nas contagens de células viaveis
ao longo do armazenamento nos iogurtes avaliados, com valores entre 8,24 e 7,75
log UFC/mL ao fim dos 28 dias. Ja entre os tratamentos ndo houve diferenca nos
tempos 1 e 14, contudo, no tempo 28 as contagens foram maiores (p < 0,05) no YPF
em relacdo aos demais. Ao fim do periodo avaliado ocorreu um decréscimo de
aproximadamente 9% nas contagens do L. acidophilus do YC, enquanto no YP ela foi
de 6,6% e no YPF de apenas 4,5%, demonstrando uma maior resisténcia desse
probiotico na formulacdo com farinha. Esse resultado pode estar relacionado com a
maior estabilidade do teor total de acidos orgénicos nessa formulacdo ao longo do
armazenamento (Tabela 7), visto que a auséncia de oscilagbes bruscas na acidez

pode ter levado a uma preservacao da viabilidade desse microorganismo.

Figura 6 — Viabilidade do Lactobacillus bulgaricus (A), Streptococcus thermophilus
(B) e Lactobacillus acidophilus (C) no iogurte caprino elaborado com L. acidophilus
LA-05 e adicionado de preparado e farinha de uva Isabel durante armazenamento

refrigerado.
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YC ("3') - iogurte caprino com Lactobacillus acidophilus; YP (.) - iogurte caprino com Lactobacillus

acidophilus e preparado de uva Isabel; YPF (#) - iogurte caprino com Lactobacillus acidophilus,
preparado e farinha de uva Isabel.

Figura 7 — Andlise de Componentes Principais (ACP) dos compostos fendlicos e
bactérias acido laticas e a distribuicao iogurte caprino elaborado com L. acidophilus

LA-05 e adicionado de preparado e farinha de uva Isabel para o ACP.
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iogurte caprino com Lactobacillus acidophilus; YP: iogurte caprino com Lactobacillus acidophilus e
preparado de uva Isabel; YPF: iogurte caprino com Lactobacillus acidophilus, preparado e farinha de
uva Isabel.

A Analise de Componentes Principais (ACP) foi utilizada para correlacionar a
viabilidade das bactérias laticas e os compostos fendlicos (Fig. 7). Os principais
componentes explicaram 80% da variacdo dos dados, sendo 64,46% explicada pelo
F1 e 15,54% pelo F2. A cianidina 3-glicosideo, malvidina 3-glicosideo, delfinidina 3-

glicosideo, pelargonidina 3-glicosideo, peonidina 3-glicosideo, catequina,
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epigalocatequina galato, epicatequina galato, procianidina B2, quercetina 3-
glicosideo, kaempferol glicosideo, miricetina, naringenina e &cido caftarico
apresentaram uma forte correlacdo com o F1, com r de 0,2 a 0,99. O F1 também
exibiu uma forte correlacdo com as formulacdes YP e YPF, as quais estdo associadas
com o L. bulgaricus e o L. acidophilus, como pode ser observado na Figura 7,
corroborando com a maior viabilidade dessas bactérias nas formulagbes com
preparado e farinha de uva (Fig. 6).

Santos et al. (2017) e Azevedo et al. (2018) também relatam a associacéo entre
0s compostos fendlicos dos produtos de uva e a viabilidade de probioticos através de
um efeito protetor, que pode estar relacionado com as propriedades antioxidantes
desses compostos sobre metabdlitos oxigenados formados durante a producédo e
armazenamento dos produtos lacteos fermentados e podem prejudicar a viabilidade
dos probioticos (SANTOS et al., 2017). Os compostos fendlicos e seus respectivos
metabdlitos produzidos pela atividade das bactérias podem afetar de formas
diferentes o crescimento de cepas distintas, possivelmente devido as diferencas em
suas estruturas quimicas e atividade antioxidante (SILVA et al., 2017b).

Para que sejam assegurados os efeitos benéficos ao organismo atribuidos ao
consumo de probiéticos eles devem exibir um nimero adequado de células viaveis no
momento do consumo, sendo recomendada uma dose de no minimo 8-9 log UFC por
g ou mL, a qual pode ser alcancada pelo consumo de pelo menos 100 g do alimento
com contagens entre 6—7 log/mL (VERRUCK; DANTAS; PRUDENCIO, 2019;
FAZILAH et al., 2017). Assim, considerando que a por¢cao média de consumo de
iogurtes é entre 100 e 200 mL, todos os iogurtes analisados sao capazes de atender
0 consumo de probidticos, uma vez que as contagens foram condizentes com a dose

recomendada.

4.3.3 Perfil de fendlicos

O perfil de fendlicos do iogurte identificou compostos pertencentes ao grupos
dos flavanoides, flavonoides, acidos fendlicos e antocianinas (Tabela 8). Nenhum
desses compostos foi detectatdo no iogurte controle. Dentre 0s compostos

guantificados, destaca-se o teor de catequina (0,45 — 1,25 mg/100 g), acido caftarico
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(1,20 — 1,80 mg/100 g) e malvidina-3-glicosideo (0,31 — 0,55 mg/100 g), com as
maiores concentracdes (p < 0,05) encontradas na formulacdo YPF.

Segundo Oliveira et al. (2015b) o iogurte contribui para a estabilidade de alguns
compostos, em especial da catequina, epicatequina e kaempferol, o que pode ter
favorecido as elevadas concentracdes da catequina ao longo do armazenamento nas
amostras analisadas. Entre os compostos fendlicos predominantes em produtos de
uva estdo a catequina, epicatequina, procianidinas e antocianinas (TSENG, ZHAO,
2013), o que explica a prevaléncia desses compostos nos iogurtes elaborados com
adicao de produtos de uva no presente estudo.

Entre as antocianinas, a malvidina foi a que teve maiores concentragdes tanto
no YPF quanto no YP. A malvidina é a antocianina majoritaria no suco de uvas tintas
(SANTOS et al., 2017), além de ser descrita como principal composto responsavel
pela coloracdo do bagago da uva (TORRES et al.,, 2010). No que diz respeito as
formulacdes, os maiores valores (p < 0,05) de todas as antocianinas quantificadas
foram observados no YPF (Tabela 8), indicando que a adi¢cdo da farinha de uva

contribuiu favoravelmente para essa maior concentragao.

Tabela 8 — Perfil de compostos fendlicos do iogurte caprino elaborado com L.
acidophilus LA-05 e adicionado de preparado e farinha de uva Isabel durante

armazenamento refrigerado.

Formulacéo
Composto Dia YP YPE
Flavanois (mg/100 g)
1 0,65 +0,014° 1,25 +0,02A2
Catequina 14 0,45 +0,01BP 1,19 +0,02A2
28 0,45 +0,015 1,02 +0,0282
1 0,04 +0,007° 0,11 +0,00%a
Epicatequina galato 14 0,03 +0,007P 0,11 +0,00%a
28 0,03 +0,00%° 0,07 +0,008B2
1 0,02 +0,008P 0,04 +0,008B2
Epigalocatequina galato 14 0,04 +0,00/P 0,05 +0,00%a
28 0,04 +0,007° 0,05 +0,00%2
1 0,05 +0,00%2 0,05 +0,0082
Procianidina B1 14 0,05 +0,007P 0,07 +0,00%2
28 0,05 +0,00%2 0,04 +0,008P
Procianidina B2 1 0,05 +0,007° 0,13 +0,00%a
14 0,04 +0,007° 0,14 +0,00%2
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28 0,04 +0,007° 0,10 +0,008B2
1 0,02 +0,00%° 0,06 +0,00%a
Procianidina A2 14 0,03 +0,007° 0,02 +0,00¢¢
28 0,03 +0,00"2 0,03 +0,0082
Flavonois (mg/100 g)
1 0,09 +0,007° 0,11 +0,00%a
Quercitina 3-glicosideo 14 0,08 +0,008P 0,11 +0,00%a
28 0,08 +0,008P 0,10 +0,008B2
1 0,01 +0,00%2 0,01 +0,00%a
Kaempferol glicosideo 14 0,01 +0,0072 0,01 +0,00%2
28 0,01 +0,0072 0,01 +0,00%2
1 0,17 +0,007° 0,20 +0,00%a
Miricetina 14 0,10 +0,008P 0,18 +0,00¢B2
28 0,10 +0,008P 0,14 +0,00¢?
1 0,02 +0,00%2 0,02 +0,00%2
Naringenina 14 0,01 +0,008P 0,02 +0,00%2
28 0,01 +0,00%2 0,01 +0,008B2
Acidos fenélicos (mg/100 g)
1 <LOD <LOD
Cafeico 14 0,05 +0,00%2 0,01 +0,008P
28 0,03 +0,00%2 0,03 +0,00%2
1 1,37 +0,02A0 1,72 +0,03A2
Caftarico 14 1,31 +0,024° 1,80 +0,0342
28 1,20 +0,028b 1,56 +0,0382
1 <LOD <LOD
Clorogénico 14 0,10 +0,004° 0,13 +£0,00%2
28 0,09 +0,008P 0,12 +0,008B2
Trans-Resveratrol . 0,02 £0,00% 0,020,007
(Mg/100 g) 14 0,14 +0,00%2 0,02 +0,007°
28 0,01 +0,008P 0,02 +0,00%2
Antocianinas (mg/100 g)
1 0,03 +0,004° 0,04 +0,0044
Cianidina 3-glicosideo 14 0,03 +0,00%2 0,03 0,008
28 0,02 +0,008P 0,03 +0,008P
1 0,02 +0,00/° 0,03 +0,00%2
Delfinidina 3-glicosideo 14 0,02 +0,00%2 0,02 +0,0082
28 0,01 +0,008P 0,02 +0,008B2
1 0,50 +0,007° 0,55 +0,014a
Malvidina 3-glicosideo 14 0,40 +0,01BP 0,48 +0,01B2
28 0,31 +0,01¢b 0,37 +0,01¢2
1 0,07 +0,007° 0,08 +0,007a
Pelargonidina 3-glicosideo 14 0,05 +0,008P 0,07 +0,0082
28 0,04 +0,00¢2 0,04 +0,00¢2
1 0,08 +0,007° 0,09 +0,00%2
Peonidina 3-glicosideo 14 0,06 +0,008P 0,08 +0,0082
28 0,05 +0,00¢b 0,06 +0,00¢2
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A-C Médias + desvio padrao com letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferiram entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05) em relagdo ao periodo de armazenamento.
a-b Médias * desvio padrdo com letras minusculas diferentes na mesma linha diferiram entre si pelo
teste t de Student (p < 0,05) em relacao as formulagdes. YC: iogurte caprino com Lactobacillus
acidophilus; YP: iogurte caprino com Lactobacillus acidophilus e preparado de uva Isabel; YPF:

iogurte caprino com Lactobacillus acidophilus, preparado e farinha de uva Isabel. <LOD: abaixo do
limite de deteccao.

