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Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou Razé&o Social:

Tipo de Pessoa:
CPF/CNPJ:
Nacionalidade:
Qualificagdo Juridica:
Endereco:
Cidade:

Estado:

CEP:

Pals:

Telefone:

Fax:

Email:
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Pessoa Juridica

48031918000124

Brasileira
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01049-010
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Dados do Pedido

Natureza Patente:

Titulo da Invengao ou Modelo de
Utilidade (54):
Resumo:

Figura a publicar:

Dados do Procurador

10 - Patente de Invencéo (PI)

PROCESSO DE OBTENGAO DE ALIMENTO PROBIOTICO A BASE
DE CHOCOLATE E PRODUTO OBTIDO

E descrita a invengdo de um processo de obtencéo de alimento
probidtico a base de chocolate e o produto obtido que compreende
um chocolate diet, onde a sacarose é substituida por edulcorantes
de alta intensidade e/ou edulcorantes de baixa intensidade,
acrescido de microrganismos da cepa probiética Enterococcus
faecium nas formas livre liofilizada ou microencapsulada e liofilizada,
provendo um produto sem alteragdo das propriedades sensoriais do
produto e com boa estabilidade durante todas as etapas de
producédo, adequado para ser consumido por individuos que

apresentam restricdo na ingesta de acucares.
1

Procurador:
Nome ou Razéo Social:
Numero OAB:
Numero API:
CPF/CNPJ:
Endereco:
Cidade:
Estado:
CEP:
Telefone:
Fax:

Email:

Peticao 870160030468, de 22/06/2016, pag. 2/47

Fabiola de Moraes Spiandorello Bueno

244141SP

13521027813

Rua Faustina Barbosa Stackfleth, 149, Parque Centenario
Jundiai

SP

13214-773

(11) 992340347

spianfm@terra.com.br



Dados do Inventor (72)

Inventor 1 de 3

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 2 de 3

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificacao Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 3 de 3
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IZABELA DE SOUZA CORREIA COZENTINO
34863888864

Brasileira

Outras ocupacdes ndo especificadas anteriormente
Rodovia Araraquara - Jad, km 1, Campus Ville
Araraquara

SP

14801-902

BRASIL

(11) 339 37904

auin@unesp.br

DANIELA CARDOSO UMBELINO CAVALLINI
25036685857

Brasileira

Professor do ensino superior

Rodovia Araraquara - Jau, km 1, Campus Ville
Araraquara

SP

14801-902

BRASIL

(11) 339 37904

auin@unesp.br



Nome: VALDECIR LUCCAS
CPF: 68674791972
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagao Fisica: Engenheiro, arquiteto e afins
Endereco: Av. Brasil, 2880
Cidade: Campinas
Estado: SP
CEP: 13082-793
Pais: BRASIL
Telefone: (11) 339 37904
Fax:

Email: auin@unesp.br

Documentos anexados

Tipo Anexo Nome
Comprovante de pagamento de GRU 200 16AUINO10 - CHOCgIEzAL\JTEd?IET PROBIOTICO
x PROCURACAO UNESP LEOPOLDO-FABIOLA
Procuracgéo 2016, pdf
Portaria DOESP_Nomeacao_Durigan_Marilza.pdf

16AUINO10 - CHOCOLATE DIET PROBIOTICO
- RELATORIO DESCRITIVO.pdf
16AUINO10 - CHOCOLATE DIET PROBIOTICO
- REIVINDICACOES.pdf
16AUINO10 - CHOCOLATE DIET PROBIOTICO
- DESENHOS.pdf
16AUINO10 - CHOCOLATE DIET PROBIOTICO
- RESUMO.pdf
16AUINO10 - CHOCOLATE DIET PROBIOTICO
- TERMOS CESSAO ASSINADOS.pdf

Relatério Descritivo
Reivindicacao
Desenho
Resumo
Documento de Cessao

Acesso ao Patriménio Genético

Declaracdo Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invencéo
ndo foi obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patrimbnio Genético
Brasileiro, o acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000, ou ndo se aplica.

Declaracgao de veracidade

[leecIaro, sob as penas da lei, que todas as informac8es acima prestadas sdo completas e
verdadeiras.

Obrigado por acessar o Peticionamento Eletrénico

PETICIONAMENTO e . - .y 5
ELETRONICO Este pedido foi enviado pelo sistema Peticionamento Eletronico em 22/06/2016 as 14:44
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001-9 RECIBO DO SACADO

Local de Pagmma Vencimento

Pagivel em qualquer Banco Contra-apresentaciio
~ Cedeate - “ A% Agéncla/Codigo Cedente
INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industnal - 2234-9/333.028-1
Data do Documento N documenio Data Proces, Nosso Nimero
. 24/0212016 1601375667 - 241022016 00.000.2.2.16.0137566.7
Uso Bance Careira : Efpér:;_ = Valor (=} Vator Documento
18/027 R$ 70,00
Nimero: NN Complementar: (-)Desconto/Abatimento
Naturcza: 10 - Patente de .
Cod Servigo Vailor (-) Cutras dedugdes
200 - Pedido nacional de Invengéo, Modelo de Ulllrdade CerI ific ? RS 7000 |
enitrada na fase nacional do PCT ) i
i | (+)Mora/Multa
+ f
(+)Outros Acréscimos
OAB: 235031SP Procurador: Leopdido Campos Zuaneti (=)¥Valor Cobrads

Governo Federal - Guia de Recothimento da Unido. GRU - Cobranca RS 70,00
Sacado
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO
Rua Quirino de Andrade, 215, Sao Paulo, BR/SP, 01049-010
Sacador/Avalisia
Corte na linha pontithada

Autenticagdo mecdnica - Controle Cedente

001-9 | 00199.53637 10000.022169 01375.667217 7 00000000007000

oca eagancnla | Vencimento
Pagivel em qualquer Banco | Contra-apresentacio
Cedente e ’Agéncm’(,‘bdaga Cedente
INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial * 2234-9/333.028-1
Data do Documento N7 documento Jea e Data Proces. Nosso Numero
24/02/2016 1601375667 24/02/2016 00.000.2.2.16.0137566.7
Use Banco Cartetra Valor (=)Valor Documento
18/027 : RS 70,00
Instrugdes: " {-)Desconto/Abatimento

1 Valorcs expressos em redis,

(< Outras dedugdes

1. Vencii contra apr a . {+)Mora/Multa
e
(+)Outros Acréscimos
OAB: 235031SP Procurador:"vl.aopqldo C;ampos’Zu;mcri , (=) Valor Cobrado
Governo Federal - Guia de Recolhimento da Unido. GRU - Cobranca ‘RS 70,00
Sacado

!
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO E
Rua Quirino de Andrade, 215, Sie Paulo, BR/SP, 01049-010 |
Sacador/Avalista

" H " “"”||||”|"|N| ‘|| “”"H H “H””H'"H"ll"”"“lm”ml“m”““l“ e

Carte na linha ponitthada

- GRUUNICA: a GRU apresentada ao INPI, como compr te da retribui¢do, deve ser tinica. Néo utilize cdpias desta GRU para outro pagamento.- PAGAMENTO: o
pagamenio da GRU deve ser providenciado no PRAZO ADMINISTRATIVO, regulamentado em lei ou Ato Normativo proprio.
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FUNDACAO PARA O DESENVOLVIMENTO DA UNESP Agéncia: 0239 Conta Corrente: 43-002320-8

Convénio:

Tipo do Documento:
Nome do Fornecedor:
No. compromisso banco:

Tipo de Pagamento:
Cédigo de Barras:
Valor Nominal:
Desc./Abat.:

Data de Vencimento:
Data de Pagamento:
Situacao:

No. Lista de Débito:

Autenticacao:

Tipo de Servico:

Complemento do Tipo de
Servico:

Emitir Aviso:

Central de Atendimento
Santander Empresarial
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DETALHE DO COMPROMISSO
0033-0239-004900019792 Conta de Débito:

CPF/CNPJ do
Fornecedor:

0239-000130027340

CNPJ

000009853INPI - INST. NACIONAL

No. compromisso

1022071000100010 .
cliente:

137566/DS1 1011

BLQ Outros
00199536371000002216901375667217700000000007000

70,00

0,00 Juros: 0,00

08/03/2016

08/03/2016

Efetivado No. Protocolo: PGTFORNB08032016900110375

Valor a Pagar:

Pagamento Fornecedor

N3do emitir

4004-2125 (Regides Metropolitanas)
0800 726 2125 (Demais Localidades)

70,00

SAC 0800 762 7777
Ouvidoria 0800 726 0322
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Va¥ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
u nesp GABINETE DO REITOR

PROCURAGAO

Por este instrumento, a UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”,
autarquia estadual de regime especial, criada pela Lei n° 952 de 30/01/1976, com sede na Rua Quirino de
Andrade, n® 215, Centro, CEP 01049-010, Sao Paulo/SP, inscrita no CNPJ do MF sob o n° 48.031.918/0001-24,
doravante designada simplesmente UNESP, neste ato representada por seu Magnifico Reitor, de acordo com o
Art. 34 de seu Estatuto, Prof. Dr. JULIO CEZAR DURIGAN, brasileiro, casado, professor universitario, portador
do RG n° 5.872.573-3 SSP/SP, inscrito no CPF/MF sob o n° 833.745.238-20, ou quem legalmente o substitua,
nomeia e constitui seus procuradores, 1) LEOPOLDO CAMPOS ZUANETI, brasileiro, advogado, devidamente
inscrito na Ordem dos Advogados do Brasil Seccdo de Sao Paulo sob o nimero 235.031; e 2) FABIOLA DE
MORAES SPIANDORELLO, brasileira, advogada, devidamente inscrita na Ordem dos Advogados do Brasil
Secgéo de Sao Paulo, Subsegéo de Jundiai sob o nimero 244.141, ambos lotados junto a Agéncia UNESP de
Inovagéo, outorgando-lhes poderes para representa-la perante o Instituto Nacional da Propriedade Industrial —
INPI, para o fim de requerer e processar direitos de propriedade intelectual, tais como patentes de invencéo, de
modelos de utilidade, desenhos industriais, registros de marcas de produto, de servigo, coletivas ou de
certificacéo, de indicagdes geograficas, cultivares, direitos de autor, de programas de computador e manté-los
em vigor com amplos e ilimitados poderes para assinar petigdes, autorizagdes para copia, termos de cessdo de
direitos, acordos de gestdo e compartilhamento de propriedade intelectual, documentos diversos relacionados ao
processo administrativo de protecdo de direitos de propriedade industrial, incluindo, mas n&o se limitando, aos
documentos j& utilizados pelo INPI, bem como aqueles que vierem a ser adotados e utilizados para instrugéo
processual de patentes, modelos de utilidades, marcas, desenhos industriais e programas de computador, pagar
taxas, retribuicdes, impostos, fazer prova de uso das invengdes patenteadas ou das marcas registradas, efetuar
pagamentos e receber restituicdes, dando as respectivas quitagdes, apresentar oposi¢des, recursos, réplicas,
desistir, renunciar, anotar, averbar contratos de licenca e transferéncias de tecnologia, elaborar notificagdes
extrajudiciais, requerer prorrogagéo dos prazos de protecdo, fazer declaragdes, opor, protestar, impugnar,
recorrer, pedir reconsideracdo, manifestar-se sobre oposicdes e recursos, obter vista de processos, cumprir
exigéncias, apresentar defesas escritas ou orais, desistir, replicar, transigir, receber, juntar e retirar documentos,
requerer caducidade e contestar pedido de caducidade, requerer e contestar nulidade administrativa e licenga
compulséria, preencher qualquer tipo de formalidade, requerer anotacéo e averbagdo de cess3o, alteracdes de
nome e de sede, proceder a publicagdo de editais de chamamento para instruir, elaborar, firmar e acompanhar
contratos de transferéncia de tecnologia e/ou licenciamento com exclusividade ou nZo, e praticar para o fim
mencionado todos os atos necessarios perante as autoridades administrativas competentes no Brasil em
beneficio da Outorgante.

Este instrumento é valido até 31 eiro de 2017.

- \ S&o Paulo, 7 de janeiro de 2016.

Rua Quirino de Andrade, 215, S&o Paulo — SP, CEP 01.049-010
www.unesp.br
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Em tes® da verdade.
ulo/Capital, 7 de Jn‘l'tllro de 2016.
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Palacio dos Bandeirantes
Volume 122 « Namero 198

Decretos

DECRETO N° 58.467,
DE 18 DE OUTUBRO DE 2012

Dispde sobre abertura de crédito suplementar ao
Orcamento Fiscal na Secretaria de Gestdo Publica,
visando ao atendimento de Despesas Correntes

GERALDO ALCKMIN, Governador do Estado de Sao Paulo,
no uso de suas atribuicdes legais, considerando o disposto no
Artigo 8° da Lei n° 14.675, de 28 de dezembro de 2011,

Decreta:

Artigo 1° - Fica aberto um crédito de RS 4.167.344,00
(Quatro milhGes, cento e sessenta e sete mil, trezentos e qua-
renta e quatro reais), suplementar ao orcamento da Secretaria
de Gestao Publica, observando-se as classificades Institucional,
Econdmica, Funcional e Programatica, conforme a Tabela 1,
anexa.

