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RESUMO

O interesse por produtos alimenticios saudaveis, nutritivos e de consideravel
aproveitamento tem crescido mundialmente. Na area de lacticinios, a énfase tem sido
dada ao desenvolvimento de produtos funcionais, com o intuito de melhorar as fungdes
fisiolégicas de cada individuo, aumentando a longevidade, reducéo das enfermidades e
melhoria da qualidade de vida. Dentre os produtos lacteos, as bebidas lacteas destacam-
se com aproximadamente um terco do mercado de leites fermentados, por ser um
produto saudavel, de bom valor nutritivo e sabor agradavel. Desta forma, objetivou-se
desenvolver diferentes formulacdes de bebida lactea fermentada sabor maracuja
elaboradas com culturas probidticas e frutooligossacarideos (FOS), visando a selecdo de
uma formulacdo final e, por conseguinte, a caracterizacdo fisico-quimica,
microbioldgica e a estabilidade do produto, durante o armazenamento. A partir de
planejamento experimental foram desenvolvidas 5 formulagdes de bebidas lacteas
fermentadas sabor maracuja com a finalidade de avaliar a influéncia do percentual do
soro de leite e FOS sobre os atributos sensoriais (aroma, cor, textura, sabor e avaliacdo
global) e sobre a intencdo de compra. As formulagbes foram submetidas ao teste de
aceitacdo e intencdo de compra, onde o ensaio 4 (40% de soro lacteo e 6% de FOS) foi
selecionado por obter melhores medias para os atributos de sabor e avaliagdo global e
melhor indice de aceitabilidade. Este ensaio foi submetido as analises fisico-quimicas e
avaliacdo da estabilidade dos microrganismos probidticos e do Streptococcus
thermophilus nos tempos 1, 7, 14, 21 e 28 dias de estocagem refrigerada. A partir das
andlises fisico-quimicas, o produto foi classificado como desnatado, segundo a valores
do Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Bebidas Lacteas e o teor de
proteina estava em adequacdo com a legislagdo vigente, para bebidas lacteas
fermentadas com adicdo. O ensaio 4 apresentou boa estabilidade quanto ao pH, acidez e
atendeu a contagem minima de 108UFC para Lactobacillus acidophilus, se considerado
100ml do produto. Deste modo, a bebida lactea fermentada sabor maracuja elaborada

nas condicdes deste estudo apresentou-se como um produto com potencial funcional.

Palavras-chave: Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidium, soro do leite;

alimentos funcionais.



ABSTRACT

Interest in healthy food products, nutritious and considerable use has grown in the
world. In the area of dairy products , the emphasis has been given to the development of
functional products, to improve the physiological functions of each individual, increase
longevity , reduce diseases and improve the quality of life. Among dairy products, milk
beverages stand out with about a third of the fermented milk market, being a healthy
product, with nutritional value and palatability. Thus, the objective of this study was to
develop formulations of fermented dairy drink flavored with passion fruit and prepared
with probiotic cultures and fructooligosaccharides ( FOS ), for selection and thus verify
its physical-chemical, microbiological and long shelf life. From an experimental design
were developed five formulations of fermented dairy beverages flavored with passion
fruit to know the influence of the percentage of whey and FOS on the sensory attributes
(color, aroma, texture, flavor and overall acceptability) and on the purchase intent. The
formulations prepared were evaluated with consumer testing and purchase intent, the
test 4 (40% whey and 6% FOS) was selected with best averages for attributes of flavor
and overall acceptability and the best index acceptability. This test was evaluated for
physico-chemical analysis (pH e titratable acidity) and for stability of probiotic
microorganisms and Streptococcus thermophilus in periods 1 7, 14, 21 and 28 days of
storage. According with physico-chemical analysis, the product was classified as
skimmed and the protein content was in adequacy with Brazilian legislation to
fermented milk beverages with added. The test 4 showed good stability for pH, acidity
and the minimum count for 10° UFC Lactobacillus acidophilus, considering 100 ml of
product. Therefore, the fermented dairy drink flavored with passion fruit prepared under

the conditions of this study was presented as a product with functional potential.

Key Words: Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidium, whey; functional

foods.
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1. Introducgéo

O interesse por produtos alimenticios saudaveis, nutritivos e de consideravel
aproveitamento tem crescido mundialmente (THAMER; PENNA, 2006). Do ponto de
vista do consumidor, o aumento de consumo de alimentos funcionais depende de
fatores, como a preocupagdo com a salde e o conhecimento da influéncia do alimento
sob a salde. Assim, produtos lacteos funcionais tém sido largamente explorados pela
industria e pelos pesquisadores por serem benéficos a salde, tendo a sua demanda uma
continuidade de crescimento (GRANATO et al., 2010).

Logo, alimento funcional é definido como aquele alimento que afeta
beneficamente uma ou mais fungbes alvo no corpo humano, além de possuir 0s
nutrientes adequados, de maneira que seja tanto relevante para o bem-estar e a saide
quanto para a reducdo do risco de uma doenca (ROBERFROID, 2002).

A industria leiteira gera efluentes liquidos significativos, como o soro de leite,
que constitui uma mistura complexa de muitos componentes e que em sua maioria é
descartado pelas industrias de queijo, mesmo existindo possibilidade de transformacéo
do soro de leite em outros produtos Uteis. (PANESAR et al., 2007; KOSSEVA et al.,
2009). No Brasil a producdo de bebidas lacteas sdo uma das principais opcdes de
aproveitamento do soro do leite (CAPITANI et al.,, 2005). Segundo a Instrucéo
Normativa 16/2005, bebida lactea é o produto resultante da mistura de leite e soro
acrescido ou ndo de produtos, substancias alimenticias, gordura vegetal, leite
fermentado, fermentos lacteos selecionados e outros produtos lacteos. A base lactea
representa pelo menos 51% do total de ingredientes do produto (BRASIL, 2005).

No Brasil a producdo de funcionais utilizando probio6ticos e prebioticos é
crescente. Segundo legislacdo brasileira vigente probidticos sdo microrganismos vivos
capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a
salde do individuo (BRASIL, 2002). Enquanto os prebidticos sdo compostos nédo
digeriveis, que afetam beneficamente o hospedeiro, estimulando a proliferacdo de
bactérias desejaveis no colon como, por exemplo, bactérias acido lacticas (BAL) e
probidticas (SAAD, 2006). A interacdo entre probidtico e prebiodtico resulta num
produto simbiotico, que agrega os beneficios de ambos.

As bebidas lacteas desenvolvidas sdo adicionadas de diversas frutas tropicais
visando agregar valor ao produto e melhorar as caracteristicas sensoriais das bebidas.

Dentre as frutas tropicais cultivadas no Brasil, 0 maracuja merece destaque devido as



suas caracteristicas alimenticias, medicinais e ornamentais (MELETTI, 2009). Varias
pesquisas tém sido realizadas a fim de expor o potencial terapéutico do maracuja (fruto,
casca e sementes) sendo a acdo antioxidante do fruto a atividade bioldgica mais
estudada atualmente (ZERAIK et al., 2010).

Desta forma, destaca-se a importancia do desenvolvimento de novos produtos
funcionais, como bebida lactea fermentada sabor maracujd com potencial simbidtico,

que associa a acdo dos microrganismos probidticos e do prebidtico.
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2. Revisdo de Literatura

2.1 Alimentos funcionais

Nos ultimos anos o mercado de saude e bem estar vém crescendo, os produtos
que oferecem beneficios de salude especificos, como fortificado/funcional, ou aqueles
reconhecidos por suas propriedades naturais de saude elevaram o valor das vendas, com
taxas acima de 7% em 2011. Esse aumento é atribuido em grande parte ao
desenvolvimento de mercados emergentes como o Brasil e China, e deve continuar, ja
que as previsdes sdo que o mercado tenha crescimento constante até 2017
(EUROMONITOR, 2012).

No Japéo, o valor nutricional dos alimentos atrai o interesse de estudiosos e da
populacdo desde o periodo da Il Guerra Mundial, por ter sido um momento de grande
escassez de alimentos; na década de 60, com o grande desenvolvimento econémico, a
preferéncia passou a ser pela satisfacdo sensorial; em meados dos anos 80 a relagédo
entre alimentos e prevencdo de doencas ganhou énfase, surgindo o termo "alimento
funcional™ e seu conceito foi proposto, a partir de ampla pesquisa patrocinada pelo
Ministério da Educacdo, Ciéncia e Cultura, do pais (ARAI, 1996). Desde entdo varias
pesquisas sdo feitas no Japdo e em todo o mundo, mas ainda ndo ha um senso comum
na denominacédo da alegacdo e nos critérios para sua aprovacdo (STRINGHETA et al.,
2007).

A legislacao brasileira que trata dos alimentos funcionais € de responsabilidade e
competéncia da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - (ANVISA). Desde 0 inicio
da década de 90 ja existiam pedidos de analise para registro de diversos produtos que
ndo se encaixavam no conceito tradicional de alimento, mas s6 depois de muitas
pesquisas foi proposta e aprovada regulamentacdo técnica para analise de novos
alimentos e ingredientes, incluindo os “alimentos com alegagdes de propriedades
funcionais ¢ ou de saude” (ANVISA, 2005).

Logo em seguida usando como critério o risco e a grande demanda, a ANVISA
criou a partir da Portaria n°15/99 a Comissdo Técnico-Cientifica de Assessoramento em
Alimentos Funcionais e Novos Alimentos (CTCAF) com a funcdo de garantir as
andlises de pedidos de registros de novos alimentos com respaldo cientifico (BRASIL,
1999a).
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Os regulamentos aprovados pela ANVISA estabelecem diretrizes para registro
de alimentos e/ou novos ingredientes (BRASIL, 1999b); avaliagéo e risco e seguranca
dos alimentos (BRASIL, 1999c); analise e comprovacdo de alegacdo de propriedade
funcional e/ou de salde alegadas em rotulagem de alimentos (BRASIL, 1999d); registro
de alimento com alegacéo de propriedades funcionais e/ou de salde em sua rotulagem
(BRASIL, 1999e); registro e dispensa da obrigatoriedade do registro (BRASIL, 2000) e
registro e comercializacdo de substancias bioativas e probioticos isolados com alegacao
de propriedades funcional e/ou de satde (BRASIL, 2002).

Ainda ndo h&a uma definicdo de alimento funcional, entretanto a legislacdo
vigente definiu alegagio de propriedade funcional como: “E aquela relativa ao papel
metabolico ou fisiolégico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento,
desenvolvimento, manutencdo e outras fun¢des normais do organismo humano”
(BRASIL, 1999d). Dentre os produtos que estdo na lista de alegacdes de propriedade
funcional aprovada, estdo acidos graxos, carotenoides, fibras alimentares dentre elas
frutooligossacarideo (FOS), fitoesterois, polidis, proteina de soja e probidticos dos
géneros Lactobacillus, Bifidobacterium e Enterococcus (ANVISA, 2008).

2.1.1 Probidticos, Prebioticos, Simbioticos

De acordo com Fooks et al. (1999) o termo probiotico deriva de duas palavras
gregas que em portugués significa “para vida”. O termo foi utilizado pela primeira vez
por Lilley e Stillwell em 1965, ao descreverem uma substancia microbiana que
estimulava o crescimento de outro microrganismo (LILLEY; STILLWELL, 1965), mais
tarde foi usado para descrever suplementos alimentares animais que tiveram um efeito
sobre o animal hospedeiro, afetando beneficamente sua flora intestinal, definindo como
"organismos e substdncias que contribuem para equilibrio microbiano intestinal®
(PARKER, 1974).