Com relagdo ao periodo de armazenamento, houve uma tendéncia de reducéo
nas concentracdes dos compostos fendlicos analisados, o que pode ser justificado
pelos diversos fatores que podem afetar a estabilidade desses compostos, tais como
oxigénio, pH, temperatura e outras caracteristicas fisico-quimicas do alimento
(OLIVEIRA et al., 2015b). De modo geral, observaram-se as maiores concentracoes
(p < 0,05) de compostos fendlicos para YPF, confirmando o efeito positivo da adi¢éo
da farinha nessa formulacdo. Karnopp et al. (2017) observaram que a combinacdo do
suco e da farinha da casca de uva aumentam o contetido de compostos fendlicos e a
atividade antioxidante em iogurtes, tendo sido adotada a incorporagao de compostos
bioativos nesses produtos como uma estratégia para aumentar a atuacdo desses

compostos na manutencao da salude e melhorar a relacéo entre alimento e bem estar.

4.3.4 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos iogurtes foi analisada pelos métodos DPPH e
FRAP (Tabela 9). A acdo da atividade antioxidante esta relacionada com a inibicao da
oxidacdo dos produtos de radicais livres, protegendo o alimento durante sua vida util,
a exemplo do iogurte, como também protegendo o corpo humano contra danos
oxidativos (ALENISAN et al., 2017). No DPPH, os valores para o YP e o YPF foram
superiores ao YC cerca de 77 e 82%, respectivamente. Em relacdo ao tempo de
armazenamento, o YP exibiu um decréscimo da atividade antioxidante de 25% ao final
dos 28 dias, enquanto no YPF ela foi de apenas 7%, o0 que pode estar relacionado ao
maior teor de compostos fendlicos na farinha em relacdo ao preparado, como
similarmente descrito por Karnopp et al. (2017) ao analisar a farinha e o suco de uva
(produto com caracteristicas proximas ao preparado). Além de sugerir que a
incorporagao dos polifendis da uva ao iogurte na forma de farinha possui um maior

efeito protetor sobre a atividade antioxidante dos mesmos.
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As diferengas nos resultados entre os métodos de determinacgdo de atividade
antioxidante devem-se aos mecanismos distintos envolvidos em cada um deles
(SILVAET AL., 2016). Apesar disso, 0 comportamento entre as amostras para o FRAP
foi similar ao do DPPH, com maiores valores para o YP e o YPF em relacéo ao YC
cerca de 52 e 83%, respectivamente, também ocorrendo reduc¢éo dos valores durante
os 28 dias. Tseng e Zhao (2013) também relatam a diminuicdo da atividade
antioxidante durante o periodo de armazenamento de iogurtes enriquecidos com o
bagaco da vinificacdo. A qual pode ser explicada, possivelmente, pela interacéo entre
compostos fendlicos e proteinas do leite, que leva a formacdo de um complexo,
ocasionando a reducao da atividade antioxidante (O'SULLIVAN et al., 2016; XIAO et
al., 2011).

Contudo, tanto o YP quanto o YPF apresentaram valores elevados de atividade
antioxidante, o que confirma que os produtos de uva sao boas op¢des para aumentar
a atividade antioxidante in vitro dos iogurtes, como descrito por Karnopp et al. (2017)
ao estudar a adicdo do suco e da farinha da casca de uva Bordeaux em iogurtes
organicos. Ja os valores de atividade antioxidante encontrados para o iogurte controle
podem ser atribuidos ao peptideos oriundos do leite que foram liberados no iogurte
(OLIVEIRA et al., 2015b).

Tabela 9 — Atividade antioxidante do iogurte caprino elaborado com L. acidophilus
LA-05 e adicionado ou nao de preparado e farinha de uva Isabel durante

armazenamento refrigerado.

Atividade Formulacéao

antioxidante Dia
(uM TEAC/100 g)

YC YP YPF

1 44,40 +2,508¢ 194,21 +2,49°° 238,20 8,982

DPPH 14 54,49 +3.45°C 15552 +11,0980 237,24 +5 99Aa
28 47,35 +2,16M8¢ 14554 +13,0985 222 34 +12,08Aa
AP 1 2032022° 4234005  11.69 0,364

14 2,22 +0,234¢ 4,52 +0,08A° 7,10 +0,4082
28 2,17 0,06 3,56 +0,24°P 7,04 +0,4852
A-B Médias * desvio padrdo com letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferiram entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,05) em relagdo ao periodo de armazenamento.

a-c¢ Médias * desvio padrdao com letras minUsculas diferentes na mesma linha diferiram entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,05) em relagéo as formulagfes. YC: iogurte caprino com Lactobacillus acidophilus;
YP: iogurte caprino com Lactobacillus acidophilus e preparado de uva Isabel; YPF: iogurte caprino com
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Lactobacillus acidophilus, preparado e farinha de uva Isabel. TEAC: atividade antioxidante equivalente
ao trolox.

4.3.5 Bioacessibilidade dos compostos fendlicos

Os compostos analisados exibiram elevada bioacessibilidade (Tabela 10), o
que pode ser resultado da quebra das ligacdes entre esses compostos e as proteinas,
por meio da acao das alteragbes de pH e das enzimas digestivas durante o processo
de digestao simulada, favorecendo assim sua liberacdo. As proteinas podem interagir
com micelas de gordura e exercer um efeito protetivo sobre os compostos fendlicos
(DANTAS et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2015b), dessa forma, uma vez que o iogurte
€ rico nesses componentes, ele representa uma matriz favoravel para protecdo dos
compostos fenolicos durante a passagem pelo trato gastrointestinal.

A catequina foi o composto com as maiores concentracdes (p < 0,05) apds o
processo de digestéo simulada, especialmente na formulagéo YPF (24,92 mg/100 g).
Enquanto a procianidina B1 foi o0 composto com maior bioacessibilidade (150,2%)
também na formulacdo YPF. J& o &cido galico foi detectado nas amostras analisadas
apenas apos o processo de digestdo simulada, com concentracdes variando entre
0,30 a 0,77 mg/100 g. Tabasco et al. (2011) relatam que algumas enzimas
relacionadas com bactérias laticas podem levar a hidrélise de polifenéis da uva e
ocasionar a formacao de acido galico, pirogalol e catecol.

Algumas propriedades desenvolvidas pelos compostos fendlicos no organismo
passaram a ser atribuidas, principalmente, aos metabdlitos originados pela
biotransformacéo desses compostos por microrganismos, a exemplo dos probiéticos,
ao mesmo tempo em que a presenca desses compostos pode aumentar a
sobrevivéncia dos probioticos, sugerindo que o uso combinado de compostos
fendlicos e probidticos em alimentos pode melhorar suas caracteristicas gerais, além
de aumentar os efeitos benéficos a salude desempenhado por eles (SOUZA et al.,
2018). Gil-Sanchez et al. (2017) observaram diferentes metabdlitos ativos oriundos de
compostos fendlicos apos fermentacdo do bagaco de uva, confirmando sua
metaboliza¢do pela microbiota intestinal e os efeitos benéficos sobre a mesma. Assim,
sua incorporagao em alimentos como iogurtes € uma excelente opgao para enfatizar

os beneficios que esse derivado lacteo ja exerce na saude dos consumidores.
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Contudo, alguns compostos ndo foram detectados na analise com HPLC em
nenhuma das amostras apds o processo de digestao simulada, especialmente o grupo
das antocianinas (dados ndo mostrados), o que indica que 0S mesmos nao resistiram
a esse processo. As antocianinas sao bastante instaveis e susceptiveis a degradacao,
sua estabilidade pode ser afetada por fatores como pH, temperatura, luz, oxigénio e
presenca de proteinas nos alimentos (OLIVEIRA et al., 2015b). Durante a simulagéo
da digestédo ocorrem alterac6es de pH e hidrélise enzimatica que podem ocasionar a
degradacdo de alguns compostos fenodlicos (O'SULLIVAN et al.,2016), essas
condicBes desfavoraveis podem ter sido responsaveis pelas antocianinas nao terem

resistido ao processo.

4.3.6 Avaliacao Sensorial

Os resultados dos testes de aceitacdo sensorial e intencdo de compra dos
provadores (n = 102) dos iogurtes, avaliados apés 14 dias de armazenamento
refrigerado, estdo expostos na Tabela 11. Os maiores escores (p < 0,05) foram
observados nas formulagdes YP e YPF, colocando-os entre os termos hedbnicos
“gostei ligeiramente” a “gostei muito” para a aceitacdo sensorial e “talvez
comprasse/talvez ndo comprasse” a “possivelmente compraria” para a intencdo de
compra. Os resultados da ordenacgéo de preferéncia geral dos provadores (n = 102)
também colocaram o YP e YPF como os mais preferidos (p < 0,05) em relacdo ao
controle (YC) pela soma das ordens de cada amostra avaliada pelo teste de Friedman
(Tabela 12).

Os resultados do teste sensorial pelo JAR estdo apresentados na Tabela 13.
De modo geral, todos os atributos avaliados neste experimento estavam perto do ideal
(JAR variando de 2,25 a 3,74) em todas as formulagbes, com excecao da dogura no
iogurte controle (1,68) que foi percebida como abaixo do ideal. Contudo, percebeu-se
gue a adicéo dos produtos de uva nos iogurtes resultou em uma maior percep¢ao de
docura e diminuiu a percepc¢ao de acidez e aroma caprino, o que pode ser favoravel
para facilitar o consumo desses produtos por consumidores que néo estao habituados

aos derivados caprinos.
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Tabela 10 — Perfil de compostos fendlicos do iogurte caprino elaborado com L. acidophilus LA-05 e adicionado de preparado e

farinha de uva Isabel durante armazenamento refrigerado apés simulacao de digestdo gastrointestinal in vitro.

Composto Fracdo inicial (mg/100 g) Fracdo bioacessivel (mg/100 Q) Bioacessibilidade (%)
YP YPF YP YPF YP YPF
Flavanols
Catequina 0,45 +0,01° 1,02 +0,022 11,37 +0,19° 24,92 +0,412 128,36 122,77
Epicatequina <LOD <LOD 0,06 +0,00° 0,18 +0,002 - -
Epigalocatequina galato 0,04 +0,00° 0,05 +0,002 0,96 +0,022 <LOD 134,70 -
Procianidina B1 0,05 +0,002 0,04 +0,00° 0,44 +0,01° 1,34 0,022 40,56 150,20
Procianidina B2 0,04 +0,00° 0,10 +0,002 0,17 +0,00° 0,30 +0,002 22,95 15,66
Procianidina A2 0,03 +0,002 0,03 +0,002 0,28 +0,00° 0,54 +0,012 48,89 97,57
Acidos fendlicos
Galico <LOD <LOD 0,30 +0,00° 0,77 +0,012 - -
Caftarico 1,20 £+0,02° 1,56 +0,032 1,30 +0,02 <LOD 5,48 -

a-b Médias + desvio padrédo com letras minUsculas diferentes na mesma linha diferiram entre si pelo teste t de Student (p < 0,05) em relagdo as
formulacgfes. YC: iogurte caprino com Lactobacillus acidophilus; YP: iogurte caprino com Lactobacillus acidophilus e preparado de uva Isabel; YPF: iogurte

caprino com Lactobacillus acidophilus, preparado e farinha de uva Isabel. <LOD: abaixo do limite de detecc¢éo.
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Tabela 11 — Escores médios da aceitac@o sensorial e intencdo de compra do iogurte
caprino elaborado com L. acidophilus LA-05 e adicionado ou ndo de preparado e

farinha de uva Isabel.