Artigo 2° - O crédito aberto pelo artigo anterior sera cober-
to com recursos a que alude o inciso Ill, do § 1°, do artigo 43,
da Lei Federal n° 4.320, de 17 de margo de 1964, combinado
com o Artigo 8, § 2°, item 1, da Lei n° 14.675, de 28 de dezem
bro de 2011, e de conformidade com a legislagao discriminada
na Tabela 3, anexa.

Artigo 3° - Este decreto entra em vigor na data de sua
publicaao, retroagindo seus efeitos a 26 de maio de 2012.

Palacio dos Bandeirantes, 18 de outubro de 2012

GERALDO ALCKMIN

Andrea Sandro Calabi

Secretario da Fazenda

Julio Francisco Semeghini Neto

Secretario de Planejamento e Desenvolvimento Regional

Sidney Estanislau Beraldo

Secretario-Chefe da Casa Civil

Publicado na Casa Civil, aos 18 de outubro de 2012.

AT SUPLEMENTACAO VALORES EM REAIS
ORGAO/UO/ELEMENTOFUNCIONAUPROGRAMATICA /R GD VALOR
44000 SECRETARIA DE GESTAO PUBLICA
44001 SECRETARIA DE GESTAO PUBLICA
3393 OUTROS SERV. DE TERCEIROS
PJURIDICA 1 700.000,00
N5 EQUIPAMENTOS E MATERIAL PERMANENTE 1 3.467.344,00
TOTAL 1 161300
FUNCIONAL PROGRAMATICA
04.122.4401.5948 APOIO TECNICO-ADMINISTRATIVO 700000,00
13 7000000
04.126.4410.5636 GERENCIAMENTO DO ACESSA
A0 PAULO 346734400
14 34613640
TOTAL 416734400

0 VALORES EM REAIS

ORGAOO/ELEMENTO/FUNCIONAUPROGRAMATICA R GD VALOR
44000 SECRETARIA DE GESTAO PUBLICA
44001 SECRETARIA DE GESTAO PUBLICA
339039 OUTROS SERV. DE TERCEIROS
PJURIDICA 1 700.000,00
44939 OUTROS SERVICOS DE TERCEIROS
PESSOA JURIDI 1 34613400
TOTAL 1 41613400
FUNCIONAL PROGRAMATICA
04.126.6410.5636 GERENCIAMENTO DO ACESSA
SA0 PAULO 700.000,00
13 70000000
04.665.4412.5883 MODERNIZAGAO ESTRUTURAS
PROC. ORGANIZA 346134400
14 34673400
TOTAL 416134400
TABELA3 __MARGEM ORCAMENTARIA ____ VALORES EM REATS.
RECURSOS DORECURSOS
TESOURO EPROPRIOS
ESPECIFICACAOVALOR TOTAL ~ VINCULADOS
LElART PAR INC ITEM
1675 8 1° 2 416136400 416134400 00
TOTAL GERAL 416736400 416734400 000

DECRETO N° 58.468,
DE 18 DE OUTUBRO DE 2012

Declara de utilidade publica, para fins de desapro-
priagao, pela CONCESSIONARIA AUTO RAPOSO
TAVARES S.A., imoveis necessarios as obras
de implantacdo de dispositivo (tipo 4), no km
5914970m da Rodovia Raposo Tavares, SP-270,
Municipio e Comarca de Presidente Bernardes, no
trecho que especifica e da providéncias correlatas

GERALDO ALCKMIN, Governador do Estado de Sao Paulo,
no uso de suas atribuicoes legais e nos termos dos artigos 2°
e 6° do Decreto-Lei federal n° 3.365, de 21 de junho de 1941,
alterado pela Lei federal n° 2.786, de 21 de maio de 1956, e
do disposto no Decreto estadual n° 53.311, de 8 de agosto de
2008,

Decreta:

Artigo 1° - Ficam declarados de utilidade publica, para
fins de desapropriagao pela CONCESSIONARIA AUTO RAPOSO
TAVARES S.A., empresa concessionaria de servico publico, por
via amigavel ou judicial, iméveis descritos na planta cadastral
de cédigo n° DE-SPD591270-591.592-616-D03/001 e memo-
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Av. Morumbi 4.500

Oficial

Estado de Sao Paulo

Morumbi

riais descritivos constantes do processo ARTESP-13.157/12-SLT,
necessarios as obras de implantacao de dispositivo (tipo 4),
no km 591+970m da Rodovia Raposo Tavares, SP-270, Muni-
cipio e Comarca de Presidente Bernardes, com area total de
64.453,15m’ (sessenta e quatro mil, quatrocentos e cinquenta e
trés metros quadrados e quinze decimetros quadrados), dentro
dos perimetros a seguir descritos, iméveis estes que constam
pertencer aos proprietarios, a saber:
| - area 1 - a drea a ser desapropriada, conforme plan-
ta n® DE-SPD591270-591.592-616-D03/001, situa-se no km
591+883m da Rodovia Raposo Tavares, SP-270, Municipio
e Comarca de Presidente Bernardes, que consta pertencer
a Yvonne Neves Baptista Cardoso e/ou outros, com linha
de divisa partindo do ponto denominado 1 de coordenadas
N=7565274,487625 e E=437305,855295, sendo constituida
pelos segmentos a seguir relacionados: segmento 1-2 - em
linha reta com azimute 275°52'58", distancia de 268,82m;
segmento 2-3 - em linha reta com azimute 300°29'39", dis-
tancia de 18,09m; segmento 3-4 - em linha reta com azimute
30°40'5", distancia de 13,62m; segmento 4-5 - em linha reta
com azimute 31°3'28", distancia de 19,17m; segmento 5-6 -
em linha reta com azimute 31°1210", distancia de 17,4m; seg-
mento 6-7 - em linha reta com azimute 31°1'11", distancia de
35,18m; segmento 7-8 - em linha reta com azimute 30°54'41",
distancia de 12,62m; segmento 8-9 - em linha reta com azimute
28°46'50", distancia de 13,60m; segmento 9-10 - em linha reta
com azimute 120°46'44", distancia de 9,21m; segmento 10-11
em linha reta com azimute 120°20'21", distancia de 20,49m;
segmento 11-12 - em linha reta com azimute 120°35'50",
distancia de 19,13m; segmento 12-13 - em linha reta com
azimute 120°15'33", distancia de 18,79m; segmento 13-14 -
em linha reta com azimute 120°34'47", distancia de 19,46m;
segmento 14-15 - em linha reta com azimute 120°23'34",
distancia de 12,17m; segmento 15-16 - em linha reta com
azimute 119°54'39", distancia de 19,04m; segmento 16-17 -
em linha reta com azimute 120°28'34", distancia de 20,64m;
segmento 17-18 - em linha reta com azimute 119°57'38",
distancia de 17,38m; segmento 18-19 - em linha reta com
azimute 120°37'26", distancia de 10,82m; segmento 19-20 -
em linha reta com azimute 120°18'20", distancia de 21,19m;
segmento 20-21 - em linha reta com azimute 120°51'57", dis-
tancia de 19,91m; segmento 21-22 - em linha reta com azimute
119°54'3", distancia de 19,38m; segmento 22-23 - em linha
reta com azimute 121°3'50", distancia de 20,63m; segmento
23-1 - em linha reta com azimute 120°14'27", distancia de
13,80m, perfazendo uma area de 15.613,10m? (quinze mil, seis
centos e treze metros e dez deci

Sao Paulo

Geraldo Alckmin - Governador

CEP 05650-000 Tel. 2193-8000

WwWw, mprensaoflua C

PODER

Executivo
SECAO |

imprensaoficial

segmento 18-19 - em linha reta com azimute 300°35'31",
distancia de 16,26m; segmento 19-20 - em linha reta com
azimute 300°30'37", distancia de 20,82m; segmento 20-21 -
em linha reta com azimute 300°30'10", distancia de 16,95m;
segmento 21-22 - em linha reta com azimute 300°20'56",
distancia de 9,97m; segmento 22-23 - em linha reta com
azimute 301°59'38", distancia de 11,75m; segmento 23-24 -
em linha reta com azimute 299°53'1", distancia de 16,02m;
segmento 24-25 - em linha reta com azimute 300°12'26",
distancia de 13,03m; segmento 25-26 - em linha reta com
azimute 298°11'29", distancia de 9,95m; segmento 26-27 -
em linha reta com azimute 298°11'29", distancia de 4,78m;
segmento 27-28 - em linha reta com azimute 300°55'14", dis-
tancia de 24,56m; segmento 28-29 - em linha reta com azimute
95°36'26", distancia de 260,38m; segmento 29-30 - em linha
reta com azimute 120°29'39", distancia de 52,94m; segmento
301 - em linha reta com azimute 143°30'55", distancia de
279,75m, perfazendo uma érea de 32.856,63m? (trinta e dois
mil, oitocentos e cinquenta e seis metros quadrados e sessenta
e trés decimetros quadrados).

Paragrafo tnico - Ficam excluidos da presente declaraao
de utilidade publica, os iméveis que pertengam a pessoas juridi-
cas de direito publico que estejam abrangidos pelos perimetros
descritos no "caput” deste artigo.

Artigo 2° - Fica a CONCESSIONARIA AUTO RAPOSO TAVA-
RES S.A. autorizada a invocar o carater de urgéncia no processo
judicial de desapropriacao, para fins do disposto no artigo 15
do Decreto-Lei federal n° 3.365, de 21 de junho de 1941, alte-
rado pela Lei federal n° 2.786, de 21 de maio de 1956, devendo
a carta de adjudicacao ser expedida em nome do Departamento
de Estradas de Rodagem - DER.

Artigo 3° - As despesas decorrentes da execugao do presen-
te decreto correrdo por conta de verba propria da CONCESSIO-
NARIA AUTO RAPOSO TAVARES SA..

Artigo 4° - Este decreto entra em vigor na data de sua
publicagdo.

Palacio dos Bandeirantes, 18 de outubro de 2012

GERALDO ALCKMIN

Saulo de Castro Abreu Filho

Secretario de Logistica e Transportes

Sidney Estanislau Beraldo

Secretério-Chefe da Casa Civil

Publicado na Casa Civil, aos 18 de outubro de 2012.

DECRETO N° 58.469,
DE 18 DE QUTUBRO DE 2012

Il - drea 2 - a rea a ser desapropriada, conforme plan-
ta n° DE-SPD591270-591.592-616-D03/001, situa-se no km
592+000m da Rodovia Raposo Tavares, SP-270, Municipio
e Comarca de Presidente Bernardes, que consta pertencer a
Angelo Munhoz Benko e/ou outros, com linha de divisa partindo
do ponto denominado 1 de coordenadas N=7565316,627529
e E=437013,680698, sendo constituida pelos segmentos a
seguir relacionados: segmento 1-2 - em linha reta com azi-
mute 300°29'39", distancia de 16,96m; segmento 2-3 - em
linha reta com azimute 325°11'31", distancia de 271,93m;
segmento 3-4 - em linha reta com azimute 120°26'44", dis-
tancia de 10,90m; segmento 4-5 - em linha reta com azimute
120°33'55", distancia de 19,21m; segmento 5-6 - em linha
reta com azimute 120°34'30", distancia de 168,47m; segmento
6-7 - em linha reta com azimute 121°46'27", distancia de
6,62m; segmento 7-8 - em linha reta com azimute 120°34'24",
distancia de 20,38m; segmento 8-9 - em linha reta com azimute
120°37'12", distancia de 20,46m; segmento 9-10 - em linha
reta com azimute 145°22'48", distancia de 22,07m; segmen-
10 10-11 - em linha reta com azimute 209°57'4", distancia
de 17,75m; segmento 11-12 - em linha reta com azimute
211°24'14", distancia de 35,73m; segmento 12-13 - em linha
reta com azimute 212°39'33", distancia de 17,44m; segmen-
t0 13-14 - em linha reta com azimute 212°10'47", distan-
cia de 17,30m; segmento 14-1 - em linha reta com azimute
212°15'38", distancia de 15,66m, perfazendo uma érea de
15.983,42m’ (quinze mil, novecentos e oitenta e trés metros
quadrados e quarenta e dois decimetros quadrados);