Insatisfeito com o termo “substancia”, que poderia causar confusdo incluindo
antibioticos na definicdo, Fuller (1989), reformulo-a para "um suplemento alimentar
microbiano vivo que afeta beneficamente o animal hospedeiro, melhorando o equilibrio
microbiano intestinal”. Muitas definicbes foram publicadas desde entdo, porém uma
das mais aceitas mundialmente ¢ que “os probidticos sdo microrganismos Vivos,

administrados em certas quantidades que conferem beneficios a saide do hospedeiro”
(FAO/WHO, 2001).
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A legislagdo brasileira vigente conceitua probidticos como sendo
“microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal
produzindo efeitos benéficos a salde do individuo” e estabelece que a quantidade
minima viavel para o probiético deve estar situada na faixa de 10® a 10° UFC na porcao
diaria do produto pronto para o consumo, conforme indicagdo do fabricante. Valores
inferiores podem ser aceitos, desde que sejam comprovados os efeitos fisioldgicos.
(BRASIL, 2002; ANVISA, 2008).

Os microrganismos que possuem efeito probidtico cientificamente comprovado
segundo a ANVISA (2008) sdo 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.

Espécies dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium destacam-se na
microbiologia dos alimentos e nutrigdo humana, devido ao seu papel na producéo e
conservacdo de alimentos e ragéo e pelas propriedades probioticas exibidas por algumas
estirpes, entretanto nem todas as espécies apresentam as caracteristicas essenciais
necessarias para promover o0s resultados benéficos sobre a saude (FELIS;
DELLAGLIO, 2007).

O género Lactobacillus pertence ao grupo das bactérias produtoras de acido
lactico (LAB), apresentam-se gram-positivas, ndo formadoras de esporos, desprovidas
de flagelos, forma bacilar ou cocobacilar, aerotolerantes ou anaerobios, catalase-
negativas, capazes de produzir &cido lactico como principal produto final da
fermentacdo de hidratos de carbono (FELIS; DELLAGLIO, 2007; STEFE et al., 2008).
A temperatura de crescimento abrange de 2°C a 53 ° C, e essas bactérias sdo capazes de
crescer no pH entre 3 e 8, sendo a temperatura de crescimento e pH 6timo de 30-40°C e
5,5-6,2, respectivamente (SALVETTI et al., 2012).

O género Bifidobacterium, mesmo se listados tradicionalmente como LAB, €
filogeneticamente distinta das mesmas (FELIS & DELLAGLIO, 2007). As
bifidobactérias sdo caracterizadas por serem microrganismos gram-positivos, nao
formadores de esporos, desprovidos de flagelos, catalase-negativos e anaerdbicos
(STEFE et al., 2008). A temperatura 6tima de crescimento das bifidobactérias varia de

37°C a 41°C, ndo havendo crescimento em temperaturas abaixo de 25-28°C e acima de
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43°-45°C. O pH 6timo de crescimento compreende a faixa de 6,0 a 7,0, ndo ocorrendo
crescimento abaixo de 4,5 a 5,0 ou acima de 8,0 a 8,5 (SCARDOVI, 1986).

Em meados de 2014 a “List of Prokaryotic names with Standing in

Nomenclature” (LPSN - bacterio.net) cita 201 espécies e 29 sub-espécies do género

Lactobacillus e 49 espécies e 9 sub-espécies do género Bifidobacterium. As

espécies/sub-espécies incluidas mais recentemente, cerca de 2 anos atréas, de ambos 0s
géneros estdo descritas na Tabela 1 (EUZEBY, 2014a; EUZEBY, 2014b)

Tabela 1. Microrganismos do género Lactobacillus e Bifibacterium recentemente

incluido na “List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature” (LPSN)

Género Lactobacillus
Espécies/sub-espécies

Referéncia

Lactobacillus apis
Lactobacillus faecis
Lactobacillus heilongjiangensis
Lactobacillus hominis
Lactobacillus kimchiensis
Lactobacillus mudanjiangensis
Lactobacillus nenjiangensis
Lactobacillus oryzae
Lactobacillus pasteurii
Lactobacillus porcinae
Lactobacillus shenzhenensis
Lactobacillus silagei
Lactobacillus songhuajiangensis
Lactobacillus brantae
Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii
Lactobacillus futsaii
Lactobacillus gigeriorum
Lactobacillus nasuensis
Lactobacillus saniviri
Lactobacillus senioris
Lactobacillus xiangfangensis

Killer et al. (2014)
Endo et al. (2013)
Gu et al. (2013)
Cousin et al. (2013)
Kim et al. (2013)
Gu et al. (2013)
Gu et al. (2013)
Tohno et al. (2013)
Cousin et al. (2013)
Nguyen et al. (2013)
Zou et al. (2013)
Tohno et al. (2013)
Gu etal. (2013)

Volokhov et al. (2012)

Kudo et al. (2012)
Chao et al. (2012)
Cousin et al. (2012)
Cai etal. (2012)
Oki et al. (2012)
Oki et al (2012)
Gu et al. (2012)

Género Bifidobacterium
Espécies/sub-espécies

Referéncia

Bifidobacterium moukalabense
Bifidobacterium biavatii
Bifidobacterium callitrichos
Bifidobacterium reuteri
Bifidobacterium saguini
Bifidobacterium stellenboschense

Tsuchida et al. (2014)

Endo et al.(2012)
Endo et al.(2012)
Endo et al.(2012)
Endo et al.(2012)
Endo et al.(2012)

Fonte: http://www.bacterio.net

As bactérias probioticas s6 exercem os efeitos benéficos ao hospedeiro se as

mesmas dispuserem de alguns critérios, dentre eles, ter como origem o trato intestinal

do hospedeiro, sobreviver em condicOes de estresse presentes no trato gastrointestinal,
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como suco gastrico, presenca de sais biliares e enzimas digestivas, de preferéncia
colonizar o intestino e manter sua viabilidade e atividade metabdlica no intestino, apds
serem ingeridas (BADARO et al., 2008; BARRETO et al., 2003).

Dentre esses beneficios estdo a fermentacdo de substratos que acarreta na
producédo dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e diminuigdo dos niveis séricos de
amonia; acdo bactericida devido a diminuigcdo do pH; influéncia na resposta imune e
reducédo dos niveis de trigliceridio sérico (BLAUT, 2002; PERIS et al., 2002).

Os prebidticos foram definidos pela primeira vez por Gibson & Roberfroid
(1995) como “ingrediente alimentar ndo digerivel que afeta beneficamente o
hospedeiro ao estimular seletivamente o crescimento e/ou atividade de uma ou de um
namero limitado de bactérias no coélon e, portanto, melhora a satde do hospedeiro”.

Este conceito de prebioticos envolve certos compostos alimentares resistentes a
enzima digestiva e/ou que ndo sdo absorvidos na porcdo superior do trato
gastrointestinal, incluindo o intestino delgado. Os compostos precisam chegar ao
intestino grosso, onde a maior parte da microbiota intestinal esta localizado e estimular
0 crescimento de alguns microorganismos benéficos no intestino, especialmente
bifidobactérias (ROBERFROID, 2002).

Para classificar um alimento como prebidtico, o mesmo deve apresentar 0s
seguintes critérios (1) resistir as enzimas e ao acido estomacal; (2) ser fermentada pela
microflora intestinal; (3) estimular seletivamente o crescimento e/ou atividade de
bactérias intestinais associadas com a salde e bem-estar (GIBSON et al., 2004). Dentre
os frutanos, frutooligossacarideos (FOS) e inulina atendem essas caracteristicas dos
prebidticos, presentes naturalmente em alimentos como cebola, chicoria, alho,
alcachofra, cereais, aspargos, tubérculos, beterraba, banana, tomate e outros (BADARO
et al., 2008; PASSOS & PARK, 2003). Os prebioticos e os probidticos possuem
atuaces semelhantes, quando se refere a modulacdo da microbiota enddgena, porém se
diferenciam em sua composicao e o mecanismo de acdo (SAAD, 2006).

Frutooligossacarideos (FOS) sdo oligdmeros de frutose, com ligacdes do tipo
beta-2,1 da sacarose, que nada mais é que uma série de oligossacarideos homdlogos
derivados da sacarose, compostos de 1-kestose, nistose e frutofuranosil nistose, onde as
unidades de frutosil e normalmente representado pela formula GFn (Figura 1) (YUN,
1996). Além de estar presente naturalmente em varios alimentos, o FOS pode ser
produzido industrialmente a partir da sacarose ou da inulina, por meio de processos
enzimaticos (BORNET, 1994).
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Somados aos beneficios inerentes aos prebidticos, o FOS ainda pode ser
utilizado como um substituto da sacarose. As principais propriedades tecnoldgicas sdo
dogura de 30%, menor valor calérico, estimado em 1,5 kcal/g, maior solubilidade,
quando comparado a sacarose, ndo cristalizam, nem precipitam, ndo deixam sensacao de
secura ou areia na boca (BORNET,1994; ROBERFROID, 1999; YUN,1996).

Figura 1. Estrutura quimica do frutooligossacarideo

GHoH CHOH
0,
e e
HO HO
o =]
HoHe 0 HOH,G
w0 S
HO - HO
o o
HOH,C HoHG
y TGS
o o Ho
4]
- OH.C n
HO,
Ho e
1-kestoss n=1, nystose

n=2,1 F—ﬂumhrml nystose

Fonte: YUN, 1996.

Os produtos que possuem FOS na sua formulacdo podem utilizar a seguinte
alegacdo “Os frutooligossacarideos — FOS contribuem para o equilibrio da flora
intestinal. Seu consumo deve estar associado a uma alimentacdo equilibrada e habitos
de vida saudaveis”, desde que a por¢ao do produto pronto para consumo forneg¢a no
minimo 3 g ou 1,5 g de FOS, para alimento s6lido ou liquido, respectivamente. No caso
onde o FOS é apresentado na forma de cépsulas, tabletes, comprimidos, pos e similares,
é necessario informar que o consumo deve ser associado a ingestdo de liquidos
(ANVISA, 2008).

Da acdo sinérgica dos probioticos auxiliados pelas substancias prebidticas se
constituem os simbioticos, ou seja, a interacdo entre o probiotico e o prebidtico, a qual

in vivo, pode ser beneficiada por uma adequacdo do probiotico ao substrato prebiotico
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(DENIPOTE; TRINDADE; BURINI, 2010). O sinergismo na acdo é alcancado pela

ingestdo de lactobacilos através dos probidticos e por outro lado a promocdo de

bifidobactérias endogenas O termo simbidtico € usado quando o produto contém ambos,
probioticos e prebioticos, na sua composi¢cdo. (SCHREZENMEIR; DE VRESE, 2001).
A Tabela 2 mostra alguns estudos experimentais no periodo de 2005 a 2014 que

utilizaram probidticos, prebidticos e simbidticos, em diferentes formas, para prevenir

e/ou tratar algumas patologias, exemplificando os beneficios agregados ao consumo

dessas substancias.

Tabela 2. Estudos experimentais referentes ao papel protetor dos probidticos,

prebioticos e simbidticos.

Sujeito

Conclusao

Referéncia

Pacientes com historico de
tumores colorretais

Lactentes saudaveis

Pacientes consecutivos em
ventilacdo mecanica

Pacientes com taxas de colesterol

total> 200 mg / dL; triglicérides>

200 mg / dL e glicemia> 110 mg
/dL

Atletas de endurance

Pacientes considerado positivo
para infec¢éo por H. pylori.

Mées durante o Gltimo més de
gestacdo e criancas

Adultos com histérico de rinite
alérgica a pélen de gramineas

A taxa de ocorréncia de tumores com um grau de
moderado atipia ou superior era significativamente
menor no grupo administrado L. casei.

Lactentes que ingeriram as formulas infantis com
suplementagédo de 6g/L GOS/FOS (9:1) obtiveram
maiores concentracOes de IgA, bifidobactérias, quando
comparados ao controle, sugerindo efeito positivo sobre
a imunidade da mucosa

Potencial na reducéo bacteriana no estdmago e na
proporgao de ndo fermentadores na secrecédo traqueal
nos pacientes que usaram simbiéticos, podendo assim

prevenir infeccbes nosocomiais

O consumo da bebida simbiética resultou em um
aumento significativo nos niveis de HDL e uma
diminuicdo significativa da glicemia

A suplementagdo adequada de probidticos melhora a
funcionalidade da barreira intestinal, a homeostase
redox e reduz o grau de inflamacdes causados pelo

exercicio.

