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A utilizacdo de ingredientes funcionais em alimentos vem adquirindo uma presenga
crescente na alimentagcdo dos individuos e na industria alimenticia. Os prebidticos e os
probidticos sdo atualmente os aditivos alimentares que compdem esses alimentos funcionais.
O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da adicdo de cultura probiotica
(Bifidobacterium BB12) e ingrediente prebidtico (Fruto-oligossacarideos) nas caracteristicas
fisico-quimicas (pH, acidez, sinérese, proteina, solidos soluveis totais (°Brix), cor objetiva,
analise dos acucares e dos fruto-oligossacarideos), sensoriais (aceitacdo geral), reoldgica
(viscosidade) e microbioldgicas (contagem de bactérias lacticas totais) de formulagdes de
iogurte e na estabilidade do produto armazenado a 4°C por um periodo de 28 dias. Na
elaboragéo das formulagdes empregou-se a metodologia de planejamento de experimentos, no
qual as variaveis independentes de estudo foram as concentragdes de fruto-oligossacarideos (0
a 3 %) e de cultura latica probidtica (0 a 3 %). A avaliacdo da analise fisico-quimica indicou
que o iogurte adicionado de probidtico e prebidtico apresentou menores valores de acidez e
sinérese que o iogurte controle, resultando em um produto de maior aceitacdo e de melhores
aspectos de consumo. A cor objetiva demonstrou que os valores de luminosidade (L*)
aumentaram com o tempo de armazenamento, para todas as amostras. A caracterizagdo dos
fruto-oligossacarideos (FOS) determinou que em 100 g de FOS comercial (Fiber FOS®)
obtém-se somente 56,1 % de FOS puro, ou seja, 0 restante sdo outros agucares e Compostos.

A quantidade de lactose diminuiu com o aumento do tempo de armazenamento, sendo que
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inicialmente o teor de lactose das formulagdes era de aproximadamente 4,06g/100 mL. A
amostra que obteve a queda mais acentuada no teor de sacarose foi a amostra com adigéo
somente de fruto-oligossacarideos, apresentando um consumo de 54,4 %, entre o 1° dia e 28°
dia de armazenamento. As amostras que contém FOS juntamente com Bifidobactéria
apresentaram menores valores de glicose. Na formulagdo com adigdo de maiores quantidades
de FOS e de bifidobactéria, se observa menor perda dos fruto-oligossacarideos em
decorréncia do tempo, sendo assim aos 21 e 28 dias, restaram um total de e 1,5 g de FOS por
100 g de iogurte. A viscosidade do iogurte foi pouco influenciada pela adi¢cdo de cultura
probidtica, mas sim fortemente influenciada pela presenca do FOS. Foi verificado que a
adicdo de FOS proporcionou maiores contagens de bactérias lacticas totais do inicio até o
final da vida util. A aceitacdo geral dos iogurtes foi influenciada pela adi¢cdo de FOS. Por
outro lado o aumento da concentracdo da cultura probiotica, fez diminuir a aceitacdo dos
produtos. A estabilidade do iogurte foi avaliada pela aceitagéo geral, resultando em uma vida
atil de 21 dias de conservagdo sob refrigeracdo. A amostra que continha maiores quantidades
de Bifidobactéria e de FOS, pode até o final de sua vida util (21 dias), manter a quantidade

minima exigida na legislagéo para ser um produto funcional.

Palavras-chave: logurte, Bifidobacterium; Fruto-oligossacarideo, prebioticos, probiéticos.



vii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1.Formulas estruturais doS FOS..........ccouriiiieie et e e s 29

Figura 2. Fluxograma do processo de desenvolvimento de iogurte produzido com culturas
lacticas tradicionais e probidticas adicionadas de fruto-oligossacarideo............c.ccoevveerunnne 37

Figura 3. Aspecto visual do iogurte apds envase - Sabor Framboesa...........ccceveeeeevreveneerin e 38

Figura 4.Valores de pH e valores de acidez (% acido lactico) para as amostras de iogurte nos
diferentes periodos de armazenamento............coueoirrreririereeere et e 48

Figura 5. Gréfico de pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das variaveis testadas no
planejamento experimental fatorial 22, para analise de pH no 1° dia de armazenamento, 7° dia
de armazenamento e 28° dia de armazenamento............ccuierireeeeieeineeee e 49

Figura 6. Gréfico de pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das variaveis testadas no
planejamento experimental fatorial 22, para analise de acidez no 1° dia de armazenamento,
21° dia de armazenamento e 28° dia de armazenamento..........c..ooeeverrieeireeeniesee e 51

Figura 7. Gréfico de pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das variaveis testadas no
planejamento experimental fatorial 2%, para analise de sinérese no 1° dia de armazenamento
refrigerado e no 14° dia de armazenamento refrigerado..........cocoveerirsseceieie s 55

Figura 8. Grafico de pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das variaveis testadas no
planejamento experimental fatorial 2%, para analise de °Brix no 7° dia de armazenamento e no

21°dia de armazenamento Fefrigeradi...... ..o uiereiiiieiieeie et 57
Figura 9. Cromatograma do fruto-oligossacarideo (padréo de FOS).........cccooreneirienenerennnene 62
Figura 10. Cromatograma do fruto-oligossacarideo (FOS comercial FIBER FOS®)............. 62

Figura 11. Aspecto dos ensaios de precipitacdo de proteina e gordura do iogurte: Ensaio 1 e

Figura 12. Metodologia para deteccdo do FOS na amostra de iogurte: Ensaio 5, com fase-
MOVEl € COM ACETONILITIAL ..ot 65

Figura 13. Lactose Residual (%) das formulagdes de iogurte em fungdo do tempo de
AIMNAZENAMIEITO ...ttt e e e e e ere s es e enne e ene e nse e e e e nn e nn e en e en ne e nne s are s nreerne s 67

Figura 14. Concentracdo (%) de sacarose nas amostras de iogurte em fungéo do tempo de
AIMNAZENAMIEIEO ... c.veeareeaseeie e st sr e s e e sr e sr e sr e £ ane e e e ne e an e an e en e en e en ne e nne s nr e nreern e 68

Figura 15. Concentragdo (%) de glicose nas amostras de iogurte em fungdo do tempo de
AIMNAZENAMIEITO ...t sr s sr e e e s eseeeareeneene e en e en e es ne e nne s nr e are ern s 69



viii

Figura 16. Frutose (% de area) na amostra de iogurte do Ensaio 2 em funcdo do periodo de
AMMAZENAMIEIEO ......ee ettt e et e e sr e e e e eae see s eeneeenn e e nree s nee e nn e 71

Figura 17. Teor de Kkestose, nistose e frutosilnistose em amostra de iogurte (Ensaio 2) em
funcdo do periodo de armazenNamMENTO. .........ccueiuruire it et e et et e e ereneas 72

Figura 18. Teor de kestose, nistose e frutosilnistose em amostra de iogurte (Ensaio 4) em
funcdo do periodo de armazenNamMENTO. .........coueiuruire ittt e et et e e ereneas 73

Figura 19. Teor de Kkestose, nistose e frutosilnistose em amostra de iogurte (Ensaio 5) em
funcdo do periodo de armazenamMENTO. .........cuecureire it e et et e ereneas 74

Figura 20. Variacdo da viscosidade nas amostras de iogurte com o tempo de armazenamento

Figura 21. Gréfico de pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das varidveis testadas no
planejamento experimental fatorial 22, para contagem de bactérias lacticas totais no 1° dia e e
no 28° dia de armazenamento refrigerado...........coouiiieiiiiiiiee e s 80

Figura 22. Visualizacdo do crescimento das col6nias nas placas de petri de bactérias lacticas
10] £= TSSO RO TP PR VR UPRPRPO 82

Figura 23. Gréfico de pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das varidveis testadas no
planejamento experimental fatorial 22, para aceitacdo geral no 1° dia de armazenamento e no
21° dia de armazenamento refrigeradi..........ocuuieieiiiieiieeece e s 84

Figura 24. Histograma de frequéncia para o atributo aceitacdo geral no 1°, 7°, 14° e 21°dia de
armazenamento refrigEIati. ........coii it et 85



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Niveis utilizados no planejamento 22 (com triplicata de ponto central) para
TADIICAGAD O TOGUITE. ... vttt et ettt et ne e 39

Tabela 2. Matriz do planejamento fatorial 22 completo (valores codificados e reais) e resposta
em pH e acidez (% de &cido lactico) no 1° 7° 14° 21° e 28° dia de armazenamento
L= 10T T] o [ TSSOV UPT PV PPPP 47

Tabela 3. Matriz do planejamento fatorial 22 completo (valores codificados e reais) e resposta
em Sinérese no 1°, 7°, 14°, 21° e 28° dia de armazenamento refrigerado..........ccccoovvvrieneevnnns 53

Tabela 4. Matriz do planejamento fatorial 22 completo (valores codificados e reais) e resposta
em Proteina no 1°, 7°, 14°, 21° e 28° dia de armazenamento refrigerado...........ccccccevvevriinnne. 56

Tabela 5. Matriz do planejamento fatorial 22 completo (valores codificados e reais) e resposta
em ° Brix no 1°, 7°, 14°, 21° e 28° dia de armazenamento refrigerado............cccceverevreciienecnn 57

Tabela 6. Matriz do planejamento fatorial 22 completo (valores codificados e reais) e resposta
em analise de Cor para Luminosidade (*L) no 1°, 7°, 14° 21° e 28° dia de armazenamento
TEITIGEIATO. ... ettt e et et et e e eb e e bt b b bt e e 58

Tabela 7. Matriz do planejamento fatorial 22 completo (valores codificados e reais) e resposta
em analise de Cor para Cromaticidade (a*) no 1°, 7°, 149 21° e 28° dia de armazenamento
L= 10T T<] (o [ TSSOSO PPT PV PPRTP 59

Tabela 8. Matriz do planejamento fatorial 22 completo (valores codificados e reais) e resposta
em analise de Cor para Cromaticidade (b*) no 1°, 7° 14° 21° e 28° dia de armazenamento
TEITIGEIATO. ...ttt et et et b et eb e e bbbt en et er s 60

Tabela 9. Equacdo da reta e R obtidos para as diferentes curvas de calibra¢do para os padrdes
de FOS e de agUcares nas condicOes cromatografiCas..........ccueveeeiereeereine e e 63

Tabela 10. Resultados expressos em % de recuperagdo da amostra para as diferentes
metodologias aplicadas para iogurte Com FOS...........coiiiiiii e 66

Tabela 11. Matriz do planejamento fatorial 2° completo (valores codificados e reais) e
resposta para contagem de bactérias lacticas (logio UFC/ml) no 1°, 7°, 14°, 21° e 28° dia de
armazenamento refrigEIatO.........coii i e s 79

Tabela 12. Matriz do planejamento fatorial 2° completo (valores codificados e reais) e
resposta em aceitagdo geral para as formulacdes no 1°, 7°, 14° e 21° dia de armazenamento
TEITIGEIATO. ... ettt e et et et e eb e e bt eh b b e e 83



SUMARIO

AGRADECIMENTOS. ...ttt ettt et e et st es et e e sb s e seen et iv
RESUMO . ..ottt ettt et bbbttt eb e bt et ee e et eeeneneenas %

LISTA DE FIGURAS. ..ot et ettt bbb e vii
LISTA DE TABELAS ...t ettt e st e s ix
SUMARIO. ... oottt ettt et e s e s sttt s X

LINTRODUGAO. ... es et ss s s s nnas e 13
2 OBIETIVOS......ce ettt e ettt ettt bbbttt 15
2.1 OBIETIVO GERAL....c.ooiiiii ettt st e s 15
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.......oioiieeeeeeeeeeceeeseeeeeeeeseeessseess e 15
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA.........oooooeeeeeeee e veeeee e s, 16
B L IOGURTE. ...ttt ettt e ettt ettt bbb 16
B.L.L DEFINIGAOD. ...ttt e e et s et et e b 16
3.1.2 Tecnologia de produGdo dO IOQUITE. .........ccereieieiirie e e 17
3.1.2.1 Padronizagao d0 IOQUITE. ........cueiiiirieeei ettt et e et et e e s e 17
3.1.2.2 HOMOQENEIZAGAD. .. ... vt ettt et et st e e e s et e 18
3.1.2.3 Tratamento trmico dO IEITe..........oouiiiiriiiei s 18
3.1.2.4 Resfriamento d0 IBILE.........ccviuiriiei e e 19
3.1.2.5 Inoculagdo do fermento latico € INCUDAGAD.........ccoeuere i e 19
3.1.2.6 ReSTriamento d0 I0QUITE. ........couiieirieeiee et et e et e e e e 20
3.1.3 Aspectos relevantes na produgdo do I0QUITE. ..........cererrrieriereriniee e 21
3.1.4 Importancia nutricional do I0QUITE..........ccoiiiiiriie i 23
3.2 ALIMENTOS FUNCIONAIS......ooiiie it e s 24
3.2.1 PrODIOTICOS. ...ttt et et et e bbb st en e e en s 26
3.2.2 PreDIOTICOS. ..ottt ettt et et et et b et e 28
3.2.3 Produtos SIMDIOTICOS. .....c.ccueuirieiriiieeiiie ettt e 30

3.2.4 Importancia nutricional dos probidticos e prebidticos...........cccovevrieirineinnnns 31



3.3 CONSIDERAGCOES FINAIS.......covieiiereeeee et eeese s sess st enas s enen s 35
A MATERIAL E METODOS........coouiieiiee et ee et es s ene e sees s s sn s 36
AL MATERIAIS. .. e ettt et e erte et e e sn e ee e en e e 36
4.1.1 Matéria-prima e culturas lacticas empregadas na formulagéo de iogurte..... 36
4.2 METODOS. .....ovtoermetneesesseesees et ss et st 36
4.2.1 Processo de fabricago d0 I0QUITE..........coiiriiie it 36
4.2.1.1 Prepar0 do Pré-iNOCUI0.........ccoiiiiiiiieieee et e e 38
4.2.1.2 Elaboracao das formulag0es de I0QUITE............cooeueriiinieceieie e 38
4.2.2 Planejamento experimental para obtengao de iogurte...........cccoovinirencniinene. 39
4.2.3 Caracterizagao d0S I0QUITES. .........coiieiiieieet et 39
B.2.3. 1 PHuroeeeeeeeeee e e et 40
4.2.3.2 Determinac@o de s6lidos soluveis totais (PBriX)........ccoereerereneneseneeienieeesieneenes 40
4.2.3.3 Acidez total titulavel (expressa como % de Acido I4CtiCO).........eveverrerrrereene. 40
4.2.3.4 Determinacdo dos agUcares (Lactose, frutose, glicose € Sacarose)...........c.ccee..... 40

4.2.3.5 Determinacdo de Fruto-oligossacarideo (FOS) por cromatografia liquida de

alta eFICIENCIA (CLAE). ... ittt et ene s 41
4.2.3.5.1 Caracterizagdo do FOS COMErCIal...........cccurieiiiiiniiii i 41
4.2.3.6 INCICE 08 SINEIBSE. .......cvoceeerereeeeeeeeeee et 43
4.2.3.7 VISCOSIAAAR. ..ottt ettt ettt et 44
4.2.3.8 PrOTEINA. ....c.eiuieeteiteieeee et et et et eb et e er e e en e 44
4.2.3.9 GOFUUIA. ...ttt ettt e s et et et et ek e er et en et ereas 44
4.2.3.10 COF ODJELIVA. .....cuviieiiieeecee et e e et e et bt sr s e 44
4.2.4 Caracterizacdo microbioldgica doS IOQUIES.........c..everevierierire e 45
4.2.4.1 Contagem de bactérias lACticas tOtaIS. .........ccceereirereiiiseee e 45
4.2.5 ANALISE SENSOTTAL ... .cuiiieiiiiie et et e s e e 45
4.2.6 Tratamento eStAtISTICO. ........coiviiie et et e e 46
5 RESULTADOS E DISCUSSAO.........coiiieiiieeeieesteeee e eses s enensnes 47
5.1 CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS.......couvrurmrenerenerenseeases e sses e e 47
5.1 PH € ACIARZ.....eiieie et e e 47
ST € To] o (1] - VOO UV PT PP PVPPUTVRPON 52
5.1.3 SINMBIESE. ...ttt s e bt b ekt ettt et r et e enaneas 53

TN 3 = o) (=11 - VTR 55

xi



xii

TR R T = ) SRS 56
5.1.6 COF ODJETIVA. ...t e 57
5.1.7 Quantificacao dos acucares e do Fruto-oligossacarideo...........c.cccceeereveeernnenne 61
5.1.7.1 Desenvolvimento e validacdo de metodologia de analise por CLAE................. 61
5.1.7.2 Acucares das formulagBes de I0QUIE..........ccouririirierire e 66
5.2 CARACTERISTICAS REOLOGICAS.......coooriiiiereitreireeines s s 75
5. 2. 1VISCOSTAAUE. .....veecve ettt et e e s e s e e e teereeere seen e s e e eenes 75
5.3 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS..........ooomiirriieiersinsiee s 78
5.3.1 Contagem de bactérias IACtiCas tOtais...........cererurririereeeirs i e 78
5.4 CARACTERISTICAS SENSORIAIS........ooooeeeeeeeeeeseesereeeseseesees s s, 82
B CONCLUSAO. .....c.oiitiiirieiies s ettt sttt 87
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..ot seesssssss e sesseenes 90
APENDICES. ....coooiittitre st es e ss st st et sttt 97

ANEXOS. ...t e 101



13

1. INTRODUCAO

O papel da alimentacéo equilibrada na manutencdo da salde e prevencdo de doengas
tem despertado interesse pela comunidade que produz estudos com intuito de comprovar a
atuacéo de certos alimentos na prevencgdo de doengas (STEFE et al., 2008), possibilitando a
inovagdo de produtos alimenticios e a criacdo de novos nichos de mercado (THAMER e
PENNA, 2006).

Como se tem observado, o mercado de lacteos para fins especiais vem apresentando
crescimento maior do que o de lacteos tradicionais (BRANDAO e FONTES, 2010).
Apresentando uma nova tendéncia, como a producdo de iogurtes e leites fermentados
funcionais que apresentam grande aceitagdo pelo publico em geral. Esses produtos definidos
como alimentos funcionais contém em sua composigéo substancias biologicamente ativas que,
ao ser incluido a dieta usual, modula processos metabdlicos ou fisioldgicos, resultando na
reducdo de riscos de doencas e manutengdo da salde, devendo ser seguro para 0 consumo sem
supervisdo médica. Entre esses alimentos funcionais estdo os prebidticos e probidticos
(SILVEIRA, 2006; KEMPKA et al., 2008; STEFE et al., 2008).

Os prebioticos sdo carboidratos complexos ndo-digeriveis, geralmente
oligossacarideos, com atividade bifidogénica, capazes de estimular a proliferacdo e/ou a
atividade de algumas bactérias desejaveis no intestino que afetam beneficamente o hospedeiro
(DONKOR et al., 2007; CASTRO et al., 2009).

A inulina e os fruto-oligossacarideos (FOS) sdo classificados como prebidticos e séo
considerados ingredientes alimentares ou fibras que tem recebido atencdo pelos efeitos sobre
a flora intestinal, pois sdo altamente hidrossollveis e fermentaveis. Dentre os beneficios da
sua ingestdo encontram-se: proliferacdo de bactérias intestinais benéficas (Lactobacillus e
Bifidobacterium) e reducdo das patogénicas, prevencao de diarréia e constipacéo e redugdo do
colesterol sérico, etc (OLIVEIRA, 2010).

J& o0s probidticos sdo micro-organismos vivos que quando administrados em
quantidades adequadas conferem beneficio a salde humana, melhorando o equilibrio
microbiano da flora intestinal do hospedeiro e as defesas contra micro-organismos

patogénicos (CASTRO et al., 2009). Outros beneficios atribuidos aos probiéticos incluem a
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prevencdo do cancer, a estimulacéo do sistema imunolégico, diminui¢do dos niveis séricos de
colesterol e melhoria da sintese de vitaminas (CASTRO et al., 2009).

A procura do consumidor brasileiro por produtos mais saudaveis, inovadores, seguros
e de préatica utilizacdo, aliada a consolidagdo dos produtos no mercado, contribuiram para o
crescimento da indUstria de alimentos funcionais. E 0 aumento da preocupacgéo com 0 excesso
de peso corporal tem sido relacionado com o aumento da demanda de produtos para fins
especiais (THAMER e PENNA, 2006).

Com a crescente incidéncia de doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT), devido a
um estilo de vida errbneo, é de extrema importancia que as pessoas optem por incluir
alimentos adequados em sua dieta para assegurar melhorias no estado nutricional. Com esta
necessidade, se tem o dever de oferecer ao mercado novos produtos funcionais que
suplementem alguns requerimentos nutricionais e que aportem os beneficios que apresentam
0s probidticos e prebidticos, podendo levar a uma melhor nutricdo e estado e salde
(GONZALEZ et al., 2010).

O desenvolvimento de alimentos funcionais esta cada vez mais impulsionada por
mudancas, assim, as pessoas podem escolher pelos mais diversos produtos no mercado. Além
disso, inclui-los diariamente nas refeicbes, como seguranca de promocdo e prevencdo da
saude. Com base no exposto, justifica-se a presente proposta de trabalho, no qual visa elaborar
um produto lacteo — iogurte. O iogurte € um alimento de grande aceitagdo pelas mais diversas
faixas etérias, constitui uma fonte concentrada de nutrientes lacteos e apresenta em sua
composicao proteinas de elevado valor nutricional e calcio. Através disto, para garantir sua
funcionalidade, este produto sera adicionado de Bifidobacterium como cultura probiética e de
fruto-oligossacarideos como prebidtico, considerando sua aceitabilidade e praticidade pelos
consumidores. Este produto pode se apresentar como uma alternativa na dieta usual dos

individuos para melhorar habitos alimentares, e proporcionar um estilo de vida mais saudavel.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo é o desenvolvimento e caracterizacdo de um iogurte com
menor teor de gordura, acrescido de cultura probidtica (Bifidobacterium) e ingrediente
prebidtico (Fruto-oligossacarideos) com intuito de ampliar comercialmente a gama de

produtos funcionais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos da adicdo do probidticos e prebi6tico nas caracteristicas fisico-
quimicas (pH, acidez, gordura, sinérese, proteina, sélidos soluveis totais (°Brix), cor
objetiva, analise dos aclcares e dos fruto-oligossacarideos), sensoriais (aceitacdo
geral), reoldgica (viscosidade) e microbioldgicas (contagem de bactérias lacticas

totais) do iogurte, empregando a metodologia de planejamento de experimentos;

e Avaliar a estabilidade fisico-quimica, sensorial e microbioldgica das formulacdes de

iogurte durante 28 dias em estocagem refrigerada (4°C).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item, estdo apresentados varios aspectos, de grande importancia para a
tecnologia de producdo do iogurte, dentre elas o processamento e aplicagbes tecnoldgicas,
como a inclusdo de ingredientes probidticos e prebidticos, e seus beneficios associados ao

consumo destes produtos.

3.1 IOGURTE

3.1.1 Definicéo

Entende-se por iogurte o produto resultante da fermentacdo do leite pasteurizado ou
esterilizado, por fermentos lacticos proprios, devendo ser viaveis, ativos e abundantes no
produto final durante seu prazo de validade. A fermentagdo se realiza com cultivos
protosimbidticos de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus aos quais podem-se acompanhar, de forma complementar, outras bactérias
acido-lacticas (BRASIL, 2007) que, por sua acao simbidtica produzem &cido latico, diacetil,
acetona, acetoina, &acido acético e acetaldeido, que sdo o0s responsaveis pelo sabor
caracteristico do iogurte (BASTIANI, 2009).