Ill - érea 3 - a area a ser desapropriada, conforme plan-
ta n° DE-SPD591270-591.592-616-D03/001, situa-se no km
591+972m da Rodovia Raposo Tavares, SP-270, Municipio
e Comarca de Presidente Bernardes, que consta pertencer a
Afonso Arthur Neves Baptista, Teresa Aratjo Neves Baptista e/
ou outros, com linha de divisa partindo do ponto denominado
1 de coordenadas N=7565308,309441 e E=437350,33662,
sendo constituida pelos segmentos a seguir relacionados:
segmento 1-2 - em linha reta com azimute 300°6'30", dis-
tancia de 16,35m; segmento 2-3 - em linha reta com azimute
300°21"11", distancia de 15,68m; segmento 3-4 - em linha reta
com azimute 300°40'42", distancia de 18,52m; segmento 4-5
- em linha reta com azimute 300°15'22", distancia de 11,34m;
segmento 5-6 - em linha reta com azimute 300°44'30", dis-
tancia de 17,84m; segmento 6-7 - em linha reta com azimute
300°36'17", distancia de 15,43m; segmento 7-8 - em linha reta
com azimute 300°15'19", distancia de 15,95m; segmento 8-9
- em linha reta com azimute 300°9'54", distancia de 15,70m;
segmento 9-10 - em linha reta com azimute 301°25'19",
distancia de 14,82m; segmento 10-11 - em linha reta com
azimute 300°36'56", distancia de 14,98m; segmento 11-12 -
em linha reta com azimute 300°17'50", distancia de 18,10m;
segmento 12-13 - em linha reta com azimute 300°27'10",
distancia de 30,98m; segmento 13-14 - em linha reta com
azimute 301°2'32", distancia de 33,54m; segmento 14-15 -
em linha reta com azimute 299°37'40", distancia de 97,28m;
segmento 15-16 - em linha reta com azimute 305°1'39",
distancia de 13,37m; segmento 16-17 - em linha reta com
azimute 297°55'22", distancia de 35,44m; segmento 17-18 -
em linha reta com azimute 306°31'50", distancia de 17,44m;

Define os parémetros de priorizagdo para sele-
¢do da demanda de beneficidrios das unidades
habitacionais a serem edificadas na execugdo do
Programa Minha Casa Minha Vida, inserido no
Programa Nacional de Habitacgo Urbana, com
participagao do Estado de Sdo Paulo

GERALDO ALCKMIN, Governador do Estado de Sao Paulo,
no uso de suas atribuicdes legais,

Considerando que o Estado de Sao Paulo aderiu ao Progra-
ma Federal Minha Casa Minha Vida, instituido pela Lei federal
n°11.977, de 7 de julho de 2009, alterada pela Lei federal n°
12.424, de 16 de junho de 2011;

Considerando que o Programa Federal é operacionalizado
por meio das regras contidas na Portaria do Ministério das
Cidades n° 610, de 6 de dezembro de 2011, alterada pela Porta-
ria n° 198, de 9 de maio de 2012, que estabelece os parametros
de 0 e 0 processo de sele¢ao dos iciarios;

Considerando a possibilidade de indicacao de candidatos
pelo Estado quando for ele o responsavel pelas contraparti-
das aportadas ao empreendimento, ou nos casos em que o
municipio ndo possuir cadastio habitacional, mediante prévio
entendimento entre os entes publicos formalizado em instru-
mento proprio;

Considerando que os Conselhos instituidos pela Lei n°
12.801, de 15 de janeiro de 2008, poderao estabelecer outras
situages de dispensa da classificacdo da demanda por meio
de sorteio, sem prejuizo do disposto na Lei n° 13.094, de 24 de
junho de 2008, e da politica estadual de habitaco de interesse
social; e

Considerando que o Conselho Estadual da Habitagao apro-
vou proposta destinada a estabelecer critérios estaduais com-
plementares aos critérios nacionais,

Decreta:

Artigo 1° - A hierarquizagao e selecdo da demanda dos
beneficirios do Programa Minha Casa Minha Vida no Estado
de Sao Paulo em area urbana atender, além dos critérios
nacionais, os seguintes critérios estaduais em relagao a familia
inscrita:

| - confirmacao de a0 menos uma das seguintes condicdes
de inadequagao habitacional:

a) barraco;

b) localizaao em favela;

<) cdmodo em cortigo;

d) domicilio congestionado, que tenha mais de 2 (duas)
pessoas por cdémodo em domicilio;

II'- comprovacdo de dependéncia acima da média veri-
ficada no municipio, calculada com os dados demograficos
do Censo 2010, considerando que a razao de dependéncia é
a proporao de criancas e de idosos em relagao & populagao
adulta, representada pelo nimero de pessoas com menos de 15
(quinze) e mais de 64 (sessenta e quatro) anos de idade dividi-
do pelo nimero de pessoas entre 15 (quinze) e 64 (sessenta e
quatro) anos de idade;

lll- comprovacdo de moradia ou trabalho no municipio do
empreendimento nos ltimos 3 (trés) anos, a contar da data
da inscricdo, ou, conforme definido em lei municipal especifica,

GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO

desde que o tempo de moradia ou trabalho seja igual ou supe-
rior a 3 (trés) anos.

Artigo 2° - Do total das unidades habitacionais sera feita
reserva de 5% (cinco por cento), para atendimento aos idosos,
conforme critérios adotados na politica estadual de habitagao
de interesse social.

Artigo 3° - Do total das unidades habitacionais sera feita
reserva de 7% (sete por cento) para atendimento & pessoa com
deficiéncia ou de cuja familia fagam parte pessoas com defici
éncia, conforme Lei n® 10.844, de 5 de julho de 2001.

Artigo 4° - Nos empreendimentos habitacionais do Progra
ma Minha Casa Minha Vida com aporte de recursos estaduais,
os municipios poderao indicar por meio de critérios proprios
as familias beneficiarias, desde que a inscrigao e o processo de
seleao tenham sido realizados de acordo com as regras fede
rais e sido objeto de manifestacao conclusiva da Secretaria de
Estado da Habitagao.

Artigo 5° - Este decreto entra em vigor na data de sua
publicagao.

Palacio dos Bandeirantes, 18 de outubro de 2012

GERALDO ALCKMIN

Silvio Franga Torres

Secretario da Habitacao

Sidney Estanislau Beraldo

Secretario-Chefe da Casa Civil

Publicado na Casa Civil, aos 18 de outubro de 2012.

Atos do Governador

DECRETO(S)

DECRETOS
DE 16-10-2012

Nomeando, com fundamento no § 1° do art. 7° da Lei
952-76, e nos termos do art. 30 do Estatuto da Universidade
Estadual Paulista "Jilio de Mesquita Filho" - Unesp, aprovado
pelo Dec. 29.720-89, e alteragdes:

Julio Cezar Durigan para exercer a funcao de Reitor da
aludida Universidade, com mandato de 4 anos, a partir de
15-1-2013;

Marilza Vieira Cunha Rudge, para exercer a funcao de
Vice-Reitor da aludida Universidade, com mandato de 4 anos, a
partir de 15-1-2013.

(Publicado

DE 18-10-2012

Designando, a vista da exposicao de motivos do Secre-
tario Adjunto Respondendo pelo expediente da Secretaria de

i 0 iéncia e ia, com efeitos

a partir da vigéncia da LC 1.187-2012, os a sequir indicados

para permanecerem como titulares dos respectivos cargos no

Quadro de Pessoal da Junta Comercial do Estado de Sao Paulo
Jucesp:

José Constantino de Bastos Junior, RG 16.403.502-1, nome:
ado Presidente da Junta Comercial do Estado de Sao Paulo por
decreto de 4-3-2011, até o término de seu mandato;

Alexandre Vaghi de Arruda Aniz, RG 19.824.038-7, nomea
do Vice-Presidente da Junta Comercial do Estado de Sao Paulo
por decreto de 4-10-2011, até o término de seu mandato;

Gisela Simiema Ceschin, RG 27.252.301-X, nomeada para
0 cargo de Secretario Geral da Junta Comercial do Estado de
Sao Paulo por decreto de 2-4-2012.

por ter saido com i

Casa Civil

FUNDO SOCIAL DE SOLIDARIEDADE DO
ESTADO DE SAQ PAULO

CHEFIA DE GABINETE

Extrato de Termo de Convénio

Processo 68819/2012

Participes: O Estado de Sao Paulo, através do Fundo Social
de Solidariedade do Estado de Sao Paulo e o Municipio de Sao
Jodo das Duas Pontes, por intermédio do seu Fundo Social de
Solidariedade.

Objeto: Transferéncia de recursos materiais, consistentes no
“Kit Costura”, para implantacao e execucao do Projeto “Escola
de Moda”

Valor do Convénio: RS 23.468,00, sendo RS 5.405,00
pelo FUSSESP, relativos ao “Kit Costura” e RS 18.063,00 pelo
Municipio.

Prazo de Vigéncia: 180 dias contados da data da assinatura

Data da Assinatura: 17-10-2012

Extrato de Termo de Convénio

Processo 83430/2009

Participes: O Estado de Sao Paulo, através do Fundo Social
de Solidariedade do Estado de Sao Paulo e a Prefeitura Muni
cipal de Sao Sebastiao, por intermédio do seu Fundo Social de
Solidariedade.

Objeto: Transferéncia de recursos financeiros, a titulo de
auxilio, para a aquisicao de material para implantacao da “Praa
de Exercicios do Idoso”.

Valor do Convénio: RS 117.089,94, sendo RS 15.000,00 pelo
FUSSESP e RS 102.089,94 pelo Municipio.
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PROCESSO DE OBTENGAO DE ALIMENTO PROBIOTICO A BASE DE
CHOCOLATE E PRODUTO OBTIDO
CAMPO DA INVENGAO
[001] A presente invencdo descreve um alimento probidtico a base de
chocolate e o processo de obtengao. Mais especificamente compreende um
chocolate diet (sem adicdo de agucar) com adicdo de cepa probidtica
Enterococcus faecium nas formas livre liofilizada ou microencapsulada e
liofilizada.
ANTECEDENTES DA INVENGAO
[002] O chocolate € um produto em franca expansao no mercado brasileiro
e reconhecido por suas propriedades sensoriais € por seus beneficios a
saude (ABICAB (Associacao Brasileira da Industria de Chocolates, Cacau,
Amendoim, Balas e Derivados). Disponivel em <http://www.abicab.org.br/>).
Por outro lado, a preocupacgao e o interesse dos consumidores com relagao
a manutengdo da saude e o envelhecimento saudavel, impulsionou o
desenvolvimento de chocolates com redugao na concentracdo de sacarose
e gordura (diet elou light). Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), o termo light € uma alegagao nutricional complementar
que indica que o alimento sofreu reducdo de pelo menos 25% de
determinado constituinte (valor energético, acucares, gorduras totais,
gorduras saturadas, colesterol e sédio), em comparagdo ao alimento
convencional. Por outro lado, o termo diet € utilizado em algumas
categorias de alimentos para fins especiais como: dietas com restricdo de
nutrientes, alimentos para controle de peso e alimentos para ingestao
controlada de agucares (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA. Resolugdo RDC n° 54, de 12 de novembro de 2012. Diério
Oficial da Uni&o, 13 nov., 2012).
[003] Uma forma de oferecer um produto inovador, nutritivo e com
beneficios a saude, satisfazendo assim as necessidades dos

consumidores, seria agregar valor funcional ao chocolate, através da
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adicdo de microrganismos probioticos e/ou substancias prebidticas
(MOREIRA, R. W. M. et al. Avaliagdo sensorial e reolégica de uma bebida
achocolatada elaborada a partir de extrato hidrossoluvel de soja e soro de
queijo. Acta Scientiarum Technology, v. 32, n. 4, p. 435-438, 2010).

[004] Uma das primeiras definigdes de probidticos foi proposta por Fuller
(FULLER, R. Probiotics in man and animals. Journal of Applied
Microbiology, v. 66, n. 5, p. 365-378, 1989). Segundo esse pesquisador,
probiéticos eram definidos como suplementos alimentares a base
microrganismos vivos, que agem no trato gastrintestinal, mantendo ou
melhorando o equilibrio da microbiota intestinal. Estes microrganismos
precisam ser administrados em uma quantidade adequada para conferir
beneficios a saude. Entretanto, a definicdo aceita internacionalmente € que
sdo microrganismos vivos que, quando administrados em doses
apropriadas, conferem beneficio a saude do hospedeiro (CUNHA, T. M. et
al. Avaliagao fisico-quimica, microbioldgica e reologica de bebida lactea e
leite fermentado adicionados de probidticos. Ciéncias Agrarias, v. 29, n. 1,
p. 103-116, 2008.; FAO/WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2001
Food and Agriculture Organization of the United Nations; World Health
Organization. Codex Alimentarius Commission. Recommended international
standard for chocolate. Roma, FAO/WHO, 2001.; HILL, C. et al. Expert
consensus document: The International Scientific Association for Probiotics
and Prebiotics consensus statement on the scope and appropriate use of
the term probiotic. Nature Reviews Gastroenterology & Hepatology, v. 11,
p.506-514, 2014; SAAD, S. M. |. Probidticos e prebidticos: o estado da arte.
Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, Sao Paulo, v. 42, n. 1, p. 1-
16, 2006). Segundo a ANVISA, o numero minimo de células viaveis,
necessario para que os efeitos benéficos sejam observados situa-se na
faixa de 108 a 109 UFC por porcao diaria recomendada do produto, pronto
para o consumo, conforme indicacdo do fabricante. Valores menores

podem ser aceitos, desde que a empresa comprove a sua eficacia (Agéncia
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Nacional De Vigilancia Sanitaria. Alimentos com alegacdes de propriedades
funcionais e ou de saude, novos alimentos/ingredientes, substancias
bioativas e probidticos: lista de alegacdes de propriedade funcional
aprovadas, jul., 2008). Para que um microrganismo seja considerado
probiético este deve sobreviver as diferentes etapas de processamento, as
condigbes de armazenamento e durante a passagem pelo trato
gastrintestinal, sendo capaz de colonizar, ao menos temporariamente o
intestino (MANDAL, S. et al. Development of synbiotic milk chocolate using
encapsulated Lactobacillus casei NCDC 298. Journal of Food Processing
and Preservation, v. 37, n. 5, p. 1031-1037, 2012; MENEZES, C. R. et al.
Microencapsulagao de probiéticos: avancos e perspectivas. Ciéncia Rural,
Santa Maria, v. 43, n. 7, p. 1309-1316, 2012).