Formulacéao
Atributo
YC YP YPF

Aparéncia 7,28 +1,52b 7,95 £0,952 7,54 +1,423
Cor 7,36 +1,44° 7,851,012 7,68 1,392
Consisténcia 6,99 1,572 7,391,422 6,98 £1,502
Aroma 5,88 +1,63° 6,93 £1,652 6,86 +1,672
Sabor 4,17 +1,84° 6,01 £2,032 6,10 £2,202
Aceitacdo global 5,50 +1,53° 6,79 £1,522 6,75 %1,712
Intencdo de compra 2,32 +1,00° 3,42 +1,232 3,32 +1,262

a-b Médias * desvio padrdo com letras minUsculas diferentes na mesma linha diferiram entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,05) em relagdo as formulag¢des. YC: iogurte caprino com Lactobacillus
acidophilus; YP: iogurte caprino com Lactobacillus acidophilus e preparado de uva Isabel; YPF:

iogurte caprino com Lactobacillus acidophilus, preparado e farinha de uva Isabel.

Tabela 12 — Distribuicdo das notas de acordo com a ordenacéo de preferéncia geral
pelos provadores (n= 102) na analise sensorial do iogurte caprino elaborado com L.

acidophilus LA-05 e adicionado ou ndo de preparado e farinha de uva Isabel.

Numero de provadores por ordem* Soma das
logurte
1 2 3 ordens**
YC 81 11 10 133
YP 8 43 51 2472
YPF 13 48 41 2322

a-b |etras minlsculas sobrescritas indicam as diferencas significativas apresentadas entre os iogurtes
(p < 0,05) pelo teste de Friedman.

YP: iogurte caprino com Lactobacillus acidophilus e preparado de uva Isabel; YPF: iogurte caprino
com Lactobacillus acidophilus, preparado e farinha de uva Isabel. * 1 = menos preferido, 3 = mais
preferido ** Soma das ordens de cada amostra = (1 x n°® de provadores) + (2 x n°® de provadores) + (3
X n° provadores).
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Tabela 13 — Escores de aceitacéo pela Escala-do-ldeal (Just-about-right - JAR) do
iogurte caprino elaborado com L. acidophilus LA-05 e adicionado ou ndo de

preparado e farinha de uva Isabel.

Formulacéao
Atributo
YC YP YPF

Cor 3,14 +0,512 2,75 +0,53° 2,91 +0,56°
Consisténcia 2,80 +0,70 2,69 +0,58 2,78 0,67
Textura 2,93 +0,72° 2,93 +0,56" 3,35 +0,842
Docura 1,68 +0,64° 2,25 +0,792 2,34 +0,792
Acidez 3,74 +0,782 3,46 +0,76° 3,32 +0,77°
Aroma caprino 3,49 +0,832 3,16 +0,80° 3,02 +0,70°
Aroma de uva NA 2,43 £0,85 2,47 £0,81
Sabor de uva NA 2,39 0,82 2,43 £0,90

a-b Médias + desvio padrdo com letras minusculas diferentes na mesma linha diferiram entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,05) em relacéo as formulagdes. YC: iogurte caprino com Lactobacillus
acidophilus; YP: iogurte caprino com Lactobacillus acidophilus e preparado de uva Isabel; YPF:
iogurte caprino com Lactobacillus acidophilus, preparado e farinha de uva Isabel. NA: ndo aplicavel.

A adicdo de uva e derivados no iogurte caprino pode ser uma excelente
estratégia para aumentar a aceitacao desses produtos por consumidores, uma vez
gue essa aceitacdo depende tanto dos potenciais beneficios a salde quanto do sabor
do produto. Essa estratégia além de aumentar o teor de compostos bioativos dos
iogurtes, também consegue mascarar o odor caracteristico dos produtos caprinos
(NDABIKUNZE et al., 2017; RANADHEERA et al., 2012). Além disso, 0 processo de
fermentacdo do leite pode amenizar as caracteristicas indesejaveis tipicas do leite
caprino, além de aumentar o seu valor nutritivo (VEDRAN et al., 2010; VERRUCK et
al., 2019).

4.4 INTERAGAO ENTRE POLIFENOIS E PROTEINAS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DURANTE SIMULAGAO DA DIGESTAO GASTROINTESTINAL

NOS IOGURTES COM PRODUTOS DE UVA

4.4.1 Atividade antioxidante
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O comportamento da atividade antioxidante (AA) dos iogurtes pelos métodos
DPPH, ABTS e ORAC foi semelhante, como pode ser observado na Tabela 14. O YPF
teve a maior atividade antioxidante (p < 0,05) para as fracdes livre e ligada nos trés
meétodos utilizados, seguido pelo YP e com os valores mais baixos para o YC. Os
resultados também demonstraram que a fracdo de FLV apresentou valores mais altos
de AA que a fracdo de FLG. Contudo, as formas ligadas dos polifendis podem ser
benéficas mesmo em pequenas proporcdes, elas podem ser parcialmente liberadas e
absorvidas durante o processo de digestdo, além de que a fracdo que sobrevive a
digestado gastrica e intestinal pode atingir o colon e exercer beneficios a saude, como
efeito prebidtico na microbiota (ACOSTA-ESTRADA et al., 2014).

Tabela 14 — Atividade antioxidante dos compostos fendlicos livres e ligados em

iogurtes caprinos probi6ticos com produtos de uva.

Atividade antioxidante

M TEACT) YC YP YPF
FLV 0.83 +0.01° 1.73 +0.15b 432 +0.11°
DPPH
FLG i i 0.29 +0.05
Total 0.83 1.73b 4612
FLV 1.60 £0.06° 4.09 +0.02° 7.52 +0.28°
ABTS FLG i 0.39 +0.02° 0.77 +0.042
Total 1.60° 4.48 8.292
FLV 6.60 +0.12¢ 14.03 +0.20° 31.20 0.11°
ORAC FLG 1.24 0.17° 2.81 +0.01° 6.33 +0.072
Total 7.84° 16.84b 37.532

a-c¢ Médias * desvio padrdo com letras minUsculas diferentes na mesma linha diferiram entre as
formulacbes pelo teste de Tukey (p < 0,05). FLV: fendlicos livres; FLG: fendlicos ligados. YC: iogurte
caprino sem produtos de uva; YP: iogurte caprino com preparado de uva Isabel; YPF: iogurte caprino
com preparado e farinha de uva Isabel.

O efeito da digestdo Gl simulada no potencial antioxidante dos iogurtes foi
avaliado pelos ensaios ABTS e ORAC, como observado na Figura 8. Com o0 objetivo
de remover o impacto da enzima nos resultados de AA, foi avaliado um controle das
enzimas em cada etapa da digestao e os valores descontados dos resultados para 0s
iogurtes. De modo geral, foi observado um aumento da AA ao longo da digestéo Gl
das amostras para os dois métodos. Curiosamente, apesar dos valores iniciais de AA

terem sido mais altos para YPF, YP e YC, respectivamente, o YC apresentou o maior
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aumento ao final do sistema Gl (cerca de 3000% para ABTS e 1000% para ORAC),

seguido por YP (820% para ABTS e 550% para ORAC) e YPF (480% para ABTS e
120% para ORAC).

Figura 8 — Atividade antioxidante dos iogurtes probiéticos com produtos de uva apés

simulacéo in vitro da digestdo na boca (B), estdbmago (E) e intestino (I) com e sem
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YC: iogurte caprino sem produtos de uva; YP: iogurte caprino com preparado de uva Isabel; YPF:
iogurte caprino com preparado e farinha de uva Isabel. a — c: letras mindsculas diferentes
representam diferencas entre as formulacdes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O potencial antioxidante dos iogurtes pode resultar da incorporagao de

ingredientes com altos niveis de compostos bioativos, como produtos de uva ricos em

fendlicos, ou da interacdo com outros componentes, uma vez que o iogurte € uma
matriz complexa (TRIGUEROS et al., 2014). Durante a fermentacéo do iogurte sao

produzidos varios aminoacidos e pequenos peptideos que exibiram efeitos
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antioxidantes (FENG et al., 2019). Outros componentes dos iogurtes, como agucares
redutores, acidos graxos, oligossacarideos e bactérias acido laticas, também podem
atuar como agentes redutores e exibir propriedades antioxidantes (PESIC et al., 2019;
TAVAKOLI et al., 2018).

Polifendis e proteinas tém uma forte afinidade que leva a formacédo de
complexos sollaveis, o que parece envolver multiplas interagbes (principalmente
hidrofébicas) entre as cadeias laterais de aminoacidos e os anéis aromaticos de
polifendis, indicando que essa associacao € principalmente um fenémeno superficial.
No entanto, em alguns casos, elas podem ser complementadas pela ligacdo de
hidrogénio, levando ao reforco e estabilizacdo dos complexos (OLIVEIRA et al., 2018).
O aumento desses complexos proteina-polifenol esta relacionado a reducédo da
atividade antioxidante (TRIGUEROS et al. 2014).

Embora o sistema de digestdo simulado sem enzimas tenha exibido valores
mais baixos do que o sistema com as mesmas (Fig. 8), em geral, também foi
demonstrado um aumento da AA neles durante a passagem pelo trato Gl. Esses
resultados sugerem um efeito sinérgico das alteracdes de pH e acdo enzimatica nas
liberacbes de polifendis a partir de compostos da matriz, como proteinas e
polissacarideos, conforme observado de forma semelhante por Oliveira et al. (2015c).

O pH exerce forte influéncia na atividade de eliminagcdo de radicais dos
polifendis, e, geralmente, ocorre um aumento da mesma em valores mais altos de pH,
0 que causa a desprotonacdo das porcdes hidroxila presentes nos anéis aromaticos
dos compostos fendlicos. Essa desprotonacao esta associada a uma diminuicdo da
energia necessaria para a dissociacdo hemolitica da ligacdo O-H devido a carga
negativa adicional gerada na molécula e, consequentemente, facilitando as reacdes
de doacado de atomos de hidrogénio (OLIVEIRA et al., 2015c).

Os resultados do ORAC mostram uma diferenca interessante entre os iogurtes
com preparado e farinha de uva Isabel (YP e YPF), que apresentaram AA maior no
estbmago (88 e 97 umol TEAC/g), e o controle sem produtos de uva (YC), que teve
apenas 3,5 umol TEAC/g. Isso sugere que a maior AA no estbmago esta,
principalmente, relacionada aos polifendis dos produtos de uva adicionados aos
iogurtes, provavelmente porque as primeiras enzimas capazes de hidrolisar proteinas

estdo nessa etapa da digestdo. O que levou a quebra da ligacdo proteina-polifenol
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com a liberagcdo desses compostos fendlicos e, consequentemente, ao aumento da
AA, uma vez que os polifendis tem alta estabilidade contra a degradacdo em meio
acido gastrico (PINEDA-VADILLO et al., 2016).