O leite fermentado mais importante é o iogurte, obtido da coagulagdo do leite pela
acdo de micro-organismos, e que fornece uma melhor assimilagdo, pelo organismo, de certos
componentes, principalmente a lactose e proteina (SILVA, 2007). Através da fermentacdo
lactica resulta-se o leite fermentado, adicionado ou ndo de frutas, aclcar e outros ingredientes
que melhoram sua apresentacdo e modificam seu sabor. Como exemplo de leites fermentados,
pode-se citar o iogurte, o leite fermentado ou cultivado, o leite acidoéfilo ou acidofilado, o
kefir, o kumis e a coalhada (BRASIL, 2007):

a) Leite Fermentado ou Cultivado € o produto que cuja fermentacdo se realiza com um ou
varios dos seguintes cultivos: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium
sp, Streptococus salivarius subsp thermophilus e/ou outras bactérias acido lacticas que, por

sua atividade, contribuem para a determinacéo das caracteristicas do produto final;
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b) Leite Acidofilo ou Acidofilado é o produto cuja fermentagdo se realiza apenas com cultivos
de Lactobacillus acidophilus;

c) Kefir é o produto cuja fermentacéo se realiza com cultivos acido-lacticos elaborados com
grdos de Kefir, Lactobacillus kefir, espécies dos géneros Leuconostoc, Lactococcus e
Acetobacter com producéo de &cido lactico, etanol e didxido de carbono;

d) Kumys é o produto cuja fermentagdo se realiza com cultivos de Lactobacillus delbrueckii
subsp. Bulgaricus e Kluyveromyces marxianus;

e) Coalhada ou Cuajada é o produto cuja fermentacdo se realiza por cultivos individuais ou

mistos de bactérias mesofilicas produtoras de acido lctico.

3.1.2 Tecnologia de produgéo do iogurte

Segundo Krolow e Ribeiro (2006) o iogurte pode ser classificado de acordo com sua
tecnologia de producdo sendo classificado da seguinte forma: - logurte tradicional:
fermentado na embalagem (natural ou com sabores); - logurte batido: com correcéo de solidos
soluveis, fermentado em tanques e adicionado ou ndo de frutas, geléias, polpas, sucos, etc; -
logurte liquido “para beber”: sem correcdo de solidos sollveis, fermentado em tanques e

também adicionado de frutas, sucos, polpas, etc.

3.1.2.1 Padronizacédo do iogurte

A padronizacéo dependera do tipo de produto: integral, padronizado, semi-desnatado,
dietético, etc. (KROLOW e RIBEIRO, 2006).

Esta operacgdo se faz necessaria para correcdo do teor de solidos, para que se obtenha
um produto com maior viscosidade/consisténcia e, portanto menor teor de soro e maior
rendimento (BEZERRA et al., 2011). A gordura pode ser padronizada para 3,4 a 3,5 %.
Acrescenta-se 10 a 12 % de acUcar e leite em p06 desnatado (2 a 4 %) para melhorar o extrato
seco total. Pode-se substituir o leite em pd por concentracdo de leite ou adigdo de leite
evaporado (KROLOW e RIBEIRO, 2006). O ideal € que a dissolu¢do do leite em po e do
aclcar seja feito no restante do leite em temperatura de 55°C, para que a mesma ocorra
completamente facilitando a dissolucdo e a homogeneizacdo, o que seria dificil ap6s a
formacéo do codgulo (FOSCHIERA, 2004).
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3.1.2.2 Homogeneizagio

De acordo com Krolow e Ribeiro (2006) este processo tem por finalidade, promover
uma dispersdo homogénea dos constituintes da mistura base de iogurte, aumentar a
viscosidade e a estabilidade do iogurte, além de melhorar as qualidades sensoriais do produto.
Isso ocorre devido & mudanca na capacidade de retencdo de agua das proteinas do leite, pois
os glébulos de gordura formados sdo recobertos por uma membrana formada, na sua maior
parte, por submicelas de caseina.

Devido este recobrimento parcial dos glébulos com caseina, eles se comportam como
grandes micelas que quando em meio &cido ou excessivamente aquecido, podem se agregar. E
antes que se forme a nova membrana, os glébulos perdem parcialmente a sua antiga
membrana, devido ao choque entre eles e unem-se as micelas de caseina formando grumos de
homogeneizacdo que sdo recobertos pela nova membrana, isto faz reduzir os glébulos de
gordura e aumenta a adsorcdo sobre as micelas de caseina, o que determina um aumento de
volume total efetivo de substancias em suspencdo (ALMEIDA, 2008).

O processo de homogeneizacdo do leite é realizado na temperatura de 55° C sob
pressdo de 3.000 psi, através da circulagdo entre o homogeneizador e o maturador pelo
periodo de uma hora (FOSCHIERA, 2004).

3.1.2.3 Tratamento térmico do leite

Bezerra et al. (2011) determina que o melhor tratamento é de 90° C por 30 min, porém
se utiliza temperaturas de 85-90° C, por 15 a 30 min. O aquecimento mais indicado é por
meio de banho-maria ou tanques de parede dupla (encamisados) (FOSCHIERA, 2004).

Segundo Krolow e Ribeiro (2006) o tratamento térmico tem por objetivos a destrui¢do
da flora natural do leite, que além de produzir contaminag@es, afeta o desenvolvimento das
bactérias do iogurte; eliminar o ar, reduzindo assim o teor de oxigénio do leite tornando-o
melhor para o crescimento das bactérias, principalmente o L. bulgaricus; decomposicéo
parcial de alguns constituintes do leite (principalmente proteinas) o que resulta na producéo
de fatores de crescimento para as bactérias laticas, tais como compostos sulfidrilicos.
Também as proteinas do soro tornam-se mais sensiveis ao célcio com o tratamento térmico,
facilitando a coagulagdo; a albumina e a globulina precipitam, passando a comportar-se como

a caseina, aumentando, assim, a consisténcia e viscosidade do produto final.
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3.1.2.4 Resfriamento do leite

Deve-se proceder o resfriamento do leite a temperatura de 42 a 45°C (KROLOW e
RIBEIRO, 2006). Isso pode ser feito pela substituicdo da &gua quente do banho-maria por
agua fria. Para ndo haver contaminacgdo nessa fase, o recipiente do leite deve estar sempre
fechado, sendo controlado por termopares (FOSCHIERA, 2004).

Na fabricacdo de iogurte tradicional esta etapa se torna bastante importante, pois €
necessario que o leite esteja a uma temperatura adequada quando se inoculam as bactérias
laticas. Uma temperatura demasiadamente alta pode inibir ou até destruir os micro-
organismos da cultura latica e se a temperatura estiver muito baixa o tempo de fermentagéo se
prolonga desnecessariamente (PIMENTEL, 2009).

3.1.2.5 Inoculagéo do fermento latico e incubacéo

A inoculacdo do fermento latico é feita com 1 a 3% de cultura & temperatura
anteriormente citada por um tempo médio de 4 a 6 h, devendo permanecer nesta até atingir a
acidez desejada (pH em torno de 4,5 a 4,7). Temperatura muito alta durante a incubagdo
favorece a contragéo da coalhada e separacéo de soro. Temperaturas baixas e, flutuagdes desta
durante a incubacdo influenciam negativamente na estrutura da coalhada, acarretando
inimeros defeitos. A acidificacdo irregular pode produzir uma coalhada granulosa e arenosa
no produto final (KROLOW e RIBEIRO, 2006).

No processo de producéo de iogurte necessita-se de rapida producdo do acido lactico.
As culturas lacticas sdo constituidas de micro-organismos termofilicos que por defini¢do, séo
aqueles cuja temperatura 6tima de crescimento encontra-se na faixa de 37 a 45 °C (BEZERRA
etal., 2011).

Os micro-organismos termofilicos utilizados como inoculo sdo Lactobacillus
bulgaricus e Streptococcus thermophilus, na proporgéo de 1:1 numa concentragdo de 2 x 10° a
4 x 10° células/mL e quantidade de 2 a 3 % da mistura bésica, o pH e temperatura 6tima para
0 desenvolvimento desses micro-organismos sédo 6,0/43°C e 6,8/38°C, respectivamente.
Quando se emprega a cultura liofilizada a propor¢do numérica das bactérias continua sendo de

1:1, mas a concentracdo celular aumenta para de 10® células/mL (BEZERRA et al., 2011).
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A cultura liofilizada é a mais utilizada pela indUstria, pois possui maior facilidade de
armazenamento, manipulagéo e por conter 0S micro-organismos na proporcao certa, o que é
dificil de conseguir com as culturas semeadas (FOSCHIERA, 2004).

Bezerra et al. (2011) afirmam que a microflora do iogurte pode crescer muito facil no
leite e a taxa de formagdo de acido € acelerada devido ao crescimento associado destes dois
micro-organismos (Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus). O S.
thermophilus chega a 90°D, enquanto que o L. bulgaricus chega a 140°D. O crescimento pode
ser dividido em dois estagios. No primeiro estagio o S. thermophilus, cresce rapidamente
durante a fase inicial da incubagdo, pois os aminoacidos e peptideos liberados pelo L.
bulgaricus estimulam seu desenvolvimento acelerado. Com o aumento da produgdo de acido
lactico a velocidade de crescimento S. thermophilus diminui e o L. bulgaricus acelera seu
desenvolvimento que em parte € estimulado devido aos compostos gerados pelo S.

thermophilus (acido férmico, gas carbdnico e reducdo de oxigénio disponivel no meio).

3.1.2.6 Resfriamento do iogurte

Apos atingir a acidez desejada, segue-se o resfriamento, que € um dos pontos criticos
na producdo de iogurte. Sua funcdo é reduzir a atividade metabdlica da cultura “starter”,
controlando a acidez do produto e também a separacdo da &gua (sinérese) (BEZERRA, et al.,
2011; KROLOW e RIBEIRO, 2006).

Segundo Krolow e Ribeiro (2006), a fermentagdo é interrompida quando o leite
apresentar um pH em torno de 4,5 a 4,7 ou uma acidez titulavel de 70 a 72°D. Neste ponto,
considerado o ponto final, a massa devera apresentar-se como um gel liso, brilhante, sem
desprendimento de soro. Esta interrupcéo é efetuada através do resfriamento da massa, da
seguinte forma:

a) Na primeira etapa a queda de temperatura para 20 a 24°C, faz cessar a produgdo de &cido,
mas esta ndo pode ser brusca; deve-se evitar o choque térmico, porque este provoca o
encolhimento da massa, resultando no dessoramento; este tempo de resfriamento ndo devera
ser inferior a 30 min. No caso do iogurte batido, pode-se fazer, nessa temperatura, a adicdo de
ingredientes tais como: frutas, corantes, cereais, mel, etc., que devem ser homogeneizados na
massa;

b) Na segunda etapa, a reducdo da temperatura da massa deve atingir a temperatura de 10°C

este devera ocorrer, no maximo, em 1 h.
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Quando o resfriamento ndo € efetuado no momento ideal, isto acarreta o surgimento de
defeitos na elaboragéo do iogurte: excesso de acidez, desprendimento de soro e formagéo de
granulos ou textura arenosa (KROLOW e RIBEIRO, 2006). A baixa temperatura, quando da
quebra do coéagulo, permite que as micelas de caseina reabsorvam o soro, evitando a sinérese.
Né&o efetuar a quebra da coalhada sem ter realizado o resfriamento, pois isto acarretard em
sinérese permanente. A quebra da coalhada deverd ser feita com agitacdo, ndo devendo
permitir a incorporacdo de ar o qual pode atentar contra a estabilidade do produto final. Se a
quebra for insuficiente, pode ocorrer a formacdo de grumos, que liberam soro e endurecem
apresentando um produto com estrutura granular e tendéncia a dessorar. A agitagdo excessiva
ocasiona a obtengdo de um produto demasiadamente liquido com tendéncia & formagéo de
aglomerados de gordura, constituindo um defeito (KROLOW e RIBEIRO, 2006).

3.1.3 Aspectos relevantes na producgéo do iogurte

Para Mazochi (2009), o leite utilizado para fabricagdo de iogurte deve apresentar boa
qualidade, ser higienicamente produzido e manipulado, de composicéo fisico-quimica normal,
isento de antimicrobianos e preservativos e ndo deve ser utilizado congelado, a fim de evitar
defeitos na textura do produto.

A textura apresenta um importante papel na aceitagdo de iogurtes pelos consumidores,
e diversos fatores podem afetar esta caracteristica, como: a composicéo do leite; o tratamento
térmico; a adigdo de leite em po; as gorduras do leite quando homogeneizadas; a presenca de
estabilizantes; a cultura bacteriana utilizada; a temperatura de incubacgdo; o pH final e a
temperatura de estocagem (PIMENTEL, 2009).

A reducdo no contetido de gordura pode causar alguns defeitos no iogurte como perda
de sabor, de consisténcia ou falta de textura, onde normalmente a gordura removida €
substituida por leite em p6 desnatado, caseinato de sddio, ou concentrados proteicos de soro
de leite. Mas a quantidade desses ingredientes necessaria para alcangar o contetdo de sélidos
totais similar ao iogurte integral pode levar a um desenvolvimento 4cido excessivo a partir da
fermentacdo da lactose, firmeza excessiva, maior expulsdo do soro, e textura granular
(GAUCHE, 2007; PIMENTEL, 2009).

As propriedades fisicas do iogurte, incluindo a separagdo do soro (sinérese),
apresentam um papel importante na qualidade do produto e aprovacdo pelo consumidor. A

sinérese é parte essencial do processo de produgdo de queijos, no entanto, a separacéo do soro
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na superficie do produto é considerada o principal defeito na producéo de iogurte (GAUCHE,
2007).

Segundo Pimentel (2009); Mazochi (2009), os iogurtes devem apresentar os seguintes
atributos importantes: o corpo deve ser viscoso, firme e coeso; a textura deve ser suave, livre
de grumos e sem fissuras; deve ter nitido sabor &cido e o maior componente volétil deve ser o
acetoaldeido. O tempo de vida til deve ser em torno de 30 dias, mantendo as caracteristicas
préprias, que retenha agua sem ocorrer sinérese.

O aparecimento do sabor caracteristico (acetaldeido) ocorre durante as 12 primeiras
horas apos o resfriamento, propiciando as caracteristicas finais de um bom iogurte. Este sabor
é fornecido pelo lactobacilo. Considerando este aspecto, o iogurte devera ser consumido no
minimo 12 horas ap6s sua elaboracdo, tempo suficiente para a formagdo de todos os
compostos aromaticos, consisténcia e textura (KROLOW e RIBEIRO, 2006).

A acidez provocada pela fermentagao, além de estar associada ao desenvolvimento do
sabor, torna os iogurtes relativamente estaveis, e inibe o crescimento de bactérias
deterioradoras. Sendo que o pH do produto final deve estar entre 4,2 e 4,4 uma vez que a
producdo exagerada de é&cido conduz a uma super acidificagdo durante a incubacéo,
resfriamento e armazenamento, promovendo caracteristicas indesejaveis ao produto
(BASTIANI, 2009).

As fibras alimentares também fornecem propriedades funcionais quando sdo
incorporadas em sistemas alimentares, como no caso de produtos lacteos, pois, além da
capacidade de formar gel, e substituir gordura, elas contribuem para melhoria da textura, das
caracteristicas sensoriais e para 0 aumento da vida de prateleira de alimentos devido & sua
capacidade de se ligar & 4gua (BASTIANI, 2009).

Para Staffolo et al. (2004), o iogurte € um dos produtos lacteos, que futuramente suas
vendas deverdo aumentar, devido a grande diversificacdo de produtos, que os incluem: iogurte
com reducdo do conteudo de gordura, iogurtes probioticos, iogurte batidos, iogurtes liquidos,
mousse de iogurte, iogurte gelado (Fronzen iogurt), etc. A chave para o crescimento do
mercado é uma avaliagdo continua e alteracdo do produto & altura das expectativas do
consumidor.

Segundo Silva (2007), o iogurte apresenta uma das melhores margens de rentabilidade
para o fabricante de produtos lacteos, devido ao fato de ndo passar por nenhum processo de
concentragdo, ou seja, comeca com um volume de matéria-prima e termina com 0 mesmo

volume ou até um pouco mais, ja que alguns ingredientes como polpas de frutas sdo
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acrescentadas. Seu mercado, em suas diversas categorias, vem demonstrando grande potencial

de crescimento nos Ultimos anos.

3.1.4 Importéncia nutricional do iogurte

O consumo de alimentos fermentados, principalmente derivados do leite, tem sido
estimulado por profissionais de saide, em funcdo de seu perfil nutricional, apresentando
proteinas de alto valor bioldgico e micro-organismos capazes de promover diversos beneficios
a salde humana (BASTIANI, 2009).

O seu consumo estéa relacionado com a imagem positiva de alimentos saudaveis e
nutritivos, associado as suas propriedades sensoriais, podendo ser atribuido também aos
beneficios que 0 mesmo traz ao organismo, tais como, facilitar a agdo das proteinas e enzimas
digestivas no organismo humano, facilitar a absorcdo de célcio, fosforo e ferro, melhorar o
sistema imunolégico, reduzir o colesterol sérico e ser fonte de galactose (importante na
sintese de tecidos nervosos e cerebrosideos em criancas), bem como ser uma forma indireta de
se consumir leite (BASTIANI, 2009; BECKER, 2009).

Além disso, devido a acdo metabdlica das bactérias sobre os componentes do leite,
estes sdo transformados em substancias mais simples, podendo ser consumidos por pessoas
que, devido a deficiéncia da enzima lactase em seu organismo, ndo toleram a lactose presente
no leite, sendo possivel o individuo aumentar sua tolerancia a produtos lacteos por ingestéo de
produtos fermentados como o iogurte, devido ao fato do teor de lactose ser menor (SILVA,
2007).

Os produtos lacteos fermentados com bactérias lacticas também tém sido utilizados no
tratamento de doencas do trato gastrintestinal, como gastro-enterites agudas; efeitos adversos
da radioterapia; constipacdo; alergias alimentares; entre outras. A ingestdo destes produtos
pode inibir o desenvolvimento de bactérias patogénicas e, por consequéncia, constituir um
meio de prevengdo contra infec¢des gastrintestinais (MAZOCHI, 2009).

Mazochi (2009) cita mais alguns efeitos, como: protedlise, em que as proteinas do
leite, que tém um alto valor bioldgico sdo parcialmente pré-digeridas por acdo das bactérias
lacticas, o que permite uma melhor digestdo. E as vitaminas do leite ajudam no
desenvolvimento das bactérias lacticas que, por sua vez, produzem outras vitaminas,
principalmente do complexo B, aumentando assim a variedade de vitaminas presentes nesses

produtos fermentados.
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3.2 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Os alimentos e ingredientes funcionais podem ser classificados de dois modos, quanto
a fonte de origem, vegetal ou animal, ou quanto aos beneficios que oferecem, atuando no
sistema gastrointestinal e cardiovascular, no metabolismo de substratos, no crescimento, no
desenvolvimento e diferenciacéo celular, no comportamento das funcdes fisiologicas e como
antioxidantes (NOGUEIRA, 2007).

Os padrdes dietéticos estdo fortemente atrelados aos crescentes nimeros de doencas
modernas, cardiopatologias, neoplasias e outras, decorrentes de um conjunto de fatores
gerados por mudangas de habitos alimentares, de atividade fisica e lazer. Frente a essas
mudancas, aumenta a preocupacdo dos individuos com a alimentagéo e a salde, bem como
suas interagdes. Neste contexto, os alimentos funcionais desempenham uma importante
funcdo (BASTIANI, 2009).

O Japéo foi pioneiro na formulacdo do processo de regulamentagdo especifica dos
alimentos funcionais, processados, similares em aparéncia aos alimentos convencionais,
usados como parte de uma dieta normal e que, aléem de suas fung¢Bes bésicas nutricionais,
comprovadamente trazem beneficios fisioldgicos e /ou reduzem o risco de doengas cronicas.
Conhecidos como alimentos para uso especifico de saude, eles trazem um selo de aprovagao
do Ministério da Salde e Bem-Estar do Japdo (COSTA e ROSA, 2010). E no Japdo, 0s
alimentos funcionais sdo definidos como aqueles que apresentam a terceira fungdo. A
primeira seria a de fornecer nutrientes para o individuo sobreviver, a segunda seria a funcdo
sensorial e a terceira a fungdo fisioldgica, que regula o sistema imune e as defesas do
organismo (BASTIANI, 2009).

J& a legislagdo brasileira, ndo define alimento funcional, define alegacdo de
propriedade funcional e alegacdo de propriedade de salde, estabelece as diretrizes para sua
utilizacdo, bem como as condigdes de registro desses alimentos (COSTA e ROSA, 2010). De
acordo com a Resolucdo n°® 19, de 30 de abril de 1999, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria - ANVISA (BRASIL, 1999), alimentos ou ingredientes com alegacdo de
propriedade funcional sdo aqueles que apresentam papel metabdlico ou fisiolégico que o
nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento, no desenvolvimento, na manutencao e outras
funcdes normais do organismo humano; devendo, entretanto, serem seguros para 0 cConsumo
sem supervisdo médica. Para apresentarem alegacOes de propriedade funcional e, ou, de

saude, os alimentos ou ingredientes devem ser, obrigatoriamente, registrados e o contetdo da
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propaganda desses produtos ndo pode ser diferente, em seu significado, daquele aprovado
para a rotulagem.

Desta forma, os novos alimentos que surgirem no mercado deverdo trazer em Seu
rotulo qual é o beneficio para a fisiologia do organismo e porque reduzem o risco de certa
doenca, informagdo que deverd ser comprovada através de pesquisas cientificas
(NOGUEIRA, 2007).

Esses alimentos possuem potencial para promover a saude através de mecanismos ndo
previstos na nutricdo convencional, devendo ser salientado que esse efeito restringe-se a
promocao da salde e ndo & cura de doencas (SAAD, 2006).

Uma grande variedade de produtos tem sido caracterizada como alimentos funcionais,
incluindo componentes que podem afetar inimeras funcbes corporeas, relevantes tanto para o
estado de bem-estar e salde como para a reducdo do risco de doencas. Esta classe de
compostos pertence & nutricdo e ndo a farmacologia, merecendo uma categoria propria, que
ndo inclua suplementos alimentares (NOGUEIRA, 2007).

Os alimentos funcionais vém adquirindo uma presenca crescente na industria
brasileira, e os produtos lacteos apresentam a maior categoria de vendas de alimentos
funcionais brasileiros, contribuindo com 73 % do total das vendas de alimentos funcionais, e
11 % de todos os produtos lacteos de vendas no Brasil. Os ingredientes funcionais mais
utilizados no desenvolvimento de produtos sdo as fibras alimentares, oligossacarideos, &cido
latico, proteinas, minerais, vitaminas, fitoquimicos e antioxidantes (BASTIANI, 2009).

Segundo Rossi (2007) os alimentos funcionais podem atuar ndo s6 na prevencgdo de
doencas, mas também no retardamento do envelhecimento precoce, melhorar aspectos
estéticos como celulite, retencdo hidrica, acne, queda de cabelo, pele seca, unhas frageis e
quebradigas. Entretanto, aqui vale um alerta que os alimentos saudaveis devem ser
consumidos em quantidades adequadas as necessidades individuais para desempenharem suas
propriedades funcionais. Para evitar o aparecimento de doengas ao longo da vida existe a
necessidade de colocar os alimentos funcionais como hébito alimentar. J& sabendo de todos os
beneficios destes alimentos, seria importante consumi-los desde a infancia para reduzir ou
evitar os riscos a salde.