[005] Os alimentos contendo microrganismos probidticos sdo populares
devido aos efeitos benéficos atribuidos ao seu consumo; porém, esse
mercado ainda € dominado pelos produtos lacteos, como iogurtes, leites
fermentados e sobremesas (SAAD, S. M. |. Probidticos e prebioticos: o
estado da arte. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, Sdo Paulo, v.
42, n. 1, p. 1-16, 2006). O desenvolvimento de produtos probidticos néo
lacteos merece atencdo especial, pois deve garantir a manutencado da
atividade e a viabilidade das células durante o armazenamento, uma vez
que, a maioria desses produtos é mantida a temperatura ambiente
(NEBESNY, E. et al. Dark chocolates supplemented with Lactobacillus
strains. European Food Research and Technology, v. 225, n.1, p.33-42,
2007). Nesse sentido, a microencapsulacdo tem sido utilizada como uma
forma de aumentar a resisténcia dos microrganismos probidticos durante as
diferentes etapas de producdo e armazenamento e ampliar suas aplicagdes
em diferentes tipos de alimentos (MAILLARD, M.; LANDUYT, A. Chocolate:
an ideal carrier for probiotics. Agro Food Industry Hi-Tech, v. 19, n. 3, p. 13-
15, 2008.), aléem de auxiliar na manutencdo da viabilidade das cepas

durante a passagem pelo trato gastrintestinal (MARTIN, M. J. et al.
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Microencapsulation of bacteria: A review of different technologies and their
impact on the probiotic effects. Innovative Food Science and Emerging
Technologies, v. 27, p.15-25, 2015.; SABIKHI, L.; BABU, B,
THOMPKINSON, D. K.; KAPILA, S. Resistance of microencapsulated
Lactobacillus acidophilus LA1 to processing treatments and simulated gut
conditions. Food and Bioprocess Technology, v. 3, n. 4, p. 586-593, 2010.).
[006] Estudos realizados por pesquisadores do Laboratério de Pesquisa
em Probiéticos (FCF — UNESP - Araraquara) mostraram que a cepa
probidtica Enterococcus faecium apresenta efeitos benéficos a saude,
comprovados em estudos in vitro, em animais e em estudos clinicos
(BEDANI, R. et al. Effect of ingestion of soy yogurt on intestinal parameters
of rats fed on a beef-based animal diet. Brazilian Journal of Microbiology.
v.42, n.3, p. 1238-1247, 2011.; CAVALLINI et al., 2009; MIGUEL; ROSSI,
2003; ROSSI et. al., 2003). Os resultados obtidos indicam que a cepa
probiética de Enterococcus faecium apresenta capacidade de modulagao
do perfil lipidico, da microbiota intestinal (BEDANI, 2008; CAVALLINI, D. C.
U. et al. Effect of probiotic bacteria, isoflavones and simvastatin on lipid
profile and atherosclerosis in cholesterol-fed rabbits: a randomized double-
blind study. Lipids in Health and Disease, v.8, n.1, p.1, 2009) e redugao do
risco de desenvolvimento de cancer de colon (SIVIERI, K. et al. Probiotic
Enterococcus faecium CRL 183 inhibit chemically indced colon cancer in
male wistar rats. European Food Research Technology, v. 228, n. 2, p. 231-
237, 2008.) e mama (KINOUCHI, F.L. “logurte” de soja como coadjuvante
no tratamento de cancer de mama. 2006. 85f. Tese (Doutorado em
Analises Clinicas) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Estadual Paulista, Araraquara, 2006). Na grande maioria dos estudos
citados anteriormente, o microrganismo probidético foi utilizado como cultura
iniciadora em produtos a base de soja, indicando a necessidade de estudos
visando a possibilidade de aplicacdo da mesma cepa probidtica em

diferentes alimentos.
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[007] Inumeros sao os beneficios que os probidticos podem proporcionar a
saude, como: aumento da resisténcia contra os patégenos, por efeitos
antagoOnicos contra grupos especificos de organismos e competicdo por
nutrientes; modulagdo do sistema imune e do perfil lipidico (CAVALLINI et
al., 2011; FULLER, 1989; MENEZES et al., 2012; SAAD, 2006; SAARELA,
2000); reducédo do desenvolvimento de cancer e alivio dos sintomas de
doencgas inflamatdrias intestinais e de diarreias (CELIBERTO et al., 2015;
PEREIRA et al., 2011; PIATEK et al., 2012). Considerando que os efeitos
dos probidticos sdo cepa-dependentes (LALICIC-PETRONIJEVIC’, J. et al.
Viability of probiotic strains Lactobacillus acidophilus NCFM ® and
Bifidobacterium lactis HNO19 and their impact on sensory and rheological
properties of milk and dark chocolates during storage for 180 days. Journal
of Functional Foods, v.15, p. 541-550, 2015), a etapa de selecédo de cepas
€ decisiva para que os efeitos benéficos a saude sejam observados e para
atender as necessidades da populacio alvo do produto (KOMATSU, T. R;;
BURITI, F. C. A.; SAAD, S. M. I. Inovacao, persisténcia e criatividade
superando barreiras no desenvolvimento de alimentos probibticos. Revista
Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v. 44, n. 3, p. 329-347, 2008). Os
géneros de microrganismos mais utilizados como probidticos sé&o
Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp., em fungdo dos efeitos benéficos
comprovados em modelos in vitro e in vivo e da seguranga para 0 cConsumo
humano. A ANVISA permite a alegacdo de propriedade de saude para as
seguintes espécies de microrganismos: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus casei variedade rhamnosus
Lactobacillus casei variedade defensis, Lactobacillus paracasei,
Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animallis
(incluindo a subespécie B. lactis), Bifidobacterium longum e Enterococcus
faecium (Agéncia Nacional De Vigilancia Sanitaria. Alimentos com

alegacbes de propriedades funcionais e ou de saude, novos
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alimentos/ingredientes, substéncias bioativas e probioticos: lista de
alegacdes de propriedade funcional aprovadas, jul., 2008).

[008] A dificuldade encontrada para incorporacdo de probidticos em
diferentes tipos de alimentos estd relacionada a capacidade de
sobrevivéncia das células, que depende de inumeros fatores como: pH do
alimento, temperatura de processamento e estocagem, disponibilidade de
oxigénio, teor de agua, presenga de inibidores e competicdo com outros
microrganismos (NEBESNY, E. et al. Dark chocolates supplemented with
Lactobacillus strains. European Food Research and Technology, v. 225, n.
1, p. 33-42, 2007).

[009] Teoricamente, é possivel conseguir um numero alto de células
viaveis através da introducdo de quantidades maiores de probidticos
durante a produgdo, porém algumas limitacdes podem ocorrer e
comprometer as propriedades sensoriais do produto e seu custobeneficio
(LALICIC'-PETRONIJEVIC", J. et al. Viability of probiotic strains
Lactobacillus acidophilus NCFM® and Bifidobacterium lactis HNO19 and
their impact on sensory and rheological properties of milk and dark
chocolates during storage for 180 days. Journal of Functional Foods, v.15,
p. 541-550, 2015).

[010] O chocolate, por ser um alimento utilizado em varias preparagdes
(bolos, biscoitos, paes etc.), com boa aceitagdo por parte dos
consumidores, principalmente por criancas, pode ser considerado um
veiculo ideal para microrganismos probiéticos (NEBESNY, E. et al. Dark
chocolates supplemented with Lactobacillus strains. European Food
Researchand Technology, v. 225, n. 1, p. 33-42, 2007.; SILVA, E. G. P et
al. Determination of manganese and zinc in powdered chocolate samples
by slurry sampling using sequential multi-element flame atomic absorption
spectrometry. Microchemical Jornal, v. 82, n. 2, p. 159-162, 2006). Além
disso, o chocolate possui caracteristicas que favorecem a incorporacao e

podem proteger diferentes cepas probidticas, como pH mais elevado, boa
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capacidade de tamponamento, consisténcia mais sélida e maior teor de
gordura. A associagao da técnica de microencapsulagdo também pode
auxiliar na obtengdo de um chocolate probiotico mais estavel e resistente
as condigdes adversas de processamento, estocagem e passagem pelo
sistema digestivo (MANDAL, S. et al. Development of synbiotic milk
chocolate using encapsulated Lactobacillus casei NCDC 298. Journal of
Food Processing and Preservation, v. 37, n. 5, p. 1031-1037, 2012).

[011] A microencapsulagcdo é definida como a tecnologia de envolver
materiais soélidos, liquidos e gasosos em pequenas capsulas que liberam
seu conteudo em velocidade controlada, sob condigbes especificas. As
capsulas podem apresentar diversas formas e tamanhos, variando de
fragbes de microns a milimetros. A substancia interna € denominada de
material ativo enquanto que a externa é o agente encapsulante.

[012] A microencapsulacao de células bacterianas € uma técnica que
permite proteger os materiais encapsulados de fatores como o calor e a
umidade, mantendo assim a sua viabilidade e estabilidade durante a
produgdo, armazenamento e manipulacdo (BURGAIN, J. et al.
Encapsulation of probiotic living cells: From laboratory scale to industrial
applications. Journal of Food Engineering, v. 104, n. 4, p. 467-483, 2011.;
PIATEK, J. et al. The viability and intestinal epithelial cell adhesion of
probiotic strain combination in vitro study. Annals of Agricultural and
Environmental Medicine, v. 19, n.1, p.92-102, 2012.; VILLENA, M. M. J. et
al. Técnicas de microencapsulacion: una propuesta para microencapsular
probidticos. ARS Pharmaceutica, v.50, n.1, p 43-50, 2009). A
microencapsulagao pode também ajudar a manter a viabilidade dos
microrganismos probioticos durante a passagem pelo trato gastrintestinal
(SABIKHI, L.; BABU, B.; THOMPKINSON, D. K.; KAPILA, S. Resistance of
microencapsulated Lactobacillus acidophilus LA1 to processing treatments
and simulated gut conditions. Food and Bioprocess Technology, v. 3, n. 4,

p. 586-593, 2010). A técnica consiste em um processo de aprisionamento

Peticdo 870160030468, de 22/06/2016, pag. 16/47



8 /31

das células dos microrganismos por meio de um revestimento com
hidrocoloides apropriados, com o objetivo de separar as células do meio
circundante, liberando-as no meio intestinal (KRASAEKOOPT, W,
BHANDARI, B.; DEETH, H. Evaluation of encapsulation techniques of
probiotics for yoghurt. International Dairy Journal, v. 13, n. 1, p. 3-13, 2003.;
MORTAZAVIAN, A. M. et al. Principles and methods of microencapsulation
of probiotic microorganisms. Iranian Journal of Biotechnology, v. 5, n. 1, p.
1-18, 2007; PICOT, A.; LACROIX, C. Encapsulation of bifidobacteria in
whey protein-based microcapsules and survival in simulated gastrointestinal
conditions and in yoghurt. International Dairy Journal, v. 14, n. 6, p. 505-
515, 2004).

[013] Alguns estudos tém sido conduzidos com o objetivo de desenvolver
chocolates com adicdo de probidticos microencapsulados ou ndo. Coman
et al. (COMAN, M. M. et al. Functional foods as carriers for Synbio®, a
probiotic bactéria combination. International Journal of Food Microbiology, v.
157, n.3, p. 346-352, 2012) desenvolveram varios alimentos nao-lacteos,
com destaque para dois tipos de barras de chocolate (chocolate amargo e
chocolate ao leite) com adicdo da mistura de probidticos (1:1) Lactobacillus
rhamnosus IMC 501® e Lactobacillus paracasei IMC 502® (SYNBIO®). A
viabilidade das bactérias probidticas manteve-se na ordem de 107-109
UFC/g durante a vida de prateleira dos produtos, por um periodo de 12
meses a temperatura ambiente e houve um aumento significativo da vida
util dos dois tipos de barras de chocolate (p < 0,05).