Além disso, os polifenéis podem ter alguns efeitos na saude que ndo exigem
sua absorcédo pela barreira intestinal, por exemplo, a protecdo contra os danos
oxidativos relacionados a muitas doencas degenerativas do trato gastrointestinal,
como cancer colorretal ou doenca inflamatéria intestinal, associada a atividade
antioxidante das antocianinas (PINEDA-VADILLO et al., 2016). Por outro lado, embora
apenas a fracdo soluvel seja bioacessivel (disponivel para absor¢do na circulagéo
sistémica), a fracdo insoluvel (compreendendo os compostos ndo bioacessiveis) sera
capaz de atingir o intestino grosso para fermentacdo no célon (PINEDA-VADILLO et
al., 2016).

4.4.2 Perfil de peso molecular de proteinas e peptideos

O perfil de proteinas e peptideos de iogurtes caprinos com ou sem produtos de
uva durante a digestao Gl foram monitorados por FPLC, como mostrado na Fig. 9. O
comportamento do YC, YP e YPF foi muito semelhante, diferindo apenas no pico 10,
que esta presente apenas na etapa da boca nos iogurtes adicionados de produtos de
uva, YP (Fig. 9 B e E) e YPF (Fig. 9 C e F), que, provavelmente, esta associado a um
componente da uva.

Em relacdo ao processo digestivo, ocorre o desaparecimento dos picos 1 e 2,
gue possuem maior peso molecular, e 0 aumento da intensidade dos picos com alto
volume de eluicdo (>30 mL), os quais estdo associados a um menor peso molecular.
A prevaléncia de fragmentos de baixo peso molecular nos estagios estomacal e
intestinal apenas em amostras de ensaios realizados com enzimas, como pode ser
observado nos picos 3-9 para YC, YP e YPF (Fig. 9 A, B e C), indica uma efeito
proteolitico das solu¢des enzimaticas adicionadas a amostra nos diferentes estagios
do Gl.
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Figura 9 — Perfil de peso molecular de proteinas e peptideos obtidos por FPLC do YC
(iogurte caprino sem produtos de uva) (A,D), YP (iogurte caprino com preparado de uva
Isabel) (B,E), e YPF (iogurte caprino com preparado e farinha de uva Isabel) (C,F) apds

digestao simulada in vitro na boca (—),estdmago (—) e intestino (—) com e sem enzimas,

respectivamente.
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A quebra das proteinas de alto peso molecular em pequenos peptideos, os
quais possuem reconhecidas propriedades antioxidantes (FENG et al., 2019), nas
etapas de digestdo do estdbmago e intestino também pode ter liberado os compostos
fendlicos ligados a essas proteinas, aumentando sua capacidade antioxidante
(TRIGUEROS et al., 2014). Esse comportamento corrobora com os resultados de
atividade antioxidante mais elevados, exibidos pelos iogurtes nas etapas de digestao

do estdmago e intestino (Fig. 8).

4.5 POTENCIAL PREBIOTICO E IMPACTO NA MICROBIOTA INTESTINAL DOS
IOGURTES CAPRINOS COM PRODUTOS DE UVA

4.5.1 Potencial prebiético

Parametros relacionados com a atividade metabdlica fermentativa de bactérias
probidticas, como a contagem de células viaveis, valores de pH e a quantificacdo de
acidos organicos e acucares sdo utilizados para avaliacdo do potencial prebiotico
(DUARTE et al., 2017). Tais parametros foram avaliados em meios com amostras de
iogurte caprino (YC, YP e YPF) e comparados aos resultados obtidos em meios com

FOS (prebiotico conhecido) e glicose.

4.5.1.1 Crescimento das cepas probidticas

A contagem de células viaveis do L. acidophilus, L. casei e B. lactis nos meios
com os iogurtes digeridos, glicose e FOS sdo apresentadas na Figura 10. Os
probioticos analisados tiveram altas contagens (> 8 log UFC/mL) ap6s 24 h de cultivo
nos meios com o YC, YP, YPF, glicose ou FOS, seguido por uma reducdo apds 48 h
de cultivo, contudo as mesmas nao ficaram inferiores a 7 log UFC/mL. Bactérias do
género Lactobacillus geralmente atingem o crescimento maximo apoés
aproximadamente 24 h (COSTA et al., 2019), comportamento similar também foi

observado para o Bifidobacterium no presente estudo.
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Figura 10 — Contagem de células viaveis de L. acidophilus LA-5, L. casei L-26 e B.
animalis subsp. lactis BB-12 nos meios com glicose (20 g/L,—), FOS (20 g/L,—*),
YC - iogurte caprino sem produtos de uva (20 g/L,——), YP - iogurte caprino com
preparado de uva Isabel (20 g/L, —#), YPF - iogurte caprino com preparado e

farinha de uva Isabel (20 g/L, ——) durante 48 h de cultivo.
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As contagens de células viaveis das cepas analisadas foram maiores nos meios
com FOS e glicose que naqueles com os iogurtes ao fim do periodo de incubacéo,
com um aumento de 2-2,5 log UFC/mL quando comparado com a populacao
bacteriana inicial. O que pode ser explicado pela preferéncia dessas cepas por glicose

como principal fonte de carbono, como previamente reportado (DUARTE et al., 2017;
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MELO et al.,, 2020). A fermentacdo seletiva de carboidratos por Lactobacillus e
Bifidobacterium esta relacionada a diferentes aspectos, como a cepa e o substrato
(COSTA et al.,, 2019). Apesar disso, o0 YC, YP e YPF também apresentaram um
aumento consideravel, 1-2 log UFC/mL, demonstrando sua capacidade de estimular
0 crescimento desses microrganismos potencialmente benéficos, uma vez que
possuem em sua composi¢cao agucares como lactose, e no caso do YP e YPF contém
também frutose e fibras, que também podem servir de substratos fermentaveis
permitindo o crescimento desses probidticos (MELO et al., 2020; PAYLING et al.,
2020).

4.5.1.2 Atividade metabdlica

Foi observada uma diminuicdo (p < 0,05) no pH dos meios com as diferentes
fontes de carbono ao longo do periodo de cultivo para todas as cepas analisadas
(Tabela 15). Essa reducao representa um efeito do metabolismo das cepas probidticas
nos meios com as diferentes fontes de carbono (MASSA et al., 2020). Apos as 48 h
de cultivo os menores valores de pH foram observados nos meios com FOS e glicose
(3.2 — 4.8) independente da cepa inoculada. Ja entre os iogurtes, os menores valores
foram observados nos meios com YP e YPF (~ 4.5 com o B. lactis e 5 - 5.4 com L.
acidophilus e L. casei) em relacdo ao com YC (4.8 com o B. lactis e 5.3 = 5.7 com L.
acidophilus e L. casei).

Os acidos latico e acético apresentaram aumento das concentracdes ao longo
das 48 h independente da fonte de carbono e cepa inoculada (Tabela 15). O acido
latico foi o acido organico detectado em maior quantidade nos meios. Apés 48 de
inoculacdo, as maiores concentracfes foram observadas nos meios com glicose
inoculados com L. acidophilus ou B. lactis, resultado que deve ser associado com 0s
menores valores de pH encontrados nesses meios apos 48h quando comparados com
0S meios com os iogurtes ou FOS (Tabela 15). O acido acético teve concentracao
superior nos meios com iogurtes comparados aos meios com FOS e glicose quando
inoculados com B. lactis. Quando inoculados com L. acidophilus seu conteudo foi
maior nos meios com YC, YPF e glicose comparado ao meio com FOS. Ja quando
inoculados com L. casei as concentra¢des do acido acético nos meios com iogurte

foram superiores ao com glicose, mas inferiores ao com FOS. Esses acidos séo
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reconhecidos como principais produtos finais da metabolizacdo de carboidratos, tais
quais glicose e frutose, por espécies como Lactobacillus e Bifidobacterium e seu
aumento esta relacionado ao elevado metabolismo das cepas probidticas inoculadas
(DUARTE et al., 2017; MASSA et al., 2020).

De modo geral, os meios com iogurtes apresentaram maiores teores iniciais de
acido citrico (p < 0,05) quando inoculados com L. acidophilus, L. casei ou B. lactis. As
concentracfes desse acido apresentaram reducédo ao longo das 48 h nos meios com
qualquer das fontes de carbono ou cepa inoculada. O acido succinico ndo foi
detectado nos meios com FOS ou glicose inoculados com qualquer das cepas. As
concentracdes desse acido apresentaram comportamentos distintos ao longo das 48h
nos meios com as diferentes fontes de carbono. Apesar disso, nho meio com YPF o
conteudo de &cido succinico teve uma reducéo das concentracdes (p < 0,05) apés 48
h, independente da cepa inoculada. Os &cidos citrico e succinico sédo acidos organicos
naturalmente presentes na uva e seus derivados (COSTA et al., 2019), mas também
podem ser produzidos por bactérias laticas em diferentes condi¢cdes de fermentacao
(DUARTE et al., 2017).

A reducdo do pH e do conteldo de acUcares, assim como 0 aumento na
concentracdo de &cidos organicos sdo parametros diretamente associados com o
metabolismo das bactérias inoculadas (ALBUQUERQUE et al., 2020). Dessa forma,
a associacao dos resultados descritos para esses parametros nos meios com YC, YP
e YPF com o aumento da contagem de células viaveis das cepas inoculadas
corroboram com o efeito promotor do crescimento exercido nesses probi6ticos. As
diferencas observadas nos resultados entre as cepas podem estar relacionadas com
as distintas caracteristicas metabdlicas de cada uma, como producao de diferentes
enzimas e sistemas de transporte, as quais interferem na utilizagdo dos nutrientes
disponiveis nos meios por elas e, consequentemente, no seu crescimento e producao
de metabdlitos (ALBUQUERQUE et al., 2020; ZHANG et al., 2018).
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Tabela 15 — Valores de pH e contetdo de acidos organicos (mg/mL) nos meios com glicose (20 g/L), FOS (20 g/L) ou iogurtes
caprinos digeridos adicionados ou ndo depreparado e farinha de uva Isabel (20 g/L) e inoculados com L. acidophilus, L. casei ou
B. lactis durante 48 h de incubacéao.