O desenvolvimento de alimentos funcionais deve combinar em conhecimento
cientifico das funcbes alvo e a sua possivel modulacdo por componentes alimentares. Um

desafio chave no desenvolvimento dos alimentos funcionais é garantir ao consumidor final a
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seguranga dos alimentos funcionais e a veracidade dos efeitos que proclamam na salde,
desenvolvimento e crescimento (TORRES et al., 2008).

Nos ultimos anos, o conceito de alimentos funcionais passou a concentrar-se de
maneira intensiva nos aditivos alimentares que podem exercer efeito benéfico sobre a
composi¢do da microbiota intestinal. Os prebidticos e os probidticos sdo atualmente os

aditivos alimentares que compdem esses alimentos funcionais (SAAD, 2006).

3.2.1 Probiéticos

Os probidticos sdo micro-organismos vivos, que quando administrados em
quantidades adequadas, sdo capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal
produzindo efeitos benéficos & saude do individuo (BRASIL, 2002). Esses micro-organismos
sdo, geralmente, bactérias gram-positivas sendo incluidos basicamente em dois géneros:
Lactobacillus e Bifidobacterium, que usualmente sdo adicionados a leites fermentados na
forma liofilizada ou congelada (PIMENTEL, 2009), fermentam a lactose, produzindo &cido
lactico e tém a capacidade de manterem-se vivos no produto fermentado e sobreviverem a
passagem pelo trato gastrointestinal (SILVA, 2007). As bactérias lacticas mais utilizadas pela
indUstria alimenticia pertencentes ao género Bifidobacterium sdo: B. bifidum, B. breve, B.
infantis, B. lactis, B. animalis, B. longum e B.thermophilum (SAAD, 2006).

Inicialmente, as bifidobactérias foram encontradas nas fezes de criangas amamentadas
e também isoladas do leite materno, mais frequentemente Bifidobacterium longum e
Bifidobacterium breve. As bifidobactérias sdo dificeis de cultivar em laboratorio, uma vez que
tém necessidades nutricionais especiais (RUSSELL et al., 2011). Um dos principais
componentes do leite humano s&o oligossacarideos, que tém sido identificadas como um fator
"bifidogénico".

Por serem habitantes naturais do intestino humano e animal, sua populacdo é
influenciada pela idade, dieta, antibioticos, estresse entre outros fatores (SILVA, 2007) e sua
proporcdo diminui com a idade, estabilizando-se como terceiro género mais abundante, ou
seja, 25 % da flora intestinal total.

Em estudo realizado por Russell et al. (2011) foi verificado que em doentes idosos
houve uma diminui¢do do nimero total de bifidobactérias e um declinio na diversidade de
espécies, esta mudanca individual com o avanco da idade, pode desempenhar um papel na

susceptibilidade destes individuos & doenga.
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As bifidobactérias sdo de extrema importancia no complexo ecossistema ativo no trato
gastrointestinal humano como também de outros mamiferos. O Bifidobacterium longum é
uma espécie que perdura por toda a vida do hospedeiro, por esse fato € a espécie mais
procurada para integrar alimentos funcionais. Sua utilizagdo, principalmente em iogurtes, faz
que o teor de lactose diminua em aproximadamente 20 a 25 % no produto final (BECKER,
2009). Todas as espécies de bifidus fermentam a lactose e crescem bem em leite. Sua
temperatura de crescimento situa-se entre 20 a 46°C e morrem a 60°C. O pH 6timo € de 6,5 a
7,0 e ndo ha crescimento em pH menor que 5,1 ou pH maior que 8,0 (SILVA 2007).

Para exercer um impacto benéfico & salde, a contagem total de bactérias lacticas
viaveis em iogurtes pelo uso de probiéticos deve estar situada na faixa de 10° a 10° Unidades
Formadoras de Coldnias (UFC) na recomendacéo diaria do produto pronto para 0 consumo
(BRASIL, 2008). Portanto, a concentracdo de células viaveis do probidtico deve ser ajustada
na preparagdo inicial, levando-se em conta a capacidade de sobrevivéncia do micro-
organismo (STEFE et al., 2008).

Desta forma um micro-organismo probidtico deve necessariamente sobreviver as
condicdes adversas do estdbmago e colonizar o intestino, mesmo que temporariamente, por
meio da adesdo ao epitélio intestinal (OLIVEIRA et al., 2002).

Segundo Oliveira et al. (2002) para a utilizagdo de culturas probioticas na tecnologia
de fabricagdo de produtos alimenticios, além da selecdo de cepas probilticas para uso
humano, as culturas devem ser empregadas com base no seu desempenho tecnoldgico.
Culturas probioticas com boas propriedades tecnoldgicas devem apresentar boa multiplicacéo
no leite, promover propriedades sensoriais adequadas no produto e serem estaveis e viaveis
durante o armazenamento. Desta forma, podem ser manipuladas e incorporadas em produtos
alimenticios sem perder a viabilidade e a funcionalidade, resultando em produtos com textura
e aroma adequados.

Os probidticos sdo comercializados na forma de preparagdes farmacéuticas, em
capsulas ou sachés, ou naturais, como leite fermentado ou iogurtes. Quando comercializados
em céapsulas ou saches, a liofilizagdo do produto permite manter a viabilidade durante longo
periodo de armazenamento na temperatura ambiente (STEFE et al., 2008).

Os alimentos probidticos disponiveis no mercado incluem sobremesas a base de leite,
leite fermentado, leite em po, sorvete, iogurte e diversos tipos de queijo, além de produtos na
forma de cépsulas ou produtos em po para serem dissolvidos em bebidas frias, sucos

fortificados, alimentos de origem vegetal fermentado e maioneses (STEFE et al., 2008).
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3.2.2 Prebiéticos

Os prebidticos sdo ingredientes alimentares ndo-digeriveis que promovem & satde do
hospedeiro, estimulando assim, a agdo de uma bactéria (ou um grupo) benéfica no trato
digestivo (DALLA CORTE, 2008).

Os prebidticos apresentam caracteristicas tecnoldgicas importantes e propriedades
nutricionais interessantes, sdo encontrados em vegetais e frutas e podem ser processados
industrialmente a partir de materiais renovaveis. Em formulacBes de alimentos, podem
melhorar muito as caracteristicas organolépticas (WANG, 2009).

Para se enquadrarem como ingredientes para alimentos funcionais, devem ser estaveis
ao processo de tratamento de alimentos, como o calor, baixo pH, e da reacdo de Maillard, e
estes resultados fornecem a base para a selegdo de prebidticos para serem utilizados como
ingredientes para alimentos funcionais e para predizer a extensdo que o tratamento afeta a
atividade pre-bidtica (WANG, 2009).

A maioria dos prebidticos é obtida por extragdo a partir de plantas (por exemplo, a
inulina de chicoria), seguido por uma sintese de hidrélise enzimética (por exemplo,
oligofrutose de inulina) ou por meio de reagGes de trans-glicosilacgio de mono ou
dissacarideos como a sacarose (frutooligossacarideos) ou lactose (trans-galactosilagdo de
oligossacarideos ou galactooligossacarideos), a inulina e o oligossacarideos sdo 0s prebioticos
mais estudados e foram reconhecidos como fibras alimentares na maioria dos paises (WANG,
2009).

Isso tem atraido muita atencdo, porque ao contrario dos probidticos, substancias
prebidticas, ndo estdo sujeitos a problemas de viabilidade. Essas substancias também tém
maiores possibilidades para a incorporagdo em uma ampla variedade de alimentos comuns.
Qualquer alimento que atinge o célon, como carboidratos ndo digeriveis, tem potencial
prebiotico. Os carboidratos ndo digeriveis, oligossacarideos de frutose em particular, sdo os
prebidticos mais estudados. Estes compostos resistem & hidrolise e absorcdo no trato digestivo
humano e alcancam o cdlon, onde sdo fermentados pelas bactérias intestinais, especialmente
as bifidobactérias (PEREIRA e GIBSON, 2002).

Um dos prebidticos mais conhecidos sdo os frutanos, os quais incluem os fruto-
oligossacarideos (FOS) ou oligofrutoses, obtidos pela hidrdlise enzimética da inulina de

ocorréncia natural, e seus anélogos sintéticos obtidos por sintese enzimética a partir da
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sacarose (GRAY, 2006). Além de galactoligossacarideos, lactulose, isomaltoligossacarideos,
xiloligossacarideos e gentioligossacarideos (SILVA, 2010).

Os FOS séo formados por uma molécula de sacarose, com uma, duas ou trés unidades
de frutose unidas, mediante ligacbes pB-(1-2) & molécula de sacarose. Os fruto-
oligossacarideos sdo constituidos de frutose e glicose, tendo menor valor calérico que a
sacarose. O grau de polimerizacdo varia de 2 a 10 unidades, abreviados como GF2 (1-
kestose), GF3 (nistose) e GF4 (frutosilnistose) de acordo com Egea (2010). A Figura 1 mostra

as estruturas quimicas dos oligossacarideos.
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Figura 1. Férmulas estruturais dos FOS: (A) GF2 (kestose), (B) GF3 (nistose) e (C) GF4 (frutosilnistose). Fonte:
EGEA (2010).

Os FOS séo os principais compostos reconhecidos e utilizados em alimentos aos quais
contribuem propriedades prebidticas. S0 encontrados naturalmente em vegetais e plantas
como alcachofra, raiz de chicoria, dalia, dente de ledo, cebola, alho e banana. Mas, as
concentracgdes presentes sdo baixas, exigindo um consumo muito elevado para a obtencédo dos
efeitos fisioldgicos desejados (BERNAL, 2004).

Os FOS apresentam propriedades fisicas e fisioldgicas que tornam um composto de
grande potencial de aplicacdo em alimentos para nutricio humana e animal. Sdo varias as
aplicacbes na industria de alimentos, podendo ser utilizado na maioria das vezes sem
restricbes. Em iogurtes os FOS sdo aplicados como prebioticos na proporcéo de 2 a 3 % em

volume, também utilizado como agente de corpo e textura (OLIVEIRA, 2008).
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Também apresentam cerca de um terco do poder adogante da sacarose, ndo sdo
caldricos e ndo podem ser considerados como fonte de energia para os seres humanos, além
de poderem ser utilizados de modo seguro por diabéticos. Possuem solubilidade maior que a
sacarose, ndo cristalizam, ndo precipitam e nem deixam sensagéo de secura ou areia na boca
(SILVA, 2010).

Os oligossacarideos ndo digeriveis, quando comparados com as fibras dietéticas,
possuem algumas vantagens, como: ndo causam diarréia quando ingeridos acima da dose
recomendada, sdo ligeiramente doces, ndo tém textura e sabor desagradaveis, sdo totalmente
solGveis em &gua, fisicamente estaveis e faceis de serem incorporados em alimentos e bebidas
processados (EGEA, 2010).

Silva (2010), afirma que os FOS ndo séo degradados durante a maioria dos processos
de aquecimento, mas podem ser hidrolizados em frutose por condi¢gbes muito acidas e em

condigdes de exposigdo prolongada em relagdo ao tempo/temperatura.

3.2.3 Produtos Simbiéticos

Os simbidticos sdo combinacBes de probidticos e prebidticos, sendo também uma
modalidade terapéutica emergente (EWASCHUK e DIELEMAN, 2006; PIMENTEL, 2009),
como exemplo, quando um prebi6tico como FOS é adicionado a um iogurte probidtico.

Os simbid6ticos promovem o crescimento de bactérias benéficas ja existentes no célon,
assim como aumentam a sobrevivéncia, implantacdo e crescimento das bactérias que estéo
sendo adicionadas com o produto. Este Gltimo fato, decorre da presenca do substrato
especifico para o probiotico estar disponivel para a fermentacdo (PIMENTEL, 2009).

A interacdo entre o probiotico e prebidtico in vivo pode ser favorecida por uma
adaptacdo do probidtico através do consumo de prebidtico. Isto deve resultar em uma
vantagem competitiva para o probi6tico, se este for consumido juntamente com o prebidtico
(SILVA, 2007).

Na aplicagdo em alimentos, o ideal é que o ingrediente selecionado seja um substrato
metabolizavel pelo micro-organismo probio6tico no intestino, o que possibilitaria um aumento
na capacidade de sobrevivéncia do probidtico. Um exemplo seria o probidtico bifidobactéria,
associado ao prebiodtico galacto-oligassacarideo. Outros exemplos de alimentos simbidticos

incluem as bifidobactérias associadas & fruto-oligossacarideos (STEFE et al., 2008).
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3.2.4 Importancia nutricional dos probidticos e prebidticos

E possivel aumentar o nimero de micro-organismos promotores da satde no trato
gastrintestinal (TGI), através da introdugdo de probidticos pela alimentacdo, o qual ird
modificar seletivamente a composi¢do da microbiota, fornecendo ao probidtico vantagem
competitiva sobre outras bactérias do ecossistema (BECKER, 2009).

As bifidobactérias estimulam o sistema imunoldgico, produzindo vitaminas do
complexo B, reducdo dos niveis e de amdnia no sangue e ajudam a restaurar a flora intestinal
normal apds a antibioticoterapia (WANG, 2009). Quando seu crescimento for estimulado pelo
uso de fruto-oligossacarideos (FOS), sdo capazes de produzir vitaminas B1, B2, B6, B12 e
acido nicotinico e folico (STEFE et al., 2008).

Segundo Donkor et al. (2007); Castro et al. (2009), os prebidticos podem exercer um
efeito protetor sobre as bactérias probidticas, como a melhoria da sua sobrevivéncia e a
atividade durante o armazenamento do produto contendo probidticos, assim como a passagem
pelo trato gastrointestinal (TGI), que por seu efeito antagbnico suprimem a atividade das
bactérias putrefativas e reduzem a formacéo de produtos toxicos da fermentagdo. Previnem
ainda doencas patogénicas, diarréia e prisdo de ventre, protegem as funcbes do figado,
reduzem o colesterol e a pressdo sanguinea (THAMER e PENNA, 2006).

Entretanto, os efeitos benéficos da associagdo dos FOS as bifidobactérias podem ser
alcancados também pela producdo e liberagdo de &cidos graxos de cadeia curta como &cido

acético, propiobnio, e butirico, além de COZ, CH4 e H2. Quando esses acidos graxos sdo

absorvidos, eles contribuem para o pool de energia disponivel do hospedeiro e podem
proteger contra mudangas patoldgicas na mucosa do célon. Além disso, uma concentracdo
mais elevada de &cidos graxos de cadeia curta auxilia na manutengdo de um pH apropriado no
limen do colon, crucial para a expressdo de muitas enzimas bacterianas sobre compostos
estranhos e sobre o metabolismo de carcin6genos no intestino (SAAD, 2006), e com 0 gas
produzido no interior do intestino, estimulam o peristaltismo (GRAY, 2006).

Com a producdo dos acidos relatos, também, as absorcdes de calcio, ferro e magnésio
sdo facilitadas, e com o consumo de 15 g de FOS por dia, a absorcéo de Ca é aumentada em
10,8 % em humanos (SILVEIRA, 2009).

Gray (2006), afirma que em estudos com animais e em alguns seres humanos, a

fermentacéo coldnica de carboidratos ndo-digeriveis, como os oligossacarideos, melhoraram a
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absor¢do de minerais como o célcio, magneésio e ferro. Podendo ter implicagdes positivas, por
exemplo, aumento da densidade Gssea.

A fermentacdo de fibras no coldn est4 associada a liberacdo e solubilizacdo de
minerais, o que facilita sua absor¢do e diminuicdo do risco de osteoporose, resultante da
absor¢do diminuida de minerais, particularmente o célcio (BECKER, 2009). Neste caso a
fermentacdo lctica pelas respectivas bactérias pode aumentar a concentracdo de nutrientes da
dieta, pois elas sdo caracterizadas pela liberagdo de diversas enzimas no limen intestinal,
exercendo efeitos de sinergia na digestéo e reduzindo sintomas de deficiéncia na absorcdo de
nutrientes (DALLA CORTE, 2008).

O carboidrato ndo-digerido que chega ao intestino grosso altera a consisténcia das
fezes (tornando-as mais pastosas), aumentando o peso e a frequéncia da defecagdo. Em
elevada ingestéo de fibra alimentar, o peso das fezes tende a ser elevado e o tempo de transito
intestinal reduzido. Estes dois fatores podem contribuir para a prevencdo de disturbios do
intestino grosso, por exemplo, constipagéo, diverticulite e cancer do intestino grosso (GRAY,
2006).

A evidéncia para modulacdo dietética do risco de cancer é maior para cancer de c6lon,
que é um dos principais causadores de mortes por neoplasia maligna na Europa e na América.
O mecanismo pelo quais 0s probidticos exercem efeito anticancerigeno é que os probidticos
podem ligar-se a compostos mutagénicos e, assim, estimular a excrecdo fecal ou urinéria de
mutagens. Os probidticos também podem inibir a conversdo de pré-carcinogens a agentes
cancerigenos (BROEKAERT e WALKER, 2006).

Outro estudo realizado sugere uma redu¢do moderada dos niveis de colesterol com a
ingestdo de produtos lacteos fermentados. Varios experimentos in vitro com lactobacilos e
bifidobactérias, evidenciaram a capacidade de algumas cepas dessas bactérias para assimilar o
colesterol, na presenca de acidos biliares (PEREIRA e GIBSON 2002). Isso levou os autores
a sugerirem que a ingestdo de bactérias lacticas pode ser considerada como uma alternativa
"bioldgica” a intervencdes médicas ou cirdrgicas para o tratamento da hipercolesterolemia. O
mecanismo proposto para reducdo do colesterol é comparavel & de um tratamento de
colestiramina, que, como outro sequestrante de sais biliares, ligam-se aos sais biliares e os
impede de ser reabsorvido (PEREIRA e GIBSON 2002).

A fibra alimentar também pode ter efeitos no retardo da absor¢do de gorduras e
carboidratos no intestino delgado e pode auxiliar no metabolismo da insulina. Também pode

baixar o nivel de triacilglicerol circulante e, como resultado, pode reduzir o risco de
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cardiopatia coronariana. A presenca de alguns tipos de fibra alimentar retarda a absorcéo de
glicose pelo intestino delgado, retardando a elevacdo da glicemia e baixando o nivel maximo
da glicose no sangue. Por sua vez, esses efeitos atenuam a resposta da insulina, resultando no
declinio mais lento no nivel glicémico (GRAY, 2006).

Os FOS também aumentam a producéo de peptideos intestinais, ou seja, 0s hormdnios
incretina, GIP (polipeptideo inibitério géastrico) e GLP-1(peptideo tipo 1 glucagon). Ambos 0s
peptideos sdo conhecidos por regular a liberacdo de insulina p6s prandial e também para ter
acOes diretas semelhante & insulina no metabolismo lipidico. Em conclusdo, a relagdo parece
existir entre a modulagdo de horménios e producdo de peptideo intestinal e do efeito
antilipogénico atribuido ao FOS (PEREIRA e GIBSON, 2002).

Tem sido relatado que uma dieta rica em fibras ndo digeriveis diminui o peso corporal,
da massa de gordura e da gravidade do diabetes. Isto sugere que, a flora intestinal contribui
para a regulacdo fisiopatologica da endotoxemia, que d& o tom da inflamacdo para a
ocorréncia de diabetes/obesidade. Neste caso, seria vantajoso desenvolver métodos
especificos para favorecer o crescimento de bifidobactérias e impedir o efeito deletério do
elevado teor de gordura da doenca induzida por dieta metabdlica (RUSSELL et al., 2011).

Para Saad (2006), a diminuicdo da inflamacéo e de reagOes de hipersensibilidade pelos
probidticos, faz gerar um meio de prevengdo priméria da alergia em individuos suscetiveis.
Como por exemplo, ter efeito probiotico fora do trato gastrointestinal e capacidade de reduzir
0s sintomas da dermatite atopica (BROEKAERT e WALKER, 2006).

Dalla Corte (2008), afirma que a resposta imune é estimulada por efeitos mediados
pela ativacdo dos macrofagos, pelo aumento de niveis de citocinas e atividade de células
destruidoras naturais e/ou de niveis de imunoglobulinas, sendo que estes efeitos ocorrem sem
resposta inflamatdria prejudicial. O aumento na resposta imune ocorre quando consumidos
concomitantemente probidticos e bactérias lacticas como, por exemplo, Lactobacilus e
Bifidobacterium.

Além disso, a colonizacdo adequada com probi6ticos resulta em uma resposta
equilibrada das células T Helper (que produzem interleucina-2, interferon e outras substancias
que ativam as células B para produzir anticorpos) e anula qualquer desequilibrio nas respostas
TH1/TH2 que podem contribuir para a doenga. A resposta TH1 caracteriza-se por produgéo
de citocinas, e é eficaz na eliminagdo dos patogénicos intracelulares, tais como virus e
bactérias intracelulares, encontradas na doenca de Crohn e em gastrite induzida por

Helicobacter pylori. A resposta TH2 caracteriza-se pelo estimulo da produgéo de anticorpos
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pelos linfocitos B e é eficaz contra organismos que circulem no sangue (bactérias
extracelulares e parasitas, desequilibrio TH2 descritos na doenca atopica). No entanto, seu
modo de acdo completo e seu significado clinico ainda precisam ser determinados, a fim de
recomendar o seu papel na prevencdo e atenuagdo de uma doenca cronica (BROEKAERT e
WALKER, 2006).

Os probioticos tém a capacidade de atenuar a gastrite induzida pelo H. pylori no
homem, bem como, tém potencial para modificar as taxas de erradicacdo. Portanto, iogurtes
contendo probidticos vivos podem se tornar baratas ferramentas terapéuticas para o
tratamento da gastrite por H. pylori (BROEKAERT e WALKER, 2006).

Russell et al. (2011), relata que a suplementacéo de bactérias probioticas, na forma de
bifidobactérias para bebés, pode ajudar a resolver o problema da diarréia infecciosa, que é um
problema mundial de saide, e continua a ser uma das principais causas de doenca e morte em
muitos paises em desenvolvimento.

Por reduzir o teor de lactose em iogurtes, os probidticos podem auxiliar as pessoas
com intolerAncia a lactose a utilizar os produtos lacteos, por aumentar a digestdo e
metabolismo da lactose (SILVA, 2010).

De acordo com a legislagéo brasileira, para um alimento ter alegacdo da propriedade
funcional por adi¢do de FOS é necesséario que o mesmo tenha, no minimo 3 g do ingrediente
se o0 alimento for sélido e 1,5 g se for liquido, por porcéo diaria de consumo. O consumo do
ingrediente ndo deve ultrapassar a quantidade de 30 g de ingestdo diaria (BRASIL, 2002).

J& para Oliveira (2008), doses de 4 a 59 ao dia de FOS com valor caldrico de
1,5 Kcal/g séo suficientes para estimular o crescimento de Bifidobacterium.

Os mecanismos de agdo certamente devem ser devidamente definidos, mas é cada vez
mais evidente que as alteracdes da flora intestinal pela ingestéo de prebiéticos podem interagir
com o componente imunoldgico do intestino e ndo produziré apenas efeitos gastrintestinais de
protecdo, mas pode produzir efeitos sistémicos, que por sua vez podem ter significado em
outras superficies das mucosas, como a pele e vias respiratdrias, proporcionando assim um
amplo beneficio sistémico (WANG, 2009).