[014] Mandal et al. (MANDAL, S. et al. Development of synbiotic milk
chocolate using encapsulated Lactobacillus casei NCDC 298. Journal of
Food Processing and Preservation, v. 37, n. 5, p. 1031-1037, 2012)
desenvolveram um chocolate ao leite simbidtico, com adi¢ao de inulina e de
Lactobacillus casei NCDC 298 livre e encapsulado. A populagao de
Lactobacillus spp. se manteve acima de 108 UFC/g por um periodo de 60

dias sob refrigeracdo. O consumo do produto contendo microrganismos
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encapsulados resultou em aumento na populacdo de lactobacilos fecais e
diminuicdo de coliformes termotolerantes e da atividade da enzima B-
glucuronidase em ratos.

[015] Em outro estudo, pesquisadores avaliaram a viabilidade do uso de
chocolate como veiculo de uma cultura mista constituida de Lactobacillus
helveticus CNCM 1-1722 e Bifidobacterium longum CNCM 1-3470
microencapsulados. Os resultados mostraram que a viabilidade das duas
cepas no produto foi superior a 108 UFC/g e que o chocolate (amargo e ao
leite) melhorou a resisténcia gastrintestinal dos microrganismos probidticos
(POSSEMIERS, S. et al. Bacteria and chocolate: A successful combination
for probiotic delivery. International Journal of Food Microbiology, v. 141, n.
1, p. 97-103, 2010.).

[016] Lalicic’-Petronijevic” et al., (LALICIC’-PETRONIJEVIC’, J. et al.
Viability of probiotic strains Lactobacillus acidophilus NCFM ® and
Bifidobacterium lactis HNO19 and their impact on sensory and rheological
properties of milk and dark chocolates during storage for 180 days. Journal
of Functional Foods, v.15, p. 541-550, 2015) investigaram a viabilidade de
cepas probiodticas lactobacillus acidophilus NCFM® e Bifidobacterium lactis
HNO19 incorporadas em chocolates do tipo amargo e ao leite, mantidos a 4
°C e 20 °C, durante o periodo de armazenamento de 180 dias. A cepa
probidtica L. acidophilus NCFM ® apresentou populacao de células viaveis
superior a da cepa B. lactis HNO19 em ambos os tipos de chocolates e a
temperatura de 4 °C favoreceu a manutencéo da viabilidade.

[017] O documento CN104068187 descreve um chocolate contendo
probidticos diretamente adicionado, sem micro-encapsulamento.

[018] O documento RS20100201 descreve um chocolate com adicdo de
um microrganismo probiotico adicionado a formulagdo de chocolate, em

temperatura de 49 °C e concentragcédo de 106 células/g chocolate.
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[019] O documento US2012015076 descreve uma composi¢do mastigavel,
baseada em chocolate, a qual € adicionado ingrediente pré ou probiotico
encapsulado.

[020] O estado da técnica descreve composi¢cdes alimenticias a base de
chocolate com microrganismos probidticos, ou seja, microrganismos que
sobrevivem as diferentes etapas de processamento, as condigdes de
armazenamento e durante a passagem pelo trato gastrintestinal, sendo
capaz de colonizar, ao menos temporariamente, o intestino (MANDAL, S. et
al. Development of synbiotic milk chocolate using encapsulated
Lactobacillus casei NCDC 298. Journal of Food Processing and
Preservation, v. 37, n. 5, p. 1031-1037, 2012.; MENEZES, C. R. et al.
Microencapsulagao de probidticos: avancos e perspectivas. Ciéncia Rural,
Santa Maria, v. 43, n. 7, p. 1309-1316, 2012).

[021] No entanto, o estado da técnica ndo descreve um chocolate diet sem
acgucar, onde a sacarose € substituida por edulcorantes de alta intensidade
e/ou edulcorantes de baixa intensidade, acrescido de microrganismos
probiéticos, provendo um produto sem alteracdo das propriedades
sensoriais do produto e com boa estabilidade durante todas as etapas de
produgdo, adequado para ser consumido por individuos que apresentam
restricdo na ingesta de agucares.

SUMARIO

[022] A invengao descreve um alimento probiotico a base de chocolate com
adicao da cepa probidtica Enterococcus faecium nas formas livre liofilizada
e microencapsulada liofilizada.

[023] A invencao descreve um alimento probidtico a base de chocolate com
uma populacédo de células viaveis superior a 7 log UFC/g durante os 270
dias de armazenamento a temperatura ambiente.

[024] A invencao descreve um alimento probidtico a base de chocolate com
boa aceitagao sensorial.

DESCRIGAO DAS FIGURAS
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[025] A figura 1 apresenta fotomicrografias obtidas por microscopia
eletrbnica de varredura das microcapsulas liofilizadas produzidas por
coacervagao complexa contendo E. faecium, sendo (A) (1000x), (B) (3000x)
e (C) (5000x).

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO

[026] O processo de obtengédo de alimento probidtico a base de chocolate,
objeto da presente invencdo, compreende em uma primeira etapa na
reativagao e propagacao da cepa probidtica pura de Enterococcus faecium.
[027] Em seguida, a cultura probiética de E. faecium é liofilizada, utilizando
as técnicas convencionais.

[028] A cultura probidtica de E. faecium é microencapsulada pela técnica
de coacervagao complexa.

[029] A coacervagdo complexa envolve uma separagao de duas fases e
consiste na associagao reversivel de complexos de biopolimeros que
interagem por ligagdes eletrostaticas, as quais vao depender das
caracteristicas fisico-quimicas do meio, como a temperatura, o grau de
ionizagdo e o pH (MENEZES, C. R. et al. Microencapsulagdo de
probidticos: avancgos e perspectivas. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 43, n. 7,
p. 1309-1316, 2012.; SUAVE, et al. Microencapsulacido: inovagao em
diferentes areas. Revista Saude e Ambiente, v. 7, n. 2, p. 12-20, 2006.;
WEINBRECK, F. et al. Complexation of whey proteins with carrageenan.
Journal of Agricultural Food Chemistry, v. 52, n. 11, p. 3550-3555, 2004).
Estas interacbes entre biopolimeros s&o forcas atrativas fracas e
inespecificas, dando origem a formacdo de complexos soluveis ou
insoluveis. As interagdes repulsivas nao especificas entre biopolimeros sao
geralmente de natureza eletrostatica e interacbes de Van der Waals e as
interacdes atrativas ndo-especificas sédo interacdes fracas como as ligacdes
ibnicas, de hidrogénio ou hidrofébicas (SCHMITT, C. et al. Structure and
technofunctional properties of protein-polysaccharide complexes: A Review.

Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v. 38, n.8, p. 689- 753,
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1998). Os complexos formados levam a formacéo de duas fases liquidas
distintas: uma fase superior, pobre em polimeros e rica em solvente, € uma
fase inferior, concentrada em polimeros (coacervados complexos)
(BOSNEA, A. L. et al. Complex coacervation as a novel microencapsulation
technique to improve viability of probiotics under different stresses. Food
Bioprocess Technology, v.7, n. 10, p. 2767-2781, 2014; GOUIN, S.
Microencapsulation: industrial appraisal of existing technologies and trends.
Trends in Food Science & Technology, v. 15, n. 7, p. 330-347, 2004;
SCHMITT, C. et al. Structure and technofunctional properties of protein-
polysaccharide complexes: A Review. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition, v. 38, n.8, p. 689- 753, 1998).

[030] Nesta etapa de microencapsulacao da cultura probiética, é preparada
uma solugdo que atua como material de parede, contendo polimeros de
pectina citrica e caseina bovina, com concentragcdo de sdlidos totais 8%,
dispersos em agua destilada sob agitacdo mecanica constante, como
ajuste do pH para 8,0 usando uma solugao de hidroxido de sodio P.A 4,0M.
Em seguida, a cepa probiética E. faecium em caldo MRS (108 UFC/mI -
unidades formadoras de coldnias por mililitro) é adicionada a mistura em
condicbes assépticas.

[031] As microcapsulas obtidas sdo congeladas a -80 °C e, em seguida,
sao desidratadas pelo processo de liofilizagcdo, por aproximadamente 24
horas.

[032] Na etapa de preparo da formulagdo de chocolate, os compostos
solidos sdao homogeneizados para a obtencdo de uma pasta uniforme,
sendo misturados os edulcorantes de alta intensidade, edulcorantes de
baixa densidade, pasta de cacau, liquor de cacau, manteiga de cacau, leite
em po preferentemente desnatado ou integral, a temperatura ambiente,
entre 10 a 15 minutos.

[033] Em seguida, a mistura de chocolate segue para refino, com a

diminuicdo do tamanho das particulas, preferentemente entre 20-25 ym
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(BECKETT, S. T. Traditional chocolate making. In: BECKETT, S. T. (Org).
Industrial Chocolate Manufacture and Use. London: Black Academic e
Professional, p.1-7, 1994.), tendo em vista influenciar os processos
reologicos e sensoriais do chocolate (KONAR, N. et al. Using polydextrose
as a prebiotic substance in milk chocolate: effects of process parameters on
physical and rheological properties. CyTA — Journal of Food, v. 12, n.2,
p.150-159, 2014).

[034] Na conchagem, o produto refinado é submetido a agitagdo com
temperatura controlada durante um longo tempo, para eliminagdo de
compostos volateis indesejaveis e desenvolvimento de sabores agradaveis
(BECKETT, S. T. Traditional chocolate making. In: BECKETT, S. T. (Org).
Industrial Chocolate Manufacture and Use. London: Black Academic e
Professional, p.1-7, 1994). Nessa etapa ocorre o desenvolvimento do sabor
por meio de cisalhamento e aquecimento, eliminacdo de umidade e
homogeneizagdo. A conchagem ocorre a temperatura de 60 °C em um
prolongado periodo de tempo, normalmente de 12 a 24 horas (BECKETT,
S. T. Traditional chocolate making. In: BECKETT, S. T. (Org). Industrial
Chocolate Manufacture and Use. London: Black Academic e Professional,
p.1-7, 1994; MINIFIE, B. W. Chocolate, cocoa, and confectionery: science
and technology. 3 ed. AVI Book published by Van Nostrand Reinhold, 940p.
New York, 1985).

[035] Na etapa de temperagem, o chocolate € aquecido a temperaturas
de 4045 °C, até derretimento da fase gordurosa, com posterior
resfriamento sob agitacdo constante. Nesse processo ocorre a formacéo de
cristais estaveis e instaveis, sendo necessario novo aquecimento a
temperatura mais baixa, para que somente as formas instaveis sejam
fundidas (COHEN, K. O. et al. Revisdo: Temperagem ou Pré-Cristalizacao
do Chocolate. Brazilian Journal of Food Technology, v.7, n.1, p.23-30,
2004).
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[036] Na etapa de temperagem, quando a temperatura do chocolate
atinge em torno de 28 °C, é adicionado o microrganismo probiotico
microencapsulado liofilizado em quantidade suficiente para alcangar 108
UFC/g no produto pronto para o consumo.

[037] Opcionalmente, a cultura probidtica de E. faecium é adicionada na
formulagdo de chocolate na forma livre liofilizada em quantidade suficiente
para alcancar 108 UFC/g no produto pronto para o consumo.

[038] Nas etapas de moldagem e de resfriamento, o chocolate fundido €&
depositado em moldes, que sofrem vibracdes, através de uma mesa ou
esteira vibratoria, para acomodacgao do chocolate e liberacdo de bolhas de
ar e entao, sao resfriados em um tunel de resfriamento a uma temperatura
de 6 a 10 °C até a fase gordurosa atingir um grau de cristalizacao
adequado (COHEN, K. O. et al. Revisao: Temperagem ou Pré-Cristalizacao
do Chocolate. Brazilian Journal of Food Technology, v.7, n.1, p.23-30,
2004).

[039] Em seguida o chocolate € desmoldado e embalado.

TESTES

[040] Foram preparados trés diferentes tratamentos para o chocolate: | -
(controle - sem adi¢cdo da cultura probidtica); Il - (com adicdo da cultura
probiética na forma livre liofilizada) e Ill - (com adicdo da cultura probidtica
microencapsulada pela técnica de coacervagdo complexa seguida de
liofilizag&o).

[041] Os diferentes tratamentos foram submetidos a analises
microbioldgicas, fisicoquimicas e sensoriais, imediatamente apds o preparo
e durante o periodo de armazenamento (180 dias).