L. acidophilus LA 05

Parametro Time (h) YC P YPE GLI FOS
0 6,06 +0,008B2 6,11 +0,01A2 6,12 +0,014a 5,94 +0,01P2 5,97 +0,00¢2
6 5,98 +0,004P 5,89 +0,00¢P 5,93 +0,008P 5,65 +0,01Pb 5,66 +0,00PP
H 12 5,70 +0,014¢ 5,29 +0,008d 5,20 +0,00¢d 4,33 +0,00°¢ 4,33 +0,00°¢
b 18 5,60 +0,00Ad 5,41 +0,008¢ 5,24 +0,00¢¢ 3,93 +0,01Pd 3,92 +0,01Pd
24 5,37 +0,01A¢ 5,22 +0,01Be 5,18 +0,01¢d 3,81 +0,00P¢ 3,82 +0,01Pe
48 5,37 +0,014¢ 5,14 +0,01Bf 5,04 +0,00¢e 3,73 +0,00Ff 3,81 +0,00Pe

0 0,98 +0,01¢f 1,45 +0,018f 2,89 +0,00Acd <LOD <LOD
6 2,00 +0,014e 2,61 +0,014¢ 2,28 +0,08Ad 3,38 +0,644¢ 2,94 +0,04Ad
Acido latico 12 2,48 +0,10Pd 4,70 +0,01¢d 5,26 +0,14¢b 7,20 +0,018Bd 8,87 +0,414¢
18 5,44 +0,01¢2 5,54 +0,01¢P 4,64 +0,16Pbc 16,18 +0,34AP 9,94 +0,028b
24 4,05 +0,00¢¢ 7,22 +0,018B2 7,85 +0,2582 13,26 +0,12A¢ 14,27 +0,25A2
48 4,74 +0,01Pb 4,96 +0,01¢2 8,37 +0,68¢2 20,62 +0,04Aa 14,00 +0,1082
0 1,99 +0,01A8Be 2,53 +0,01A8d 2,62 +0,157P 1,92 +0,288BCd 1,41 +0,05¢¢
6 2,48 +0,01Ad 2,24 +0,01Af 2,42 +0,01AP 2,33 +0,27Acd 2,17 +0,09AP
Acido acético 12 2,57 +0,158d 3,04 +0,01A¢ 2,27 +0,03BCb 1,85 +0,17¢d 2,29 +0,168¢P
18 3,86 +0,004a 3,36 +0,01BP 1,90 +0,02¢b 3,94 +0,134P 2,05 +0,05¢b
24 3,11 +0,00AB¢c 3,52 +0,014a 3,09 +0,03ABb 2,98 +0,02AB¢c 2,71 +0,048Ba
48 3,45 +0,00ABb 2,47 +0,008¢ 4,38 +0,64/2 4,74 +0,1142 2,69 +0,048Ba
0 3,08 +0,22Aa 3,15 +0,324a 2,93 +0,394a 2,51 +0,20AP 2,09 +0,23Ab
Acido citrico 6 3,14 +0,094a 2,17 +0,128b 2,50 +0,35ABa 2,82 +0,00ABa 2,82 +0,11ABa
12 <LOD 1,54 +0,18A8¢ 2,06 +0,21Aa 1,29 +0,068d 1,66 +0,08ABb
18 <LOD <LOD <LOD 1,60 +0,02A¢ 1,01 +0,068¢d



24 <LOD <LOD <LOD 0,62 +0,118B¢ 1,23 +0,05A¢
48 <LOD <LOD <LOD <LOD 0,78 +0,08¢
0 <LOD 1,15 +0,0082 1,72 +0,05A2 <LOD <LOD
6 <LOD 0,97 +0,01Bb 1,60 +0,01A2 <LOD <LOD
Acido succinico 12 <LOD 0,92 +0,01B¢ 1,51 +0,01A2 <LOD <LOD
18 <LOD 0,85 +0,01Bd 1,46 +0,01A2 <LOD <LOD
24 <LOD 0,83 +0,01Ad 1,37 +0,01A2 <LOD <LOD
48 <LOD 0,55 +0,01¢e 1,40 +0,2282 <LOD <LOD
L.casei L26
YC YP YPF GLI FOS
0 6,04 +0,018B2 6,06 +0,00ABa 6,08 +0,01Aa 5,88 +0,00¢2 5,90 +0,01¢2
6 5,89 +0,01AP 5,65 +0,008P 5,57 +0,01¢¢ 5,39 +0,00EP 5,51 +0,01Pb
H 12 5,87 +0,01AP 5,63 +0,01Bb 5,65 +0,008P 4,13 +0,01Pd 5,22 +0,00¢¢
P 18 5,65 +0,00Ad 5,49 +0,008¢ 5,50 +0,008d 4,15 +0,01Pd 4,20 +0,008¢d
24 5,58 +0,014¢ 5,47 +0,01B¢ 5,38 +0,00¢e 4,19 +0,00°¢ 4,04 +0,01F¢
48 5,69 +0,01A¢ 5,39 +0,01Bd 5,22 +0,00¢f 4,21 +0,00°¢ 3,97 +0,01Ff
0 1,23 +0,04Ad 1,38 +0,09Ad 1,39 +0,17Af <LOD 0,74 +0,058f
6 1,95 +0,14¢¢ 2,87 +0,008¢ 3,08 +0,06ABe 1,85 +0,06¢d 3,20 +0,08%¢
Acido latico 12 2,26 +0,06P¢ 4,03 +0,02¢b 3,79 +0,02¢d 9,97 +0,20AP 5,06 +0,02Pb
18 3,77 +0,06¢P 4,34 +0,01Cab 5,66 +0,098P 11,20 +0,0942 11,28 +0,25Ab
24 4,25 +0,19Pa 4,75 +0,32Pa 5,97 +0,05¢2 11,42 +0,26A2 8,36 +0,34EB¢
48 4,17 +0,00Pab 4,54 +0,14CPbab 5,12 +0,04CBc 5,81 +0,01B¢ 16,04 +0,37A2
0 2,09 +0,054¢ 2,10 +0,08A2 1,47 +0,05B¢ 0,76 +0,01Pf 1,20 +0,05C¢
6 2,12 +0,128¢ 2,55 +0,12Aa 2,58 +0,02Ad 1,04 +0,00¢¢ 2,60 +0,05Ad
Acido acético 12 2,02 +0,03¢¢ 2,93 +0,01A 2,85 +0,02AB¢ 2,82 +0,01AB¢ 2,70 +0,078cd
18 2,66 +0,10¢b 2,80 +0,02¢2 3,75 +0,094a 3,24 +0,01BP 3,33 +0,088BP
24 3,18 +0,014a 2,86 +0,35A2 3,32 +0,01AP 3,32 +0,01%2 2,85 +0,014¢
48 3,23 +0,03kBa 2,63 +0,16¢2 2,61 +0,04¢d 1,61 +0,01Pd 5,41 +0,04A2
Acido citrico 0 3,35 +0,074a 3,23 +0,09%a 1,88 +0,088B2 0,92 +0,00P 1,49 +0,09¢
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Acido succinico

pH

Acido latico

Acido acético

12
18
24
48

12
18
24
48

12
18
24
48

12
18
24
48

12
18

3,14 +0,0742
2,40 +0,19°
1,72 +0,10°
<LOD
<LOD
0,22 +0,0652
0,18 +0,06%2
0,10 +0,02¢2
0,19 +0,03¢2
0,22 +0,01¢2
0,26 +0,07¢2

YC
5,76 £0,0072
5,45 +0,01A°
4,66 +0,01A¢
4,80 +0,00Ad
4,79 +0,01Ad
4,81 +0,01Ad
1,28 +0,08¢Pe
2,89 +0,008d

6,51 +0,408¢2

4,99 +0,058¢b
4,91 +0,01¢°
4,10 +0,03¢¢
2,23 +0,10¢¢
2,37 £0,018¢
4,24 +0,24"2
4,07 £0,0782

2,67 +0,138BP 1,70 +0,05b¢ <LOD
<LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD

1,05 +0,05%2 1,01 +0,13%¢ <LOD

0,99 0,108 1,33 +0,04Abc <LOD

0,91 +0,048a 1,26 +0,04Acd <LOD

0,78 +0,01Babc 1,68 +0,05%@ <LOD
0,78 +0,058akc 1,49 +0,03Aab <LOD
0,60 +0,058¢ 1,06 +0,06Ad <LOD
B. animalis subsp. lactis BB-12
YP YPF GLI

5,70 +0,0082 5,68 +0,0152 5,39 +0,01P=

5,22 +0,008P 5,21 +0,008P 4,91 +0,00P°

4,45 +0,018B¢ 4,43 +0,008d 3,63 £0,01P¢

4,56 +0,01¢® 4,39 +0,01P¢ 3,45 +0,00¢8

4,55 +0,00¢® 4,38 +0,00°° 3,35 +0,01F¢

4,59 +0,008d 4,52 +0,01°¢¢ 3,27 +0,00°"

0,28 +0,01Pd 4,89 +0,078d 8,17 +0,79d

3,89 +0,12AB¢ 4,22 +0,067¢ 4,01 +0,42%¢

6,88 +0,088¢2 7,49 +0,0382 12,12 +0,674¢

6,39 +0,158P 6,18 +0,018¢ 16,70 +0,89P

6,39 +0,038BP 6,96 +0,015° 13,20 +0,324¢

6,88 +0,1282 6,97 0,138 20,77 +0,9144

2,07 £0,01¢b 3,13 +0,0680¢ 2,11 +0,00¢¢

2,17 £0,02¢b 2,98 +0,05%¢ 1,93 +0,01%¢

4,35 +0,16A2 3,51 +0,028a0 2,09 +0,01P¢

4,22 +0,06A2 2,70 +0,01P¢ 2,20 +0,00FP

<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD

FOS
5,45 +0,00¢2
4,97 +0,01¢°
4,61 +0,00¢f
4,71 +0,018¢
4,75 +0,018d
4,81 +0,01A¢
2,98 +0,05¢2
1,78 +0,01¢¢
3,18 +0,18P2
3,24 +0,00¢2
3,08 £0,01P2
2,41 +0,01P°
3,43 £0,13%a
1,65 +0,01F¢
3,11 +0,06¢¢
3,28 +0,01¢
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24 4,05 +0,007a 4,13 40,1072 2,77 +0,03Cc 1,54 +0,01Pe 3,33 +0,008P

48 3,52 +0,088P 4,58 +0,144a 3,71 +0,208a 2,37 +0,01¢2 2,77 +0,01¢d
Acido citrico 0 3,21 +0,027B 3,23 +0,0042 2,16 +0,048B¢c 1,82 +0,02¢2 2,50 +0,01ABCab

6 0,78 +0,01¢b 2,86 +0,03AP 3,11 +0,07A2 1,85 +0,1082 2,48 +0,38ABb

12 <LOD <LOD 2,74 +0,078° 1,60 +0,08Ca 3,24 +0,1072

18 <LOD <LOD 1,15 +0,01Be 1,31 +0,26Babc 2,90 +0,017ab

24 <LOD <LOD 1,48 +0,01Ad 0,77 +0,058¢ <LOD

48 <LOD <LOD 1,64 +0,05Ad 0,89 +0,258bc <LOD
Acido succinico 0 0,27 +0,01Bd 0,17 +0,00¢P 1,19 +0,02Abc <LOD <LOD

6 0,31 +0,01Bd 0,11 +0,01¢b 1,33 +0,07AP <LOD <LOD

12 0,35 +0,01C¢¢ 1,01 +0,03B2 2,30 +0,00A2 <LOD <LOD

18 0,42 +0,01Cb 1,03 +0,08Aa 0,74 +0,018d <LOD <LOD

24 0,45 +0,01¢2 0,98 +0,03A2 0,85 +0,058d <LOD <LOD

48 0,44 +0,0082b 1,08 +0,01Aa 1,13 +0,05A¢ <LOD <LOD

A-E: diferentes letras mailsculas na mesma linha para a mesma cepa probiética representam diferencas (p < 0,05) entre amostras, baseado no teste

Tukey; a-f: diferentes letras mindsculas na mesma coluna para 0 mesmo parametro representam diferencas (p < 0,05) entre as horas, baseado no teste
Tukey. YC: iogurte caprino sem produtos de uva; YP: iogurte caprino com preparado de uva Isabel; YPF: iogurte caprino com preparado e farinha de uva
Isabel, GLI: glicose, FOS: frutooligosacarideos, <LOD: abaixo do limite de deteccao.
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4.5.2 Fermentacao fecal
O efeito dos iogurtes caprinos (YC, YP e YPF) digeridos na microbiota intestinal
foi avaliado através da analise da populacao bacteriana nas fezes humanas por PCR

e da atividade metabdlica.