Portanto, segundo Huebner et al. (2008), os prebioticos sozinhos ou combinados com
bactérias probioticas na forma de simbidticos sdo reconhecidos como tendo a capacidade de

influenciar e melhorar a salide gastrointestinal e geral dos seres humanos.
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3.3 CONSIDERACOES FINAIS

Como ja citado anteriormente, varios sdo os trabalhos que relatam as propriedades
funcionais, devidamente comprovadas dos produtos com probioticos e prebioticos, os quais
previnem e auxiliam na prevencdo de doengas patogénicas, diarréia e prisdo de ventre,
reduzem o colesterol e a pressdo sanguinea. Além disso, auxiliam no aumento da digestdo e
metabolismo da lactose, aumento de reciclagem de compostos como estrégeno, aumento da
sintese de vitaminas e aumento da producdo de compostos imuno estimulantes que possuem
atividade antitumoral, entre outras.

Com base nas citagdes apresentadas, verifica-se que sdo poucos os trabalhos que
avaliam os efeitos de diferentes concentracdes dos probidticos (Bifidobacterium) associado a
cultura lactea convencional de iogurte e a adicdo de fruto-oligossacarideos nas caracteristicas
fisico-quimicas, reoldgicas, microbiolégicas e sensoriais, empregando metodologia de
planejamento de experimentos, devido a isto justifica-se o emprego desses métodos no

presente trabalho.
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4. MATERIAL E METODOS

Neste item serd apresentada a metodologia de fabricacdo do iogurte adicionado de
cultura probidtica (Bifidobacterium) e prebidtica (Fruto-oligossacarideo - FOS),
caracterizacdo e avaliagdo da estabilidade fisico-quimica (pH, acidez, gordura, sinérese,
proteina, °Brix -s6lidos sollveis totais, cor objetiva, viscosidade, lactose, frutose, glicose,
sacarose, kestose, nistose e frutosilnistose), microbioldgica (contagem de bactérias lacticas

totais) e sensorial (aceitagdo geral).

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Matéria-prima e culturas laticas empregadas na formulacéo de iogurte

As matérias primas empregadas na elaboragdo do iogurte: leite UHT longa vida semi-
desnatado (1 % de gordura, Elegé®), leite em po desnatado (Elegé®), acucar refinado
especial (Unido®), Fruto-oligossacarideos comercial (Fiber FOS®), corante em p6 rosa
(Regina®), aroma liquido de framboesa (Duas Rodas®).

Na elaboracdo das formulacbes as seguintes culturas laticas comerciais liofilizadas
foram utilizadas: Cultura Tradicional Termofilica; contendo cepas de Streptococcus salivarius
subesp. thermophilus e Lactococcus delbrueckii subesp. bulgaricus (Fermento DVS YF L812,
da LC Bolonha®); Cultura Probidtica latica Termofila; contendo uma cepa definida de
Bifidobacterium (FD-DVS BB-12® - Probio-Tec™ - da Chr. Hansen, Trés Cantos — Madrid).

4.2 METODOS

4.2.1 Processo de fabricacdo do iogurte

O desenvolvimento do produto e as andlises fisico-quimicas, microbioldgicas,

reoldgicas e sensoriais foram realizadas nos laboratérios pertencentes ao Departamento de

Ciéncias Agrérias do Curso de Engenharia de Alimentos (Mini-Usinas de processamento de
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alimentos, Laboratério de Andlise de Alimentos, Laboratério de Analise Sensorial), da
Universidade Regional Integrada do alto Uruguai e das Missdes — Campus de Erechim/RS.

Os iogurtes foram elaborados segundo metodologia descrita por Krolow e Ribeiro
(2006) e adaptada, de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 2. As concentragdes de
cultura probidtica e prebidtica (FOS) foram definidas, seguindo metodologia de planejamento

de experimentos, conforme descritas na Tabela 1.

Leite UHT
Semi-desnatado
l Acucar (11 %)
Adicionar Leite em p6 (4 %)

A 4

FOS (0, 1,5 € 3,0 %)

Pasteurizacdo
(85/90°C/30 min.)

|

Resfriamento

(40-45°C)
l Pré-inéculo da cultura
probidtica (0, 1,5 e 3 %)
Inoculagédo
Pré-inéculo da cultura
i Tradicional (4 %)
Incubacdo

(45°C/4-6 h) pH 4,6 a 4,8

Y

Adicdo do aroma e corante

!

Envase

!

Armazenamento refrigerado
(4-8°C)

Figura 2. Fluxograma do processo de desenvolvimento de iogurte produzido com culturas lacticas tradicionais e
probidticas adicionadas de fruto-oligossacarideo.
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4.2.1.1 Preparo do pré-indculo

As culturas laticas (Tradicional e Probidtica) foram adquiridas na forma liofilizada, e
apos testes preliminares, concluiu-se que para ambas as culturas é necessario fazer o pré-
indculo para serem adicionadas no iogurte.

Para cultura latica tradicional e probidtica o pré-inoculo foi realizado segundo
recomendacdo do fabricante (0,01 %), onde procedeu-se da seguinte forma: Utilizou-se
100 mL de leite em p6 desengordurado (hidratado e aquecido até 100°C/10-15 min.), resfriado
em banho de gelo e apds resfriamento, adicionado a cultura latica e mantidas em estufa
37°C/6 h. As culturas (Tradicional e Probiética) foram preparadas separadas, para em seguida
serem distribuidas conforme planejamento de experimento nas diferentes formulacGes de

iogurte (Tabela 1).

4.2.1.2 Elaboracéo das formulagdes de iogurte

Os ingredientes utilizados como: leite, leite em p6, FOS e o aglcar, foram misturados
e submetidos a uma etapa de pasteurizagdo a temperatura de 85-90°C/30 min., em seguida
resfriada até temperatura de 40-45°C. Posteriormente, adicionou-se o pré-inéculo da cultura
probidtica e cultura tradicional (conforme o planejamento de experimentos (Tabela 1)),
homogeneizado e mantido em estufa a 45°C por um periodo de 4 a 6 h (pH de 4,6 a 4,8). Apés
incubacéo (~6 h) foi adicionado o aroma e o corante. As formulagbes foram envasadas em
frascos plastico de 500 e 1000 mL (Figura 3) e armazenadas a 4°C, para posteriores analises
fisico-quimicas, microbioldgicas, reoldgicas e sensoriais. As analises foram realizadas, em

diferentes dias de armazenamento refrigerado.

e Sl = i

Figura 3. Aspecto visual do iogurte apos envase - Sabor Framboesa
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Ensaios preliminares apontaram que o aroma liquido de framboesa na concentracéo de
0,026 kg/100 kg de produto e de corante rosa em p6 de 0,8 g/L de produto, apresentaram as

melhores caracteristicas para a aplicacdo nas formulagdes de iogurtes.

4.2.2 Planejamento experimental para obtengéo de iogurte

Neste estudo, os niveis das variaveis foram definidos de acordo com os dados
disponiveis na literatura para produtos similares e através de testes preliminares. Os niveis das
varidveis do estudo do planejamento fatorial 22 estdo descritos nas Tabelas 1. As variaveis,
concentragdo de acucar, leite em pd, aroma, sabor e cultura l4ctica tradicional e tempo de

fermentacdo foram mantidas fixas.

Tabela 1. Niveis utilizados no planejamento 22 (com triplicata de ponto central) para
fabricacéo do iogurte

Niveis
Variaveis Independentes Cadigos -1 0* +1
Fruto-oligossacarideos (%) X1 0 1,5 3,0
Cultura latica probittica (%) X, 0 1,5 3,0

*Ponto Central do planejamento de experimentos

4.2.3 Caracterizacgdo dos iogurtes

Para avaliar as caracteristicas do produto desenvolvido foram realizadas as
determinagdes fisico-quimicas (pH, Acidez total, Gordura, Sinérese, °Brix (sdlidos sollveis
totais), Proteina, Cor objetiva, andlise de aglcares e fruto-oligossacarideo), reoldgicas
(Viscosidade), microbioldgicas e sensoriais.

As determinacdes foram realizadas em triplicata em diferentes dias (1, 7, 14, 21 e 28
dias) de armazenamento refrigerado. Somente a andlise sensorial foi realizada até o 21° dia de

armazenamento.
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4.2.3.1pH

O pH do meio de fermentacdo foi determinado com o potencidmetro, segundo
procedimento de (SILVA et al., 1997). Sendo feitas apOs a abertura das embalagens a
temperatura de 8°C, submetendo 50 mL de amostra em béquer e mergulhado o bulbo do

eletrodo de medicdo na amostra. A leitura era feita apds estabilizacéo.
4.2.3.2 Determinacdo de solidos soluveis totais (°Brix)

Para determinacdo dos solidos sollveis totais, foi utilizado o método refratométrico
(BERNAL, 2004). As leituras do grau Brix foram feitas por refratometria, utilizando
refratdmetro de Abbé (Marca Bel® Equipamentos Ltda.), corrigido para 20°C. O aparelho foi
calibrado a temperatura ambiente com éagua deionizada (indice de refracdo = 1,3330 e 0°C

Brix a 20°C) e procederam-se as leituras das amostras.
4.2.3.3 Acidez total titulavel (expressa como % de Acido lactico)

A acidez, em termos de &cido lactico, foi determinada por titulacdo, segundo método
oficial da AOAC (1997). A determinagdo da acidez total foi realizada medindo-se o teor de
acido latico, pela titulagdo com NaOH 0,1 mol/L, com aliquotas de 5 mL de amostra, na

presenca de fenolftaleina como indicador (KEMPKA et al., 2008).
4.2.3.4 Determinacdo dos agUcares (Lactose, frutose, glicose e sacarose)

A concentragdo dos agUcares (lactose, frutose, glicose e sacarose) foi determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, Agilent 1100 Series, Detector — RID, Coluna
NH, Fenomenex 100 A).

A quantificacdo foi realizada pelo método dos padrbes externos de lactose (Difco
Ltda.) D-frutose (Synth), D-glucose (Vetec) e sacarose (Fmaia) em diferentes concentragdes
(500; 1000; 2000; 5000 e 10000 ppm).
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4.2.3.5 Determinacao de Fruto-oligossacarideo (FOS) por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

Para realizacdo deste trabalho foi utilizado um equipamento de cromatografia liquida
de alta eficiéncia - CLAE (Agilent 1100 Series), com detector de indice de Refragdo— RID,
Coluna de NH, (Fenomenex 100 A).

4.2.3.5.1 Caracterizacdo do FOS Comercial

Os testes de caracterizagdo foram baseados segundo metodologia de Richetti et al.
(2011), utilizando padrdes quimicos de kestose (GF2), nistose (GF3) e frutosilnistose (GF4),
obtidos comercialmente puros da Wako Pure Chemical Industries, Ltda. As condicGes
cromatograficas foram: fase-movel constituida de acetonitrila/agua (70:30, v/v); coluna NH,,
(vazdol mL/min.); Temperatura da coluna 20°C; Temperatura do detector 25°C e tempo de
corrida 15 min.;

Para determinar & concentragdo final de fruto-oligossacarideos (FOS) nas formulacoes
de iogurte, vérios testes preliminares foram realizados, no sentindo de obter-se a melhor % de
recuperacdo do FOS. Primeiramente, foi necessario caracterizar a amostra de FOS comercial
(Fiber FOS®), j& que as informacOes de caracterizacdo ndo estavam disponiveis na ficha

técnica fornecida pelo fabricante (Anexo C).

a) Preparo da amostra para eliminagéo de interferentes do iogurte

Levando-se em consideragdo que o iogurte contém proteina e gordura, faz-se
imprescindivel a separacdo dos mesmos, pois estes componentes quando presentes
comprometem a qualidade da coluna cromatografica (CLAE). Desta forma realizaram-se
ensaios de precipitacdo de proteina e gordura dos iogurtes com e sem adigdo de FOS, visando
a recuperacao dos FOS das amostras:

e Ensaio 1: 2,0 g da amostra de iogurte foi adicionada em baldo volumétrico de 25 mL,
com 10 mL de agua mili-Q a 30°C. Apds mistura o volume (25 mL) foi aferido com
acetonitrila. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 2000 rpm por 10 min, o
sobrenadante foi separado e filtrado em um filtro organico de membrana (Allcrom®)

com porosidade de 0,45 pm e analisado;
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Ensaio 2: Adicionou-se 2,0 g da amostra a 10 mL de solucéo acetato de chumbo
saturado e 5mL solugdo salina (NaCl) saturada em baldo 25 mL. Apés
homogeneizado completou-se o volume (25 mL) com acetonitrila. Em seguida, a
mistura foi centrifugada a 2000 rpm por 10 min, o sobrenadante foi separado e filtrado
em um filtro organico de membrana (Allcrom®) com porosidade de 0,45 pm;

As condicdes cromatogréficas e padrfes seguiram a metodologia de Richetti et al.

(2011), descrita anteriormente, no entanto foi modificada a temperatura da coluna para 60°C,

com o intuito de evitar a retengdo da amostra na coluna.

No terceiro ensaio foi testado o padrdo do FOS comercial (Fiber FOS®) a

concentracdo de 1000 ppm, mantidas as 2 metodologias anteriores, e mesmas condicdes

cromatograficas de Richetti et al. (2011):

Ensaio 3: em 25 ml de iogurte sem FOS foi adicionado 0,25 g de FOS comercial. Ap6s
homogeneizacgdo realizou-se 0s mesmos procedimentos adotados para os Ensaios 1 e
2. Este ensaio foi conduzido para verificar se o processo de purificacdo da amostra ndo
estava removendo o FOS, também observar se as bactérias lacticas ndo estavam
utilizando o FOS como substrato durante a estocagem. Neste caso foi diminuido a

temperatura da coluna cromatogréfica para 20°C;

Foi realizada uma nova etapa, onde foi efetuado um ensaio (Ensaio 4) com diferentes

concentragdes do padrdo do FOS comercial (Fiber FOS®) e dos acucares (lactose, glicose,

frutose e sacarose). O FOS foi diluido em 4gua e apos com fase movel (acetonitrila:dgua-
70:30, v/V):

Ensaio 4: Foi preparada uma solu¢do com 1 % (10.000 ppm) FOS comercial (Fiber
FOS®). A partir desta solugdo procedeu-se a preparagéo dos padrdes (500, 1000, e
5000 ppm) mediante diluicdo com a fase movel;

O preparo das solucdes de sacarose, glicose, frutose e lactose, foram na concentragdo
de 2500 ppm (0,25 %), primeiramente com &gua mili-Q e completado com fase movel
(10 ml); Cada aclcar foi injetado e analisado separadamente. Para obter uma
comparacédo fidedigna foram analisados também os padrdes de FOS na concentragdo
de 1000 ppm;

b) Ensaios de recuperagdo do FOS comercial

Realizaram-se trés testes (Ensaios 5, 6 e 7) distintos com uma méxima concentracéo

de FOS na amostra de iogurte, que constava de 5% de FOS adicionado no momento da
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analise no iogurte, em seguida diluido com 10 ml de &gua mili-Q (10.000 ppm), onde foram

preparadas da seguinte forma:

Ensaio 5: 2,5 mL da solugéo preparada foi misturada com mais 2,5 mL de fase-mdvel,
homogeneizada, apos foi centrifugado a 2000 rpm/10min. Do sobrenadante foi filtrado
em um filtro organico com porosidade de 0,45 um (Figura 12-A); Este mesmo
procedimento foi realizado com acetonitrila pura no lugar da fase-moével (Figura 12-
B);

Ensaio 6: 1 mL da solugdo preparada foi misturada com 4 mL de fase-movel,
homogeneizada e ap6s centrifugado a 2000 rpm/10min. Do sobrenadante foi filtrado
em um filtro organico com porosidade de 0,45 um; Este mesmo procedimento foi
realizado com acetonitrila pura no lugar da fase-movel;

Ensaio 7: Para este teste foi utilizada a solugdo preparada, adicionada de agua mili-Q,
e centrifugada a 2000 rpm/10min., do sobrenadante, foi realizada as mesmas dilui¢ces
do Ensaio 5 e 6, porém sem necessidade de centrifugar novamente;

Todos os ensaios foram analisados com iogurte contendo FOS e iogurte sem adic¢éo de

FOS. O preparo das solugbes de sacarose, glicose, frutose e lactose foram realizados nas

concentragdes de 0,1 e 1 % destes agUcares e os padrdes de FOS comercial (Fiber FOS®) nas

concentragdes de 500, 1000 e 5000 ppm. Anterior a injecdo de todas as referidas amostras,

foram injetados os padroes de FOS, a fim de que houvesse uma melhor comparagédo e

precisao dos resultados.

4.2.3.6 Indice de Sinérese

A sinérese foi determinada pelo método da drenagem, onde uma determinada

quantidade de amostra era transferida para um funil contendo papel filtro. O volume de soro
coletado durante 4 h a 4°C era pesado (MANZANO, 2007). A sinérese foi calculada atraves

da equagéo 1:

Sinérese (%) = [(peso do soro apds filtracdo/peso da amostra)x100] (1)
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4.2.3.7 Viscosidade

A viscosidade foi determinada utilizando um viscosimetro rotacional, (Marca
Brookfield - PROGRAMMABLE DV-III + Rheometer). Para a anélise empregou-se 50 mL
de amostra & temperatura ambiente e nimero de spindle 31. Os resultados foram expressos em

centipoise (cP).

4.2.3.8 Proteina

O teor de nitrogénio foi determinado pelo método de kjeldahl, o qual consta de trés
etapas distintas: - Digestdo da amostra em sistema digestor Kjeldahl, empregando &cido
sulfurico e pastilha catalisadora (3,5 g de K;SO4 e 3,5 mg de Se, FOSS); - Destilacdo em
sistema destilador Kjeldahl, empregando solugéo de &cido borico a 4 % com indicador misto
como solucédo receptora da amonia destilada; - Titulagdo do borato de amonia formado com
solucdo de HCI 0,1 N. Na quantificacdo da proteina foi empregado o teor de nitrogénio

multiplicando-se pelo fator de conversdo de nitrogénio em proteina de 6,38.

4.2.3.9 Gordura

A gordura foi extraida pelo método de extragdo com mistura de solventes (éter etilico
e éter de petroleo) a frio (Norma FIL-IDF 5B, 1986). Apds, a recuperagdo do solvente em
sistema soxhelt, a gordura foi quantificada pelo método gravimétrico, com dessecagdo em
estufa a 105°C.

4.2.3.10 Cor objetiva

A cor foi determinada utilizando um colorimetro portéatil (Minolta CR400), com fonte
de luz D65, na escala de L* a* b* do sistema CIELab, realizando-se as leituras em
temperatura ambiente. No espaco colorimétrico CIELAB, definido por L*, a*, b* a
coordenada L* corresponde a luminosidade, a* e b* referem-se a&s coordenadas de

cromaticidade verde(-)/ vermelho(+) e azul(-)/amarelo(+), respectivamente.
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4.2.4 Caracterizacdo microbioldgica dos iogurtes
4.2.4.1 Contagem de bactérias lacticas totais

A partir de testes preliminares e a utilizacdo de varios meios seletivos (M17, MRS),
juntamente com varios componentes, ndo foi possivel determinar a contagem somente de
Bifidobacterium, por isso realizou-se a contagem de bactérias lacticas totais, no decorrer do
trabalho sera aplicado o método de diferenca da contagem das bifidobactérias, em relacéo a
uma formulagéo controle (sem adicdo de probidtico).

A inoculagéo foi realizada utilizando o meio Agar De Man, Rogosa & Sharpe (MRS)
pelo método de plaqueamento em profundidade, onde foi adicionada 1 mL de amostra em um
tubo com rosca contendo 9 mL de solugdo de citrato de sodio 2 % estéril. Apos transferiu-se
1 mL desta diluicéo para placa de petri esterilizada, era colocado uma camada de meio MRS e
uma sobre camada com meio Agar-Agar. A partir desta diluicdo foram feitas diluigdes
subseqiientes (102 a 10°®), necessarias a analise do produto. As placas foram incubadas
invertidas durante 48 h a 30°C e a contagem foi realizada em placas de Petri que apresentaram
até 250 colbnias e expressas por Log UFC/mL (FRANCO e LANDGRAF, 2005).

4.2.5 Analise sensorial

Nas avaliacGes sensoriais, participaram dos testes julgadores néo treinados (minimo 30
pessoas), de ambas as faixas etérias (18 a 45 anos) e sexo, académicos dos cursos de
Engenharia de Alimentos e Nutricdo e funcionérios do Centro Tecnoldgico da URI — Campus
de Erechim. Os provadores permaneciam em cabines individuais, onde recebiam 5 amostras
diferentes de iogurte, contendo aproximadamente 15-20 mL acondicionado em copo plastico,
distribuidos de forma balanceadas em recipientes codificados com nimeros de trés digitos e
acompanhados de um copo de agua mineral (Branco) e ficha de avaliagdo sensorial. A
temperatura das amostras oferecidas resfriadas era de 4 a 5 °C.

Nas avaliacBes sensoriais das formulagdes, nos distintos periodos de armazenamento
(0, 7, 14 e 21 dias), foi empregado o teste de aceitagdo - Escala hedonica (9 pontos), que
avalia o quanto um consumidor gosta ou desgosta de um determinado produto. No Apéndice

A, consta a ficha para avaliagdo sensorial das amostras.
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4.2.6 Tratamento estatistico

Os resultados das andlises fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais foram
analisados conforme metodologia de planejamento de experimentos e Analise de Variancia
(ANOVA), seguido de teste de Tukey para comparar as diferengas entre as médias, com
auxilio do software STATISTICA (Statsoft, v. 6.0 for Windows), com nivel de significancia
de 90 e 95 % de confianca. Para analise sensorial, também, foi demonstrado graficamente os

resultados pelos histogramas de freqiiéncia - aceitacéo geral (%) das formulagdes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste item serdo apresentados os resultados e discussdo referentes aos efeitos das
diferentes concentracdes adicionadas de cultura probidtica e prebidtico (FOS) em iogurtes,
sobre os atributos fisico-quimicos, microbiolégicos, reoldgicos e sensoriais, durante o periodo

de armazenamento.
5.1 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS
5.1.1 pH e Acidez
A Tabela 2 apresenta a matriz do planejamento fatorial 2% (valores codificados e reais)

com as respostas em pH e acidez das formulacdes de iogurte durante o periodo de

armazenamento.

Tabela 2 - Matriz do planejamento fatorial 22 completo (valores codificados e reais) e
resposta em pH e acidez (% de Acido lactico) no 1°, 7°, 14°, 21° e 28° dia de armazenamento
refrigerado

Variaveis Respostas**
Ensaios  Independentes™ pH Acidez (% de Acido lactico)

X X 1 7 14 21 28 1 7 14 21 28
1 -1(0) -1(0) 450° 4520 445 418"  412° 095 098® 1,05° 123 122

(0,015) (0,010) (0,010) (0,082) (0,118) (0,013) (0,055) (0,009) (0,018) (0,022)
2 1(30) -1(0) 4,84 450" 437" 432 409 085 090" 094 114 116
(0,010) (0,010) (0,010) (0,010) (0,023) (0,016) (0,027) (0,018) (0,068) (0,032)
3 -1(0)  1(30) 4977  470°  439° 425"  420° 082 094 1,000 115 117
(0,015) (0,015) (0,010) (0,047) (0,030) (0,007) (0,025) (0,023) (0,051) (0,069)
4 1(3,0) 1(3,0) 477°  450°  445° 435"  420° 086 095 099 0,98 1,218
(0,012) (0,015) (0,010) (0,015) (0,015) (0,066) (0,067) (0,039) (0,036) (0,031)
5 015 0(@15) 482" 446" 450° 434° 423 080° 1,00° 1,00° 098 124
(0,015) (0,015) (0,006) (0,036) (0,010) (0,012) (0,024) (0,046) (0,025) (0,014)

*X1= Fruto-oligossacarideos (%), X, = Cultura latica probidtica (%); **média (desvio padrdo) seguida de letras
iguais nas linhas indicam ndo haver diferenca significativa, entre os dias de armazenamento, a nivel de 5%
(Teste de Tukey).
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Os valores de pH (Tabela 2 e Figura 4) ao longo dos dias de armazenamento para
todos o0s ensaios (formulagbes) apresentaram diminuicdo significativa (p<0,05) e,
consequentemente uma elevagéo na acidez no decorrer do armazenamento. Observa-se que as
formulacBes 2 e 3 tiveram consideravel queda nos valores de pH no decorrer do tempo, mas
mesmo assim apresentaram valores maiores de pH em relagdo a amostra controle (Ensaio 1)
no 28° dia.