L. reuteri pode ter um papel potencial na terapia de
erradicacéo da H. pylori.

A suplementagéo diaria com L. reuteri , desde o
nascimento e durante o primeiro ano de vida esta
associada a diminuicéo de prevaléncia de carie e menor
risco de gengivite na denticdo primaria aos 9 anos de
idade.

Apesar do curto periodo de consumo, foi possivel
observar uma diminuicdo do prurido nasal associado ao
consumo do L. paracasei.

ISHIKAWA et al. (2005)

SCHOLTENS et al. (2006)

SHINOTSUKA et al. (2008)

MOROTI, et al. (2012)

LAMPRECHT et al. (2012)

DORE et al. (2013)

STENSSON et al. (2014)

PERRIN et al. (2014)

18



2.2 Bebida lactea

Nos ultimos anos o mercado de leite no Brasil, mantém-se em constante
crescimento, os dados mais recentes do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) sdo de 2012, com producdo de 32 mil litros de leite por ano e valores de
aproximadamente 26 mil reais. A regido com a maior produtividade anual de leite do
Brasil é o Sudeste, o Nordeste fica em quarto lugar, com cerca de 3 mil litros, ganhando
apenas da regido Norte (Figura 2). J& de acordo com os estados brasileiros, Minas
Gerais destaca-se com uma producdo anual de préximo a 8 mil litros (IBGE, 2013a).

As bebidas lacteas j& representam aproximadamente um terco do mercado de
leites fermentados, essa expansdo se deve a varios fatores como as mudancas no estilo
de vida, na imagem projetada de produto saudavel, de bom valor nutritivo e sabor
agradavel, nos avangos tecnoldgicos, que permitem maior estabilidade dos
componentes, melhoria no sabor e textura dos novos produtos (BALDISSERA et al.,
2011; PENNA;OLIVEIRA;TAMIME, 2003).

Figura 2. Producdo de leite por regido do Brasil no ano de 2012
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Fonte: Dados do IBGE - Pesquisa Pecuaria Municipal, 2013a.

Segundo a legislacdo brasileira bebida lactea é o produto resultante da mistura
de leite ("in natura", pasteurizado, esterilizado, UHT, reconstituido, concentrado, em pd,
integral, semidesnatado, ou parcialmente desnatado) e soro de leite (liquido,

concentrado ou em pd) acrescido ou ndo de produtos, substancias alimenticias, gordura
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vegetal, leite fermentado, fermentos lacteos selecionados e outros produtos lacteos. A
base lactea representa pelo menos 51% do total de ingredientes do produto (BRASIL,
2005).

A legislacdo vigente ainda estabelece a composicéo das bebidas lacteas, citando
os ingredientes obrigatdrios e 0s opcionais, o opcional podendo ter origem lactea ou nao
lactea. Dentre os requisitos que devem ser preenchidos estdo os associados as
caracteristicas sensoriais do produto (consisténcia, cor, odor e sabor) e os fisico-
quimicos, que faz exigéncia apenas ao teor protéico variando de 1,0 a 1,7, dependendo
da classificagédo do produto.

2.2.1 Soro lacteo

Devido ao crescimento da utilizagcdo do soro lacteo pelas inddstrias alimenticias
0 Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), criou a partir da
Portaria n°53/2013 o Projeto de Instrugdo Normativa, visando estabelecimento de novos
aspectos e atualizacdo de regras.

O Projeto da IN/2013 define o soro de leite ou soro doce e soro de leite acido ou
soro acido como sendo “o produto lacteo liquido extraido da coagulacao do leite
utilizado no processo de fabricacdo de queijos, caseina e produtos similares” e que
“pode ser apresentado na forma liquida, concentrada ou em po6”. A diferenca na
definicdo entre dos dois tipos de soro se deve pelo tipo de coagulacdo, para o soro doce
ocorre principalmente por acdo enzimatica, devendo apresentar pH entre 6,0 € 6,8 € 0
para o soro acido por acidificacdo e o pH exigido é inferior a 6,0.

Dados do United States Department of Agriculture (USDA, 2013) reportam
dados preliminares de 722.000 toneladas para producdo de queijos no Brasil em 2013,
com estimativas do pais produzir 736.000 toneladas de queijos em 2014. Devido ao
grande volume de producdo, se faz necessario o estudo de formas para conservar e
utilizar o soro lacteo minimizando problemas, tanto de ordem ambiental como
nutricional, aproveitando o soro como alimento de alto valor nutricional (BARBOSA, et
al., 2010).

A composicao do soro vai depender de algumas variaveis como o tipo de queijo
fabricado e a tecnologia empregada no processamento (SILVEIRA e ABREU, 2003).
Em média o soro de leite contém 93% de agua, 5% de lactose, 0,9 a 0,7% de proteinas

dentre as quais 50% de PB-lactoglobulina, 25% de a-lactoalbumina e 25% de outras
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fracOes protéicas, incluindo imunoglobulinas e ainda ha 0,5 a 0,3% de gordura, 0,2% de
acido lactico e pequenas quantidades de vitaminas (FITZSIMONS & MULVIHILL,
2006).

A composi¢do média de aminoacidos de soro do leite é de 4,9mg de alanina,
2,4mg de arginina, 3,8mg de asparagina, 10,7mg de &cido aspartico, 1,7mg de cisteina,
3,4mg de glutamina, 15,4mg de &cido glutdmico, 1,7mg de glicina, 1,7mg de histidina,
4,7mg de isoleucina, 11,8mg de leucina, 9,5mg de lisina, 3,1mg de metionina, 3,0mg de
fenilalanina, 4,2mg de prolina, 3,9mg de serina, 4,6mg de treonina, 1,3mg de triptofano,
3,4mg de tirosina e 4,7mg de valina, por grama de proteina. Esse pool de aminoéacidos
garante as propriedades nutricionais do soro do leite (ETZEL, 2004).

Niro (2011) descreve que o soro tem sido conhecido hd décadas pelo seu alto
valor nutricional. Atualmente o entdo subproduto estd sendo transformado em um
produto com alto valor agregado para a indudstria de laticinios e queijos, que se deve ao
desenvolvimento de novas tecnologias e mercados que utilizam o soro de leite em po e
fracbes de soro como ingredientes nos géneros alimenticios para consumo humano e

animal.
2.3 Maracuja
O maracuja pertence a familia Passifloraceae, do género Passiflora, e possui
131 espécies nativas do Brasil (Figura 3), das quais 84 sdo endémicas, mas apesar da
grande variedade de espécies, o cultivo comercial se restringe a Passiflora edulis

(maracuja-amarelo) (CERVI et al., 2010).

Figura 3. Maracuja silvestre pérola do cerrado desenvolvido pela Embrapa

Foto: Divulgacdo/ Embrapa
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No periodo de 1990 a 1996, o Brasil apresentou crescimento significativo na
area colhida do maracujad. Em 1990, a area colhida era em torno 25 mil hectares e em
apenas seis anos chegou a cerca de 44 mil hectares, ou seja, um aumento de
aproximadamente 76% na area colhida do fruto. Apds esse episddio de ampliacdo
constante, a cultura do maracuja teve ciclos de expanséo e retragdo (Figura 4) (IBGE,
2013b).

Figura 4. Area colhida de maracuja nos anos de 1990-2012 no Brasil
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Fonte: Dados do IBGE - Pesquisa Agricola Municipal, 2013b.

A producdo da fruta se destaca na regido Nordeste, que possui 0 dominio do
mercado produtor com 72,59%, seguida Sudeste com 14,79% e o Norte com 5,90%.
Entre os estados brasileiros, a Bahia é responsavel pela maior producdo com 41,35%,
estando esta cultura concentrada nos Municipios de Dom Basilio e Livramento de
Nossa Senhora, que respondem por quase 60,0% da producdo baiana (IBGE, 2013b).

O mercado de exportacdo do fruto tem acontecido em pequena escala, nas
formas de fruta fresca e, especialmente, de suco concentrado, tendo como principais
destinos os paises europeus como Holanda, Estados Unidos, Porto Rico, Japdo e
Alemanha. A menor exportacdo da fruta fresca ocorre devido ao alto consumo do
mercado interno, absorve quase a totalidade do que é produzido (MELETTI, 2011).

Estudos séo feitos para verificar a influéncia de fatores como sazonalidade, solo
e periodo de maturacdo sob as caracteristicas fisico-quimicas do fruto. Ramaiya et al.

(2013) analisando os niveis de agucares (glicose, frutose, sacarose), acido ascérbico
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fendlicos totais e atividade antioxidante em diferentes cultivares do género Passiflora
comprovaram a influéncia do cultivar e maturacdo sob as variaveis estudadas, resultado
observado também por Macoris et al. (2012) sobre os compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante da polpa de maracuja.

Ao avaliar o rendimento em suco e a quantidade de residuos do maracuja-
amarelo considerando o tamanho dos frutos e o estagio de maturagdo Coelho et al.
(2011), concluiram que frutos maiores e colhidos no estagio 3 de maturagéo (30,7% de
area de casca amarelada), possuiam maior rendimento e menor espessura de casca.
Quanto ao residuo, 0 mesmo ndo sofreu influéncia das variaveis.

O maracuja apresenta teor de carboidrato de 12,89/100g da parte comestivel da
fruta, vitaminas e minerais como o potéssio (338mg/100g), fosforo (51mg/100g),
magnesio (28mg/100g) e vitamina C (19,8 mg/100g) (NEPA/UNICAMP, 2011). Além
de possuir outras propriedades nutricionais importantes, devido a presenca de
compostos fenolicos, potencial antioxidante (ZERAIK & YARIWAKE, 2010; ZERAIK
et al., 2011; MARTINEZ et al., 2012; SILVA et al., 2013), flavonoides (ZERAIK &
YARIWAKE, 2010; SIMIRGIOTIS et al., 2013), &cidos graxos poliinsaturados
encontrados no 6leo da semente de maracuja (KOBORI & JORGE, 2005) e fibras do
tipo soltvel contidas na casca e no albedo do fruto (CORDOVA et al., 2005).

Ramos et al. (2011) utilizaram a farinha da casca do maracujd como fonte de
fibra solivel em estudo que avaliou a relagéo entre o consumo da farinha com a reducéo
dos niveis lipidicos. Para tal foram selecionados pacientes de ambos 0s sexos com
indicacdo de terapia para reducdo de lipidios, esses foram divididos em quatro grupos
(1- Rosuvastatina mais Fibra; 2- Rosuvastatina; 3-Sinvastatina/ Ezetimiba mais Fibra; 4-
Sinvastatina mais Ezetimiba), apds 12 semanas observou-se que 0S Qrupos que
consumiram a fibra obtiveram efeitos benéficos adicionais, dentre eles a melhoria dos
niveis de glicose e dos parametros antropométricos.

Os beneficios obtidos através do consumo do fruto seja na forma in natura,
farinha e/ou pilulas, sdo os mais variados, dentre eles reducdo na pressdo arterial
sistélica e glicemia de jejum, em pacientes diabéticos tipo 2, apds a administracao de
maracuja roxo (RAJU et al., 2013); alivio consideravel dos sintomas da osteoartrite em
pacientes que receberam pilulas com extrato de casca de maracuja, um suplemento
dietético rico em flavondides (FARID et al., 2010); diminuicdo da resisténcia insulinica
em pacientes com diabetes tipo 2, os voluntarios foram suplementados com farinha da

casca do maracuji amarelo (QUEIROZ et al., 2012) e reducdo dos sintomas clinicos da
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asma, a partir do ingestao de pilulas com extrato de casca de maracuja roxo (WATSON
et al., 2008).

2.4 Andlise sensorial

A andlise sensorial € definida pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas —
ABNT (1993a) como “disciplina cientifica usada para evocar, medir, analisar e
interpretar reacdes das caracteristicas dos alimentos e materiais como sdo percebidas
pelos sentidos da viséo, olfato, gosto, tato e audi¢éo”.