4.5.2.1 Grupos bacterianos da microbiota intestinal

Na Figura 11 sédo apresentados os resultados da diferenca relativa entre os
grupos da microbiota das amostras analisadas e o controle (apenas o meio basal)
durante 8, 12 e 24 horas de fermentacdo. O YPF, YP e YC, assim como o FOS,
promoveram um efeito positivo no Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp., 0os quais
representam grupos bacterianos benéficos relacionados com a saude intestinal
(ANDRADE et al., 2020). No Lactobacillus spp. o efeito dos iogurtes foi maior que o
do FOS, com uma promogéao do crescimento mais que 100% superior, principalmente
com o YPF e YP. Com relacdo ao Bifidobacterium spp., assim como o FOS, os
iogurtes promoveram um crescimento de cerca de 25% nesse grupo apos 24 horas.

Os compostos fendlicos provenientes da incorporagédo dos produtos de uva no
YP e YPF podem ter contribuido para o efeito positivo nesses grupos bacterianos,
uma vez que os polifendis sdo associados com um efeito estimulador no aumento do
Lactobacillus e Bifidobacterium no intestino (MA; CHEN, 2020). Muitos grupos de
bactérias intestinais, incluindo Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp., exibem
atividade da B-glucosidase, uma enzima relacionada com o catabolismo de polifendis
pela microbiota, indicando que tais bactérias podem metabolizar esses compostos
(FARIA et al., 2014).

Por outro lado, tanto o FOS como os iogurtes tiveram um efeito negativo no
crescimento do Clostridium leptum. A estimulacao especifica do Lactobacillus spp. e
Bifidobacterium spp. em oposicao ao efeito negativo no Clostridium leptum indica a
seletiva utilizacdo das amostras, um dos critérios exigidos para caracterizar um
prebidtico (GIBSON et al., 2017). A diferenca relativa ao controle fornece uma
excelente representacdo do comportamento da microbiota em relagdo as amostras
(CAMPOS et al., 2020). Desta forma, foi demonstrado que os iogurtes promoveram

um efeito positivo na microbiota.
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Figura 11 — Diferencas relativas ao controle negative da fermentacgéo de fezes
humanas do iogurte caprino elaborado ou ndo com produtos de uva Isabel durante

24 h de fermentacao.
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YC: iogurte caprino sem produtos de uva; YP: iogurte caprino com preparado de uva Isabel; YPF:
iogurte caprino com preparado e farinha de uva Isabel, C+: frutooligosacarideos (FOS).

Como pode ser observado na Figura 12, em relacdo ao Lactobacillus, o FOS
pareceu nao promover o crescimento desse grupo, apresentando resultados similares

(p 2 0,05) ao controle negativo. Ja o YPF, YP e YC apresentaram resultados similares
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(p = 0,05) entre si e superiores (p < 0,05) ao controle negativo e ao FOS. Para o
Bifidobacterium, os iogurtes apresentaram comportamento similar ao FOS com
aumento (p < 0,05) dos valores ao longo do periodo de fermentacédo e crescimento
superior (p < 0,05) ao controle negativo. Lactobacillus sdo mais restritivos quanto aos
substratos que séo capazes de fermentar quando comparados ao Bifidobacterium, e,
também, sdo mais exigentes, além de carboidratos necessitam de outros compostos,
como aminoacidos e peptideos (ANDRADE et al., 2020).

Os iogurtes possuem uma excelente composicéo proteica (CLARK; GARCIA,
2019), o que pode ter contribuido para o estimulo positivo que o YPF, YP e YC tiveram
no Lactobacillus em oposicdo ao que foi observado para o FOS. A combinacéo de
proteinas e carboidratos no intestino pode contribuir para a saude intestinal, uma vez
gue o nitrogénio proveniente da proteina dietética é fundamental para metabolizacéo
de carboidratos e crescimento da microbiota intestinal (ZHANG; JU; ZUO, 2018).

No que diz respeito ao Clostridium leptum, observa-se uma tendéncia
decrescente entre o inicio e o fim da fermentacdo, contudo ndo foram constatadas
diferencas significativas entre as amostras e o controle (p = 0,05). Esse resultado pode
estar relacionado com a variagdo dos valores entre os doadores, uma vez que
caracteristicas como dieta, composicdo da microbiota e fatores genéticos séo
individuais, e, por isso, respondem de forma variavel a diferentes substratos
prebioticos (GIBSON et al., 2017).

Os resultados de pH, consumo de acucares e producdo de acidos organicos
relacionados com a atividade metabdlica dos grupos bacterianos durante a
fermentacao fecal sédo apresentados na Tabela 16. Houve uma tendéncia decrescente
do pH ao longo da fermentacdo para o FOS e os iogurtes, enquanto o controle
negativo ndo apresentou alteragdes (p = 0,05). O pH apresentou menores valores (p
< 0,05) para o FOS entre os tempos 8 e 24 h, enquanto os iogurtes apresentaram
valores inferiores (p < 0,05) ao controle negativo durante todo o periodo de

fermentacao (Tabela 16).
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Figura 12 — Numero de cépias de DNA por PCR em tempo real durante
periodo de fermentacdo dos iogurtes caprinos elaborados ou ndo com produtos de
uva Isabel durante 24 h de fermentacéo.
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YC: iogurte caprino sem produtos de uva; YP: iogurte caprino com preparado de uva Isabel; YPF:
iogurte caprino com preparado e farinha de uva Isabel, C+: frutooligosacarideos (FOS), C-: apenas
meio base.

4.5.2.2 Atividade metabdlica da microbiota intestinal
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A frutose foi encontrada em quantidades similares (p = 0,05) no meio com FOS
e nos meios com iogurtes adicionados de produtos de uva (YP e YPF). Os meios com
YC, YP, e YPF apresentaram concentracdes elevadas de lactose, com as maiores
concentragdes inicias observadas no meio com YC (p < 0,05), em comparagédo com
os iogurtes YP e YPF, como ja era esperado, visto que a presenca dos produtos de
uva no YP e YPF diminui a concentracdo dos compostos proprios do leite, como a
lactose, nesses iogurtes (SILVA et al., 2017). A glicose também foi encontrada nos
meios com iogurte, possivelmente devido a quebra da lactose pelas bactérias. Esses
acucares foram quase ou totalmente metabolizados ao longo das 24 h de fermentacéo
em todos os meios (Tabela 16), confirmando a utilizacdo como substrato pelas
bactérias da microbiota. No controle negativo ndo foram encontrados acucares.

Os acidos latico e acético foram os encontrados em maior quantidade nos
meios com iogurte, assim como no com FOS, e, de modo geral, com concentragdes
similares (p = 0,05) entre os iogurtes. Eles tiveram aumento das suas concentragdes
ao longo do periodo de fermentacéo, coincidindo com a metabolizacao dos agUcares
e corroborando com o metabolismo dos grupos bacterianos.

Os acidos latico e acético sdo importantes produtos do metabolismo
fermentativo do Lactobacillus e Bifidobacterium (ALBUQUERQUE et al.,, 2020;
HOLSHER, 2017), e o aumento em suas concentracdes pode ser associado com o
impacto positivo que os iogurtes, assim como o FOS, demonstraram nesses grupos
(Fig. 11). O acido latico é considerado um produto intermediario, e, sua utilizacéo pela
microbiota intestinal ocorre, geralmente, para a produgéo de outros acidos organicos
(DUARTE et al., 2017; MASSA et al., 2020).

Muitos microrganismos interagem entre si e sdo mutuamente dependentes,
uma vez que os produtos finais do metabolismo de um podem se tornar substrato para

outro, ocorrendo alimentacdo metabdlica cruzada (CARVALHO et al., 2019).



Tabela 16 — Valores de pH, contetido de agucares (mg/mL) e acidos organicos(mg/mL) durante fermentagcéo do iogurte elaborado