Separadamente, pode-se citar menores valores iniciais (1° dia) para pH no Ensaio 1
(formulacdo controle), onde no decorrer do tempo de armazenamento, Se manteve com
menores valores, 0 mesmo se observa para os resultados do Ensaio 2, que contem FOS na
formulagdo. No entanto, pode-se observar que no 1° e 7° dia de armazenamento para 0S
ensaios que contém probidtico, valores de pH mais elevado e iogurtes menos éacidos, onde
formulagbes que continham FOS juntamente com o probidtico (Bifidobactéria), também
apresentaram efeito positivo nos resultados.

Na Figura 4 (a e b), pode-se visualizar que com o aumento do tempo de
armazenamento, para todas as formulagGes, proporcionou uma diminuicdo do pH e

consequentemente um aumento dos valores de acidez.

o Ly I L
[ [=) ) »
S S o S

Acidez (% acido lactico)
o o
S [
o o

o
)
o

0,00 +
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Experimentos (a) Experimentos (b)

Figura 4. (a) Valores de pH (b) valores de acidez (% acido lactico) para as amostras de iogurte nos diferentes
periodos de armazenamento @ 1° dia m 7° dia O 14° dia O 21° dia m 28° dia

A Figura 5 (a, b e c) apresenta os Graficos de Pareto, com os efeitos estimados das
varigveis testadas (FOS e cultura probidtica) para o pH no 1°, 7° e 28° dias de armazenamento.
Onde observa-se que no 1° dia de armazenamento (Figura 5-a), as varidveis (FOS e

bifidobactéria) e sua interacdo foram significativas (p <0,05), sendo que a interacéo teve um
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efeito significativo negativo e a concentracdo de Bifidobactéria e FOS tiveram efeito
significativo positivo em relacdo ao pH, indicando que nas formulagdes que apresentavam
somente Bifidobactéria e/ou FOS, inicialmente ha um aumento no pH, porém, quando as duas
varigveis estdo presentes nas formulagdes ocasiona um decréscimo do pH.

Para o 7° dia (Figura 5-b) nota-se que a variavel FOS e a interagdo com a cultura
probidtica apresentaram efeito significativo (p<0,05) negativo sobre o pH, ou seja, indicando
que o pH diminui com o aumento da concentracdo de FOS. A variavel Bifidobactéria
apresenta efeito significativo positivo, indicando que seu aumento proporciona valores de pH
maiores. Para 14 e 21 dias de armazenamento (ndo apresentados) o comportamento foi similar

ao 7°dia.

p=0,05 '
Efeito Estimado (Valor Absoluto) (a) Efeito Estimado (Valor absoluto ) (b)

p=0,05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

(©)

Figura 5. Gréafico de Pareto com o Efeito Estimado (Valor Absoluto) das variaveis testadas no planejamento
experimental fatorial 2, para analise de pH (a) 1° dia de armazenamento, (b) 7° dia de armazenamento e (c) 28°
dia de armazenamento.
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No 28° dia de armazenamento (Figura 5-c) observa-se que somente a variavel probidtico
apresentou efeito significativo positivo para 0 processo, que ao aumentar-se sua concentragao
nas formulacGes, obter-se-a valores de pH superiores e consequentemente produtos menos
acidos (Figura 6), demonstrando a importancia desta variavel para a formulagdo deste
produto.

O mesmo menciona Oliveira (2008), que produtos obtidos com culturas probidticas,
em geral apresentam uma acidificagdo menor, pois estas culturas caracterizam-se pela baixa
capacidade de acidificagdo durante o armazenamento, podendo dessa forma, melhorar o sabor
do produto final. E a adicdo de prebidticos como a inulina, contribui para o aumento da
sobrevivéncia das bifidobactérias.

Da mesma forma que a inulina auxilia as bactérias, para que haja aumento de pH e
produtos menos &cidos, esta por sua vez, quando é adicionada unicamente ao produto,
promove redugdo dos valores de pH, resultando em uma maior pos-acidificacdo. As
alteracbes, em maior ou menor grau, dependem do tipo e quantidade de sdlido adicionado,
sendo que a natureza do sélido aplicado ird determinar esta influéncia (DEBON, 2009;
OLIVEIRA, 2008).

Huebner et al. (2008) simulando condicdes de processamento, verificaram em testes
com varios prebidticos comerciais (FOS e Inulina), submetidos a altas temperaturas
(85°C/30min.) e pH baixos, a reducéo significativa da atividade prebidtica testada. A analise
indicou que a hidrolise nos acucares tinha ocorrido especialmente a pH 4. Isto deixaria de
oferecer estimulagdo seletiva, sendo muito importante esta descoberta para producéo de
alimentos acidos que podem ser acrescidos de prebidticos e em seguida serem processados a
temperatura elevada.

Segundo Thamer e Penna (2006); Preci (2011) o valor do pH é importante, uma vez
que o iogurte com baixa acidez (pH inferiores a 4,0) proporciona maior separagédo do soro
devido a reducdo da hidratagdo das proteinas e contracdo do codgulo, favorecendo a sinérese.

O declinio apresentado no pH e o aumento da acidez sdo resultados da pos-
acidificacdo dos produtos e estdo relacionados a continuidade do processo fermentativo pelas
bactérias &cido-laticas durante o periodo de estocagem, com producéo de &cido latico. A
adicdo de probidticos em combinag¢do com os prebidticos (produtos simbidticos) pode resultar
em produtos menos 4cidos (PIMENTEL, 2009).

Pimentel (2009) relata que a adi¢éo de inulina em iogurtes ndo influenciou os valores

de pH, e que os valores de acidez em iogurtes adicionados de fruto-oligossacarideos



apresentaram menor conteido de 4cido latico do que o iogurte controle, provavelmente pela
menor quantidade de lactose observada nos produtos adicionados de FOS.

Sendo assim, uma maior concentragdo de lactose prové o micro-organismo de maior
quantidade de substrato a ser degradado em acidos organicos, levando a um menor pH e a
maiores valores de acidez titulavel durante a estocagem (PIMENTEL, 2009).

A Figura 6 (a, b e c) apresenta os gréaficos de Pareto com os efeitos estimados (valor
absoluto) das variaveis testadas no planejamento fatorial 22 para a resposta em acidez nas

formulages de iogurte.

(2)Probistico(L)

1Lx2
|
-
-303
|
1)FOS(L) | 2,16

(a) (b)

(©)

Figura 6. Gréafico de Pareto com o Efeito Estimado (Valor Absoluto) das variaveis testadas no planejamento
experimental fatorial 22, para analise de acidez (a) 1° dia de armazenamento (b) 21° dia de armazenamento (c)
28° dia de armazenamento.
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Observa-se que na Figura 6-a no 1° dia de armazenamento que a varidvel
Bifidobactéria e a interagdo com o FOS foram significativos (p<0,1), sendo que para a
interacdo das duas varidveis o efeito foi positivo e da bifidobactéria negativo, isto significa
que ao diminuir a concentracdo do probidtico nas formulagdes de iogurte, ha uma tendéncia
de aumento na acidez dos produtos. No entanto, no 21°dia (Figura 6-b) de armazenamento,
verifica-se que todas as variaveis e a interagdo foram significativas, sendo que para as
varigveis probidtico e FOS os efeitos foram negativos, ou seja, a0 aumentar a concentragao
tem-se uma diminuigdo na acidez. Aos 28°dia de armazenamento (Figura 6-c), a concentragdo
isolada de FOS, também, influenciou negativamente na acidez.

Segundo Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de Leites Fermentados
(BRASIL, 2007), o iogurte produzido foi classificado como Leite Fermentado ou Cultivado;
pois apresenta cultivos protosimbidticos de Streptococcus salivarius subsp. Thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus, sendo que esta fermentacdo se realiza
juntamente com o cultivo de Bifidobacterium sp, que, por sua atividade, contribuem para a
determinagdo das caracteristicas do produto final.

De acordo com a legislagéo vigente Brasil (2007), leite fermentado ou cultivado deve
apresentar valores de acidez (g de &cido lactico/100g) de 0,6 a 2,0g. Ao observar o produto
elaborado podemos notar valores minimos de 0,80 % e valores maximos de 1,24 %, ou seja,
encontra-se dentro da legislag&o para valores de acidez em leites fermentados.

Thamer e Penna (2006) verificaram em bebidas lacteas funcionais, que quanto maior o
teor de soélidos totais, menor a acidez titulavel. Além da acidez titulavel, o teor de sélidos
afeta o tempo de coagulacdo devido a agdo tamponante dos outros constituintes, como
proteinas, citratos, fosfatos e lactatos.

Sendo assim, 0s produtos obtidos com culturas probioticas, em geral, apresentam uma
acidificagdo menor, pois tais culturas caracterizam-se pela baixa capacidade de acidificacdo
durante a estocagem, podendo desta forma, melhorar o sabor do produto final (OLIVEIRA,
2008) e, com a adicdo na quantidade adequada de FOS, proporcionaria maior crescimento

destas bacteérias, auxiliando ainda mais na qualidade final deste produto.

5.1.2 Gordura

O teor médio de gordura foi de 3,5%, o que o classifica como leite fermentado

integral (BRASIL, 2007). Os iogurtes foram elaborados com leite padronizado semi-
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desnatado (teor de gordura de 1 %) e a legislacdo determina para leites fermentados integrais
uma matéria gorda lactea de 3,0 a 5,9 g/100g, j& para leite fermentado parcialmente desnatado
de 0,6 a 2,9 g/100g. Desta forma, o produto elaborado se apresenta com um conteido de
gordura menor (dentro do limite minimo) em relacdo aos demais iogurtes integrais,
comercializados no mercado.

O teor de gordura do leite afeta favoravelmente a qualidade do iogurte, a gordura
estabiliza a contragdo do gel protéico, previne a separacdo do soro no produto final e afeta a

percepcdo sensorial do produto, que apresenta textura mais macia e cremosa (SILVA, 2007).
5.1.3 Sinérese
A Tabela 3 apresenta a matriz do planejamento fatorial 2 (valores codificados e reais)

com a resposta em sinérese para as formulacGes de iogurte nos diferentes dias de

armazenamento refrigerado.

Tabela 3 - Matriz do planejamento fatorial 2* completo (valores codificados e reais) e
resposta em sinérese no 1°, 7°, 14°, 21° e 28° dia de armazenamento refrigerado

Resposta**
Variaveis
Ensaios independentes* Sinérese (%0)
X, X 1 7 14 21 28

1 -1 (0) -1 (0) 28,43% 26,04° 25,43° 32,17° 32,81°
(1,000) (1,252) (0,995) (2,106) (0,264)
2 1(3,0) -1(0) 33,39° 29,19° 29,20° 26,24° 35,49°
(0,001) (1,433) (0,333) (1,075) (0,001)
3 -1 (0) 1(3,0) 25,65° 27,08° 24,97 24,69° 33,71°
(1,000) (1,527) (1,358) (0,438) (1,146)
4 1(3,0) 1(3,0) 28,25 28,29 26,62 33,80° 34,14°
(1,000) (1,000) (0,537) (1,000) (0,198)
5 0 (1,5) 0 (1,5) 31,44° 31,67° 31,18° 34,82° 34,99°
(0,481) (1,421) (0,440) (0,563) (0,341)

*X1= Fruto-oligossacarideos (%), X, = Cultura latica probidtica (%); **média (desvio padrdo) seguida de letras
iguais nas linhas indicam ndo haver diferenca significativa, entre os dias de armazenamento, a nivel de 5%
(Teste de Tukey).

Nota-se que os valores de sinérese (Tabela 3) aumentaram significativamente (p<0,05)
a partir do 21°dia de armazenamento. Para o Ensaio 2, com maior presenca de FOS (3,0 %), a

sinérese foi elevada do inicio ao fim do periodo (28 dias) de estocagem refrigerada. No
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entanto, no Ensaio 3, a sinérese é menor quando comparada aos demais ensaios em todos 0s
dias de armazenamentos analisados e somente aos 28 dias foi verificado um aumento
significativo (p<0,05) em seus valores. Possivelmente, os menores valores de sinérese estejam
relacionados a producdo de exopolissacarideos (EPS) pelos probioticos. Essa producdo de
EPS atua como estabilizante em alimentos, contribuindo para a estrutura de gel dos iogurtes,
prevenindo a quebra do gel e a sinérese (PIMENTEL, 2009). Isto poderia também ser devido
a atividade das culturas iniciadoras do iogurte e & diminuicdo na pressdo liquida da matriz
protéica, causando a diminuigdo ou a estabilidade da sinérese (CUNHA et al., 2009).

Através do relatado, as causas que desencadeiam a sinérese ainda ndo sdo bem
explicados, mas pode-se concordar que a sinérese aumentou com o tempo de armazenamento,
isto pode ser associado com graves rearranjos na rede da caseina, que promove a expulséo do
soro (RAMIREZ-SANTIAGO et al., 2010). Segundo Pimentel (2009), o aumento da sinérese
ocorre também, devido ao decréscimo do pH durante a estocagem, 0 que provoca contragéo
na matriz micelar de caseina, aumentando a liberacédo do soro.

Para Pimentel (2009) valores de sinérese abaixo de 39 % podem ser considerados
satisfatorios. Neste caso, 0 iogurte elaborado no presente estudo (Tabela 3) apresentou um
valor maximo de sinérese de 35,49 %, sendo assim um valor dentro do adequado. Muitos
trabalhos relados com adigdo de inulina em iogurtes apresentaram valores de sinérese entre 40
a 50 %, ja iogurtes com adicdo de probidticos, apresentaram valores de 18 a 26,7 %
(PIMENTEL, 2009).

No presente estudo, somente a adicdo de probidtico teve influencia significativa
(p<0,05) na reducdo da sinérese (Figura 7 a e b) no 1° e 14° dia de armazenamento
refrigerado. O que foi também observado por Cunha et al. (2009) para a adigdo de cultura
probidtica, o indice de sinérese tende a diminuir ou manter-se estavel. Também nota-se que a
varidvel FOS para ambos os dias de estocagem, apresentou efeito significativo positivo, neste
caso a adigdo de FOS nas formulagdes indicou que maiores concentragdes adicionadas resulta
em maiores valores de sinérese nos iogurtes. Desta maneira, maior liberagdo de soro foi
observada nas formulacgdes adicionadas de FOS. Para o 7°, 21° e 28° dia de armazenamento
(resultados n&o apresentados) o comportamento apresentado foi semelhante, com efeito
significativo positivo do FOS e negativo do probidtico.

De acordo com Castro et al. (2009) o desenvolvimento de iogurtes probidticos
contendo oligofrutose P95 (1,5 @/100mL), mostrou que o indice de sinérese ndo foi

influenciado pela oligofrutose, nem a interagéo entre as varidveis foi significativa (p< 0,05).
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Figura 7. Gréafico de Pareto com o Efeito Estimado (Valor Absoluto) das variaveis testadas no planejamento
experimental fatorial 22, para analise de sinérese (a) 1° dia de armazenamento refrigerado (b) 14° dia de
armazenamento refrigerado.

O iogurte elaborado apresentou uma concentragdo menor de gordura (3,5 %), como
relatado anteriormente, sendo assim, a diminui¢éo no teor de gordura contribuiu para redugdo
da sinérese. Pimentel (2009), também observou que a diminuicdo no contetdo de gordura
provocou uma reducdo nos valores de sinérese, afirmando que ocorre um aumento na firmeza
com a diminuicdo do conteudo de gordura e atribuem isso a uma matriz protéica com menor
quantidade de espagos, 0s quais seriam ocupados por gldbulos de gordura do leite, resultando

em menores valores de sinérese.
5.1.4 Proteina

Na Tabela 4 apresenta a matriz do planejamento fatorial 22 (valores codificados e
reais) com a resposta em proteina durante o periodo de armazenamento para as diferentes
formulages de iogurte.

De acordo com a Tabela 4, nota-se que os valores de proteina para as formula¢es ndo
apresentaram diferenca significativa (p<0,05), nos dias de armazenamento avaliados. As
adicdes de FOS e de Bifidobactéria ndo influenciaram para mudanga no teor de proteina nos
iogurtes no decorrer do tempo de armazenamento, respectivamente.

Segundo a legislacdo, os leites fermentados devem apresentar conteido de proteina de
no minimo 2,9 g/100g, a partir da legislacéo as diferentes formulacdes de iogurtes elaboradas
estdo de acordo com o determinado (BRASIL, 2007).
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Tabela 4. Matriz do planejamento fatorial 22 completo (valores codificados e reais) e resposta
em Proteina no 1°, 7°, 14°, 21° e 28° dia de armazenamento refrigerado

Resposta**
Variéveis
Ensaios independentes* Protefna (g/100g)
X1 X, 1 7 14 21 28

1 -1 (0) -1(0) 3,38 3,23° 3,19° 2,89° 3,3%
(0,445) (0,193) (0,322) (0,575) (0,679)

2 1(3,0) -1 (0) 3,27° 3,20° 3,30° 3,53 3,67
(0,306) (0,521) (0,237) (0,231 (0,153)

3 -1(0) 1(3,0) 3,507 3,257 3,37° 3,56 3,55
(0,381) (0,480) (0,244) (0,159) (0,176)

4 1(3,0) 1(3,0) 3,30* 3,30* 3,12% 3,61° 3,69°
(0,244) (0,254) (0,031) (0,082) (0,186)

5 0 (L5) 0 (L5) 3,26 3,04 3,32° 3,53 3,38°
(0,611) (0,152) (0,148) (0,181) (0,275)

*X1= Fruto-oligossacarideos (%), X, = Cultura latica probidtica (%); **média (desvio padrdo) seguida de letras
iguais nas linhas indicam ndo haver diferenca significativa, entre os dias de armazenamento, a nivel de 5%
(Teste de Tukey).

5.1.5°Brix

Na Tabela 5 apresenta a matriz do planejamento fatorial 22 (valores codificados e
reais) com a resposta em ° Brix durante o periodo de armazenamento para as diferentes
formulacGes de iogurte. Com relagdo ao teor de sdlidos sollveis totais, expresso em °Brix
(Tabela 5), verifica-se que quanto maior a porcentagem de FOS nas formulagdes (Ensaios 2, 4
e 5) maiores séo 0s °Brix

Estes resultados podem ser melhor visualizados pelos graficos de pareto apresentados
na Figura 8 (a e b), no qual a variavel FOS apresentou efeito significativo positivo (p<0,1)
para o teor de sdlidos solUveis totais no 7° e 21°dia de armazenamento (4°C), respectivamente.
Para os demais dias de armazenamento o comportamento apresentado foi semelhante. Os
valores de sdlidos solGveis totais (°Brix) variaram de 17 a 21,6.

Segundo Maziero et al. (2011) os sélidos soluveis, representam os compostos sollveis
em 4gua, tais como, agucares, acidos, vitaminas e algumas gomas que podem ser adicionadas
aos produtos lacteos para conferir textura, como neste caso também o FOS, que auxiliou para
aumento nestes valores.

Para Guggisberg et al. (2009) em seu trabalho com adic¢éo de varias concentragdes de
inulina em iogurtes, verificou que o aumento dos niveis de inulina em cada nivel experimental

fez com que aumentassem os valores de s6lidos sollveis totais.
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Tabela 5. Matriz do planejamento fatorial 22 completo (valores codificados e reais) e resposta
em ° Brix no 1°, 7°, 14°, 21° e 28° dia de armazenamento refrigerado

Respostas**
Variaveis
Ensaios independentes* °Brix
X4 X> 1 7 14 21 28
1 -1(0) -1(0) 17,00° 18,00% 18,33® 18,67% 19,33
(1,000) (0,030) (0,577) (0,577) (0,577)
2 1(3,0) -1 (0) 21,67° 19,67° 21,00° 20,33° 21,00°
(0,577) (1,155) (1,000) (0,577) (0,008)
3 -1 (0) 1(3,0) 19,33° 18,00° 18,33° 19,67° 18,00°
(2,082) (0,020) (0,577) (0,577) (0,007)
4 1(3,0) 1 (3,0) 20,02% 20,33% 21,33° 20,67% 21,00
(1,528) (0,577) (0,577) (0,577) (0,012)
5 0(L5) 0(L5) 20,00° 21,00° 21,00° 20,33° 20,00°
(1,000) (0,003) (1,000) (0,577) (1,000)

*X1= Fruto-oligossacarideos (%), X, = Cultura latica probidtica (%); **média (desvio padrdo) seguida de letras
iguais nas linhas indicam ndo haver diferenca significativa, entre os dias de armazenamento, a nivel de 5%
(Teste de Tukey).

4 62 (1)FOS(L) 3 75

A

(2)Probiético(L)

p=0,1 p=0.1
Efeito Estimado (Valor Absoluto) (a) Efeito Estimado (Valor Absoluto) (b)

Figura 8. Gréafico de Pareto com o Efeito Estimado (Valor Absoluto) das variaveis testadas no planejamento
experimental fatorial 2°, para analise de °Brix (a) 7° dia de armazenamento e (b) 21° dia de armazenamento
refrigerado.

5.1.6 Cor objetiva

Na Tabela 6 estéo apresentados os resultados da cor objetiva referente a Luminosidade

(L*), das formulacGes de iogurte no periodo de 28 dias de armazenamento a 4°C.
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Tabela 6. Matriz do planejamento fatorial 22 completo (valores codificados e reais) e resposta
em analise de Cor para Luminosidade (*L) no 1°, 7°, 14° 21° e 28° dia de armazenamento
refrigerado

Respostas**
Ensaios Variaveis

independentes* L*
X, X 1 7 14 21 28
1 -1 (0) -1 (0) 68,64™ 70,46™" 73,45%48 74,624 74,12°4
(1,417) (1,480) (1,285) (0,803) (1,467)
2 1(3,0) -1 (0) 68,02"* 67,124 74,40 73,1304 74,97%4
(1,528) (1,040) (0,350) (1,251) (2,470)
3 -1 (0) 1(3,0) 70,56°4 67,88° 74,01 74,25 71,11°4
(0,874) (0,435) (0,660) (0,010) (0,100)
4 1(30) 1(30) 62,17 68,64*" 73,4548 73,23 73,46
(1,824) (1,798) (0,920) (1,125) (2,284)
5 0(1,5) 0(15) 62,228 65,77°® 71,44% 72,984 74,62°4
(0,868) (1,002) (0,674) (2,488) (0,075)

*X1= Fruto-oligossacarideos (%), X, = Cultura latica probidtica (%); **média (desvio padrdo) seguida de letras
iguais nas linhas (mindsculas) e nas colunas (mailsculas) indicam ndo haver diferenca significativa, a nivel de
5% (Teste de Tukey).