As aplicacOes da anélise sensorial na industria de alimentos e nas instituicdes de
pesquisa séo diversas, pode ser utilizada no desenvolvimento de um novo produto, para
avaliar o efeito das alteracbes nas matérias primas ou no processamento tecnologico
sobre o produto final, controle de qualidade, verificar a estabilidade do produto durante
0 armazenamento e teste de mercado de um novo produto (DUTCOSKY, 2011).

A NBR 12994 de julho de 1993 classifica os métodos de analise sensorial dos
alimentos e bebidas em discriminativos, descritivos e subjetivos, os quais estabelecem
diferenciacdo qualitativa e/ou quantitativa entre amostras, descrevem qualitativa e
quantitativamente as amostras e expressam opinido pessoal do julgador,
respectivamente (ABNT, 1993b).

Os métodos subjetivos ou também chamados afetivos ou de consumidores séo
utilizados para avaliar a preferéncia e aceitabilidade de um produto. Aceitabilidade pode
ser definida como “grau de aceitacdo de um produto favoravelmente recebido por um
determinado individuo ou populacédo, em termos de propriedades sensoriais”, ja a
preferéncia seria “expressdo do estado emocional ou reacdo afetiva de um individuo
que o leva a escolha de um produto sobre outro(s)”. A partir da escala hedbnica o
julgador expressa o grau de gostar ou desgostar, a escala de 9 pontos é amplamente
utilizada para estudos com adultos (ABNT, 1993b; DUTCOSKY, 2011).

Em estudo realizado por Gonzalez et al. (2011), com o objetivo de determinar o
efeito da adicdo de prebidtico e uma combinacgdo de prebidtico com probiotico sobre as
propriedades sensoriais de iogurtes feitos com leite desnatado e integrais, foram
utilizados andlise descritiva e o teste de consumidores com escala heddnica de 9 pontos,
sendo 1 “desgostei extremamente” e 9 “gostei extremamente”. A partir dos testes os
autores concluiram que a inclusdo do simbidtico resultou em um impacto negativo sobre

a aceitacdo dos julgadores.
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Gomes & Penna (2009) avaliaram sensorialmente, por meio de teste de
aceitacdo, doze diferentes formulagfes de bebidas lacteas funcionais, utilizando escala
heddnica de 9 pontos. A aceitacdo foi maior nas formulagdes com menores teores de
soro lacteo e isolado protéico de soja e maior teor de leite em p6 desnatado.

Ao escrever sobre as propriedades sensoriais de alimentos probio6ticos, Granato
et al. (2010) aponta aspectos importantes que devem ser considerados no momento de
desenvolver e langar novos produtos no mercado, dentre esses aspectos estdo a
utilizacdo de culturas probidticas que beneficiem as propriedades organolépticas,
podendo estar isoladas ou associadas com outras bactérias e, principalmente, a avaliacdo
do produto a ser lancado, afim de identificar os atributos sensoriais especificos e
garantir aceitacdo sensorial por parte dos consumidores.

A escolha do meétodo para avaliacdo sensorial vai depender do objetivo do
estudo e interfere na significancia dos resultados, utilizando a metodologia adequada €
possivel obter o conhecimento prévio a respeito da aceitacdo do mercado de
consumidores e/ou perfil descritivo sensorial, que serve como instrumento de auxilio

em alteracdes da formulacéo, quando necessario (CRUZ et al., 2010).
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4 Objetivos

4.1 Objetivo Geral
e Desenvolver formulacGes de bebida lactea sabor maracuja elaboradas com

culturas probidticas e frutooligossacarideos.

4.2 Objetivos Especificos
e Selecionar a/as formulagcdo/6es com melhores resultados quanto a avaliacdo
sensorial;
e Caracterizar a/as formulagdo/des selecionada/s quanto a avaliacdo fisico-
quimica e microbiolégica;
e Verificar a estabilidade da/s formulacdo/des selecionada/s durante o periodo

de estocagem.
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5 Resultados

5.1 ARTIGO: CARACTERiST[CAS SENSORIAIS, FiSICO-QUIMICAS E
ESTABILIDADE DA BEBIDA LACTEA FERMENTADA SABOR MARACUJA
COM POTENCIAL SIMBIOTICO
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RESUMO

O uso de alimentos funcionais para fornecer beneficios € uma extensdo da tradicional
intervencdo nutricional, sendo esse um mercado com grande potencial, onde o0s
alimentos ja existentes no comércio representam uma pequena fracdo do que ainda pode
ser explorado, se fazendo necesséario o desenvolvimento de novos produtos com esse
potencial. Desta forma, objetivou-se desenvolver diferentes formulagdes de bebida
lactea fermentada sabor maracujd elaboradas com culturas probidticas e
frutooligossacarideos (FOS), visando a selecdo de uma formulacdo final e, por
conseguinte, a caracterizacdo fisico-quimica, microbiolégica e a estabilidade do
produto, durante o armazenamento. A partir de planejamento experimental foram
desenvolvidos 5 formulagBes de bebidas lacteas fermentadas sabor maracuja com a
finalidade de avaliar a influéncia do percentual do soro de leite e FOS sobre 0s atributos
sensoriais (aroma, cor, textura, sabor e avaliacdo global) e sobre a intencdo de compra.
As formulacdes foram submetidas ao teste de aceitacdo e intengdo de compra, onde o
ensaio 4 (40% de soro lacteo e 6% de FOS) foi selecionado por obter melhores médias
para os atributos de sabor e avaliacdo global e melhor indice de aceitabilidade. Este
ensaio foi submetido as analises fisico-quimicas e avaliagdo da estabilidade dos
microrganismos probidticos e do Streptococcus thermophilus nos tempos 1, 7, 14, 21 e
28 dias de estocagem refrigerada. Os resultados das analises fisico-quimicas
demonstraram-se em adequacdo com a legislacdo vigente, para bebidas lacteas
fermentadas com adicdo. O ensaio 4 apresentou boa estabilidade quanto ao pH, acidez e
atendeu a contagem minima de 108UFC para Lactobacillus acidophilus, se considerado
100ml do produto. Deste modo, a bebida lactea fermentada sabor maracuja elaborada

nas condicdes deste estudo apresentou-se como um produto com potencial funcional.

Palavra-chave: Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidium, soro do leite; alimentos

funcionais.
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ABSTRACT

The use of functional foods to provide benefits is an extension of traditional nutritional
intervention and this is a market with great potential, where existing food trade
represents a small fraction of which can still be explored, making it necessary to
develop new products with this potential. Thus, the objective of this study was to
develop formulations of fermented dairy drink flavored with passion fruit and prepared
with probiotic cultures and fructooligosaccharides ( FOS ), for selection and thus verify
its physical-chemical, microbiological and long shelf life. From an experimental design
were developed five formulations of fermented dairy beverages flavored with passion
fruit to know the influence of the percentage of whey and FOS on the sensory attributes
(color, aroma, texture, flavor and overall acceptability) and on the purchase intent. The
formulations prepared were evaluated with consumer testing and purchase intent, the
test 4 (40% whey and 6% FOS) was selected with best averages for attributes of flavor
and overall acceptability and the best index acceptability. This test was evaluated for
physico-chemical analysis (pH e titratable acidity) and for stability of probiotic
microorganisms and Streptococcus thermophilus in periods 1 7, 14, 21 and 28 days of
storage. The results of physico-chemical analysis demonstrated suitability for the
product in question, and was in accordance with Brazilian legislation. The test 4 showed
good stability for pH, acidity and the minimum count for 10® UFC Lactobacillus
acidophilus, considering 100 ml of product. Therefore, the fermented dairy drink
flavored with passion fruit prepared under the conditions of this study was presented as

a product with functional potential.

Key Words: Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidium, whey; functional

foods.
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1. Introducgéo

A expectativa de vida das pessoas vem aumentando, agregado a isso estdo uma
maior incidéncia de doencas cronicas ndo transmissiveis, tais como diabetes,
hipertensdo (BALDISSERA et al., 2011). Em resposta ao aumento do ndmero de
consumidores interessados em melhorar a sua saude, a industria de alimentos vem
desenvolvendo uma variedade de novos produtos funcionais (GRANATO et al., 2010).

A legislacéo brasileira ndo possui uma definicdo para alimento funcional, mas
define e regulamenta as substancias bioativas e probioticos isolados com alegacdo de
propriedade funcional ou de satde. Dentre as substancias com alegagdo de propriedade
funcional aprovada encontra-se 0s probioticos, dos géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium e Enterococcus, e os frutooligosscarideos, que devem fornecer no
minimo 3g de fibras se o alimento for solido ou 1,59 se o alimento for liquido
(ANVISA, 2008)

Os alimentos funcionais disponiveis no mercado representam apenas uma
pequena parcela das potenciais oportunidades. Para o desenvolvimento de novos
produtos nesse segmento é necessario se observar fatores como qualidade do produto,
seguranca e qualidade na procedéncia, ética e conservacdo ambiental (BALDISSERA et
al., 2011; GOMES; PENNA, 2009). Atualmente existem cinco setores onde encontrar
alimentos funcionais, sdo eles bebidas, produtos de confeitaria, produtos de panificacéo,
cereais matinais e produtos lacteos, a exemplo das bebidas lacteas (GOMES; PENNA,
2009).

Esta ultima é definida segundo a Instrucdo Normativa 16/2005, como sendo o
produto resultante da mistura de leite e soro acrescido ou ndo de produtos, substancias
alimenticias, gordura vegetal, leite fermentado, fermentos lacteos selecionados e outros
produtos lacteos. A base lactea representa pelo menos 51% do total de ingredientes do
produto (BRASIL, 2005).

Como descrito na legislacdo vigente, as bebidas lacteas podem ser acrescidas de
outros ingredientes, a exemplo da utilizacdo de frutas, que agreguem além de sabor,
aspectos benéficos para a saide do homem, e 0 maracuja esta entre essas frutas com
potencial, por apresentar altos teores de vitaminas e minerais como o potéassio, fosforo,
magnésio e vitamina C (NEPA/UNICAMP, 2011).

O conhecimento das propriedades sensoriais é fundamental no desenvolvimento
de novos produtos, pois a partir dele é possivel otimizar o método de processamento, a

proporcdo e os tipos de ingredientes utilizados na fabricacdo do produto, a fim de se
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obter um alimento com perfil sensorial de grande aceitacdo pelos consumidores
(LOURES et al., 2010).

A legislagdo brasileira vigente conceitua probidticos como sendo
microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal
produzindo efeitos benéficos a satde do individuo (BRASIL, 2002). Os prebidticos sdo
compostos ndo digeriveis, que afetam beneficamente o hospedeiro, estimulando a
proliferacdo de bactérias desejaveis no coélon como, por exemplo, bactérias acido
lacticas (BAL) e probioticas (SAAD, 2006). A interacdo entre probidtico e prebidtico
resulta num produto simbidtico, que agrega os beneficios de ambos.

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver bebida lactea fermentada
sabor maracujd com potencial simbidtico e investigar suas propriedades sensoriais,

fisico-quimicas e microbioldgicas durante o armazenamento, por 28 dias.

2. Material e métodos

2.1 Material

Para elaboracdo do inoculo foram utilizadas culturas de bactérias probioticas
liofilizadas Bio Rich® (Christian Hansen Ind. e Com. Ltda, Valinhos, SP, Brasil,
contendo culturas de L. acidophilus LA-5, Bifidobacterium BB-12 e S. thermophilus) e
leite em pO desnatado (Nestlé®). Para obtencdo do soro utilizou-se leite pasteurizado
com 3% de gordura e coagulante liquido HA-LA (Christian Hansen Ind. e Com. Ltda,
Valinhos, SP, Brasil, contendo enzima microbiana produzida por cepa de Aspergillus
Niger var. awamori). Para as formulacGes de bebida lactea foi utilizado leite em pd
desnatado (Nestlé®); aclcar cristal refinado, para adocar as formulaches; e
frutoligossacarideo (FOS) (SKL Pharma®). Todos os produtos anteriormente citados
foram adquiridos no comércio local. Para elaboracdo da polpa foram utilizados
maracujas (Passiflora edulis) adquiridos no Centro de Abastecimento Alimentar de
Pernambuco (CEASA) do Recife.