[042] Analise microbiolégica

[043] Amostras de 25 g de chocolate foram homogeneizadas com 225 mL
de agua peptonada. Diluicdes seriais foram preparadas e utilizadas para
determinacédo da viabilidade do microrganismo probidtico e da seguranca

microbioldgica do produto final. A viabilidade do microrganismo probidtico

Peticdo 870160030468, de 22/06/2016, pag. 23/47



15/ 31

no produto foi avaliada semanalmente. A seguranca microbiolégica do
chocolate foi avaliada um dia ap6s o preparo (T0) e apds 90 dias (T90) e
180 dias de estocagem (T180). Todas as analises foram realizadas em
triplicata.

[044] A liofilizagdo, que consiste na reducdo da atividade de agua através
da sublimacao da agua presente no meio, também pode ser utilizada para
melhorar a viabilidade de microrganismos probidticos durante o
processamento. Bactérias laticas comerciais sao liofilizadas para manter
sua viabilidade e atividade (CARDONA, T. D. et al. Optimizing conditions for
heat pump dehydration of lactic acid bacteria. Drying Technology, v. 20, n.
8, p. 1611-1632, 2002).

[045] Foi determinado o numero de células viaveis das microcapsulas,
antes e apos a desidratacdo, para verificar o efeito do processo de
microencapsulagao, associado ou nao a liofilizacédo, sobre a populacao de
E. faecium. Para efeito de comparacdo, também foi avaliado o
comportamento das células de E. faecium livres liofilizadas.

[046] Foram consideradas: 1) as recomendacdes da ANVISA (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. Alimentos com alegaces de
propriedades funcionais e ou de saude, novos alimentos/ingredientes,
substancias bioativas e probidticos: lista de alegacbes de propriedade
funcional aprovadas, jul., 2008) “para que um alimento seja considerado
probiético deve apresentar de 108 a 109 UFC, na recomendacéo diaria do
produto pronto para o consumo”; 2) a quantidade de in6culo que poderia
ser adicionado ao chocolate sem interferir nas suas propriedades sensoriais
e 3) a ingesta diaria maxima desse tipo de produto (25 g), (Agéncia
Nacional De Vigilancia Sanitaria. Resolugcdo RDC n° 359 de dezembro de
2003, Aprova Regulamento Técnico de Porgdes de Alimentos Embalados
para Fins de Rotulagem Nutricional. Diario Oficial da Unido, 26 dez., 2003)
foi estabelecida como populacdo minima de microrganismos probidticos 6
log UFC/g.
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[047] O acompanhamento da viabilidade dos diferentes tratamentos foi
realizado até 270 dias de armazenamento a temperatura ambiente.

[048] A Tabela 2 evidencia que o numero de células viaveis diminuiu
significativamente, ao longo do tempo, de forma diferente para cada uma
das técnicas empregadas (p<0,05). A viabilidade das microcapsulas obtidas
por coacervagao complexa diminuiu gradativamente, sendo que somente
apoés 60 dias de armazenamento foi observada reducdo de 1,2 ciclos
logaritmicos em comparagdo a populagado inicial. Apoés 90 dias de
armazenamento a temperatura ambiente, houve uma reducio de 2,2 ciclos
logaritmicos no numero de células viaveis de E. faecium (8,69 log UFC/g
para 6,44 log UFC/g) e a porcentagem de sobrevivéncia do probidtico foi de
74,1%. Considerando a populagcédo minima de 6 log UFC/g para potenciais
efeitos benéficos, a viabilidade da cepa na forma microencapsulada (néo
liofilizada) ficou limitada a 90 dias. As baixas temperaturas e o processo de
sublimacdo da agua que ocorrem durante a liofilizacdo s&o menos
prejudiciais para 0s microrganismos que as temperaturas elevadas
utilizadas em outros meétodos, como na secagem por spray drying
(CORONA-HERNANDEZ, R. 1. Structural stability and viability of
microencapsulated probiotic bacteria: a review. Comprehensive Reviews in
Food Science and Food Safety, v. 12, n. 6, p. 614-628, 2013; OLIVEIRA, A.
C. et al. Stability of microencapsulated Bifidobacterium lactis (Bl 01) and
Lactobacillus acidophilus (LAC 4) by complex coacervation followed by
spray drying. Journal of Microencapsulation, v. 24, n.7, p.685-693, 2007).
No inicio do estudo, a viabilidade do E. faecium na forma livre liofilizada foi
superior aos demais tratamentos, provavelmente, por se tratar de uma
amostra contendo apenas o microrganismo probidtico, sem os demais
materiais utilizados no processo de microencapsulacdo. Apdés uma semana
de armazenamento foi observada redugdo de 1,2 ciclos logaritmicos na
populacdo de E. faecium, e a partir de entdo houve estabilizacdo na

sobrevivéncia do microrganismo por 120 dias. Apesar da viabilidade do
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probidtico continuar elevada, até 270 dias, verificou-se uma redugao total
de 3,6 ciclos logaritmicos (11,56 log UFC/g para 7,99 log UFC/g) durante o
periodo estudado. As microcapsulas submetidas ao processo de liofilizagao
nao exibiram grande variagcdo na viabilidade do microrganismo probiotico
durante o periodo de armazenamento, sendo que apds 270 dias foi
verificada uma reducao inferior a um ciclo log na populagcdo de células
viaveis (8,81 log UFC/g para 7,89 log UFC/g). A porcentagem de
sobrevivéncia do probidtico apdés 270 dias de armazenamento foi
aproximadamente 69,1% na forma livre liofilizada e 89,6% na forma
microencapsulada e liofilizada, observando-se claramente uma maior taxa
de sobrevivéncia da cepa E. faecium encapsulado por coacervacido. Os
resultados obtidos sugerem que o método de coacervacido complexa
seguido de liofilizacdo foi mais eficaz em manter a viabilidade da cepa
probidtica durante o periodo de armazenamento a temperatura ambiente,
em comparagao aos demais metodos avaliados. Esse efeito deve-se,
provavelmente, ao fato da microencapsulagado conferir uma protecao extra
ao microrganismo, aumentando sua sobrevivéncia durante o congelamento
e a liofilizagado (KRASAEKOOPT, W.; BHANDARI, B.; DEETH, H.
Evaluation of encapsulation techniques of probiotics for yoghurt.
International Dairy Journal, v. 13, n. 1, p. 3-13, 2003).

[049] Tabela 1: viabilidade de E. faecium (log UFC/g) na forma
microencapsulada, livre liofilizada e microencapsulada e liofilizada, durante

o periodo de armazenamento a temperatura ambiente.

Tempo de
Microencapsulada
armazenamento Microencapsulada Livre liofilizada
liofilizada
(dias)
T0 8,69+0,04 ® 11,56+0,04 @ 8,81+0,02 @
T7 8,54+0,08 * 10,39+0,09 % 8,710,02 *
T14 8,60+0,09 2*° 10,17+0,08 9" 8,61+0,05 >
T21 8,43%0,03 10,51+0,02 ° 8,77+0,06 @
T28 8,610,03 *° 10,12+0,06 " 8,730,03 *°
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T35 8,42+0,04 ° 10,09+0,02 8,46+0,07 °"
T42 8,28+0,04 ° 10,46+0,06 © 8,72+0,01 ®
T49 8,11+0,04 10,20+0,03 " 8,77+0,03 °

T56 8,08+0,01 ' 10,26+0,02 8,68+0,06 **°
T63 7,46+0,04 ° 10,24+0,02 © 8,29+0,04
T70 6,91£0,02 " 10,18%0,01 ™" 8,29+0,02 '
T77 6,74+0,07 ' 10,37+0,01 © 8,36+0,02 9"
T84 6,46+0,03' 10,45+0,01 °%* 8,49+0,02 %
TO1 6,44+0,01 10,16+0,02 " 8,49+0,02 %
T98 5,42+0,02 © 10,71+0,02° 8,73+0,02 ®
T105 10,15+0,02 o 8,43+0,01 "
T112 10,73+0,03 ° 8,214£0,03

T119 10,73+0,03 ° 8,21+0,03 ¥

T126 9,77+0,03 * 8,770,122

T133 9,84+0,03 8,24+0,01 ¥
T140 9,85+0,03 8,01£0,03 ™"
T147 9,68+0,01 8,56+0,09 °%
T154 9,68+0,01 8,35+0,02 9
T161 9,62+0,01" 8,04+0,03 ™
T168 9,21£0,01 ™ 8,38+0,02 ""
T175 9,62+0,01" 8,26+0,03
T182 9,22+0,01 ™ 8,30+0,05
T189 9,21£0,01 ™ 8,29+0,02 *
T196 8,90+0,02 " 8,37+0,03
T203 8,90+0,02 " 8,07+0,02"

T210 8,88+0,02 " 8,00£0,04 ™
T217 8,88+0,02 " 8,32+0,01 "k
T224 8,85+0,03 " 8,21+0,04 ¥

T231 8,02+0,01 ° 8,28+0,01
T238 8,02+0,01 ° 8,28+0,01
T245 8,01£0,01° 7,92+0,01 ™
T252 8,02+0,01° 7,93+0,02 ™
T259 7,99+0,01° 7,89+0,02 "

T266 7,99+0,02 ° 7,89+0,01"
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T273 7,99+0,01 ° 7,89+0,02 "

[050] Neste teste, o0s microrganismos probidticos (encapsulados,
liofilizados e microencapsulados e liofilizados) foram armazenados sem
controle de temperatura (temperatura ambiente) e resultaram em altas
viabilidades durante todo o periodo de analise, viabilizando a utilizagcao dos
mesmos em produtos que ndo sao mantidos sob refrigeracio.

[051] Caracterizagcao morfolégica das microcapsulas com cultura
probiética por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

[052] As imagens evidenciaram que as microcapsulas preparadas por
coacervagao complexa contendo E. faecium e desidratadas pelo processo
de liofilizagao (Figura 1) apresentaram superficies irregulares, com tamanho
e forma variados, cavidades e poros esponjosos, estando unidas umas as
outras, formando uma espécie de aglomerado. Park et al. (PARK, J. H.; YE,
M.; PARK, K. Biodegradable polymers for microencapsulation of drugs.
Molecules, v. 10, n. 1, p. 146-161, 2005) destacam que a principal
desvantagem do método de coacervagao € a possibilidade de obtencao de
grandes aglomerados devido a adesao entre as particulas de coacervado,
antes que a separacdo de fases seja finalizada, conferindo assim um
aspecto de capsula inacabada. Apesar da caracteristica morfolégica das
capsulas, os resultados de viabilidade obtidos indicam que o processo de
microencapsulacdo por coacervacao melhorou a resisténcia do
microrganismo probidtico avaliado na presente invengao.

[053] Propriedades reoldgicas e granulometria do chocolate

[054] A Tabela 2 mostra os resultados de viscosidade plastica de Casson
(nca), limite de escoamento de Casson (1ca), coeficiente de determinagao
(R2) e tamanho maximo de particulas para os trés tratamentos de
chocolate. Os tratamentos | e Il apresentaram comportamentos
semelhantes com relacdo a viscosidade e escoamento de Casson e

diferiram significativamente (p<0,05) do tratamento Il
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[055] Tabela 2: Caracterizagao reolégica e tamanho maximo de particulas

das formulacgoes.

Tamanho
Limite de
Viscosidade ) maximo de
Tratamentos escoamento R i
nCa (Pa.s)* particulas
1Ca (Pa)* .
(hm)
I 3,14 £ 0,10° 0,14 +0,03° 0,99992 20,00+0,942
! 3,01 £ 0,08° 0,26 + 0,08° 1,00002 20,20+1,872
1]} 517 £ 0,122 0,54 £ 0,032 1,00002 20,80+2,86%

[056] A adi¢ao do probidtico microencapsulado e liofilizado no chocolate Il
causou um aumento nos valores de viscosidade e escoamento de Casson.
A coacervagao complexa consiste em uma solugcdao de hidrocoldides
(proteina/polissacarideo), que pode ter influenciado na conservacdo da
estrutura e nos valores de viscosidade (KESTER, J.J. FENNEMA, O.R.
Edibles films and coatings: a review. Food Technology, v. 10, n. 12, p.
4759, 1986.). Resultados similares foram encontrados no estudo de Foong
et al., (FOONG, Y. J. et al. Incorporation of potential probiotic lactobacillus
plantarum isolated from fermented cocoa beans into dark chocolate:
bacterial viability and physicochemical properties analysis. Journal of Food
Quality, v. 36, n. 3, p. 164-171, 2013.) e Zyzelewicz et al. (ZYZELEWICZ, D.
et al. Effect of milk chocolate supplementation with lyophilised Lactobacillus
cells on its attributes. Journal of Food Sciences, v. 28, n. 5, p. 392-406,
2010) que observaram que a adicdo do probidtico liofilizado no chocolate
também aumentou os valores dos parametros reoldgicos do produto.

[057] indice de temperagem (Temperindex)

[058] O indice de temperagem esta relacionado ao grau de cristalizagéo da
amostra, através da curva de resfriamento e, por comparagdo com curvas-
padrao, tem-se uma indicagédo do grau de temperagem do produto. A forma
da curva esta relacionada a quantidade de calor latente de cristalizacao
liberada durante o resfriamento da massa de chocolate (LUCCAS, V.