De acordo com a Tabela 6, verifica-se que os valores de luminosidade (L*)
aumentaram com o tempo de armazenamento para todas as amostras. Para as amostras no 1°
dia, observa-se que maiores valores foram apresentados para os Ensaios 1 (iogurte controle), 2
(3% de FOS) e 3 (3% de Bifidobactéria), com luminosidade de 68,64, 68,02 e 71,53,
respectivamente. Comportamento semelhante, também, foi observado no 7° e 14° dia. No
entanto, no 21° e 28°dia de armazenamento, nenhuma das variaveis de estudo influenciaram
na luminosidade (L*) do produto.

As amostras dos Ensaios 4 (3 % de FOS e Bifidobactéria) e 5 (1,5% de FOS e
Bifidobactéria), obtiveram valores de luminosidade menores até o 14° dia de armazenamento
a 4°C. Uma reducgdo nos valores de L* para estas amostras pode ser causada devido &
incorporacdo de constituintes no produto como FOS (fibra), e outros constituintes presentes
como: agucar, gordura e proteina, que favorecem a absorcéo e a reducdo de agua livre em
funcdo do aumento de solidos totais, resultando em uma menor sinérese durante a estocagem
do produto e consequentemente menor reflexdo de luz (SILVA, 2007).

Segundo Vasconcelos (2010), os iogurtes podem ser considerados claros, pois na
escala de O (preto) e 100 (branco) apresentaram valores acima de 50 (L* > 50).

Na Tabela 7 esta apresentado os valores médios de cromaticidade (a*), nas diferentes

formulagdes de iogurte, analisados durante 28 dias de armazenamento refrigerado.
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A cromaticidade (a*) reflete cores, desta forma, a* maior que zero vai em dire¢do ao
vermelho, a* menor que zero em dire¢do ao verde, assim, os valores de a* foram positivos e
aumentaram significativamente (p<0,05) com o tempo de armazenamento, em direcdo ao
vermelho para todos os ensaios, o qual deve-se também a adi¢do de corante rosa em po nas

amostras.

Tabela 7. Matriz do planejamento fatorial 22 completo (valores codificados e reais) e resposta
em analise de Cor para Cromaticidade (a*) no 1°, 7°, 14° 21° e 28° dia de armazenamento
refrigerado

Respostas**
Ensaios Variaveis a*
independentes*
X, X, 1 7 14 21 28
1 -1 (0) -1 (0) 14,77°4 17,394 21,75 22,88%4 23,48%
(2,232) (0,445) (0,468) (0,405) (0,366)
2 1(3,0) -1 (0) 15,064 16,008 17,74 21,91% 22,15%
(0,195) (0,420) (0,091) (0,590) (0,583)
3 -1 (0) 1(3,0) 15,93 15,79°8 15,88 18,82%8 16,43°°P
(0,535) (0,148) (0,558) (0,101) (0,329)
4 1(3,0) 1(3,0) 15,45 16,09°8 17,85%8 17,82%8 18,33
(0,465) (0,520) (0,315) (0,229) (0,521)
5 0(1,5) 0(1,5) 14,40 14,01°¢ 15,29°¢ 15,57°¢ 15,57%°
(0,211) (0,026) (0,161) (0,365) (0,203)

*X1= Fruto-oligossacarideos (%), X, = Cultura latica probiotica (%);**média seguida de letras iguais nas linhas
(minusculas) e nas colunas (mailsculas) indicam ndo haver diferenca significativa, a nivel de 5% (Teste de
Tukey).

Segundo Silva (2007) a esterilizagdo da mistura (leite, aglcar, leite em pd e fibra)
utilizada na producéo dos iogurtes, induz uma desestabilidade nas micelas de caseinas que
aumentam os valores de a*, como o observado no presente estudo, onde a mistura era
composta por leite, acucar e FOS, seguidos da adi¢éo do corante rosa em po.

Observa-se que a partir do 7° dia de armazenamento, comeca a ocorrer diferencas
significativas entre as amostras. Para o Ensaio 1 (iogurte controle, sem adi¢cdo de FOS e
cultura probidtica), tem-se os valores superior para cromaticidade (a*), diferindo a nivel de
5 % das demais amostras nos periodos de armazenamento avaliados (7, 14, 21 e 28°dia). J&
para Ensaio 2 (iogurte com 3 % de FOS) a partir do 21° dia também comegou a apresentar
valores elevados diferindo a nivel de 5% para demais amostras (Ensaios 3, 4 e 5). Os Ensaios
3 (3% de Bifidobactéria), 4 (3% de FOS e Bifidobactéria) e 5 (1,5% de FOS e
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Bifidobactéria), apresentaram os valores mais baixos para cromaticidade a*. Neste caso,
pode-se afirmar que os iogurtes adicionados de FOS e cultura probidtica e formulacdo com
adicdo somente de Bifidobactéria, tiveram com o aumento do tempo de armazenamento,
tendéncia para cromaticidade (a*) menor, podendo assim, estes componentes (FOS e
bifidobactéria) interferirem para uma coloragdo de intensidade menor para o vermelho. Desta
forma, a coloragéo ndo sofreu interferéncia pela queda no pH no decorrer do tempo, mas sim
pela adigdo de cultura probidtica.

O teor de inulina empregado, bem como o menor teor de umidade, em decorréncia do
aumento de solidos apresentado pelo produto prebidtico, assim como a temperatura
empregada na etapa de fermentagdo, poderiam ser responsdveis pela diminui¢do da cor
esverdeada e aumento da avermelhada (DEBON, 2009).

Na Tabela 8, sdo apresentados os valores médios para cromaticidade (b*) nas

diferentes formulagOes de iogurte, analisados durante 28 dias de armazenamento refrigerado.

Tabela 8. Matriz do planejamento fatorial 22 completo (valores codificados e reais) e resposta
em andlise de Cor para Cromaticidade (b*) no 1° 7°, 14°, 21° e 28° dia de armazenamento
refrigerado

Respostas**
Ensaios Variaveis
independentes* b*
X, X, 1 7 14 21 28
1 -1 (0) -1 (0) 0,23* 0,08°* -1,31¢ -1,19% -1,43%4
(0,032) (0,038) (0,050) (0,032) (0,006)
2 1(3,0) -1 (0) -0,12%8 0,348 -0,89%48 -1,55% -1,78%
(0,046) (0,026) (0,098) (0,050) (0,108)
3 -1 (0) 1(3,0) -1,59°¢ -0,69% -1,57°¢ -1,41°8¢ -2,40%
(0,240) (0,080) (0,047) (0,042) (0,032)
4 1(3,0) 1(3,0) -0,89°° -0,54% -0,71%A -1,29°¢ -2,25%
(0,421) (0,051) (0,122) (0,108) (0,052)
5 0 (1,5) 0(1,5) -0,69°¢ -0,36% -0,97°® -1,39°8¢ -1,70%®
(0,261) (0,010) (0,012) (0,010) (0,064)

*X1= Fruto-oligossacarideos (%), X, = Cultura latica probiotica (%);**média seguida de letras iguais nas linhas
(minusculas) e nas colunas (maidsculas) indicam ndo haver diferenca significativa, a nivel de 5% (Teste de
Tukey).

A cromaticidade (b*) reflete desta forma, b* maior que zero em dire¢édo ao amarelo e
b* menor que zero em diregdo ao azul. Desta forma a cromaticidade (b*) (Tabela 8) diminuiu

no decorrer do tempo de armazenamento para todas as amostras, atingindo pontuagfes
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negativas (em direcdo a intensidade azul). A perda de coloragdo amarela, com geragéo de
coloragéo azulada, foi devido perda da coloragéo do corante aplicado nos iogurtes.

Vérios autores relatam que a cor dos leites fermentados é influenciada pela coloragéo
dos ingredientes utilizados nas etapas de elaboragdo. Conforme verificado a adi¢cdo do
prebidtico, o qual apresenta coloracdo branca, em bebidas lacteas ndo influenciou nos
pardmetros L* e b* (DEBON, 2009), porém diferentemente foi verificado neste estudo, onde
FOS e a cultura probiotica influenciaram no pardmetro.

As amostras dos Ensaios 2 e 5 ndo diferem entre si a partir do 7° dia de
armazenamento, ja as amostras dos Ensaios 3 e 4 no 7°, 21° e 28° dia apresentam valores
elevados e diferem (p<0,05) das demais amostras em todos os dias de estocagem, com
excecdo do 14° dia, que obteve valor menor das demais amostras.

No decorrer dos dias de armazenamento ndo foi verificado a influencia da adi¢éo de
FOS, quanto adi¢do da cultura probidtica, observa-se que os valores de cromaticidade (b*)

foram menores onde havia concentragdes superiores da mesma.

5.1.7 Quantificacao dos agucares e do Fruto-oligossacarideo

5.1.7.1 Desenvolvimento e validacdo de metodologia de analise por CLAE

a) Caracterizagdo do FOS comercial

Na Figura 9, esta representado o cromatograma dos Padrdes de FOS, expressando 0s
picos dos componentes do padrdo de FOS, que seguem a ordem a seguir: kestose (tr: 7.660),
nistose (tr: 8.929) e frutosilnistose (tr: 10.437).

Na Figura 10, est4d demonstrado o cromatograma do FOS comercial (Fiber FOS®).
Este cromatograma também expressa os picos da componentes do FOS, sendo kestose, nistose
e frutosilnistose com tempo de retencéo (tr) de 7.642, 8.914 e 10.437, respectivamente, sendo
semelhante ao Padrdo de FOS (Figura 9). No entanto, observa-se o aparecimento de outros
componentes, alguns detectaveis como frutose (tr: 5.230) e glicose (tr: 6.174) e outros
isdmeros ndo detectaveis na amostra de FOS comercial (Fiber FOS®) (cromatogramas de

frutose apéndice C e glicose apéndice B).
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Figura 9. Cromatograma do fruto-oligossacarideo (Padrdo de FOS).

Ao analisar os picos dos FOS no cromatograma (Figura 10), observa-se bifurcacdo
entre eles, mas pode-se verificar a presenca dos frutooligossacarideos, kestose, nistose e
frutosilnistose, detectados nos Padrdes de FOS e na amostra comercial Fiber FOS®, pela

similaridade entre os valores encontrados.
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Figura 10. Cromatograma do fruto-oligossacarideo (FOS comercial Fiber FOS®).
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Os dados de caracterizagdo da amostra de FOS comercial (Fiber FOS®) foram
baseados nos calculos de linearidade com a curva de calibragdo. Foram preparados padrdes

necessarios para proceder aos calculos (Tabela 9).

Tabela 9. Equacdo da reta e R obtidos para as diferentes curvas de calibra¢do para os padrdes
de FOS e de agUcares nas condi¢des cromatograficas

Curva de calibragéo

Componente Equacédo da reta Lineariedade* R2
Kestose y = 63,163x - 2112,5 100 - 10000 @ 0,991
Nistose y = 53,131x - 2764,4 100 - 10000 @ 0,992

Frutosilnistose y = 58,118x - 5880,7 100 - 10000 ¥ 0,990
Frutose y = 34,911x + 35244 500 - 10000 ? 0,989
Glicose y =40,371x - 6698,1 500 - 10000 ) 0,989
Sacarose y = 33,738x + 20565 500 - 10000 ¥ 0,995
Lactose y = 38,7x + 6027 500 - 5000 @ 0,998

* intervalo de concentracdo (ppm); (1) foi aplicado 7 concentrages diferentes neste intervalo, (2) foi aplicado 5
concentragdes diferentes neste intervalo.

Através dos célculos realizados, pode-se verificar que em 100 g de FOS comercial
(Fiber FOS®) somente 56,1 % é de FOS puro, ou seja, 0 restante sdo outros agucares e
compostos. Deste total (56,1 %) 14,7 % de kestose, 23,8 % de nistose e 17,6 % de
frutosilnistose. Destacando, que no FOS comercial (Fiber FOS®) h& presenca de frutose,
glicose e outros isdmeros, sendo que a frutose por sua vez, representa 8,0 % e a glicose 5,6 %
da porcéo de 100 g do FOS.

b) Eliminacéo de interferentes da amostra de iogurte

Inicialmente, foram realizados vérios ensaios visando a remocdo de interferentes da
amostra de iogurte. A Figura 11 apresenta o0 aspecto das amostras que foram submetidas a
precipitacdo com &gua: acetonitrila (Ensaio 1) e com solugdo salina: acetato de chumbo
(Ensaio 2).
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(A) (B)

Figura 11. Aspecto dos ensaios de precipitacdo de proteina e gordura do iogurte: Ensaio 1 (A) e 2 (B),
respectivamente.

Verifica-se na Figura 11, para os dois ensaios (Ensaio 1 e 2), que houve precipitagdo
dos componentes (proteina, gordura, cor, etc) do iogurte, isto antes de se colocar na
centrifuga, no entanto ao elevar a temperatura da coluna, os padrdes sofreram alteragdes e
consequentemente as amostras também, por isso somente pode se verificar nos
cromatogramas um pequeno sinal do FOS da amostra do Ensaio 2. Neste caso, talvez alguns
componentes do FOS podem ter sido arrastados juntamente com a precipitagéo.

Baseado nisto, um outro ensaio foi realizado (Ensaio 3) adicionando FOS no momento
da anélise e realizando o preparo da amostra nas condi¢des dos Ensaios 1 e 2. No Ensaio 3,
observou-se a presenca de sinais do FOS nos cromatogramas utilizando o padrdo FOS
comercial (Fiber FOS®), desta forma, a metodologia do Ensaio 1 foi a escolhida por
apresentar tracos no cromatograma referente ao padrdo do FOS comercial. Com base nestes
resultados, a acetonitrila foi utilizada para precipitacdo das proteinas e gordura presente nas
amostras de iogurte com e sem FOS.

Pode-ser observado na Figura 12, a precipitacdo da proteina e gordura no ensaio 5
utilizando como solvente a fase-mdvel na proporcéao de 1:1 v/v (solugdo de FOS e agua/fase-
movel) (Figura 12 A) e outro utilizando a acetonitrila na propor¢do de 1:1 v/v (solugdo de
FOS e agua/acetonitrila) (Figura 12 B).

A acetonitrila € um solvente de alta polaridade, que promove a precipitacdo da
proteina, sendo que, isto depende muito da temperatura. Os solventes organicos, quando
utilizados a temperaturas baixas, sdo bastante Uteis na separacdo de misturas de proteinas. A
temperaturas mais elevadas esses solventes podem levar a desnaturagdo por rompimento das
pontes de hidrogénio e estabelecimento de interagfes apolares, importantes na manutencdo da
conformacdo protéica (SOUZA e NEVES, 2012), ja para a precipitacdo de gordura, segundo
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Curi et al. (2002) a utilizagdo de acetonitrila como solvente, faz com que a gordura fique
concentrada na parte inferior do tubo, favorecendo a solubilizagéo e posterior analise.

Figura 12. Metodologia para deteccdo do FOS na amostra de iogurte: Ensaio 5, com fase-mdvel (A) e com
acetonitrila (B), respectivamente.

c) Recuperacéo do FOS comercial

Os melhores resultados de recuperacdo da amostra, foram observados no Ensaio 7
(Tabela 10) com acetonitrila pura e solucdo de iogurte com FOS + 4gua na quantidade de 1:1
vlv, e solucdo de iogurte com FOS + agua e fase-mével na quantidade de 1:4 v/v, com
recuperacdo de 93,6 e 80,4 % de kestose, 117,6 e 108,8 % de nistose e 103,3 e 115,7 % de
frutosilnistose, respectivamente. O Ensaio 6 com a fase-movel (acetonitrila:agua, 70:30 v/v )
na quantidade de 1:4 v/v (solugcdo de iogurte com FOS + &gua:acetonitrila e agua), obteve
recuperacdo de 71,8 % de kestose, 122,4 % de nistose e 129,6 % de frutosilnistose, e 0 ensaio
5 com acetonitrila pura e solucdo de iogurte com FOS + agua na quantidade de 1:1 v/v,
também obteve bons resultados de recuperagcdo da amostra. Para os Ensaios 6 e 7, com
acetonitrila na quantidade de 1:4 v/v (solucdo de iogurte com FOS + agua:acetonitrila)
apresentaram baixas recuperagbes. Os demais resultados dos ensaios apresentaram

similaridade com os resultados da fase-mdével, das duas diferentes concentragdes aplicadas.
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Tabela 10. Resultados expressos em % de recuperacdo da amostra para as diferentes
metodologias aplicadas para iogurte com FOS.

Recuperacdo (%)

Ensaios Kestose Nistose Frutosilnistose
5 (solucéo de iogurte com FOS:fase mdvel 1:1 v/v) 78,7 122,8 67,4
5 (solucéo de iogurte com FOS:acetonitrila 1:1 v/v) 72 117,6 109
6 (solucdo de iogurte com FOS:fase mdvel 1:4 v/v) 71,8 1224 129,6
6 (solucéo de iogurte com FOS:acetonitrila 1:4 v/v) 37,1 59,5 98,7
7 (solucéo de iogurte com FOS:fase mdvel 1:1 v/v) 69,8 120,6 119
7 (solucéo de iogurte com FOS:acetonitrila 1:1 v/v) 93,6 117,6 103,3
7 (solucéo de iogurte com FOS:fase mdvel 1:4 v/v) 80,4 108,8 115,7
7 (solucéo de iogurte com FOS:acetonitrila 1:4 v/v) 21 19,9 91,8

Fonte: o autor.

Segundo Mendes (2011), considera-se aceitavel o0 método aplicado quando os valores
de analise de recuperacéo for 100 + 20 %, desta forma se cumpre o critério de aceitagdo. Com
isto, e visto que os resultados foram aceitveis, procedeu-se a validacdo do método para
aplicagdo e determinagdo de FOS na amostra de iogurte. Por apresentar melhor separacéo e
identificacdo dos picos, a metodologia do Ensaio 5 (solugédo de iogurte com FOS +
agua:acetonitrila (1:1, v/v)), conforme Apéndices F e G, (Figuras com validacdo e
cromatogramas), foi selecionado, por apresentar maior recuperagdo do composto majoritario
(~24 % de nistose) e também da frutosilnistose, determinados na caracterizagdo do FOS. O
Ensaio 7, também utilizando (1:1, v/v) apresentou recuperacdo aceitavel para a amostra,

porém esta ndo foi nos demais ensaios selecionada.

5.1.6.2 Acucares das formulagBes de iogurte

a) Lactose

Durante o armazenamento para as amostras de iogurte observa-se uma diminuicdo nas
quantidades de lactose, sendo que inicialmente o teor de lactose das formulacGes era de
aproximadamente 4,069/100 mL. A amostra que obteve maior consumo de lactose aos 28 dias
de armazenamento foi a do Ensaio 4, com cerca de 26,04 %, seguida da amostra dos Ensaios
2,5,3e1,com21,80, 15,30, 13, 35 e 5,71 % de reducdo, respectivamente.
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Figura 13. Lactose Residual (%) das formulagGes de iogurte em funcdo do tempo de armazenamento.

Para Silva (2007), a lactose é fonte de energia para 0s micro-organismos do iogurte. A
porcentagem de lactose consumida em média no final do periodo de armazenamento sob
refrigeracdo das amostras de iogurtes elaborados pelo autor (valor médio do teor de lactose
correspondente ao 28° dia de analise) foi de 12,22 % para a amostra com 0,5 % de culturas
lacticas, 17,70 % para a amostra com 1,0 % de culturas lacticas e 20,20 % para a amostra com
1,5 % de culturas lacticas. Assim, o autor refere que algumas variedades de bifidobactérias,
fermentam a lactose, produzindo éacido léctico.

Além disso, houve um maior consumo de lactose durante o periodo de estocagem
refrigerada. O consumo de lactose durante a fermentacdo e armazenamento de iogurtes varia
entre 10 e 30 % (BECKER, 2009).

Desta forma, o iogurte elaborado justifica os argumentos dos autores, pois o maior
consumo de lactose (Figura 13) foi na amostra onde continha maior quantidade de bactérias
lacticas, ou seja, maior quantidade de bifidobactérias (3 %), juntamente com o FOS. O mesmo
comportamento se observa na amostra do Ensaio 2, que apesar de ndo conter bifidobactéria
contém o FOS. Sendo assim, a adi¢cdo do FOS nos iogurtes permitiu um consumo maior de
lactose pelas bifidobactérias.

Mas segundo Becker (2009), as bifidobactérias fazem diminuir o teor de lactose em
aproximadamente 20 a 25 % devido a sua utilizagdo pelos micro-organismos. Assim, a
amostra do Ensaio 4 contendo menos teor de lactose, possibilita um meio de consumo para as

pessoas intolerantes a lactose.
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A intoler&ncia a lactose é um termo usado para descrever a incapacidade de digerir a
lactose devido a deficiéncia do sistema digestorio (BECKER, 2009), é causada pela falta ou
atividade insuficiente da enzima lactase no intestino humano. A auséncia dessa enzima faz
com que o individuo sofra uma série de desconfortos abdominais. As bifidobactérias

produzem [-galactosidase, a qual hidrolisa a lactose, melhorando a intolerancia a esse agtcar
(SILVA, 2007).

b) Sacarose

A concentracdo de sacarose das amostras de iogurte esta representada, pela perda de
area dos picos dos cromatogramas, em funcdo do tempo de armazenamento (Figura 14).
Todas as amostras apresentaram reducdo no teor de sacarose.

A sacarose expressa a adicdo de aglcar nas formulagbes de iogurte. Apesar de a
quantidade adicionada ser igual para todas as formulagdes, o comportamento em relacéo aos
dias se tornou diferente para todas as amostras de iogurte.

A amostra que obteve uma maior queda no teor de sacarose foi a amostra do Ensaio 2
ou seja, do 1° dia até o 28° dia de armazenamento seu consumo foi de 54,4 %. Ao considerar-
se que a concentracdo inicial adicionada nos iogurtes de sacarose foi de 11 % (indicado na
Figura como 100 %), logo o teor de sacarose restante na amostra do Ensaio 2 foi uma
concentracao de 5,9 % até 28 dias de armazenamento.
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Figura 14. Concentracédo (%) de sacarose nas amostras de iogurte em funcdo do tempo de armazenamento.
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Para a amostra do Ensaio 1 observa-se um consumo de 28,7 %, seguida da amostra do
Ensaio 5 (22,12 %), 4 (17,1 %) e 3 (4,9 %), respectivamente.