2.2 Meétodos
2.2.1 Planejamento experimental
Para elaboracdo das bebidas lacteas fermentadas sabor maracuja foi utilizada a
metodologia de superficie de resposta com a finalidade de avaliar a influéncia do
percentual do soro de leite e FOS sobre os atributos sensoriais Aroma, Cor, Textura,

Sabor e Avaliacdo Global, como também sobre a intencdo de compra. Os ensaios
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experimentais foram realizados de acordo com o planejamento fatorial de 2% completo,
com 4 pontos fatoriais (niveis + 1 e -1) e 3 pontos centrais (nivel 0), totalizando 7

ensaios. Os dados obtidos foram ajustados ao seguinte polinémio:

Y¢(V,S)= B, + B,S + B,F + B,,SF Equacéo 1

Em que Bn sdo os coeficientes de regressdo, y € a resposta em questdo (atributos
sensoriais e intencdo de compra) e S e F sdo as variaveis codificadas (% Soro de leite e
% FOS, respectivamente) A Tabela 1 apresenta as variaveis independentes codificadas e

decodificadas:

Tabela 1. Planejamento fatorial 22 para elaboracdo de diferentes formulagdes de bebida

fermentada lactea sabor maracuja.

Ensaios Intervalos : Variaveis
Soro de leite (%) FOS (%)
51 1 1 20 5
B2 1 -1 40 )
B3 -1 1 20 6
B4 1 1 40 6
B5 0 0 30 A
B6 0 0 30 A
B7 0 0 30 A

2.2.2 Formulacéo das bebidas lacteas fermentadas

Todas as etapas para elaboracdo das bebidas lacteas fermentadas foram
realizadas no Laboratério de Técnica Dietética do Departamento de Ciéncias
Domesticas/UFRPE.

Foram elaboradas 5 formulacGes de bebida lactea fermentada. A preparacao foi
realizada em trés etapas: 1) Preparo do inoculo probidtico; 2) Obtencdo do soro lacteo e
polpa de maracuja; 3) Preparo das bebidas lacteas fermentadas sabor maracuja.

O inoculo foi preparado a partir de culturas de bactérias probidticas liofilizadas
Bio Rich®. As cepas foram ativadas em leite em pd desnatado reconstituido a 10%,

para tal o leite reconstituido foi pasteurizado em banho térmico (TE-184 Tecnal) a 95°C
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durante 5 minutos, resfriado a aproximadamente 42°C, para adi¢do do fermento lacteo e
por fim levado a estufa a 42+1°C por 4 horas.

O soro lacteo foi obtido utilizando-se leite pasteurizado com 3% de gordura e
coagulante liquido HA-LA, de acordo com metodologia para elaboracdo de queijo
(FURTADO;NETO, 1994). Para o preparo da polpa de maracuja, os frutos passaram
pelas seguintes etapas: selecdo, lavagem em agua corrente e sanitizacdo em solugédo de
hipoclorito de sddio 200 ppm durante 15 minutos, seguido do despolpamento e extragdo
das sementes, utilizando liquidificador com filtro interno. A polpa de maracuja foi
pasteurizada em banho térmico (TE-184 Tecnal) a 85°C durante 5 minutos e congeladas
a-18°C.

O preparo das bebidas lacteas fermentadas teve inicio com a pesagem dos
géneros secos: acucar, leite em pd desnatado e frutooligossacarideo. Adicionou-se 0
leite desnatado resconstituido a 12%, o soro lacteo e o agucar 8% (v/v), com posterior
homogenizacédo e pasteurizagdo em banho térmico a 95°C por 5 minutos, seguindo de
resfriamento a 42+1°C em banho de agua, em seguida foi realizada a inocula¢do da
cultura probiotica a 2% (v/v). A fermentacdo ocorreu em estufa a 42+1°C por 4 a 6
horas, até atingir pH préximo a 4,7, passado esse periodo as bebidas foram resfriadas a
aproximadamente 4°C, seguidas das etapas de quebra de coégulo, adicdo da polpa de
maracuja 5% (v/v) e homogeneizacdo. Logo apos as bebidas elaboradas foram mantidas

sob refrigeracédo (4+1°C) para posteriores analises (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma das etapas de elaboracdo das bebidas lacteas fermentadas sabor
maracuja.
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2.2.3 Andlise sensorial

A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
seres humanos do Centro de Ciéncias da Saide da Universidade de Pernambuco
(CEP/CCS/UPE N° 447.604) (Anexo 1) e o termo de consentimento foi assinado por
todos os participantes (Anexo 2).

As formulacdes foram submetidas ao teste de aceitacao e intencdo de compra em
cabines individualizadas e ambiente climatizado pertencente ao Laboratério de Analise
Sensorial do Departamento de Ciéncias Domésticas/ Universidade Federal Rural de
Pernambuco (DCD/UFRPE).

A andlise sensorial foi realizado com 62 consumidores (45 mulheres e 17
homens) ndo treinados e recrutados entre visitantes, alunos e funcionarios da UFRPE,
com idades entre 18-49 anos. Cada julgador avaliou os sete ensaios de bebidas lacteas
fermentadas através de uma Ficha de Andlise Sensorial (Anexo 3). Para o teste de

aceitacdo foi utilizada escala de 9 pontos para avaliar 5 atributos (cor, sabor, aroma,
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textura, qualidade global), sendo 9 “gostei extremamente” e 1 “desgostei
extremamente”. Para o teste de intengdo de compra a escala hedonica foi de 5 pontos,
onde 5 representou “certamente compraria” e 1 “jamais compraria”. Além desses testes
foram feitas duas perguntas fechadas: 1) Qual ¢ a sua freqtiéncia de consumo (menos do
que uma vez por semana, ou mais do que uma vez por semana) de produtos lacteos
fermentados, como a bebida lactea? 2) VVocé conhece os beneficios para a satde (sim ou
ndo) associados com produtos lacteos fermentados?

As sete amostras de bebida lactea foram servidas aos julgadores em copos de
plastico de 50 mL a 4+°C, junto com agua e biscoitos sem sal, para limpeza das papilas
gustativas. Cada amostra foi codificada com trés digitos casuais e apresentadas
monadicamente aos provadores.

Calculou-se o indice de aceitabilidade (IA) para cada um dos atributos avaliados
de acordo com Teixeira; Meinert; Barbetta (1987).

(Equacao 2):

IA (%) =Y x 100/Z Equagdo 2

Onde:

Y = nota média obtida para o produto

Z= Nota maxima obtida

2.2.4 Andlises fisico-quimicas

A bebida lactea selecionada, através da andlise sensorial, foi submetida as
andlises fisico-quimicas (pH e acidez titulavel) nos tempos 1, 7, 14, 21 e 28 dias de
estocagem, sob refrigeracdo (4°C + 1°C). As andlises de determinacdo de extrato seco
total, residuo mineral fixo, atividade de agua, lipidios, proteinas totais, glicidios
redutores em lactose, glicidios ndo redutores em sacarose, solidos soltveis e cor foram
realizadas apenas apds o0 processamento, por serem parametros ndo condicionados as
variacOes significativas durante o armazenamento. Todas as analises foram realizadas

em triplicata.

pH e acidez titulavel
Para a determinacdo de pH foi utilizado potenciémetro digital (Tecnal - Tec -
3MP), previamente calibrado, com solu¢des tampao de pH 7,0 e pH 4,0, operando-o de

acordo com as instrucdes do fabricante. A acidez foi realizada mediante titulagdo com
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solucdo de hidréxido de sodio 0,1 N na presenca da fenolftaleina como indicador, sendo
0s resultados expressos em % de acido lactico (AOAC, 2002).

Umidade
A amostra foi seca em estufa, com temperatura estabilizada a 105°C por 24 horas
consecutivas, até obtencdo de peso constante (AOAC, 2002).

Residuo mineral fixo
O teor de residuo mineral fixo ou cinzas, foi determinado por carbonizacdo

seguida de incineragdo em forno mufla estabilizado a 550 °C (AOAC, 2002).

Atividade de &4gua
Para a determinacgdo de atividade de agua foi utilizado o equipamento da Aqua
Lab 4TE do modelo Decagon Devices.

Lipidios
O teor de extrato etéreo foi determinado pela extracdo da fracdo lipidica da

amostra por meio de éter etilico utilizando extrator Soxhlet (AOAC, 2002).

Proteinas totais

As proteinas totais foram determinadas pelo método de Kjedahl, com fator de
conversao de nitrogénio total em proteina 6,38 multiplicando esse fator pela
porcentagem de nitrogénio (AOAC, 2002).

Glicidios redutores em lactose e Glicidios ndo redutores em sacarose

As analises foram realizadas segundo o método de reducdo de Fehling,
expressando-se os resultados em % de glicidios redutores em lactose e % glicidios nao
redutor em sacarose (AOAC, 2002).

Solidos solUveis

A leitura dos solidos sollveis expressa em °Brix foi realizada por meio de

refratbmetro da marca AUS-JENA , devidamente calibrado com agua destilada.
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Cor

A cor foi avaliada utilizando colorimetro marca KONICA MINOLTA, modelo
Chroma Meter CR 400 pelo sistema de cor CIElab, onde foram medidas as
coordenadas: L*, que representa a luminosidade numa escala de O (preto) a 100
(branco); a* que representa uma escala de tonalidade de vermelho (0+a) a verde (0-a) e
b*.

2.2.5 Andlises microbioldgicas

Com o intuito de assegurar a salde dos provadores as amostras foram
submetidas a analises de coliformes totais (30°/35°), coliformes fecais (45°) seguindo a
IN 62/2003 e presenca de Salmonella sp/25ml realizada pelo método 996.08, antes da
analise sensorial (BRASIL, 2003; AOAC, 2002).

Avaliacgéo da viabilidade microbiologica durante o armazenamento

A avaliacédo da estabilidade dos microrganismos probidticos e do Streptococcus
thermophilus foi realizada nos tempos 1, 7, 14, 21 e 28 dias de estocagem, sob
refrigeragdo (4°C + 1°C), com a formulagéo de bebida lactea que obteve as maiores
médias quanto aos atributos sabor, avaliacdo global e intencdo de compra.

Para quantificacdo do Streptococcus thermophilus utilizou-se meio agar M17
segundo metodologia de Patrick et al.(2000), incubado em aerobiose a 37°C por 48h, de
acordo com Zacarchenco & Massaguer-Roig (2004). O agar MRS (Man, Rogosa and
Sharpe) modificado com adicdo de 0,15% (m/v) de bile (MRS-Bile) foi utilizado para
contagem de L. acidophilus LA-5 e modificado com adicéo de 0,2% (m/v) de cloreto de
litio e 0,3% (m/v) de propionato de sodio (MRS-LP) para quantificacdo de
Bifidobacterium bifidium BB12. As placas foram incubadas a 37°C por 72h, sendo a
MRS-Bile em aerobiose e a MRS-LP em anaerobiose (Anaerocult®) (VINDEROLA,;
REINHEIMER, 2000). Os plaqueamentos foram realizados em duplicata e as contagens

descritas em log/UFC ml.

2.2.6 Métodos estatisticos
Através do programa computacional Statistica for Windows 7.0 (STATSOFT,
2004), os dados foram avaliados pela ANOVA utilizando o teste de Duncan para

comparacdo entre as médias, ao nivel de 5% de significancia.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Anélise Sensorial

Todas as bebidas lacteas apresentaram resultados dentro dos limites exigidos
pela legislagédo brasileira (BRASIL, 2005; BRASIL, 2001), comprovando a qualidade
higiénico-sanitaria das formulagdes.