ou ndo com preparado e farinha de uva Isabel, FOS e controle negativo.
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Parametro Tempo (h) Controle FOS YC YP YPF
negativo
0 6,54 +0,02A2 6,46 +0,02B2 6,13 +0,02F2 6,25 +0,02¢2 6,20 +0,03P2
oH 8 6,26 +0,167° 3,82 +0,31¢p 4,82 +0,388b 4,58 +0,428b 4,59 +0,388b
12 6,34 +0,14/ab 3,56 +0,23Chc 4,53 +0,278b 4,23 +0,248b 4,28 +0,258b
24 6,48 +0,09/ab 3,30 +0,20P¢ 4,65 +0,268P 4,16 +0,23Cb 4,18 +0,228¢b
0 ND ND 0,90 +0,248a 2,80 +0,424a 2,43 +0,30%2
Glicose 8 ND ND 0,71 +0,13B2 2,70 +0,427a 2,33 +0,30%a
12 ND ND <LOD <LOD <LOD
24 ND ND <LOD <LOD <LOD
0 ND 1,51 +0,37A2 ND 2,00 +0,262 1,91 +0,13A2
Frutose 8 ND 0,93 +0,35/ab ND 1,90 +0,26A2 1,81 +0,13A2
12 ND 0,48 +0,307° ND 1,35 +0,31A0 1,18 +0,37A0
24 ND 0,44 +0,187° ND 0,40 +0,144¢ 0,60 +0,314P
0 ND ND 5,42 +0,36"2 3,32 +0,51Ba 3,45 +0,17ka
8 ND ND 0,91 +0,368P 3,20 0,514 3,30 +0,174a
Lactose
12 ND ND <LOD 0,76 +0,1740 0,39 +0,164°
24 ND ND <LOD <LOD <LOD
0 ND 0,48 +0,01BP 1,13 +0,12A0 0,97 +0,144¢ 1,04 +0,13A¢
o L. 8 ND 1,57 +0,4580 1,84 +0,348b 4,09 +0,69%2 4,17 +0,68%2
Acido latico
12 ND 2,35 +0,307° 2,92 +0,5672 2,09 +0,4340 2,34 +0,507°
24 ND 4,05 +0,80%2 2,99 +0,62%2 2,96 +0,657 3,19 +0,417ab
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0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
. . 8 0,20 +0,03¢b 1,24 +0,09ABP 1,10 +0,3682 1,55 +0,1942 1,46 +0,21ABa
Acido acético
12 0,26 +0,058P 1,67 +0,34Aab 1,50 +0,36”2 1,07 +0,38A2 1,09 +0,34A2
24 0,77 +0,17¢a 2,26 +0,35Aa 1,58 +0,288a 1,48 +0,3482 1,40 +0,298¢a
0 ND <LOD <LOD <LOD <LOD
o . 8 ND 0,24 +0,0142 0,30 +0,0742 0,61 +0,28%2 0,21 +0,05%2
Acido succinico
12 ND 0,22 +0,0142 0,48 +0,06"2 0,37 +0,06"2 0,30 +0,124a
24 ND 0,24 +0,0142 0,52 +0,10%2 0,74 +0,0742 0,42 +0,08%2
0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
. . 8 <LOD <LOD <LOD 1,11 +0,01A= 0,84 +0,058P
Acido propidnico
12 0,24 +0,01¢b 0,24 +0,01¢a 0,85 +0,01AP 0,43 +0,01FB¢ 0,70 +0,01AB¢
24 0,36 +0,03B2 0,22 +0,01Ba 1,05 +0,01A 0,92 +0,01AP 1,04 +0,01A2
0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Acido butifico 8 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
12 <LOD 0,37 +0,0142 <LOD 0,37 £0,01AP 0,35 +0,0142
24 0,24 +0,03¢ 0,17 +0,01Pb 0,20 +0,02¢P 0,46 + 0,0172 0,35 +0,01B2

A-E: diferentes letras mailsculas na mesma linha para a mesma cepa probidtica representam diferencas (p < 0,05) entre amostras, baseado no teste Tukey;
a-d: diferentes letras mindsculas na mesma coluna para o mesmo parametro representam diferencgas (p < 0,05) entre as horas, baseado no teste Tukey.
FOS: frutooligosacarideos, YC: iogurte caprino sem produtos de uva Isabel, YP: iogurte caprino com preparado de uva Isabel; YPF: iogurte caprino com

preparado e farinha de uva Isabel, <LOD: abaixo do limite de deteccdo, ND: ndo detectado.
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Alguns acidos séo produtos intermediarios do processo de fermentag¢do, como
€ 0 caso do latico e succinico, e sdo prontamente utilizados no processo de
alimentacéo cruzada. Por exemplo, o acido latico pode ser utilizado para sintese de
acetato por bactérias redutoras de sulfato, o succinico pode ser utilizado para sintese
do propibnico, principalmente por Bacteroidetes e alguns Firmicutes. J& o butirico
pode ser sintetizado utilizando acido acético, e em menor propor¢éo, também através
do latico por algumas espécies de Clostridium em baixas concentragdes de glicose
(PAYLING et al., 2020).

As amostras também apresentaram em menores concentragfes 0s acidos
succinico, propidnico e butirico, os quais s6 puderam ser quantificados apés 8 ou 12
h de fermentacdo, uma vez que esses acidos podem ser formados a partir de vias
metabdlicas que utilizam o acético e o latico como precursores. Os acidos acético,
butirico e propidnico sdo AGCCs, eles sao absorvidos pelas células epiteliais e
metabolizados pelo hospedeiro (PAYLING et al., 2020), por isso séo reconhecidos por
estarem relacionados com mecanismos que propiciam beneficios a saude (GIBSON
et al., 2017). O butirico e propidnico estdo associados com a regulacéo da fisiologia
intestinal e com a funcdo imunoldgica, enquanto o acético atua como substrato na
lipogénese e gliconeogénese (MARCHESI et al., 2016). Os Unicos compostos
encontrados no controle negativo foram os acidos acético, propiénico e butirico,
contudo, em proporcdes bem inferiores (p < 0,05) aos demais meios, especialmente
do aceético.

A producdo dos AGCCs esta diretamente relacionada com a amplitude dos
processos de fermentacdo dos substratos. Esses acidos podem ter diversos
beneficios a saude, a exemplo da acdo na funcao intestinal, modulacao da inflamacao
e propriedades anti-carcinogénicas (PAYLING et al., 2020). Sua presenca no colon
tem sido relacionado a efeitos benéficos a salude, como melhora nas respostas
imunoldgicas e inflamatorias, aumento da biodisponibilidade de nutrientes, além de
estar associada com a inibicdo de patdgenos entéricos (ALBUQUERQUE et al., 2020;
FREIRE et al., 2017; GIBSON et al., 2017).

Desta forma, a associacao entre o efeito positivo no crescimento de grupos
bacterianos benéficos com a diminui¢cdo do pH, consumo de acglcares e aumento dos

AGCCs caracterizam os iogurtes como potenciais prebidticos.
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5 CONCLUSOES

As diferentes formulacbes do preparado e da farinha de uva Isabel
apresentaram composi¢cdes semelhantes, diferindo basicamente no teor e perfil de
acucares. Com relacao as farinhas, pode-se destacar o relevante conteudo de fibras
demonstrado pelas mesmas. Esses produtos elaborados a partir da uva Isabel
também exibiram um perfil interessante de compostos fendlicos, 0os quais tiveram boa
bioacessibilidade, além de maiores valores de antocianinas e atividade antioxidante
que a uva in natura.

Em adicéo, a utilizacdo dos adogantes naturais nao prejudicou o potencial efeito
prebiotico exibido pelo preparado e pela farinha, visto que tanto as formulacdes com
sacarose quanto as com agave e xilitol demonstraram efeito benéfico no crescimento
de cepas probidticas isoladas. Dessa forma, o processamento teve efeito positivo
nesses produtos, podendo favorecer as propriedades benéficas a salde que podem
ser atribuidas a eles e sugerir sua potencial utilizagdo como ingredientes funcionais
em alimentos.

A incorporacao dos produtos de uva Isabel aos iogurtes caprinos elaborados
com adicdo de L. acidophilus resultou em um alimento com perfil interessante de
compostos fendlicos e uma elevada atividade antioxidante. Todos os iogurtes exibiram
contagens adequadas do probidtico L. acidophilus, com destaque ao fim do
armazenamento para as contagens da formulacao YPF, sugerindo um efeito positivo
da presenca da farinha de uva Isabel na viabilidade desse microrganismo. Além de
que, a adicdo dos produtos de uva Isabel também aumentou a aceitacao desse iogurte
pelos consumidores.

O processo de digestdo teve uma elevada influéncia na capacidade
antioxidante dos iogurtes, com valores mais altos nas etapas do estdmago e intestino
para ambos 0s sistemas com ou sem enzimas, porém com valores mais elevados para
o primeiro. Durante a digestéo foi observada uma quebra das proteinas em pequenos
peptideos, o que pode ter levado a liberacdo de polifendis durante a digestao
gastrointestinal, indicando a influéncia tanto dos fendlicos como dos peptideos no

potencial antioxidante dos iogurtes.
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Os iogurtes, especialmente o YP e YPF, foram utilizados pelas cepas
probidticas estudados isoladamente, assim como pela microbiota intestinal,
promovendo o aumento de grupos bacterianos especificos e AGCCs relacionados
com beneficios a saude. Esse resultado indica a contribuicdo dos compostos fenélicos
provenientes dos produtos de uva no efeito benéfico que os iogurtes desempenharam
na modulag&o dos grupos bacterianos benéficos da microbiota intestinal humana apés
digestdo gastrointestinal in vitro. Apesar desses efeitos positivos exibidos pelos
iogurtes, estudos in vivo devem ser realizados para avaliar o impacto das variacbes
desses grupos bacterianos nos seres humanos.

Com base nisso, pode-se dizer que a incorporacéo do preparado e da farinha
de uva Isabel ao iogurte caprino probiético resulta em um novo produto com potencial

alegacao funcional e efeitos positivos a saide humana.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE).

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estéd sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), das pesquisas “Elaboracao de
coprodutos de uva Isabel (Vitis labrusca L.) e 0 impacto da sua adi¢édo sobre o iogurte caprino” e
“Desenvolvimento de iogurte caprino adicionado de geleia de xique-xique (pilosocereus gounellei):
avaliacdo de caracteristicas tecnologicas e potencial funcional”. No caso de vocé concordar em
participar, favor assinar ao final do documento. Sua participacdo ndo é obrigatéria, e, a qualquer
momento, vocé podera desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa ndo trard nenhum

prejuizo em sua relagdo com o pesquisador(a) ou com a instituicao.

NOME DAS PESQUISAS: “Elaboracdo de coprodutos de uva Isabel (Vitis labrusca L.) e 0
impacto da sua adicdo sobre o iogurte caprino” e “Desenvolvimento de iogurte caprino
adicionado de geleia de xique-xique (pilosocereus gounellei): avaliacdo de caracteristicas
tecnoldgicas e potencial funcional”.

PESQUISADORES RESPONSAVEIS: Francyeli Aradjo Silva, Fabricia Franca Bezerril,
Rita de Cassia Ramos do E. Queiroga e Margarida Angélica da Silva Vasconcelos.

OBJETIVOS: Avaliar a influéncia da adicdo dos coprodutos de uva ou da geleia de xique-
xique nos aspectos de qualidade do iogurte produzido com leite caprino.

Solicitamos a sua colaboracdo na avaliacdo sensorial, como também sua autorizacao
para apresentar os resultados deste estudo em eventos da area de salde e publicar em revista
cientifica. Por ocasido da publicacdo dos resultados, seu nome serd mantido em sigilo. Sé deve
participar desta pesquisa quem for consumidor de iogurte.

Os pesquisadores estardo a sua disposicao para qualquer esclarecimento que considere
necessario em qualquer etapa da pesquisa.

Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido(a) e dou o meu
consentimento para participar da pesquisa e para publicacdo dos resultados.

Assinatura do Participante da Pesquisa

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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APENDICE B - FICHAS DE AVALIACAO SENSORIAL
Teste de Aceitacao e Intencéo de compra

Nome: Idade: Sexo:

Escolaridade: Data:

Vocé estd recebendo 03 amostras codificadas de iogurte caprino. Prove e avalie
sensorialmente a amostra de acordo com cada atributo e escreva o valor da escala que vocé
considera correspondente a amostra (codigo) no que diz respeito aos atributos avaliados. Antes
de cada avaliacdo, vocé devera fazer uso da agua e da bolacha.