Ressalta-se que ha um menor consumo de sacarose na amostra do Ensaio 3, esta por
sua vez, contém, além das bactérias lacticas tradicionais, as bifidobactérias, que
proporcionaram um menor consumo de sacarose, resultado semelhante se observa também
nas amostras dos Ensaios 4 e 5. Desta forma, constata-se que as bactérias probidticas ndo
utilizaram preferencialmente a sacarose na fermentagdo. De acordo com Becker (2009), as
bifidobactérias de origem humana sdo capazes de utilizar a glicose, a galactose, a lactose e a

frutose como fontes de carbono.

c) Glicose

Ao analisar a Figura 15, observa-se comportamentos distintos entre as formulagdes de
iogurte, em relagdo ao teor de glicose com o decorrer do periodo de armazenamento. Nota-se
que a amostra que obteve maior elevagdo no teor de glicose foi a do Ensaio 2, que
inicialmente (1° dia) apresentava 6,15 %, e aos 28 dias de armazenamento um teor de 29,69 %
de glicose. Em funcdo de conter FOS (3 %) nesta formulacdo, ha também a presenca de
glicose em maior quantidade (5,6 %), que faz parte da caracterizagdo do FOS. Além disso, por
ndo apresentar adicdo de Bifidobactéria, o FOS pode ter sido convertido, em uma boa parte,
em glicose. E também, possivelmente, esta elevacéo no teor de glicose foi por conter somente

as bactérias tradicionais do iogurte e estas, ndo utilizam o FOS como substrato.
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Figura 15. Concentracéo (%) de glicose nas amostras de iogurte em fun¢do do tempo de armazenamento.
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Desta forma, as amostras que contém FOS juntamente com bifidobactéria (Ensaios 4 e
5), apresentaram menores valores de glicose. A amostra do Ensaio 4 no 1° dia obteve o valor
de 4,22 %, chegando aos 28 dias com 4,62 %, ou seja, houve o consumo de glicose pelas
bactérias probidticas desde o inicio do processo fermentativo, pois o valor detectado na
caracterizagdo do FOS, nos permitiu chegar a uma concentragdo de 5,6 % de glicose, sendo
assim, o consumo de glicose desta amostra iniciou ainda durante o processamento do iogurte.
Além disto, a quantidade de cultura probidtica adicionada (3 %) favoreceu, para este
resultado, maior consumo de lactose e glicose, fonte de substrato para as bifidobactérias.

Em relacdo a amostra do Ensaio 5, a concentracéo de glicose no 1° dia era de 1,55 % e
aos 28° dias apresentava teor de 9,49 %, havendo um acréscimo no teor de glicose desta
amostra. Pode-se citar que houve consumo de glicose durante a incubagdo do iogurte, e por
conter menos bifidobactéria (1,5 %), houve menor consumo e maior conversdo do FOS em
glicose, pelo aumento do periodo de armazenamento, nesta amostra. Ja a amostra do Ensaio 3
iniciou com valores de glicose de 1,55 % (1° dia), e ao final do armazenamento (28° dia) o
teor era de 2,33 %, por ndo conter FOS nesta amostra, observa-se valores menores de glicose
com uma pequena elevacdo no final do tempo de estocagem. Valores muito inferiores no
inicio, detectam o consumo de substrato (glicose) pelas bifidobactérias durante o
processamento do iogurte, comportamento semelhante as amostras dos Ensaios 4 e 5.

A formulacéo controle (Ensaio 1) no 1° dia obteve uma concentragdo de 3,17 % e aos
28 dias 4,62 % de glicose. Ndo houve consumo de glicose pelas bactérias tradicionais, durante
o0 periodo de processamento e de estocagem. O teor de glicose inicial do iogurte tradicional e
semelhante ao obtido por Borges et al. (2010), onde encontrou para a glicose em iogurtes

tradicionais (amostras comerciais) valores medios de 2,7g/100g.

d) Frutose

A Figura 16 estd demonstrado a quantificacdo de frutose na amostra do Ensaio 2 em
funcdo do tempo de armazenamento. A mesma foi conduzida pela perda de &rea dos picos dos
cromatogramas. Ressalta-se que a concentracdo so foi possivel ser quantificada na amostra do
Ensaio 2, pois nas demais amostras ndo era detectavel cromatograficamente a concentracéo de

frutose.
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Figura 16. Frutose (% de area) na amostra de iogurte do Ensaio 2 em funcdo do periodo de armazenamento.

A amostra do Ensaio 2 (3 % de FOS) apresenta inicialmente 0,6 % de frutose, o qual
corresponde a 100 % no primeiro dia de armazenamento. No 28°dia de armazenamento,
verifica-se um acréscimo na concentragdo de frutose, para 7,1 %. Este aumento pode estar
vinculado a hidrolise do FOS em frutose, o qual é favorecido em condi¢fes muito &cidas ou
em condicdes prolongadas de tempo/temperatura (SILVA, 2010). Sabe-se que prolongando o
tempo de armazenamento dos iogurtes, tem-se condi¢cbes &cidas, com conseqlente
abaixamento do pH, devido producédo de acido lactico em maior quantidade, isto possibilitou
0 aumento da frutose. Nesta amostra ndo ha adicdo de bifidobactéria, outro motivo para que
ndo haja consumo do FOS pelas bactérias tradicionais do iogurte, e este seja convertido em
frutose.

Borges et al. (2010) encontraram valores de frutose em torno de 0,3-0,99/100g em
amostras comerciais de iogurte tradicional (amostras de iogurtes comerciais, sem qualquer
tipo de fibra ou mesmo FOS).

Segundo Silva (2007) os prebidticos ndo somente proporcionam aumento no nimero
de bactérias benéficas no intestino grosso de humanos, mas aumentam a atividade das

bifidobactérias, através do fornecimento de substrato fermentavel.
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e) Fruto-oligossacarideo
Na Figura 17 estd demonstrado a quantificagdo dos componentes do FOS (kestose,
nistose, frutosilnistose) na amostra de iogurte do Ensaio 2, pela perda de area dos picos dos

cromatogramas, em fung&o do periodo de armazenamento.
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Figura 17. Teor de kestose, nistose e frutosilnistose em amostra de iogurte (Ensaio 2) em fung¢do do periodo de
armazenamento.

Ao avaliar o comportamento dos FOS para amostra do Ensaio 2, verifica-se um
declinio da kestose, nistose e frutosilnistose, com o decorrer do periodo de armazenamento do
iogurte. Observa-se maior declinio para a frutosilnistose, a partir do 7° dia de
armazenamento. Para a kestose, houve um declinio aos 7 dias, permanecendo praticamente
constante até o 21° dia, com declinio aos 28 dias. J& para a nistose, esta permaneceu constante
até o 7°dia de armazenamento, com declinio gradativo até 28°dia de armazenamento, porém
menos acentuado que os demais constituintes do FOS.

O FOS comercial apresenta uma concentracdo de 56,1 g de FOS para cada 100 g de
produto comercial (14,7 % de kestose, 23,8 % de nistose e 17,6 % de frutosilnistose). Como
foi adicionado 3 % de FOS nesta amostra (Ensaio 2), isto corresponde um total de 1,7 g de
FOS em 100 g de iogurte, distribuido em 0,44 % de kestose, 0,71 % de nistose e 0,53 % de
frutosilnistose.

Aos 21 e 28 dias as amostra apresentavam 1,07 g e 0,84g de FOS por 100 g de iogurte,
com 0,27 % e 0,14 % de kestose, 0,6 % e 0,5 % de nistose, e 0,2 % de frutosilnistose (para
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ambos os dias), respectivamente, ou seja, houve uma diminui¢cdo aproximadamente de
praticamente 65 % para a kestose, 36,6 % para a nistose e 68,5 % para frutosilnistose aos 28
dias de armazenamento. Desta forma, como j& relatado anteriormente, pode ter ocorrido a
hidrdlise dos FOS e formacdo de frutose, ja que nesta amostra ndo consta adicdo de
bifidobactéria.

A Figura 18 apresenta os teores de kestose, nistose, frutosilnistose para a amostra de
iogurte do Ensaio 4, pela perda de &rea dos picos dos cromatogramas, em funcdo do periodo

de armazenamento.
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Figura 18. Teor de kestose, nistose e frutosilnistose em amostra de iogurte (Ensaio 4) em fung¢do do periodo de
armazenamento.

Ao analisar o comportamento da amostra de iogurte do Ensaio 4 (Figura 18) em
relagdo aos componentes do FOS, se observa uma menor perda quando comparado aos da
amostra do Ensaio 2 (Figura 17). A kestose obteve maior declinio (40 %) até o 7° dia, ap0s
manteve-se constante até o 28°dia de armazenamento. A nistose e frutosilnistose até o 14° dia
tiveram comportamentos semelhantes, ap0s este periodo os valores de frutosilnistose
decairam cerca de 9,3 %.

Para a amostra do Ensaio 4, se observa menor perda dos FOS em decorréncia do
tempo, aos 21 e 28 dias, restaram e 0,3 % de kestose, 0,7 % de nistose, e 0,5% de
frutosilnistose, respectivamente, ou seja, um total de e 1,5 g de FOS por 100 g de iogurte aos

21 e 28 dias de armazenamento, respectivamente.
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O iogurte do Ensaio 4, com 1,59 de FOS por 100 g de produto aos 28 dias de
armazenamento, se situa dentro da faixa aceitdvel para alimentos funcionais. Segundo a
legislacdo brasileira (BRASIL, 2008), para um alimento ter alegag&o da propriedade funcional
por adicdo de FOS é necessério que 0 mesmo tenha, no minimo (alimento liquido) de 1,5 g de
FOS por porcéo diéria de consumo, neste caso a por¢do de 100 g de iogurte.

Para o iogurte do Ensaio 5 (Figura 19), adicionado de 1,5 % de FOS, ndo apresentou
caracteristicas de alimento funcional. Pois, aos 21 e 28 dias apresentou 1,32 g e 0,26 g de FOS
por 100 g de iogurte (0,24 % e 0,1 % de kestose, 0,55 % e 0,1 % de nistose, 0,53 % e 0,06 %

de frutosilnistose), respectivamente.
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Figura 19. Teor de kestose, nistose e frutosilnistose em amostra de iogurte (Ensaio 5) em fung¢do do periodo de
armazenamento.

De maneira geral, a amostra 2 por ndo conter bifidobactéria, pode ter ocasionado mais
hidrélise e conversdio do FOS em frutose em relagio ao aumento do tempo de
armazenamento. Para a amostra 4 que continha maiores quantidades de bifidobactéria e de
FOS, pode até o final de sua vida Util, manter a quantidade minima exigida na legislac&o para
ser um produto funcional, pela adi¢cdo de FOS, desta forma ndo podemos classificar como
simbidtico no final do processo, pois ndo foi possivel atingir a recomendacdo de produto
probidtico devido pouca adi¢do de cultura probidtica no iogurte, mas no entanto, com a

utilizacdo do FOS tornou a bifidobactéria mais resistente ao longo do tempo.
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Na amostra 5, como houve pouca adi¢do de FOS e Bifidobactéria ndo foi possivel manter-

se como produto funcional, pois a quantidade de FOS reduziu muito ao longo do tempo.

5.2 CARACTERISTICAS REOLOGICAS

5.2.1 Viscosidade

A viscosidade é a propriedade inversa da fluidez, ou seja, é a resisténcia do alimento a
sofrer deslocamentos quando submetido a uma forca externa, como a agitacdo. E uma
propriedade bésica que caracteriza 0 comportamento de escoamento (ROCHA, 2008). Esta
caracteristica reoldgica é de grande importancia no desenvolvimento de novos produtos, pois
determinam a consisténcia e a textura dos mesmos e influenciam sua aceitabilidade pelos
consumidores (STAFFOLO et al., 2004). Atributos reoldgicos sdo utilizados para determinar
as propriedades texturais e sdo algumas das propriedades mais importantes de iogurte
(GUGGISBERG et al., 2009).

A Figura 20 (a, b, c, d, e) demonstra que a viscosidade para as amostras de iogurtes
(22 °C), diminuiu com o aumento da taxa de cisalhamento (s™), indicando comportamento de
fluido ndo newtoniano.

A diminuicdo da viscosidade, com o aumento da taxa de cisalhamento, indica que o
fluido apresenta caracteristicas pseudoplésticas diminuindo a sensagdo de gomosidade durante
a mastigacdo (DEBON, 2009; SILVA, 2007; VASCONCELOQS, 2010). Debon (2009), relata
que o aumento da taxa de cisalhamento e a diminuicdo da viscosidade ocorrem devido &
quebra das estruturas das macromoléculas em solucéo, em decorréncia do cisalhnamento. Neste
caso, a taxa de cisalhamento de aproximadamente 23,8 st para todas as amostras até o 28° dia
de armazenamento, demonstrou grande deformacdo na viscosidade, apresentando uma queda
brusca neste pardmetro, com excegéo da amostra do Ensaio 5 que por apresentar viscosidade

inicial e final menor em comparagdo com as demais amostras, sofreu menos deformacéo.
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Figura 20. Variacdo da viscosidade nas amostras de iogurte com o tempo de armazenamento (a) 1° dia, (b) 7°
dia, (c) 14°dia, (d) 21° dia e (e) 28° dia de armazenamento a 4°C, respectivamente.
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O iogurte é considerado um material semi-solido e sofre deformag&o irreversivel apds
forca exercida. Durante o cisalhamento & intensa quebra da estrutura, o que reflete na
diminuigdo da tensdo requerida com o aumento da taxa de deformag&o, devido a quebra das
ligacGes que estabilizam a rede protéica (GAUCHE, 2007).

Ao analisar a amostra controle (Ensaio 1), nota-se que esta iniciou com uma
viscosidade inicial (Figura 20-a) de 1293,9 cP, com uma taxa de cisalhamento de 8,5 ste
apds os demais dias teve um pequeno aumento e se manteve com valores de 1319,7 cP, até o
28° dia de estocagem. Neste caso, verifica-se que a viscosidade apresentou valores maiores do
que o iogurte com adigdo de FOS, no 1° e no 7° dia de armazenamento, e nos dias seguintes
obteve valores semelhantes as amostras que continham FOS (Ensaios 2 e 4). J& para a amostra
do Ensaio 2, observa-se que seus valores aumentaram consideravelmente com o tempo de
armazenamento, sendo que no 1° dia (Figura 20-a) a viscosidade era de 757,6 cP, chegando no
21° dia (Figura 20-d) com 1319,7 cP, com um pequeno decréscimo no 28° dia (Figura 20-e)
para 1261,5 cP.

Em relagdo o comportamento da viscosidade da amostra do Ensaio 4, verifica-se que
até o 7° dia de armazenamento (Figura 20 a e b) a viscosidade dos iogurtes adicionados de
FOS apresentaram uma viscosidade inicial menor que a amostra controle. No entanto, apds
este periodo, houve um incremento de aproximadamente 310 cP, indicando ser o iogurte do
Ensaio 4, 0 mais viscoso e com comportamento semelhante ao do Ensaio 2. Porém, o iogurte
menos viscoso é o do Ensaio 5, esta por sua vez apresentou viscosidade inicial de 380,9 cP
(Figura 20-a) no 1° dia, atingindo 550,7 cP (Figura 20-e) no 28° dia de armazenamento
refrigerado, com uma taxa de cisalhamento de 8,5 st

Desta forma, observa-se que a viscosidade do iogurte foi pouco influenciada pela
adicdo de cultura probidtica (Ensaio 3), com viscosidade variando de 600,5 cP a 995,2 cP,
mas sim fortemente pela presenca do FOS. Isto pode ser explicado pelo acréscimo de fibras
(FOS), que contribuem para o aumento dos sélidos totais no produto, que sendo substancias
altamente higroscdpicas, agem como estabilizante devido a sua capacidade de ligar a agua e
formar uma rede mais coesa semelhante a um gel (VASCONCELOQS, 2010), modificando a
viscosidade do produto.

O mesmo comportamento em relagdo a viscosidade com adicdo de
frutooligossacarideos foi verificado por outros autores. Debon (2009) observou que o
aumento do tempo de armazenamento fez com que a viscosidade aumentasse em presenca da

inulina (fibra solavel) contribuindo para a modificacéo das propriedades fisicas dos alimentos,



78

devido a sua capacidade em reter &gua, auxiliando na formagdo de géis viscosos. Silveira
(2009) observou uma elevacéo da viscosidade com o aumento da quantidade de extrato de
yacon, rico em frutooligossacarideos do tipo inulina. Tal fato se deve provavelmente & agéo
desses FOS quando interagem com a agua, formando microcristais, interagindo entre si,
elevando a viscosidade da mistura. Guggisberg et al., (2009), também observou que a
viscosidade aumentou com a elevagdo da concentragdo de inulina. Os valores da tenséo de
escoamento geralmente aumentam com o0 aumento de sdlidos totais, ou seja, com
concentragdes maiores de inulina. Oliveira (2008) observou que o acréscimo de inulina em
sorvetes aumenta significativamente sua viscosidade devido as interagBes da fibra soltvel
com a parte aquosa do produto. Sua funcionalidade esta baseada em seu efeito sobre solugdes
aquosas a varios niveis de solidos, sendo que & medida que a concentragdo de inulina aumenta
a viscosidade aumenta gradativamente.

Como comentado anteriormente, apesar do FOS ser uma fibra solGvel capaz de
interagir com a parte aquosa do iogurte, isto vai depender da concentragdo aplicada deste
ingrediente ao produto, pois ela ndo é capaz de formar gel apds o aquecimento e/ou
resfriamento (VASCONCELOQS, 2010). Isto sugere que a adigdo de 1,5 % de FOS no iogurte
(Ensaio 5) ndo proporcionou aumento do gel e muito menos na viscosidade, propriedade

importante que também definiu a aceitacdo dos produtos (Tabela 12 ).

5.3 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

5.3.1 Contagem de bactérias lacticas totais

Na Tabela 11, consta a contagem de bactérias lacticas totais no decorrer dos diferentes
tempos de armazenamento. Observa-se que a amostra do Ensaio 1 (iogurte controle) houve
aumento significativo (p<0,05), com o tempo de estocagem, para contagem de bactérias
tradicionais (Streptococcus salivarius subesp. Thermophilus e Lactococcus delbrueckii
subesp. Bulgaricus) de 3,23 log;0UFC/mL para 5,14 log;,oUFC/mL, cerca de dois ciclo

logaritmicos.



79

Segundo Pimentel (2009), em seu trabalho foi verificado aumento na viabilidade de
Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus, devido estas culturas suportarem valores de pH
mais baixos entre 3,5 a 3,8. Com a fermentacéo longa, o grau de velocidade de crescimento
de S. salivarius. subsp. thermophilus declina enquanto L. delbrueckii subsp. bulgaricus
continua a reduzir o pH pela producdo de quantidades excessivas de &cido latico, portanto a
reducdo na contagem de L. delbrueckii subsp. bulgaricus no produto final contribui para
diminuir a pés-acidificagdo do iogurte durante a vida de prateleira. Isto € importante tanto
para garantir ao produto final um sabor suave, quanto para evitar efeitos adversos do pH baixo
sobre as bactérias probidticas (MAZOCHI, 2009).

Tabela 11. Matriz do planejamento fatorial 2° completo (valores codificados e reais) e
resposta para contagem de bactérias lacticas (log;o UFC/mL) no 1°, 7°, 14°, 21° e 28° dia de
armazenamento refrigerado

Resposta**
Ensaios Variaveis Bactérias lacticas totais
independentes* (logyo UFC/mL)
Xy X 1 7 14 21 28
1 -1 (0) -1 (0) 3,23 3,30° 4,717 4,85 5,14°
(0,001) (0,010) (0,072) (0,011) (0,002)
2 1(3,0) -1 (0) 6,08° 5,00° 4,20° 4,74 5,53
(0,005) (0,050) (0,001) (0,030) (0,069)
3 -1 (0) 1(3,0) 8,31° 7.30° 7,70® 7,55 7,55
(0,281) (0,074) (0,156) (0,073) (0,222)
4 1(3,0) 1(3,0) 8,49° 8,03° 8,04° 8,18™ 8,37%
(0,004) (0,053) (0,003) (0,040) (0,103)
5 0(1,5) 0 (1,5) 8,12° 7,58° 7,51° 7.47° 7,41°
(0,148) (0,014) (0,055) (0,028) (0,035)

*X1= Fruto-oligossacarideos (%), X, = Cultura latica probidtica (%); **média seguida de letras iguais nas linhas
indicam ndo haver diferenca significativa, entre os dias de armazenamento, a nivel de 5% (Teste de Tukey).

De acordo com a Tabela 11, pode-se verificar que a adicdo de FOS proporcionou
maiores contagens de bactérias lacticas totais do inicio até o final da vida util, ou seja, pode-se
relacionar o efeito estimulante das fibras sobre probidticos, onde se obteve contagens
superiores de espécies probidticas em presenca de FOS (prebidticos), como no caso dos
Ensaios 4 e 5. Estes resultados podem ser melhor visualizados pelos gréaficos de pareto da
Figura 21, os quais apresentam os efeitos estimados das variaveis estudadas no 1 e 28° dia de

armazenamento.
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Figura 21. Grafico de Pareto com o Efeito Estimado (Valor Absoluto) das variaveis testadas no planejamento
experimental fatorial 22, para contagem de bactérias lacticas totais (a) 1° dia e (b) 28° dia de armazenamento

refrigerado.

O mesmo foi relatado em diversos estudos, Paseephol e Sherkat (2009), ao adicionar
inulina em pd, a qual foi benéfica para o crescimento e a sobrevivéncia durante o
armazenamento de bactérias lacticas, constataram que com a adi¢do de inulina o declinio é
mais lento para a contagem de bactérias. Castro et al. (2009), também verificaram que a
adicdo de oligofrutose em iogurtes proporcionou melhora na viabilidade de bactérias
probidticas. Para Donkor et al. (2007) a adic@o de prebidticos fornece nutrientes adicionais, e
seletivamente estimulam o crescimento de probidticos, tais como Bifidobacterium no intestino
humano. Oliveira et al. (2011) em seu estudo verificou que a adicdo de inulina melhora a
contagem de bactérias lacticas mas na presenca de Bifidobacterium o efeito da adicdo da
inulina € mais benéfico e mostra aumento significativo na populagdo de Bifidobactéria,
evidenciando claro efeito bifidogénico, pela adi¢do deste prebiotico.

Além disso, os prebidticos podem exercer um efeito protetor sobre as bactérias
probidticas, melhorando a sua sobrevivéncia e atividade durante a armazenagem do produto,
bem como sobre a sua passagem através das partes superiores do trato gastrointestinal
(CASTRO, 2009). Segundo estudos de Oliveira et al. (2011), a auséncia de inulina, apés 7
dias, fez com que as contagens de todos as bactérias diminuissem 2 % (como média) em
comparagdo com o 1° dia, no entanto esta diminuigdo nédo foi estatisticamente significativa
(p> 0,05) na presenca de inulina. Espirito Santo et al. (2012) afirmam que a adi¢do de fibras
de frutas e subprodutos também aumenta a viabilidade da cultura probi6tica. Sendo que apés
periodos de armazenamento de 14 dias é evidente que a suplementagdo de fibras favorece a

sua viabilidade.
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Segundo regulamento Teécnico para leites fermentados do tipo fermentado ou
cultivado, a contagem de bactérias l4cticas totais deve estar na faixa de 10° UFC/g no produto
final durante seu prazo de validade (BRASIL, 2007). Desta forma, os experimentos 3, 4 e 5
estdo dentro dos padrBes que a legislacdo determina. Porém, as amostras referentes aos
Ensaios 1 (iogurte controle) e 2 (3 % de FOS) cuja contagem foi menor que 10° UFC/g, ndo
se enquadrando nos parametros estipulados pela legislacéo.

Porém, a legislacdo brasileira considera um alimento probidtico aquele que contém
uma quantidade minima viavel do probidtico na faixa de 10® a 10° UFC na recomendacéo
diaria do consumo, conforme indicacdo do fabricante, isto equivale ao consumo de 100 g do
produto contendo no minimo 10° UFC/mL de micro-organismos probi6ticos (BRASIL, 2008).
Desta forma o produto elaborado ndo atingiu a recomendagcdo minima viavel de probi6tico,
sendo que o produto apresentou contagem da cultura probi6tica na faixa de 10° a 10°
UFC/mL, devido a cultura probidtica estar determinada junto com a cultura lactica tradicional
do iogurte.