As médias obtidas pelo teste de aceitacdo estdo apresentadas na Tabela 2 ndo
houve diferenca significativa entre os ensaios avaliados para os atributos aroma, cor e
textura. Nos atributos de sabor e avaliacdo global apenas o ensaio 4, com médias de
7,58 e 7,48, respectivamente, diferiu significativamente dos demais ensaios.

Tabela 2. Média dos resultados da analise sensorial das variaveis dependentes do
Planejamento fatorial 22 para formulages de bebida lactea fermentada sabor maracuja.

Ensaios & So.ro %FOS Aroma Cor  Textura Sabor Avaliagao

de Leite Global
1 20 2 7,34a  6,98a 6,54a 6,47b 6,80b
2 40 2 6,82a  7,13a 6,54a 6,98b 6,90b
3 20 6 6,742  7,11a 6,80a 6,96b 6,77b
4 40 6 6,84a 7,44a 7,13a 7,58a 7,48a
5 30 4 6,72a  7,08a 6,71a 6,98b 6,96b
6 30 4 7,152  7,15a 6,62a 6,93b 6,90b
7 30 4 7,06a 7,29 7,13a 6,90b 6,94b

*Médias seguidas de letras iguais na vertical ndo diferem significativamente ao nivel de 5% pelo teste de
Duncan.

Na Tabela 3 estdo descritos os resultados referentes ao percentual de notas
atribuidas na intencdo de compra para cada item avaliado. Observa-se que o item
“talvez compraria” foi o que apresentou maiores valores para os ensaios avaliados, com
excecdo do ensaio 3 e 4, cujo maior percentual foi atribuido ao item ‘“certamente

compraria”.
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Tabela 3. Percentual das notas obtidas no teste de intencdo de compra de diferentes

formulacBes de bebida lactea fermentada sabor maracuja.

Intencdo de Compra (%)

Jamais

Ensaios .
compraria

8,20
9,84
1,64
4,92
4,92
3,64
5,99

~N o o B W DN -

Talvez ndo
compraria

11,47
9,84
9,84
3,28

18,03

16,75

17,53

Talvez
compraria/
Talvez ndo
compraria

19,67

9,84
14,75
21,31
19,67
18,95
17,39

Talvez

compraria

36,07
44,26
34,43
27,87
32,79
36,07
34,29

Certamente
compraria

24,59
26,22
39,34
42,62
24,59
24,59
24,80

Observa-se que as

maiores notas nos atributos sabor e avaliacdo global, como

também em “certamente compraria”, na intencdo de compra, foram obtidas com

maiores percentuais de soro e FOS (Tabela 2 e Tabela 3). De acordo com a Tabela 4,

correspondente aos efeitos significativos, que analisa estatisticamente a influéncia da

variavel no processo, levando em consideracdo a faixa estudada evidencia-se que nao

houve influéncia (p>0,05) do soro lacteo e do FOS nos atributos aroma, cor e textura.

Tabela 4. Efeitos das variaveis independentes sobre os atributos sensoriais e intencao de

compra de bebida lactea fermentada sabor maracuja.

Avaliacdo Intengao
Coeficiente  Aroma Cor Textura  Sabor ¢ de
Global
Compra
By 6,95 7,17 6,78 6,97 6,96 3,77
Bs NS NS NS 0,56 0,41 0,20
Be NS NS NS 0,54 0,27 0,40
Bse NS NS NS NS 0,31 NS
R? 0,679 0,832 0,601 0,985 0,980 0,950

B,: média das notas obtidas em cada atributo; Bs: efeito do % de soro lacteo sobre os atributos; Bg: efeito

da % de frutooligossacarideo (FOS) sobre os atributos; NS: ndo significativo (p>0,05).
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(Figura 2A), avaliacdo global (Figura 2B) e intencdo de compra (Figura 2C).

Na Figura 2 estdo apresentadas as superficies de resposta referentes ao sabor

Observa-se nas Figuras 2A e 2B que as maiores notas nos atributos sabor e

avaliacdo global foram obtidas com maiores percentuais de soro lacteo e FOS. Em

relacdo a Figura 2C, podemos constatar que o percentual de FOS teve maior influéncia

na intencdo de compra do que o percentual de soro, 0 que comprova que o percentual de

FOS sera decisivo na compra do referido produto pelos consumidores. Tal fato pode

esta relacionado ao sabor doce do FOS, que é similar a sacarose. (YUN, 1996).

Figura 2. Superficie de resposta do Sabor, Avaliacdo Global e Intencdo de Compra em

fungdo do percentual do soro de leite e FOS.
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Na Figura 3 observa-se que dos sete ensaios avaliados, todos apresentaram valor
de indice de Aceitabilidade (IA) superior a 70%, segundo Teixeira et al. (1987) o
produto para ser aceito é necessario que o mesmo obtenha um IA de no minimo 70%,
sendo assim, todos foram considerados aceitos sensorialmente, porém, o ensaio 4
destacou-se com 83,11% de aceitabilidade. Esses resultados ratificam o maior
percentual das notas obtidas em “certamente compraria” para 0 ensaio 4, ou seja, 0S
provadores tiveram maior aceitacdo do produto com maior percentual em soro lacteo e
FOS.

Figura 3. Indice de Aceitabilidade de formulacbes de bebida lactea sabor maracuja

submetidas a analise sensorial.
84 83.11%
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Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio3 Ensaiod Ensaio>  Ensaio 6 Ensaio 7

Ensaio 1- Bebida lactea com 20% de soro de leite e 2% de FOS; Ensaio 2- Bebida lactea a com 40% de
soro de leite e 2% de FOS; Ensaio 3- Bebida lactea com 20% de soro de leite e 6% de FOS; Ensaio 4-
Bebida lactea com 40% de soro de leite e 6% de FOS; Ensaios 5,6 e 7- Bebida lactea com 30% de soro de
leite e 4% de FOS.

A utilizacdo de maiores proporcdes de soro lacteo proporciona um alto valor
nutricional a bebida lactea fermentada formulada, ja que esse subproduto extraido da
coagulacdo do leite retém aproximadamente 55% dos nutrientes deste leite (LEITE et
al., 2012). SANTOS et al. (2008) ao analisar a influéncia da concentracdo de soro na

aceitacdo sensorial de bebida lactea fermentada saborizada com polpa de manga, obteve
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melhor aceitabilidade na formulagdo com 40% de soro lacteo, o mesmo nivel de
substituicdo da presente pesquisa.

Em relacdo ao consumo e conhecimento sobre os beneficios dos produtos
lacteos fermentados, cerca de 71% dos provadores consumiam mais de uma vez por
semana tais produtos e aproximadamente 84% tinham nocdo dos beneficios trazidos
pelo consumo regular.

De acordo com os resultados obtidos na analise sensorial selecionou-se o ensaio

4 para caracterizacdo fisico-quimica, microbiolégica e vida de prateleira.

3.2 Caracterizacao fisico-quimica do ensaio selecionado

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados médios da caracterizacdo fisico-
quimica da bebida lactea com 40% de soro lacteo e 6% de FOS.

Na amostra avaliada os valores de umidade e cinzas foram proximos aos
encontrados por Ramos et al. (2013) (81,52% a 81,87%) (0,63 a 0,74), respectivamente,
em estudo com diferentes formulacdes de bebida lactea probiotica com 60% de leite e
40% de soro lacteo. Dias et al. (2013) (0,84) em estudo com bebida lactea fermentada
simbidtica também identificou resultados semelhantes para cinzas.

De acordo com a Resolugdo n°05/2000, que estabelece os Padrdes de Identidade
e Qualidade (P1Q) de Leites Fermentados, pode-se classificar o produto estudado como

desnatado, por possuir teor de matéria gorda inferior a 0,59/100ml (BRASIL, 2000).

Tabela 5. Analises fisico-quimicas de bebida lactea fermentada sabor maracuja com

40% de soro lacteo e 6% de frutooligossacarideos (FOS) ap0s processamento.

Anélises fisico-quimicas

Ensaio 4
Umidade (g/100ml) 81,23+ 0.49
Cinzas (g/100ml) 0,79+ 0.01
Lipidios (g/100ml) 0,36 +£0.01
Proteinas totais (g/100ml) 1,49+0.01
Glicidios redutores em lactose (g/100ml) 4,49 +0.06
Glicidios néo redutores em sacarose(g/100ml) 6,67 £ 0.15
Sélidos solaveis totais (°Brix) 17,15+ 0.07
Atividade de agua (Aw) 0,99 £+ 0.00
Cor (L*a*b*) L* 80,55+ 0.16 /a* - 3,84 + 0.03 /b* 9,39 + 0.11
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O teor de proteina identificado de 1,499/100ml de proteina com origem lactea,
estd em conformidade ao preconizado pela legislagdo brasileira, que é de no minimo
1,00/100ml para bebida lactea fermentada com adicdo de substdncias ndo lacteas
(BRASIL, 2005). Valores inferiores de lipidios (0,29/100ml) e superiores de proteina
(2,029/100ml) foram encontrados por Frutuoso et al. (2012) em estudo com bebida
lactea fermentada sabor maracuja, tal diferenca pode ser atribuida a origem do soro
lacteo, ja que o autor utilizou soro caprino e o presente estudo soro de vaca.

Os valores encontrados para glicidios redutores em lactose foram superiores ao
encontrado por Jardim et al. (2012) (2,18% a 3,24%) ao desenvolver e avaliar quatro
formulacBes de bebidas lacteas. Para os glicidios ndo redutores em sacarose, Gerhardt et
al. (2013) ao estudar a influéncia da concentracdo do soro lacteo na aceitabilidade de
bebida lactea de manga, obteve valores inferiores de 8,07% a 10,9% em sacarose nas
suas formulacdes, cuja diferenca foi atribuida possivelmente as diferentes concentracdes
de sacarose utilizadas para compor as bebidas. No presente estudo foram utilizados 8%
(v/v), enquanto que no estudo citado foram 12% (v/v).

Para o teor de solidos sollveis totais o valor encontrado foi superior ao achado
por Dias et al. (2013) (14,0 g/100ml) ao analisarem a estabilidade fisico-quimica de
bebida lactea fermentada simbiotica, utilizando polpa de yacon, durante 21 dias de
armazenamento, verificaram que os solidos sollveis totais mantiveram-se durante o
armazenamento.

A atividade de agua (Aw) superior a 0,9 demonstra que o produto avaliado
apresenta alta perecibilidade. Caldeira et al. (2010) ao avaliar as caracteristicas fisico-
quimicas de bebidas lacteas sabor morango, utilizando como variaveis iogurte e soro
lacteo, obtiveram resultados iguais ao obtido neste estudo (aw=0,99), nos tratamentos
T3 (30% soro e 60% iogurte), T4 (40% soro e 50% iogurte) e T5 (50% soro e 40%
iogurte).

Na anélise de cor, a partir do sistema CIElab, foram obtidos os resultados de L*
com proximidade a coloracdo branca (80,55), compativel por se tratar de um produto
lacteo, a* negativos (- 3,84) em direcdo ao verde, devido a cor esverdeada do soro e b*
positivos (9,39) em direcdo ao amarelo, ocorrido em funcdo da adicdo da polpa de
maracuja. Os resultados de L*a*b* foram préximos ao encontrado por Dias et al. (2013)
(L* 81,26/ a* -4,63/ b* 9,22) no 21° dia de armazenamento de bebida lactea simbiotica.
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3.3 Estabilidade do ensaio selecionado

Na Tabela 6 pode-se observar os valores de pH e acidez titulavel nos tempos 0,
7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento a temperatura de 4°C da bebida lactea fermentada
sabor maracuja.

Durante todo o periodo o pH das bebidas variaram de 4,62 a 4,73. Nos tempos 0
e 7, o pH apresentou maior reducdo, fato confirmado pela diferenca significativa
(p>0,05) desses dois primeiros tempos em comparagdo aos outros, tal comportamento
também foi observado por Frutuoso et al. (2012), ao analisar a estabilidade do pH de
bebidas lacteas fermentadas sabor maracuja, e o mesmo afirma que tal resultado
justifica-se pela fermentacdo da lactose.