9 — gostei muitissimo AMOSTRAS
8 — gostei muito (Cddigo)
7 — gostei moderadamente ATRIBUTOS
6 — gostei Ilge_lramente _ Aparéncia
5 — nem gostei/nem desgosteli
4 - desgostei ligeiramente Cor
3 — desgostei moderadamente Textura
2— desgostel_ mm_tq _ Aroma
1 — desgostei muitissimo
Sabor
Avaliacao Global

Agora indique sua atitude ao encontrar este produto no mercado.

5- Compl’aria AMOSTRAS
4 — possivelmente compraria (Cédigo)

3 — talvez comprasse/talvez nao ATRIBUTOS

comprasse

2 — possivelmente ndo compraria Intencao de

1 — jamais compraria Compra

Teste de Ordenacéo-Preferéncia

Apos avaliar as duas amostras Por favor, prove as amostras, da esquerda para direita, e
ordene-as em ordem decrescente de PREFERENCIA GERAL. Espere 30 segundos antes de
consumir a proxima amostra e utilize a 4gua e a bolacha entre cada avaliacéo.

Mais preferida Menos preferida

v

1° lugar 2° lugar 3° lugar
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Teste JAR (escala do ideal)

Por favor, prove a amostra 210 de iogurte caprino e indique na escala abaixo sua opiniao.

Em relacdo a sua cor:

() Extremamente mais branco que o ideal

() Um pouco mais branco que o ideal () Ideal

( ) Um pouco menos branco que o ideal

( ) Extremamente menos branco que o ideal

Em relagdo ao aroma caprino:

() Extremamente mais forte que o ideal

( ) Um pouco mais forte que o ideal () Ideal

( ) Um pouco menos forte que o ideal

( ) Extremamente menos forte que o ideal

Em relacdo a consisténcia:

( ) Extremamente mais viscoso que o ideal

( ) Um pouco mais viscoso que o ideal () Ideal

( ) Um pouco menos Vviscoso que o ideal

( ) Extremamente menos viscoso que o ideal

Em relacdo a textura:

() Extremamente mais grumoso/granuloso
que o ideal

( ) Um pouco mais grumoso/granuloso () Ideal

que o ideal

ideal

() Um pouco menos grumoso/granuloso que o

() Extremamente menos grumoso/granuloso que

o ideal

Em relacdo a sua docura:

() Extremamente mais doce que o ideal

() Um pouco mais doce que o ideal () Ideal

( ) Um pouco menos doce que o ideal

( ) Extremamente menos doce que o ideal

Em relacdo a sua acidez:

() Extremamente mais &cido que o ideal

( ) Um pouco mais acido que o ideal () Ideal

( ) Um pouco menos acido que o ideal

( ) Extremamente menos acido que o ideal
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Por favor, prove a amostra 525 de iogurte caprino e indique na escala abaixo sua opinido.

Em relacdo a sua cor:

() Extremamente mais branco que o ideal

() Um pouco mais branco que o ideal () Ideal

( ) Um pouco menos branco que o ideal

( ) Extremamente menos branco que o ideal

Em relagdo ao aroma caprino:

() Extremamente mais forte que o ideal

( ) Um pouco mais forte que o ideal () Ideal

( ) Um pouco menos forte que o ideal

( ) Extremamente menos forte que o ideal

Em relacdo ao aroma de uva:

() Extremamente mais forte que o ideal

() Um pouco mais forte que o ideal () Ideal

( ) Um pouco menos forte que o ideal

( ) Extremamente menos forte que o ideal

Em relacdo a consisténcia:

() Extremamente mais viscoso que o ideal

() Um pouco mais viscoso que o ideal () Ideal

( ) Um pouco menos Vviscoso que o ideal

( ) Extremamente menos viscoso que o ideal

Em relacéo a textura:

( ) Extremamente mais grumoso/granuloso
que o ideal

( ) Um pouco mais grumoso/granuloso () Ideal

que o ideal

ideal

() Um pouco menos grumoso/granuloso que o

() Extremamente menos grumoso/granuloso que

o ideal

Em relacdo a sua docura:

() Extremamente mais doce que o ideal

() Um pouco mais doce que o ideal () Ideal

( ) Um pouco menos doce que o ideal

( ) Extremamente menos doce que o ideal

Em relacdo a sua acidez:

( ) Extremamente mais &cido que o ideal

( ) Um pouco mais acido que o ideal () Ideal

( ) Um pouco menos acido que o ideal

( ) Extremamente menos acido que o ideal

Em relagéo ao sabor de uva:

( ) Extremamente mais forte que o ideal

(') Um pouco mais forte que o ideal () Ideal

( ) Um pouco menos forte que o ideal

() Extremamente menos forte que o ideal
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Por favor, prove a amostra 738 de iogurte caprino e indique na escala abaixo sua opiniao.

Em relacdo a sua cor:

() Extremamente mais branco que o ideal () Um pouco mais branco que o ideal () Ideal

( ) Um pouco menos branco que o ideal () Extremamente menos branco que o ideal

Em relacdo ao aroma caprino:

() Extremamente mais forte que o ideal () Um pouco mais forte que o ideal () Ideal

( ) Um pouco menos forte que o ideal ( ) Extremamente menos forte que o ideal

Em relacdo ao aroma de uva:

() Extremamente mais forte que o ideal () Um pouco mais forte que o ideal () Ideal

( ) Um pouco menos forte que o ideal ( ) Extremamente menos forte que o ideal

Em relacdo a consisténcia:

( ) Extremamente mais viscoso que o ideal () Um pouco mais viscoso que o ideal () Ideal

( ) Um pouco menos Vviscoso que o ideal ( ) Extremamente menos viscoso gque o ideal

Em relacéo a textura:

() Extremamente mais grumoso/granuloso () Um pouco mais grumoso/granuloso () Ideal
que o ideal que o ideal
() Um pouco menos grumoso/granuloso que o () Extremamente menos grumoso/granuloso que
ideal o ideal

Em relacdo a sua dogura:

() Extremamente mais doce que o ideal ( ) Um pouco mais doce que o ideal () Ideal
( ) Um pouco menos doce que o ideal ( ) Extremamente menos doce que o ideal
Em relacdo a sua acidez:
( ) Extremamente mais &cido que o ideal ( ) Um pouco mais acido que o ideal () Ideal
( ) Um pouco menos acido que o ideal ( ) Extremamente menos acido que o ideal

Em relacdo ao sabor de uv

() Extremamente mais forte que o ideal ( ) Um pouco mais forte que o ideal () Ideal

( ) Um pouco menos forte que o ideal (') Extremamente menos forte que o ideal
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ANEXO B — PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA.

UNIVERSIDADE FEDERAL DA
PARAIBA - CENTRO DE W
CIENCIAS DA SAUDE

PROJETO DE PESQUISA

Titulo:  Produgdo de derivados lacteos: tecnologias e agregagso de valor a produtos da caprinocultura
leiteira

Area Tematica:
Versdo: 2

CAAE: D2226912.0.0000.5188
Pesquisador: Rita de Cassia Ramos do Egypto Queiroga

Instituigio: Universidade Federal da Paraiba

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Nuamero do Parecer: 111.523
Data da Relatoria: 25/0852012

Apresentagio do Projeto:

Projeto de pesquisa tem por objetivo desenvolver e adaptar tecnologias de produtes lacteos caprines (queijos,
iorgute, bebibdas lacteas). como também, aproveitar residuos de indlstrias de laticinios e frutos da
biodiversidade regicnal, visando o aumente da produgdo e agregagdc de valor, para que contribuam na
sustentabilidade da agricultura familiar da regido Semiarida, procurando-se atender aos reguisitos de
seguranga alimentar. Serdo elaborades produtos lacteos com qualidade satisfatoria os quais serdo submetidos
a testes senscriais. Os procedimentos realizados na pesquisa serdo explicados aos individuos e, em seguida,
caso aceitemn participar da mesma, assinardo o termo de consentimento livre & esclarecido. Serdo convidados e
selecionados a formar o grupo de provadores estudantes e servidores da Instituigio maiores de 18 anos. As
analises sensoriais serdo realizadas no Laboratorio de Téenica Dietética DN/CCS/UFPE e para a realizagio
das mesmas serdo aplicados Testes de Aceitagio (100 provaderes) e de Analise Descritiva Quantitativa (ADQ)
(12 provadores) de acordo com metodologia descrita por Faria & Yotsuyanagi (2002). Para participagdo do
painel sensorial serdo recrutades voluntirios entre estudantes, funcionarios e professores da UFPB Os dados
obtides serdo tabulados e submetidos a analise de varidncia (ANOVA). As diferengas entre os grupos
estudados serdo analisados utilizando o teste de média Tukey para comparagio de médias ao nivel de 5% de
significincia. Com relagdo & analise sensorial, os dados serdo tabulados em grafico de planilha eletrdnica
EXCEL, sendo os valores médios de cada atributo sensorial comparado através de teste de Friedman. Para a
comparagio entre os tratamentos sera realizada a analise de variancia (ANOVA) dos provadores e comparagio
ao teste de Tukey com nivel de 5 % de significincia.

Objetivo da Pesquisa:

Desenvolver & adaptar tecnologias de produtos lacteos capringes, como também, aproveitar residuos de
indistrias de laticinios e frutos da biodiversidade regional, visando o aumento da produgdo e agregagio de
valor, para gque contribuam na sustentabilidade da agricultura familiar da regido Semiarida, procurando-se
atender acs requisitos de seguranga alimentar.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Mio ha riscos previsiveis, & o pesquisador relata que os beneficios geradeos com a pesquisa s30 para a area de
conhecimento, mas ndo ao paricipante diretamente. Também pode confribuir para a expansdo da agroindistria
especializada nestes produtos, pela valerizagdo da caprinocultura leiteira brasileira e contribuicdo para o
desenvolvimento sustentavel do Semiarido brasileiro.

Endaregn. UNNERSITARIO SN

Balmmo: CASTELD BERANCO CEP: 53.051-900

UF: PB Municiplo:  JOAD PESS0A

Telefone: (B3)3216-7791 Fax: (B3)3216-770 E-mall: eticaces@ocs.ufpbor, ellanemduarte@hotmal.com



UNIVERSIDADE FEDERAL DA
PARAIBA - CENTRO DE W
CIENCIAS DA SAUDE

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

A pesquisa € relevanie na sua area do conhecimenio e atende a todas a consideragies Slicas da resolugio
186/98.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Todos os termes de apresentagio cbrigatoria foram apresentados.
Todas as recomendagdes solicitadas no parecer da vers3o 01 foram acatadas pelo pesquisador & realizadas.

Recomendagdes:

Come todas as recomendagdes solicitadas no parecer da versie 02 foram acatadas pelo pesquisador, no
temos mais recomendagdes a fazer.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Conforme acima relatado, salvo melher juizo, somos de parecer que este Projeto deve ser considerado
APROVADO.

Situagio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEF:

Nio

Consideragdes Finais a critério do CEP:

JOAQ PESS0A, 01 de Outubro de 2012
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