Fracionamento térmico e obtencao de gorduras de cupuacgu alternativas a
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manteiga de cacau para uso na fabricacdo de chocolates. 2001. 195f. Tese
(Doutorado em Engenharia Quimica) - Faculdade de Engenharia Quimica,
Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2001).

[059] Os valores do indice de Temperagem das formulagdes no presente
estudo foram 5,0 (dados nao apresentados). Esse indice qualifica o
processo de pré-cristalizacdo em subtemperado (Temperindex inferior a
5,0), adequadamente temperado (Temperindex igual a 5,0) e sobre-
temperado (Temperindex superior a 5,0). Dessa forma, os valores obtidos
no presente estudo estdo de acordo com o estabelecido para chocolates
adequadamente temperados (LUCCAS, V. Fracionamento térmico e
obtencao de gorduras de cupuagu alternativas a manteiga de cacau para
uso na fabricagdo de chocolates. 2001. 195f. Tese (Doutorado em
Engenharia Quimica) - Faculdade de Engenharia Quimica, Universidade
Estadual de Campinas, Campinas, 2001; SOLLICH - Instrucdo de servico
do temperimetro E3 com refrigeragao termoelétrica. 17p. 2001).

[060] Composigao centesimal

[061] A legislacdo brasileira (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
Resolugdo Comissdo Nacional de Normas e Padrdoes para Alimentos
(CNNPA) n° 12 de julho de 1978, Aprova Normas Técnicas Especiais, do
Estado de Sao Paulo, revistas pela CNNPA, relativas a alimentos (e
bebidas), para efeito em todo territério brasileiro. Diario Oficial da Uniéo, 24
jul., 1978) estabelece que produtos denominados chocolate, prontos para o
consumo, devem apresentar teor maximo de 68% de carboidratos, 2,5% de
cinzas e 3% de umidade e uma concentracdo minima de 20% de lipidios
totais. A Tabela 3 mostra que os resultados da composicido centesimal
atendem aos parametros recomendados pela legislacdo e ndo houve
diferenga estatistica (p>0,05) entre os trés tratamentos, para todos os
parametros analisados.

[062] Tabela 3: Teores médios da composicido centesimal dos diferentes

tratamentos de chocolate.
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Tratamentos
I Il 1]
Proteinas (%) 6,67+0,10 2 6,64+0,33 7,03+0,17 2
Lipideos (%) 32,44%1,37 ® 31,14+1,49° 30,8942,39 °
Carboidratos (%) 56,54+1,22 2 58,15+1,72 2 57,82+2,41°2
Cinzas (%) 1,62+0,14 ° 1,56+0,02 ° 1,77+0,06 °
Umidade (%) 2,74+0,13° 2,51+£0,10 @ 2,50£0,21°
kcal (kcal/100 g) 544,80+7,62 ° 539,42+7,09 ° 537,41+£11,27 @

[063] Determinagao da atividade de agua (Aw)

[064] A atividade de agua das formulagdes foi avaliada durante todo
periodo de estocagem e os resultados s&o apresentados na Tabela 4.
Embora tenham sido detectadas diferencas significativas nos valores de
atividade de agua ao longo do periodo de armazenamento, para cada
formulacéo estudada (p<0,05), a comparagao entre os tempos inicial (TO) e
final (T180) evidencia que esse paradmetro se manteve estavel. A variagao
na atividade de agua observada durante o estudo, deve-se, provavelmente,
a falta de homogeneidade das amostras.

[065] Segundo Marshal et al. (MARSHALL, B. J.; COOTE, G. G.; SCOTT,
W. J. Effects of various gases on the survival of dried bacteria during
storage. Applied Microbiology, v. 26, n. 2, p. 206-210, 1973), a atividade de
agua é um dos principais fatores que contribuem para diminuigcdo e/ou
manutengdo da viabilidade de microrganismos liofilizados ao longo do
periodo de armazenamento, e o aumento da atividade de agua pode
reduzir a viabilidade da cultura probitdtica. Konar et al. (KONAR, N. et al.
Using polydextrose as a prebiotic substance in milk chocolate: effects of
process parameters on physical and rheological properties. CyTA-Journal of
Food, v. 12, n. 2, p. 150-159, 2014) encontraram uma atividade de agua
entre 0,26 e 0,34 para chocolates prebidticos. Em geral, a baixa atividade
de agua (normalmente de 0,40) de chocolates se deve a sua composicao
(KONAR, N. et al. Using polydextrose as a prebiotic substance in milk

chocolate: effects of process parameters on physical and rheological
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properties. CyTA-Journal of Food, v. 12, n. 2, p. 150-159, 2014; ROSSINI,

K. et al. Changes in the color of white chocolate during storage: potential

roles of lipid oxidation and non-enzymatic browning reactions. Journal of
Food Science Technology, v. 48, n. 3, p. 305 — 311, 2011; VERCET, A.

Browning of white chocolate during storage. Food Chemistry, v. 81, n. 3, p.

371-377, 2003).

[066] Tabela 4: Teores médios de atividade de agua (Aw) nas amostras de

chocolate segundo tratamentos e tempo de armazenamento.

Tempo de

armazenamento(dias)

Tratamentos

TO 0,34+0,01°5¢ 0,35+0,02°"5¢ 0,34+0,01*°

T7 0,33£0,04°"5¢ 0,30+0,03%°°P 0,30+0,03°P
T14 0,28+0,02°5¢ 0,25+0,01%° 0,30+0,04°°P
T21 0,34+0,02%5¢ 0,34+0,02%45¢ 0,32+0,03%°P
T28 0,36+0,03%® 0,37+0,06%"® 0,33+0,04%5P
T35 0,300,035 0,31+0,02°%°P 0,29+0,02%°
T42 0,26+0,03%° 0,27+0,05%P 0,26+0,02°°
T49 0,33£0,04°5¢ 0,32+0,03%°P 0,30+0,02°°°
T56 0,34+0,03%°¢ 0,29+0,05%°P 0,29+0,04%°
T63 0,36+0,03"° 0,41£0,01°"* 0,42+0,02%*
T70 0,36+0,03°° 0,41£0,01°°* 0,42+0,02%*
T77 0,36+0,02**® 0,34+0,05%5¢P 0,29+0,03%P
T84 0,36+0,02**® 0,34+0,05%5¢P 0,29+0,03%P
T91 0,37+0,05* 0,33+0,03*5<P 0,33+0,05%°°P
T98 0,36+0,02**° 0,37+0,01%° 0,34+0,04%°<P
T105 0,36+0,02°"° 0,37+0,01%*° 0,34+0,04%°°P
T112 0,33£0,04°"5¢ 0,32+0,03%°°P 0,30+0,02°°P
T119 0,33£0,04°"5¢ 0,32+0,03%°°P 0,30+0,02°°P
T126 0,39+0,01%" 0,30+0,01%5P 0,41%0,01%"5
T133 0,39+0,01%" 0,30+0,01%5P 0,41%0,01%"5
T140 0,36+0,02%"® 0,37+0,01%"® 0,34+0,04%"BCP
T147 0,394£0,03* 0,35+0,01%48¢ 0,34+0,02°%°%¢P
T154 0,39+£0,01%* 0,30£0,01°°<P 0,41£0,01%°
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T161 0,39+0,03* 0,35+0,01%45¢ 0,34+0,02°%°¢P
T168 0,39+0,03** 0,35+0,01%48¢ 0,34+0,02°4F¢P
T175 0,39+0,02* 0,36+0,02°*5¢ 0,34+0,042"FCP
T182 0,35+0,01%"® 0,37+0,01%"5 0,38+0,02°"FC

[067] Seguran¢a microbiolégica do chocolate

[068] Para a determinacdo da seguranca microbioldgica foram avaliados os
seguintes grupos ou géneros/espécies recomendados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, Resolugdo - CNNPA n° 12, de 1978
(UFC/g): mesdfilos totais - Plate Count Agar (PCA, Acumedia, EUA), 37
°C/48 h, aerobiose (FDA, 1995); bactérias do grupo coliformes totais e E.
coli - placas Petriflm (3M, Brasil), 37 °C/48 h, (SILVA; JUNQUEIRA,;
SILVEIRA, 2001); Clostridios sulfito redutores - agar Triptose Sulfito-
Cicloserina (TSC, Acumedia, EUA), 37 °C/24 h, anaerobiose (MARZOTTO,
M. et al. Lactobacillus paracasei A survives gastrointestinal passage and
affects the fecal microbiota of healthy infants. Research in Microbiology, v.
157, n. 9, p. 857-866, 2006); Staphylocoocus aureus - agar Baird Parker
(Acumedia, EUA), 37 °C/48 h, aerobiose (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA,
2001); pesquisa de Salmonella spp. - agar Hekton-enteric (HE, Acumedia,
EUA) e agar Xylose Lisina Desoxicolato (XLD, Acumedia, EUA), 37 °C/24-
48 h, aerobiose (DOWNES; ITO, 2002) e bolores e leveduras - Potato
Dextrose Agar (PDA, Himedia, india), 30 °C/3-5 dias, aerobiose (FDA,
1995) (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 1978). Segundo
recomendagdes da ANVISA (Resolugdo - CNNPA n° 12, de 1978), o
chocolate deve possuir no maximo 5x104 UFC/g de bactérias mesdfilas
totais, 102 UFC/g de coliformes totais, 2x10 UFC/g de Clostridios sulfito
redutores, 103 UFC/g de bolores e leveduras, auséncia de E. coliem 1 g,
auséncia de Staphylocoocus aureus em 0,1 g e auséncia de Salmonella
spp. em 25 g. Observa-se na Tabela 5 que os trés tratamentos de
chocolate atenderam aos parametros recomendados pela legislacéo

brasileira. A seguranga microbioldgica do chocolate se deve a qualidade da
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matéria-prima, do processamento, a baixa atividade de agua do produto e a
correta manutencao desse parametro durante o periodo de estocagem.
Nesse sentido, a utilizacdo de embalagem adequada é fundamental, ja que
alguns ingredientes, como os agentes de corpo maltitol e polidextrose,
possuem alta capacidade higroscopica e poderiam favorecer a absorcao da
umidade durante o periodo de estocagem (GOMES, C. R. et al. Influéncia
de diferentes agentes de corpo nas caracteristicas reoldgicas e sensoriais
de chocolates diet em sacarose e light em calorias. Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, v. 27, n. 3, p. 614-623, 2007).

[069] Tabela 5: Resultados das analises microbioldgicas dos diferentes

tratamentos de chocolate

Tempo de armazenamento I TrataITentos m
TO
Contagem padrao em placas (UFC/qg) <10,0 <10,0 <10,0
Coliformes totais e E. coli (UFC/g) ausente ausente ausente
Staphylococcus aureus (UFC/g) <1,0 <1,0 <1,0
Clostridios sulfito redutores (UFC/g) <10,0 <10,0 <10,0
Salmonella spp. (em 25g) ausente ausente ausente
Contagem de bolores/leveduras (UFC/g) <10,0 <10,0 <10,0
T90
Contagem padrao em placas (UFC/g) <10,0 <10,0 <10,0
Coliformes totais e E. coli (UFC/g) ausente ausente ausente
Staphylococcus aureus (UFC/g) <1,0 <1,0 <1,0
Clostridios sulfito redutores (UFC/g) <10,0 <10,0 <10,0
Salmonella spp. (em 25g) ausente ausente ausente
Contagem de bolores/leveduras (UFC/g) <10,0 <10,0 <10,0
T180
Contagem padrao em placas (UFC/g) <10,0 <10,0 <10,0
Coliformes totais e E. coli (UFC/g) ausente ausente ausente
Staphylococcus aureus (UFC/g) <1,0 <1,0 <1,0
Clostridios sulfito redutores (UFC/g) <10,0 <10,0 <10,0
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ausente
<10,0

ausente
<10,0

ausente
<10,0

Salmonella spp. (em 259g)

Contagem de bolores/leveduras (UFC/g)

[070] Determinagcdao da viabilidade celular do microrganismo
probiético (E. faecium) no chocolate

[071] A Tabela 6 mostra que, independentemente do tratamento, houve
alteragdes significativas ao longo do tempo (p<0,05). No entanto, tanto no
chocolate com adigdo do microrganismo na forma livre liofilizada (II), como
no chocolate com adigcdo da cepa microencapsulada e liofilizada (lll), ndo
se verificou alteragcdo logaritmica na populacdo inicial. A variacdo da
viabilidade ao longo do periodo de armazenamento se deve,
a dificuldade de

homogénea ao chocolate. Cabe salientar que a populagdo inicial do

provavelmente, incorporar o probidtico de forma
microrganismo probidtico no tratamento Il foi superior, pois o indculo
utilizado (E. faecium livre liofilizado) encontrava-se mais concentrado (11
log UFC/g), em comparagao ao microencapsulado liofilizado (9 log UFC/g).
[072] Tabela 6: Viabilidade celular (log UFC/g) do microrganismo probiético
(E. faecium) no chocolate, na forma livre liofilizada e microencapsulada

liofilizada, durante o armazenamento a 25 °C.