De acordo com Thamer & Penna (2006) a acidez esta relacionado com a
aceitacdo dos produtos lacteos fermentados e a producdo de acido latico é responsavel
por proporcionar sabor &cido caracteristico desses produtos. Durante o periodo de
armazenamento se observa uma relacdo inversa entre pH e acidez, Cunha et al. (2009)
também verificou tal fato, ao estudar a influéncia de diferentes percentagens de soro
lacteo sob as propriedades fisico-quimicas e microbiologicas de bebidas lacteas
fermentadas.

No presente estudo, observou-se que o 21° dia de armazenamento foi 0 que mais
diferiu significativamente dos demais periodos. Resultados semelhantes de acidez foram
encontrados por Cunha et al. (2009) (0,71 -0,82) e por Gerhardt et al. (2013) (0,72-

0,91), na avaliacdo de bebidas lacteas fermentadas.

Tabela 6. Estabilidade fisico-quimica da bebida lactea fermentada sabor maracuja com

40% de soro lacteo e 6% de frutooligossacarideos (FOS) armazenada por 28 dias a 4°C.

A TEMPO (DIAS)
PARAMETROS

0 7 14 21 28

pH 4,73+t0,0la  4,69+0,02b  4,64+0,0lcd  4,62+0,01d 4,65+0,02c

Acidez Titulavel
) ) 0,71+0,04c  0,72+0,02c  0,78+0,02ab 0,80+0,03a 0,74+0,02bc
(%écido latico)

Letras iguais na horizontal ndo diferem significativamente ao nivel de 5% pelo teste de Duncan

Quanto a viabilidade dos microrganismos probidticos utilizados para elaboracao
das bebidas lacteas fermentadas, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA), define que o produto com alegacdo probidtica deve contribuir para o
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equilibrio da flora intestinal e estabelece que a quantidade minima vidvel para 0s
probidticos deve ser entre 10% a 10° UFC/porcéo durante o prazo de validade, e valores
menores podem ser aceitos, desde que haja a comprovacdo da eficdcia do produto
(ANVISA, 2008).

Os valores encontrados nesse estudo para 0s microrganismos probidticos
Bifidobacterium bifidum e Lactobacillus acidophilus no 28° dia de prateleira foram de
592 Log UFC/ml e 6,07 Log UFC/ml, respectivamente. A baixa contagem de
Bifidobacterium bifidum justifica-se pela sensibilidade dessas bactérias as condi¢fes
aerdbias e 4cidas prevalentes em muitas matrizes alimentares (SAARELA et al., 2011)
(Tabela 7).

O ensaio selecionado pode ser considerado potencialmente probiético, pois
considerando 100 ml do produto, a espécie Lactobacillus acidophilus atendeu a
exigéncia de contagem minima de 10® UFC por porco diéria.

Tabela 7. Viabilidade microbiologica em bebida lactea fermentada sabor maracuja com
40% de soro lacteo e 6% de frutooligossacarideos (FOS) armazenada por 28 dias a 4°C.

TEMPO (DIAS)
MICRORGANISMOS

0 7 14 21 28

Bifidobacterium bifidum (Log UFC/mlI) 5724008  548+0,01 555+0,07  5,81%0,05 5,92+0,03

Lactobacillus acidophilus (Log UFC/mI) 7,44+0,06  625+0,07  6,43x0,07  6,44%0,06 6,07+0,11

Streptococcus thermophilus (Log UFC/mI)  9,98+0,06  9,48+0,17  9,94+0,10  11,074¢0,02  11,13%0,06

O microrganismo Streptococcus thermophilus apresentou contagem elevada com
11,13 Log UFC/mI, mas de acordo com a legislacdo vigente essa espécie foi retirada da
lista de microrganismos com alegacdo probidtica, pois ndo possuem efeito
cientificamente comprovado (ANVISA, 2008).

Vaérios sdo os fatores envolvidos com a viabilidade dos probidticos dentre eles a
compatibilidade entre os compostos adicionados e a cepa probidtica utilizada, como
mostra em estudo de Marafon et al. (2011) que ao adicionar diferentes proteinas de leite
na preparacdo do iogurte funcional obteve otimizacdo na propriedades reoldgicas, perfil

de acidificacdo e de células vidveis do produto.
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Outro fator que influéncia a sobrevivéncia das cepas probioticas é a tolerancia a
condi¢cdes de baixo pH. Diversos estudos tentam encontrar técnicas para melhorar a
estabilidade em meios acidos, Saarela et al.(2011) ao utilizar UV mutagénese e fibra de
aveia para melhorar a viabilidade da cepa B. breve 99 em suco de fruta obteve
resultados promissores, mas que ainda ndo foram considerados suficientes para
aplicacdo comercial.

Em estudo com suco de frutas Nualkaekul & Charalampopoulos (2011)
verificaram a influéncia do pH, &acido citrico e acido ascorbico na viabilidade de
Lactobacillus plantarum NCIMB 8826 e concluiram que valores mais altos de pH e
acido citrico melhoram a sobrevivéncia da cepa probidtica em alguns sucos, porém
outros nao obtiveram o mesmo resultado, isso se deve aos varios componentes presentes
nos diferentes sucos como compostos antimicrobianos, fibras, demonstrando a
complexidade dos estudos que buscam melhorar a viabilidade dos probidticos em

diferentes matrizes alimentares.

1. Conclusodes

A formulacdo do ensaio 4, com 40% de soro lacteo e 6% de FOS, foi
selecionada por ter apresentando maior aceitabilidade, e maiores notas nos atributos
sabor e avaliacdo global, como também na intencé@o de compra.

Com relacdo as analises fisico-quimicas, o ensaio selecionado apresentou-se
dentro dos padrGes de composicdo centesimal estabelecidos para bebida lactea
fermentada e em conformidade com os parametros microbiologicos de qualidade
higiénico-sanitaria. Durante 0 armazenamento, 0 microrganismo probiotico
Lactobacillus Acidophilus, atendeu exigéncia de contagem minima de 10® UFC/ porcéo
diaria, se considerado 100 ml do produto, ao contrario do Bifidobacterium Bifidum que
apresentou baixa viabilidade.

Assim o produto elaborado com 40% de soro lacteo e 6% de FOS pode ser

considerado potencialmente funcional.
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6 Consideracdes Finais

e A formulagdo do ensaio 4, com 40% de soro de leite e 6% de FOS foi
selecionada por ter apresentado maior indice de aceitabilidade, as maiores
médias quanto aos atributos sabor e avaliacdo global e também na intencdo de
compra;

e A composicdo centesimal do ensaio selecionado apresentou conformidade com a
legislagdo brasileira;

e Os parametros microbiolégicos de qualidade higiénico-sanitéaria foram atendidos
satisfatoriamente;

e A viabilidade do microrganismo probidtico Lactobacillus acidophilus atendeu a
exigéncia de contagem minima de 10® UFC/ porgéo diaria se considerado 100
ml do produto.
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ANEXO 1. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de
Pernambuco

UNIVERSIDADE DE ~ Plataformo
PERNAMBUCO! PROPEGE/ %ﬂﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Tiulo da Pesquisa: Desenvalvimento de beblda laciea fermentada sabor maracula (Passfora edulls) com
potznelal simbldtico

Peaquizader: Misna Mala Dantas dos Zantos

Area Tematica:

Verzlo: 2

CAAE: 19100013.0.0000.5207

IrIBﬂh.lll;Bn Proponente: UNNERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERMAMBUCD
Patrocinador Princlpal: Financlamento Progrio

DADOS DO PARECER

HNomero do Parecer: 247,804
Data da Relatorta: 0501172013

Apresentagdo do Projeto:
A pesquisa Desenvolvimento de bebida lactea fermentada sabor maracuja (PassMom edulls) com potenclal
simbiatica, utlitzara a metodologla de suparficle de resposta para avallar a Influéncia da quantidade de soro
& de polpa de maracuja sobre os aributos sensonals Aroma, Cor, Texiwra, Sabor @ Qualldase Glooal na
elaboragdo de beblda lactea simblotica sabor maracula. 06 ensalos experimentals serdo realizados de
acordo com o planejamento fatorial de 2° compleio, com 4 pontos falorlals (Rivels + 1 & -1} e 3 pontos
centrals (nivel J). Este panejamento tem como objetiva avallar o efelio do percentual do soro de lefle e
palpa e maracula (varavels Indbependenies) sobre 35 respostas: anallses sensonals (Aroma, Cor, Texiura,
Sabor & Qualidade Global) e Intengdo de Compra. A Investigagio visa a selegdo de uma formulagdo final
com melhor aceitabllidade e, consaquentemeante, verificar suas caracteristicas fisico-quimicas,
microbloldglcas e tempo de vida de pratelelra.

Objstive da Peaqulza;
Tem como abjethvo primario

- Desenvolver beblda |actea fermentads & base de sono de lelte & polpa d2 maraculd com potenclal
prooidtico & slmblatico.
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Balrro: Samo Amar CEP: soiomHMO
UF: PE Eunisiplo: FECIFE
Tebefone:  [01)3183-377S Fax [B1)3183-377E E-mall: comite. sScaiupe br

Pigina (i da. 04

67



UNIVERSIDADE DE Ploboforma
PERNAMBUCO/ PROPEGE/ %ﬂd

Contrumcio do Perscer &4 S04

- Identificar as formulagdes com melhor desempenho quanio & avallagdo sensorial;
- Caracterizar a5 formuaghes quanto a parametros fisleo-quimicos, microblooghcos € vida de pratelaira.

Avallagdo dos Riscos & Baneficlos:

A pesquisa aponia como risco, em pequent grau, o sesconforto sensoral. Indica como altemativa para lidar
com a sluagdo, a oferta de 3gua e biscolto ao particlpante.

530 llstados como beneficlos da pesquisa conhecer @ aceltaniidade da beblda lactea simblotica sabor
maracuja; analisar qual das fomulagdes do produto serd mals bem acelia; identfcar qual atributo deve ser
melhorado; verificar se o consumidor terla Interesse em adquinr o produto; faciitar a Insergdo de um novo
produto, com establiidade, no mercado; verificar o conhecimenio do consumidor sobre os kensficlos
assoclados com produtos [acteos Termentados acrescldos de problidiicos e prebldticos.

Comentarios & Gonalderagies sobre a Peaquisa:

Hipdtese:

Tendo &m vista o aumento do Interesse por allmentos fnclonals, pela makoria da populagio, devido aos
peneficios frazidos a saude, até que ponto a adigio de probiticos & simbldticos, proporcionardo beneflcios
as qualidades tecnologicas tomando a bebida lactea um allmento funcional.

Materias primas - 1) lelte pastewnzado fipo B com 3% de gordura asquindo no comendo |ocal & 2ymaracua.
Fonte da matera prima - 1) Laboratdia de Técnilca Dietética do Depariamento de Clénclas
Domesticas/UFRPE, wliizando lelte de vaca po C @ renina para possivel coaguiagdo e desoramento (soroh
2) O maracujas serdo obtidos atraves de compra na Central de Abastecimenio do Estado de
Parmambuco{CEASA).

Acondiclonamento e armazenamento do produto - & saro - reciplentes de vidno efou poletiieno, previamenie
esterlizagos. Armazenado em refrigeragdo no Laboratoro de Andllses Flsico @ Quimica de Almentos do
Deparamento de Clendas DomeslicasUFRPE. O maraculas - 5acos de polletiieno proprios para alimentos
e levado a0 Laborataria.

Formulagdo das bebldas lacteas - cultura mista lofilzada composta pelas bacténas lacticas Streptococcus
sallvares subsp. Thermophllus e a5 bactéras probidticas Lactobaclius acidophilus e SMdobactenum bfduem
{Ble Rich) na proporgdo e 1:1. 0% microrganismos serdo reativados em lele desnalado em po reconsiiulde
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a 12%, submetidos a temperaira de 42°C por 4 horas. Ao im do periodo 3 cultura starter sera mantida em
refrigeragdo. O soro obtido serd Mitrado e pasteurizadoe a 907 por 5 minutos em banho-mara, sendo
misturado ao leite em po reconstituido e a temperatura ajustada a 42°C, essa mistura recebera a adigdo de
5% da cultura starter. A fermentagdo sera conduzida 3 42"C/4-6 horas, & a beblda lactea resultante desse
Drocesso Serd resfirada a 4°C. Jerfo realzadas analses para verficagdo 0o pH e acldez, @ posienommenis
adiclonada a polpa de maraculd pasieurizada e 12% de aglcar, sendo submetidas a avallagdo sensodal,
Hamern #e sujeltos paricipantes - minimo de 50 adultos de ambos 05 s2x08, ldentificados como provadores
néo trelnados.

Analee sensorial - ieste afellvo de acellablidade. As amosiras serdo servidas aos provadores em
temperatura refrigerada (421"C), em copos descartavels de 50 mL com tampas (Copobras, PB, Brasll),
codificados com tnés digitos, disirbuldas aleatoriamente em blocos de cinco amosiras com Intervalo de dez
minuios para descanso entre cada bloco, Tol oferecida agua e bolacha 3gua para limpeza do palato. Os
atributos cor, aroma, textura, $abor e aparéncia global serdo avallados uillzando-se @ escala heddnlca
estruturada de O pontos, onde O representa "gosbel multissimo™ e 1 “desgostel multissima™ [MINIM, 2008).
Serd calculado o Indice de acaltanliidade (IA) para cada um dos atributos avallagos (TEIXEIRA;
MEINERT;BARBETTA, 1%87), sendo conslderadas aceltas as formulaghes que apresentaram 1A lgual ou
superion a 70%. Delineamento experimental - aplicada a metodoiogla de superficle de resposia para avallar
a Influéncia da quantidade de soro e de polpa de maracula sobre os atributos sensorlals Aroma, Cor,
Textura, Sabor &

Qualdade Flobal na elaboragdo de beblda lacied simblotica sabor maracuja.

Analise Estatistica - As anallses dos resultados serdo reallzadas de acordo com programa computacional
Statistica for Windows 7.0 (STATSOFT, 2004 ), adotando-se nivel de slgnificancla de 5% de probabllidade.
Composigan centesimal - As bebldas lacteas seleclonadas na analss sensorial serdo levadas a0 laborataro
de analises fislco-quimicas de Allmentos do DCD/UFRPE, para serem submetldas as anallses de
composigdo centesimal (umidade, cinzas, carboldratos totals, proieinas, lipidios), alem de aglcares
fotals laciose, segundo AQAC (2002). As andllses serdo realizadas em triplicata.

Analises microdloidgicas - Serdo 3 determinagio de coliformes totals & Eschenchla coll, Dolres & leveduras,
Staphylococous auress @ contagem padrdo de bactérlas aerdblas oo soro de lefie e da bebida Tormulada,
2513 ao 10°, 20° e 30° dla de armazenamento (AQAC, 2002 ).

Wida de Prateleira do Produto - A5 bebidas lacteas sero avalladas apss 1,7, 14, 21 & 26 Mas de
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esiocagem quanto a pH e acidez thulavel (1AL, 2005), carotentides s2gundo Rodriguez-Amaya ot al {1959)
& Vitamina € (AOAC, 2005). A determinagio de células viavels de Lactooaciius delbrueckl SUbsp. buigaricus
e 51I’EP‘W¢DD-L‘AI$ sallvarius E-IIDEFI. ‘u'IEI'I"Hl:IFII'I"l.IE- sera realizaga no 1° e no 30° dla de armazenamenio,
conforms metodologla APHA (2001).

Conelderagies sobre o8 Termos de apresentagdo obrigataria:

Todas as exigencias for@m cumpnidas, conforme a Resolucdo 465/2012 do GNS.
Recomendaghes:

Conclusies ou Pendénclas & Lista de Inadequaghes:

O projeto demonstra relevancla soclal e cumpre fodos o6 requisitos da Resolugda N® 466, de 12 de
dezembro de 2012 do Cons2iho Maclonal d2 Sands [CHS)

Porianto, somos favordvels a sua aprovagio.

Shuagdo do Parecer:

Aprovado

Macasslta Apraclagio da CONEP:

Hio

Conslderagdes Finals a critérlo do CEP:

O Pleno acompanha o parecer do refatar.

RECIFE, 05 de Novembso de 2012

Azalnador por:
Marla Sandra Andrads
{Coordenador)
Erviersgo:  Av. Agamenon Mogaides, sne
Eiairroc  Sarin Amam CEP: OO
UF: PE Hunigipio: FECIFE
Tedefone:  [51)3183-3772 Fax- [B1)3183-377S E-mall: comie.=Scafupe br
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ANEXO 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
) DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DOMESTICAS -~
POS-GRADUAGAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS » P G ( ‘I’ A

UFRPE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Elaborado de acordo com a Resolugdo 466/2012-CNS/CONEP)

Convidamos V.Sa. a participar da pesquisa “Desenvolvimento de bebida lactea fermentada sabor maracuja (Passiflora edulis)
com potencial simbidtico”, sob responsabilidade da pesquisadora Milena Maia Dantas dos Santos e orientado pela Professora
Celiane Gomes Maia da Silva.

OBJETIVOS: Conhecer a aceitabilidade e intencdo de compra da bebida lactea fermentada sabor maracuja (Passiflora edulis) com
potencial simbiético elaborada no Laboratério de Processamento de Alimentos do DCD/UFRPE.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO: Os participantes deverdo fazer uma avaliagdo da aparéncia global, cor, aroma, consisténcia e
sabor das bebidas lacteas fermentadas a base de soro de leite e polpa de maracuj.

a) Cada participante recebera 7 amostras diferenciadas de bebida lactea simbi6tica sabor maracuja. O procedimento tera o tempo
de duracdo de aproximadamente 10 minutos para a degustagdo das amostras.

b)  As amostras dos produtos serdo servidas, aos provadores, em cabines individuais iluminadas com luz branca, em copos
descartaveis, aleatoriamente codificados, sob temperatura de refrigeragdo (4°C) e entre as amostras, o participante recebera
agua e bolacha para lavagem da cavidade oral e neutralizagdo do paladar.

¢)  Os participantes irdo receber uma ficha de avaliagdo intitulada Teste de aceitagdo e intengdo de compra de bebida lactea
simbidtica sabor maracuja, onde deverdo avaliar a cor, sabor, aroma, consisténcia e qualidade global das bebidas lacteas
fermentadas a base de soro de leite acrescidas de probidticos e prebiéticos e saborizada com polpa de maracuja e intencdo de
compra.

Esclarecemos que manteremos em anonimato, sob sigilo absoluto, durante e ap6és o término do estudo, todos os dados que
identifiqguem o sujeito da pesquisa usando apenas, para divulgacéo, os dados inerentes ao desenvolvimento do estudo. Informamos
também que ap6s o término da pesquisa, serdo destruidos de todo e qualquer tipo de midia que possa vir a identifica-lo tais como
filmagens, fotos, gravacOes, etc., ndo restando nada que venha a comprometer o anonimato de sua participagdo agora ou
futuramente.

RISCOS: Pequeno risco, quanto ao desconforto sensorial. Apés a analise, o participante recebera agua para aliviar o desconforto,
caso haja.

BENEFICIOS DA REALIZAGCAO DA PESQUISA:

. Conhecer a aceitabilidade da bebida lactea simbidtica sabor maracuja;
. Analisar qual das formulagdes do produto sera mais bem aceita;

. Verificar se o consumidor teria interesse em adquirir o produto;

. Facilitar a inser¢éo de um novo produto, com estabilidade, no mercado;

. Verificar o conhecimento do consumidor sobre os beneficios associados com produtos lacteos fermentados acrescidos de
probiéticos e prebidticos.

O (A) senhor (a) tera os seguintes direitos: a garantia de esclarecimento e resposta a qualquer pergunta; a liberdade de abandonar a
pesquisa a qualquer momento sem prejuizo para si ou para seu tratamento; a garantia de que em caso haja algum dano a sua pessoa
(ou o dependente), os prejuizos serdo assumidos pelos pesquisadores ou pela instituicdo responsavel inclusive acompanhamento
médico e hospitalar (se for o caso). Caso haja gastos adicionais, os mesmos serdo absorvidos pelo pesquisador. Nos casos de
duvidas e esclarecimentos o (a) senhor (a) deve procurar a pesquisadora Milena Maia Dantas dos Santos, Enderego Rua Carneiro
Vilela, 578, Encruzilhada, Recife — PE. CEP: 52050-030; Contato: (81) 91669336; email: milenamaiads@gmail.com

Caso suas duvidas ndo sejam resolvidas pelos pesquisadores ou seus direitos sejam negados, favor recorrer ao Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade de Pernambuco, localizado a Av. Agamenon Magalhées, S/N, Santo Amaro, Recife-PE, telefone 81-3183-
3775 ou ainda através do e-mail comite.etica@upe.br.

Consentimento Livre e Esclarecido

Eu , apos ter recebido todos os esclarecimentos e
ciente dos meus direitos, concordo em participar desta pesquisa, bem como autorizo a divulgacéo e a publicagéo de toda informacéo
por mim transmitida, exceto dados pessoais, em publicacdes e eventos de carater cientifico. Desta forma, assino este termo,
juntamente com o pesquisador, em duas vias de igual teor, ficando uma via sob meu poder e outra em poder do(s) pesquisador (es).

Recife, de de 2013.

Assinatura do pesquisado Assinatura do pesquisador
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ANEXO 3. Ficha de Analise Sensorial das formulagdes bebidas lacteas sabor
maracuja

UNIVERSIDADE FEDERAL RAURAL DE PERNAMBUCO fJ P (] ( TA
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DOMESTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS
Nome: Idade: Data: __ / /2013
Escolaridade:
Email: Fone/Celular:

Teste de aceitac&o e intencdo de compra de BEBIDA LACTEA
FERMENTADA SABOR MARACUJA

Vocé esté recebendo 7 amostras diferentes codificadas de Bebida lactea sabor maracuja. Prove-
as e escreva o valor da escala heddnica abaixo de 9 pontos que vocé considera correspondente a
cada atributo da amostra, responda abaixo também as questdes que seguem. Antes de cada
avaliacdo, vocé devera fazer uso da agua e da bolacha para limpeza do palato.

9 — gostei extremamente {| Codigo da amostra | 801 | 246 | 894 | 747 | 587 | 648 | 465
8 — gostei moderadamente :
7 — gostei regularmente {| Cor

6 — gostei ligeiramente
5 — nem gostei/nem desgostei Sabor
4 — desgostei ligeiramente :
3 —desgostei regularmente
2 — desgostei moderadamente :| Consisténcia
1 — desgostei extremamente £

:| Aroma

Qualidade global

1) Qual ¢é a sua frequéncia de consumo de produtos lacteos fermentados, como a
bebida lactea?

() menos de uma vez por semana () mais de uma vez por semana
2) Vocé conhece os beneficios para a saude associados com produtos lacteos
fermentados? ( ) Sim( ) Néo

Agora para as mesmas amostras analise em relacdo a intencdo de compra, prove-as e
escreva o valor da escala abaixo de 5 pontos que vocé considera correspondente a cada
atributo da amostra codificada correspondente.

i 5— Certamente compraria

; Amostra 801 ()

i . i1 Amostra 246

: 4 — Talvez compraria i mostra ()
i 3 Tal i tal ~ . ii Amostra 894 (__)
i 3- alvez c?mprarla, alvez ndo compraria i apocira 747 ()
: 2 —Talvez ndo compraria i Amostra 587 )
i 1 - Jamais compraria i1 Amostra 648 ()
: { Amostra 465 (__)