Tratamentos
Tempo de Il i
armazenamento (dias) | (probiético liofilizado) | (probiético microencapsulado

e liofilizado)
TO 8,40+0,01 9" 7,15£0,04
T7 8,61+0,06 * 7,45£0,03 ™
T14 8,40+0,02 9" 7,110,02]
T21 8,71+0,01 *° 7,42+0,01
T28 8,810,01° 7,210,029
T35 8,52+0,02 % 7,29+0,01
T42 8,38+0,01 9" 7,30£0,02 ¢
T49 8,55+0,09 % 7,66+0,05°
T56 8,72+0,03 7,23+0,01 "
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T63 8,49+0,03 °'" 7,16£0,03
T70 8,70+0,05 #*° 7,27+0,03 ™
T77 8,60+0,05 ° 7,19£0,02 9
T84 8,45+0,02 ™" 7,18+0,04 9"
T91 8,46+0,01 ™" 7,11+0,05
T98 8,46+0,01 "" 7,11£0,05'
T105 8,77+0,06 ° 7,51£0,03 °
T112 8,59+0,09 °%® 7,110,027
T119 8,45+0,01 "" 7,25+0,03 "
T126 8,59+0,09 °% 7,1120,02
T133 8,45+0,01 ™" 7,25+0,03 1"
T140 8,56+0,03 % 7,14+0,01 "
T147 8,58+0,01 %' 7,25+0,01 "
T154 8,55+0,03 % 7,35£0,01 %
T161 8,42+0,02 " 7,25+0,02 "
T168 8,39+0,03 9" 7,16+0,06 "
T175 8,380,01 ™ 7,12+0,03’
T182 8,350,01 7,100,01’

[073] Atualmente a legislagéo brasileira recomenda, com base na porg¢ao
diaria do alimento, concentracdo minima de células viaveis de 108 a 109
UFC/g (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Alimentos com alegagdes
de propriedades funcionais e ou de saude, novos alimentos/ingredientes,
substancias bioativas e probidticos: lista de alegacbes de propriedade
funcional aprovadas, jul., 2008). Na presente invencéo, o consumo diario de
10 g de chocolate (tratamentos Il e lll) seriam suficientes para respeitar a
recomendacdo da ANVISA e para que os potenciais efeitos benéficos do
produto sejam observados.

[074] Cabe salientar que, na maioria dos trabalhos descritos no estado da
técnica, o chocolate foi mantido sob refrigeracdo durante o periodo de
estocagem, auxiliando assim na manutengdo da viabilidade da cepa
probiética. No presente estudo, a taxa de sobrevivéncia do microrganismo

E. faecium no chocolate, apos 180 dias de armazenamento a 25 °C, foi de
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100%, confirmando que o produto pode ser armazenado a temperatura
ambiente, sem prejuizo de sua funcionalidade.

[075] Avaliagdo in vitro da resisténcia gastrintestinal da cepa
probidtica E. faecium

[076] A viabilidade da cepa probiotica E. faecium, adicionada ao chocolate
e submetida as condi¢cbes gastricas e entéricas simuladas imediatamente
apos o preparo, € apresentada na Tabela 7. As células de E. faecium na
forma livre liofilizada sofreram redugdo de trés ciclos logaritmicos no final
da fase gastrica. Por outro lado, a populacdo de E. faecium
microencapsulado e liofilizado se mostrou mais resistente, com redugéo de
dois ciclos logaritmicos, apds contato com as condigdes simuladas do
estbmago. O probidtico livre liofilizado manteve-se estavel nas fases
entéricas | e Il, sem reducado logaritmica na populacdo de E. faecium,
enquanto a cepa microencapsulada e liofilizada sofreu redugao de 0,75 log
UFC/g na fase entérica |, com posterior recuperagao de viabilidade na fase
entérica Il. No final do experimento, observou-se uma maior porcentagem
de sobrevivéncia do probidtico na forma microencapsulada e liofilizada
(72,71%), quando comparada a forma livre liofilizada (65,61%), indicando
que o processo de microencapsulacdo aumenta a resisténcia da cepa E.
faecium durante a passagem pelo trato gastrintestinal colaborando para
qgue os possiveis efeitos benéficos sejam observados.

[077] Tabela 7: Viabilidade do E. faecium (log UFC/g) presentes no
chocolate durante exposi¢céo sequencial as condigdes gastricas e entéricas

simuladas no tempo inicial (TO) de armazenamento.

Tratamentos
Incubagao 1
. Tempo |
sequencial o (probidtico microencapsulado e
(horas) | (probidtico liofilizado) .
liofilizado)
0h 8,550,09 > 7,6620,05 **
Fase Gastrica 2h 5,600,05 *° 5,57+0,09 *
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Fase Entérica | 4 h 5,63+0,01 % 4,82+0,10 P
Fase Entérica Il 6h 5,54+0,02 B 5,85+0,03 %

[078] Analise sensorial

[079] A avaliacdo sensorial € imprescindivel e obrigatoria antes da
comercializagado de produtos contendo probidticos, pois os ingredientes, a
cepa utilizada, o tipo de processamento e as condicdes de armazenamento
podem alterar as propriedades sensoriais do produto e influenciar o seu
sucesso comercial (CORONA-HERNANDEZ, R. I. Structural stability and
viability of microencapsulated probiotic bacteria: a review. Comprehensive
Reviews in Food Science and Food Safety, v. 12, n. 6, p. 614-628, 2013).
De modo geral, os diferentes tratamentos obtiveram médias de aceitagéo
entre 7,0 e 8,2, correspondentes a “gostei moderadamente” e “gostei
muito”, respectivamente, na escala heddnica utilizada (Tabela 8). No tempo
inicial (TO) nao foram verificadas diferencas significativas (p<0,05) entre os
tratamentos para os atributos aparéncia, cor, aroma e sabor. Em relagao
aos atributos textura e impressédo global, o tratamento com adicdo do
microrganismo na forma livre liofilizada (ll) obteve a maior média de
aceitagdo, sem diferir estatisticamente da formulagdo controle (I - sem
adicdo de probidtico). O chocolate com adigdo do microrganismo
microencapsulado e liofilizado (lll) obteve a menor média para o atributo
textura, provavelmente porque as capsulas de probidticos foram percebidas
sensorialmente como granulos, afetando a uniformidade do produto. Nota-
se também que o comportamento reoldgico desta formulacido demonstrou o
maior valor de viscosidade, que pode contribuir para piores atributos
sensoriais do chocolate (ZYZELEWICZ, D. et al. Effect of milk chocolate
supplementation with lyophilised Lactobacillus cells on its attributes. Journal
of Food Sciences, v. 28, n. 5, p. 392-406, 2010). Apos 90 dias de
armazenamento, o0 chocolate com adigdo do  microrganismo
microencapsulado e liofilizado (Ill) apresentou menores médias de

aceitacdo para aparéncia, cor, sabor e textura, diferindo dos demais
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tratamentos (p<0,05). Para o atributo impressdo global o tratamento Il
também foi o menos aceito, no entanto, ndo diferiu estatisticamente do
chocolate controle.

[080] Tabela 8: Meédias de aceitacdo de cada atributo avaliado nos
diferentes tratamentos ao longo do periodo de armazenamento a 25 °C
(n=112).

Tempo Tratamentos
I I I

TO
Aparéncia 8,14+0,96*" 8,20+0,83%" 7,96+1,03*"
Cor 8,24 +0,87*" 8,28+0,74*" 8,05+0,91%"
Aroma 7,87+1,06*" 7,67+1,08*" 7,76+£1,05*"
Sabor 7,701,148 7,80+1,10" 7,531,228
Textura 7,301,362 7,49+1,30" 6,961,51°
Impressio Global 7,731,002 7,860,962" 7,51+1,22°*
T90
Aparéncia 8,06+0,88%" 8,03+0,97%" 7,62+1,27°*
Cor 8,13+0,94* 8,13+0,89%" 7,79+1,15"
Aroma 7,52+1,26%" 7,60+1,37%" 7,23+1,43%°
Sabor 7,68+1,27%" 7,80+£1,09%" 7,27+1,25"
Textura 7,50+1,422" 7,46+1,38%" 7,01£1,39"
Impressio Global 7,681,152 7,80+0,97%" 7,34x1,11"*
T180
Aparéncia 8,17+0,78%" 8,15+0,88%" 7,83+1,04"
Cor 8,23+0,75% 8,17+0,90*" 7,88+1,03"
Aroma 7,72+£1,20%" 7,76+1,06*" 7,44 1,319
Sabor 7,65+1,112°" 7,76£1,10*" 7,34+1,44""
Textura 7,351,432 7,62+1,31" 6,92+1,61°
Impressao Global 7,71+1,112°4 7,87+0,95%" 7,38+1,29"*

[081] Foi observada uma tendéncia de menores meédias para o chocolate
adicionado do microrganismo probidtico microencapsulado e liofilizado (ll)
quando comparado aos outros tratamentos apdés 180 dias de

armazenamento. Este tratamento continuou a exibir as menores médias de
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aceitacdo para os atributos aparéncia e cor, diferindo dos demais
tratamentos (p<0,05). No entanto, para os atributos, sabor, textura e
impresséo global, ndo foi constatada diferenga estatistica em relagdo ao
chocolate controle (1).

[082] A adigdo do microrganismo microencapsulado e liofilizado alterou a
aceitacao do produto, enquanto a forma livre liofilizada nao foi percebida de
forma negativa pelos consumidores. Uma alternativa viavel para reduzir a
percepcdo dos granulos € a adicdo de flocos de arroz ou castanhas,

conferindo ao produto a caracteristica de “chocolate crocante”.
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REIVINDICAGOES
1. PROCESSO DE OBTENCAO DE ALIMENTO PROBIOTICO A BASE
DE CHOCOLATE caracterizado por compreender as etapas de:

a) liofilizagao da cepa probidtica pura de Enterococcus faecium;

b) microencapsulagéo da cultura probiotica de E. faecium pela técnica
de coacervacdo complexa, com material de parede contendo
polimeros de pectina citrica e caseina bovina, com concentragao
de solidos totais de 8,0%, dispersos em agua destilada sob
agitagdo mecanica constante, como ajuste do pH para 8,0 usando
uma solugao de hidroxido de sdédio P.A 4,0 M, seguido da adi¢ao
da cepa probidtica de E. faecium em caldo MRS de 108 UFC/m;

c) microcapsulas congeladas a -80 °C;

d) microcapsulas desidratadas pelo processo de liofilizacdo, por
aproximadamente 24 horas;

e) preparo da formulagao de chocolate utilizando edulcorantes de alta
intensidade e/ou edulcorantes de baixa intensidade, com adicéo do
microrganismo  probidtico microencapsulado liofilizado em
guantidade suficiente para alcangar 108 UFC/g no produto pronto
para o consumo quando o chocolate atinge a temperatura em torno
de 28 °C, na etapa de temperagem.

2. PROCESSO DE OBTENCAO DE ALIMENTO PROBIOTICO A BASE

DE CHOCOLATE caracterizado por compreender as etapas de:

a) liofilizagao da cepa probidtica pura de Enterococcus faecium;

b) preparo da formulacdo de chocolate utilizando edulcorantes de alta
intensidade e/ou edulcorantes de baixa intensidade, com adicéo do
microrganismo livre liofilizado em quantidade suficiente para
alcancar 108 UFC/g no produto pronto para o consumo quando o
chocolate atinge a temperatura em torno de 28 °C, na etapa de
temperagem.

3. PRODUTO OBTIDO de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2,
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caracterizado por compreender um chocolate com edulcorantes de

alta intensidade e/ou edulcorantes de baixa intensidade com adi¢cao da
cepa probidtica Enterococcus faecium nas formas livre liofilizada ou

microencapsulada e liofilizada.
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RESUMO
PROCESSO DE OBTENGAO DE ALIMENTO PROBIOTICO A BASE DE
CHOCOLATE E PRODUTO OBTIDO

E descrita a invengdo de um processo de obtencdo de alimento probiético a
base de chocolate e o produto obtido que compreende um chocolate diet,
onde a sacarose € substituida por edulcorantes de alta intensidade e/ou
edulcorantes de baixa intensidade, acrescido de microrganismos da cepa
probidtica Enterococcus faecium nas formas livre liofilizada ou
microencapsulada e liofilizada, provendo um produto sem alteracdo das
propriedades sensoriais do produto e com boa estabilidade durante todas
as etapas de producdo, adequado para ser consumido por individuos que

apresentam restricdo na ingesta de acucares.
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