Sabe-se que manter a contagem de bactérias probidticas em toda vida (til, dentro do
que é recomendado em produtos l4cteos fermentados, ndo é tarefa facil, pois sua
sobrevivéncia depende de uma variedade de fatores como a interacdo entre as espécies
presentes, condi¢bes de cultura, acidez final, oxigénio dissolvido, nivel de inoculagdo,
temperatura de estocagem, entre outros fatores (MAZOCHI, 2009).

Pimentel (2009), afirma que uma maior contagem de bactérias tradicionais diminui a
viabilidade de culturas probidticas, sendo que o perdxido de hidrogénio produzido pelo
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus € o principal fator relacionado com a reducéo na
viabilidade de micro-organismos probio6ticos durante estocagem refrigerada.

Becker (2009) indica que o pH final do iogurte também afeta a viabilidade da
Bifidobacterium. A combinacdo de baixo pH e acréscimo da acidez poderia resultar em
aumento de &cido ndo dissociado, o qual é mais danoso aos micro-organismos e conduzindo a
um rapido decréscimo da populagdo de bifidobactérias durante a vida-de-prateleira do
produto. Deste modo, Silva (2007) cita que o crescimento de Bifidobacterium sp., € retardado
a pH abaixo de 5,0.

A Figura 22 apresenta a morfologia das col6nias de bactérias lacticas totais. Na figura
estdo presentes coldnias da espécie Bifidobacterium e das culturas tradicionais do iogurte
(Streptococcus salivarius subesp. thermophilus e Lactococcus delbrueckii subesp.

bulgaricus). Acredita-se que as colonias de Bifidobacterium apresentaram coloragéo
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amarelada com formato fino e alongado e as bactérias tradicionais apresentaram coloracédo
amarela e forma circular.

As bifidobactérias sdo bastonetes, gram-positivos, anaerébios, no entanto, algumas sao
tolerantes ao oxigénio e algumas possuem formato de Y. As bactérias lacticas tradicionais na
fabricacdo de iogurtes, Streptococcus salivarius ssp. thermophilus sdo cocos unidos,
geralmente em cadeias curtas e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus sdo bastonetes
unidos em cadeias longas (BERNAL, 2004).

Figura 22. Visualizacdo do crescimento das colbnias nas placas de petri de bactérias lacticas totais.

5.4 CARACTERISTICAS SENSORIAIS

A Tabela 12 apresenta a matriz do planejamento fatorial 22 (valores codificados e
reais) com a resposta em aceitacdo geral das formulagdes de iogurte nos diferentes periodos
de armazenamento refrigerado. Verifica-se que as amostras diferiram estatisticamente
(p<0,05) no decorrer dos periodos de armazenamento. No 21° de armazenamento as amostras
3 (iogurte com 3 % de Bifidobactéria) e 5 (iogurte com 1,5 % de FOS e Bifidobactéria)
apresentaram menores pontuagdes hedonicas, de 6,59 e 6,50 (gostei ligeiramente),

respectivamente e diferiram das demais formulagdes.
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Resultados semelhantes foram encontrados por Zacarchenco e Massaguer-Roig (2006)
para leites fermentados adicionados ou ndo de probidticos. As diferencas sensoriais foram

significativamente (P<0,05) percebidas conforme o tempo de armazenamento aumentou.

Tabela 12. Matriz do planejamento fatorial 2° completo (valores codificados e reais) e
resposta em aceitacdo geral para as formulages no 1°, 7°, 14° e 21° dia de armazenamento
refrigerado

Resposta**
Ensaios Variaveis Aceitacao geral
Independentes*
X, X, 1 7 14 21
1 -1 (0) -1 (0) 7,50 7,40°% 7,134 7174
(0,007) (0,001) (0,001) (0,005)
2 1(3,0) -1 (0) 7,534 7,36" 717 7,18
(0,001) (0,005) (0,001) (0,002)
3 -1 (0) 1(3,0) 7,134 7,57 6,57 6,59
(0,002) (0,001) (0,010) (0,013)
4 1(3,0) 1(3,0) 7,714 7,53%A 7,38°4 7,41°
(0,007) (0,003) (0,001) (0,03)
5 0 (L5) 0 (L5) 7,134 7,27 6,834 6,50
(0,002) (0,001) (0,005) (0,006)

*X1= Fruto-oligossacarideos (%), X, = Cultura latica probiotica (%);**média seguida de letras iguais nas linhas
(minusculas) e nas colunas (maidsculas) indicam ndo haver diferenca significativa, a nivel de 5% (Teste de
Tukey).

Isto reflete 0 aumento da acidez nos produtos com o decorrer do periodo de
armazenamento, resultando em uma menor aceitacdo, fato este mencionado por Silveira,
(2009) que uma acidez latica superior a 1,2 % pode resultar em produtos com sabor &cido
desagradavel, comprometendo sua aceitacdo. Fato este verificado no presente estudo. Para a
amostra do Ensaio 1 (Tabela 2) aos 21 dias de armazenamento e para as demais formulacgoes
aos 28 dias de armazenamento a acidez atingiu valores proximos ou superiores a 1,2 %.

Os efeitos sensoriais relacionados com a presenca de probidticos em leites
fermentados, segundo Zacarchenco e Massaguer-Roig (2006) também ndo diferiram
significativamente entre si e nem do leite fermentado padrdo. Os resultado sugerem que é
possivel melhorar a aceitabilidade de produtos fermentados contendo probidticos.

A Figura 23 (a e b) apresenta os gréficos de Pareto com os Efeitos Estimados (Valor
Absoluto) das variaveis testadas no planejamento fatorial 22 para aceitacdo geral das

formulagdes de iogurte, no 1° e 21° dia de armazenamento refrigerado. A aceitacéo geral dos
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iogurtes foi fortemente influenciada pela adicdo de FOS, sendo que esta variavel apresentou
efeito significativo positivo, bem como a interacdo com a cultura probiotica. Ao contrario, 0
aumento da concentracdo da cultura probidtica, proporcionou uma diminuicdo na aceitacdo
dos produtos. Desta forma, a adicdo isolada de Bifidobactéria nas formulagdes alterou a

aceitacéo geral, mas em presenca do FOS influenciou positivamente na aceitagdo do produto.

(b)
Figura 23. Grafico de Par t om o Efeito Estimado (Valor Abso t ) das s testadas no planejamento
experimental fatorial 22 para aceitacdo geral (a) 1° dia de armaz t (b) 21 dia d ment

refrigerado.

A Figura 24 mostra os histogramas de frequéncia para a aceitagdo das formulagtes de
iogurte no 1° 7° 14° e 21° dia de armazenamento refrigerado. Os resultados demostram
graficamente a avaliagdo sensorial para o atributo avaliado nas diferentes formulagGes, em
relacdo as pontuagdes com valores méximos (9) para “gostei muitissimo” e valores minimos

(1) para “desgostei muitissimo”.
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Figura 24. Histograma de frequéncia para o atributo aceitacdo geral no 1° (a), 7° (b), 14° (c) e 21°dia (d) de

armazenamento refrigerado, respectivamente.
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A adigdo de FOS contribuiu para melhorar a aceitagcdo de iogurtes semi-desnatados
contendo ou ndo Bifidobactéria, sendo muito comentado entre os provadores que as
formulagbes que continham FOS apresentavam-se mais viscosas em comparagcdo com as
demais, as quais influenciaram na aceitagdo do produto e isto € comprovado nas
caracteristicas reoldgicas do produto (Figura 20).

A estabilidade do iogurte foi avaliada pela aceitacdo geral com o tempo de
armazenamento, resultando em diminui¢cdo das pontuacbes para todas as amostras com
21 dias de conservagao sob refrigeracdo. No entanto, somente as formulagdes dos Ensaios 3 e
5 apresentaram pontuagOes significativamente inferiores as demais, com aceitacdo geral de
88,2 % (indice de aceitacio - .A., 73,20 %) e 82,3 % (I.A., 67,32 %), respectivamente. Isto
pode ser explicado, pelo fato que as bifidobactérias sdo altas produtoras de &cido acético
(BERNAL, 2004), o que proporciona ao produto do Ensaio 3 (3 % de bifidobactéria) um
sabor desagradavel. Para a formulacdo do Ensaio 5, foi constatado um aumento da sinérese
(~35 % - Tabela 3) aos 21 dias de armazenamento, influenciando no aspecto do produto e
consequentemente na aceitacdo do mesmo. As demais formulagcbes permaneceram com
propriedades sensoriais aceitaveis ao longo do periodo de estocagem, sendo que aos 21 dias,
as formulagdes dos Ensaios 1, 2 e 4 apresentaram aceitagdo geral de 100 % e 94,1 % (l.A.,
79,74 % ) e 100 % (I.A,. 82,35 %), respectivamente. Leva-se em consideragdo, também, o
fato da nédo adicéo de conservante no produto.

Pimentel (2009) observou que houve uma melhor aceitacdo de iogurtes adicionados de
FOS em relagdo aos iogurtes controle, sendo que o prebidtico promoveu a aparéncia e a
textura dos produtos, tornando-os mais cremosos. Quando a inulina esteve presente na
formulacdo contendo probidtico a aceitagdo foi semelhante a da formulagéo padréo, fazendo
com que houvesse uma melhor aceitacéo do produto simbiotico.

Neste caso, quando se comparam os dados reolgicos com os dados sensoriais nota-se
que a viscosidade aumenta para concentragdes de inulina maiores, mas que a leveza e sabor
cremoso mostram um 6timo em torno de 3 % de inulina, a qual atua como um espessante
(KIP et al., 2006). Resultados, semelhantes foram obtidos no presente estudo (Figura 20), com
a presenca de 3 % de fruto-oligossacarideos.

Kempka et al. (2008) obtiveram para bebida l4ctea desenvolvida com culturas
probidticas, aceitacdo das formulacdes pelos provadores até o 21° dia de estocagem, com o
produto armazenado a 4°C, apresentando um tempo de vida til significativo para o produto

desenvolvido.
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6. CONCLUSAO

Através da elaboracéo das formulagbes de iogurtes pode-se determinar a estabilidade e
os efeitos da adicdo de prebiodtico (fruto-oligossacarideo) e probidtico (Bifidobacterium) sobre
uma amostra controle.

As formulagdes de iogurte com adigdo de cultura probidtica, apresentaram valores de
pH superiores e produtos menos &cidos, teve influencia significativa (p<0,05) na reducdo da
sinérese no 1° e 14° dia de armazenamento refrigerado demonstrando a importancia desta
varivel para a formulacdo deste produto. A adicdo de FOS nas formulagbes indicou que
maior concentracdo adicionada resulta em maiores valores de sinérese nos iogurtes. Desta
maneira, maior liberagéo de soro foi observada nas formulagGes adicionadas de FOS.

A adicdo de FOS e de Bifidobactéria néo influenciou para mudanga no teor de proteina
nos iogurtes no decorrer do tempo de armazenamento. E pode-se verificar que quanto maior a
porcentagem de FOS nas formulagdes (Ensaios 2, 4 e 5) maior sdo os °Brix.

Em relacdo aos dados da cor objetiva, os valores de luminosidade (L*) aumentaram
com o tempo de armazenamento, para todas as amostras. Os valores de a* foram positivos e
aumentaram significativamente (p<0,05) com o tempo de armazenamento, em direcdo ao
vermelho para todos os ensaios, o qual deve-se também a adi¢do de corante rosa em po nas
amostras. Cromaticidade (b*) diminuiu no decorrer do tempo de armazenamento para todas as
amostras, atingindo pontuacdes negativas (em direcéo a intensidade azul).

Através da andlise de caracterizacdo do Fruto-oligossacarideo, pode-se verificar que
em 100 g de FOS comercial (Fiber FOS®) obtém-se somente 56,1 % de FOS puro, ou seja, 0
restante sdo outros agucares e compostos. Destacando, que no FOS comercial (Fiber FOS®)
h& presenca de frutose, glicose e outros isbmeros, sendo que a frutose por sua vez, representa
8,0 % e a glicose 5,6 % da porgéo de 100 g do FOS.

A presenca de aglcares nas formulacbes de iogurtes demonstrou que, durante o
armazenamento as amostras dos Ensaios realizados, diminuiram suas quantidades de lactose,
sendo que inicialmente o teor de lactose das formulagGes era de aproximadamente
4,060/100 mL. E a amostra que obteve maior consumo de lactose aos 28 dias de
armazenamento foi a do Ensaio 4, cerca de 26,04 %,

A amostra que obteve uma maior queda no teor de sacarose foi a amostra do Ensaio 2,

ou seja, do 1° dia até o 28° dia de armazenamento seu consumo foi de 54,4 %. E as amostras
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que contém FOS juntamente com bifidobactéria (Ensaios 4 e 5), apresentaram menores
valores de glicose.

Referente & quantificacdo de FOS nas amostras, no Ensaio 4, se observa menos perda
dos FOS em decorréncia do tempo, sendo assim aos 21 e 28 dias, restaram 0,3 % de kestose,
0,7 % de nistose, e 0,5 % de frutosilnistose, respectivamente, ou seja, um total de e 1,5 g de
FOS por 100 g de iogurte aos 21 e 28 dias de armazenamento, respectivamente.

A viscosidade para as amostras de iogurtes (22°C) diminuiu com 0 aumento da taxa de
cisalhamento (s?), indicando comportamento de fluido nio newtoniano. Desta forma,
observa-se que a viscosidade do iogurte foi pouco influenciada pela adi¢cdo de cultura
probidtica (Ensaio 3), com viscosidade variando de 600,5 cP a 995,2 cP, mas muito
influenciada pela presenca do FOS.

Em relacdo a contagem microbioldgica se observa que a amostra do Ensaio 1 (iogurte
controle) houve aumento significativo (p<0,05), com o tempo de estocagem, para contagem
de bactérias tradicionais (Streptococcus salivarius subesp. Thermophilus e Lactococcus
delbrueckii subesp. Bulgaricus) de 3,23 logioUFC/mL para 5,14 log;0UFC/mL, cerca de dois
ciclo logaritmicos. Foi verificado que a adi¢cdo de FOS proporcionou maiores contagens de
bactérias lacticas totais do inicio até o final da vida util, ou seja, pode-se relacionar o efeito
estimulante das fibras sobre probidticos, onde se obteve contagens superiores de espécies
probidticas em presenca de FOS (prebidticos), como no caso dos Ensaios 4 e 5. Mas mesmo
assim, o produto elaborado néo atingiu a recomendacdo minima viavel de probidtico, sendo
que o produto apresentou contagem da cultura probiética na faixa de 10° a 10° UFC/mL.

A aceitagdo geral dos iogurtes foi influenciada pela adicdo de FOS, mas o aumento da
concentracdo da cultura probidtica, fez diminuir a aceitacdo dos produtos. Desta forma, a
adicdo isolada de Bifidobactéria nas formulacGes alterou a aceitagdo geral, mas em presenca
do FOS influenciou positivamente na aceitagdo do produto.

A estabilidade do iogurte foi avaliada pela aceitagdo geral com o tempo de
armazenamento, resultando em diminui¢cdo das pontuagbes para todas as amostras com
21 dias de conservagéo sob refrigeragdo, mas que apesar disto, somente as formulagdes dos
Ensaios 3 e 5 apresentaram pontuagdes significativamente inferiores,

De maneira geral, a amostra 2 por ndo conter Bifidobactéria, pode ter ocasionado maior
hidrdlise e conversio do FOS em frutose em relagio ao aumento do tempo de

armazenamento.
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A amostra 4 que continha maiores quantidades de bifidobactéria e de FOS, pode até o
final de sua vida util, manter a quantidade minima exigida na legislagdo para ser um produto
funcional. Desta forma, ndo se classifica como produto simbidtico até o final de sua vida util,
pois ndo foi possivel atingir a recomendacdo de produto probidtico devido pouca adicéo de
cultura probidtica no iogurte, mas, no entanto, com a utilizagdo do FOS tornou a
Bifidobactéria mais resistente ao longo do tempo, sendo o ensaio 4, a formulacdo que
permaneceu com propriedades sensoriais aceitiveis ao longo do periodo de estocagem, ndo
diferindo da amostra controle e obtendo também maiores valores no teor da viscosidade.

Na amostra 5, como houve pouca adicéo de FOS e Bifidobactéria ndo foi possivel manter

0 produto funcional, pois a quantidade de FOS reduziu muito ao longo do tempo.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Aplicar concentra¢des maiores de cultura probidtica, para garantir a funcionalidade do
produto até o final de sua vida util;

e Analisar e testar outros métodos de contagem microbiolégica especifica para
crescimento de culturas probiéticas;

e Elaborar formulagbes de iogurtes com diversas marcas e tipos de Fruto-
oligossacarideos;

e Testar concentracbes maiores de Fruto-oligossacarideo para garantir a quantidade

recomendada no produto.
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APENDICES

APENDICE A - Ficha para avaliagio sensorial das amostras de iogurte

Nome:

ANALISE SENSORIAL DE IOGURTE

97

Provador:

Vocé esta recebendo 5 amostras de iogurte. Por favor, avalie cada uma das amostras codificadas e use

a escala abaixo para indicar o quanto vocé gostou ou desgostou de cada uma, considerando cada um

dos atributos solicitados.

Gostei extremamente
Gostei muito

Gostei regularmente
Gostei ligeiramente
Indiferente

Desgostei ligeiramente
Desgostei regularmente
Desgostei muito

Desgostei extremamente

Comentarios:

Gostei extremamente
Gostei muito

Gostei regularmente
Gostei ligeiramente
Indiferente

Desgostei ligeiramente
Desgostei regularmente
Desgostei muito

Desgostei extremamente

Gostei extremamente
Gostei muito

Gostei regularmente
Gostei ligeiramente
Indiferente

Desgostei ligeiramente
Desgostei regularmente
Desgostei muito

Desgostei extremamente

Gostei extremamente
Gostei muito

Gostei regularmente
Gostei ligeiramente
Indiferente

Desgostei ligeiramente
Desgostei regularmente
Desgostei muito

Desgostei extremamente

Gostei extremamente
Gostei muito

Gostei regularmente
Gostei ligeiramente
Indiferente

Desgostei ligeiramente
Desgostei regularmente
Desgostei muito

Desgostei extremamente



APENDICE B - Cromatrograma Padr&o de glicose
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APENDICE C - Cromatograma Padr&o de frutose
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APENDICE D - Cromatograma Padréo de lactose
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APENDICE F — Cromatograma que expressa a Metodologia 5 (1:1 v/v - solucio de iogurte
com FOS e agua /acetonitrila) — amostra de iogurte com FOS
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APENDICE G — Cromatograma que expressa a Metodologia 5 (1:1 v/v - solugéo de iogurte e
agua /acetonitrila) — amostra de iogurte sem FOS
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ANEXQOS

ANEXO A - Ficha técnica da cultura lactica probidtica utilizada nos iogurtes

Deseripcion

Aplicacién

Envasado
Disponibilidad
Almacenamiento

¥ caducidad:

Moo
de emples

Dosis

2 FO=DVS BB-12® - Probio-Tec™

Informacion de Producto

Cubsive Hetico Termofiks

Cuttivo que contiens una cepa definida de Biffdobacterium, Bi-17 Hens una larga
historia de uso seguro, Existe una extensa decumeniacion Tiinicn sobre los posibles
henefitiss pardla sulud d8l BB-12 disponible bajo soquerimients. Tambien estin
disponibles certificados de jdentificacién, seguridad y ongen.

Bit-47 es suministrade an forma de producte granulado Hofilizado,
BE.17 s una marca registeada de Chr. Hansen.

El cuitive es principalmente ugitizado en {as produccian de productos lacteos probifiticos
fyogur, queso y productos dulces] arlemas de otres productos alimenticios. BB-1Z puede
sor ptitivade como una tepa simple en productos donde no sg requiere un2 fermentacion,

Hermalmente se ulilize en combinacion con otrascepas prebidlicas wo Streplogoccus
thermophilus o cultivos de yogur.

Tamahio de envase Namere de producte
5w 25z, sobre 100084
$x 7R0g subre 1007334

BR-17 estd también disponibls en forma de producto congelado adernas de incluido en
cultives DYS con olras cepas.

Los cultivas bsfiizados deben ser almacenados a -18 C {0 ¥} o menos. 5i fos cultivos
se almacenan a esta temperatura o inferior, la caducidad es de camo minimo 34
mmeses. 81 los cultivos se almacenan a +5°C 417F) la caducidad es de come mmime &
SORHES,

sacar s cultives del congelator fusto antes de su utilizacion. HO DESCONGELAR,
{impiar la parte superior del sebre con clor, Abrir el sohre v anadir los granmulos
liofflizados directamente al products pasteurizado mientras se agita lenkamente.
sgitsr la mezcla durante 10-15 minutas hasta distribuir totalinents,

B5-17 es anserdbio {ligeramente tolerante al acido) y crece lentamente en leche.
Comderte la lactosa en cido lactico L.

Se recomtienda que BB-12 sea inctulado de acuerdoe con el recuents de céhulas deseada
en et products final, Esto estd influenciado por 12 caduridad, et pH v la acidez del
srodicto, ademas del dempo de fermentacion v temperaturm aplicada, DB-12 &5 muy
estable ¥ tens una alta resistencia frente a {a% acidos en los productos lcteos
fepmentados.

Rius BN 13- FI-PL e, J00Y /13

Chr. Hansen, S.4. « Fragua, 10 - 28760 Tres Cantos ~ Madrid Tell +54 91 806 09 30 Fusl +34 4 A0 0% §1 « Web: chr-hangen. oom
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FD-DVS BB-12%
Probio-Tec™

Prosduict Informiation

Las mezclas Chr. Hansen que contienen BB-12 en la gama Probio-Tec han sido todes
cemplissios parm praporcionar un akio recuento de celules en ef praducto final cuando se
aplica de acuerdo con nuestras recomendacionss,

Temperatura La temperatura Sptima de incubacién para BB-12 es 37-40°0 {39-104°F). Las

de incubacion: bifidobac terias nonmatmente no son capaces de crecer en leche en un procese lcteo
narmal. 88-12, sih embargo, tene lr caracteristica dnica de ser moderadaments
tolerante al sxigeno, por lo gue crecerd en leche & temperaturas entre 30 -43°C {83 -
10%°F].

La formacidn de acido sera muy lents comparads con los cultivas acidificantes normalios.

Certificado Kosher BR-12 esun cultive con aprobacion Kosher (Circudo K DY para ser utilizado durante todo
#l afio, excepto en Pascua Judfa.

Servicie Las instalacionzs de Chr. Hansen distribuidas por tedo el mundo v el personal de
Técnico nuestro centro de tecnvlogia aplicada estdn a sy disposividn zara proporcionarle ayuda
& instruccioness,

Referencias

Referencias y métedos de analisis estin disponibles bajo solicitud,

La informaciin anteriormente mencionads w ofrese exclusivaments a titule infermativo, Chr. Hansen decling toda
responsabilidad por las pérdidas o dafios que pudieran derivarse de la aplivacidn en la practica de la informasion

faciltitada
EN-BBE-12-FD-PI-1101

BSL FBB-12-Fro-Pd v, 2001/2:2



ANEXO B - Ficha técnica da cultura lactica tradicional utilizada nos iogurtes

Descricao:

Apresentagao:

Especificacoes:

Conservacao e
validade:

Aplicacao:

Dosagem:

Legislacao:

i Elaborade por:

As informacdes contidas na doc
quanto a aplicabilidade e precisae de tais informagdes é fornecida. Assim, recomendamos
escala industrial, realizem testes preliminares para determinar se o produto € adequi
disposicao para ajudd-los.

Aprovado por: LCBJ

L C Bolonha Ingredientes Alimenticios Ltda
R. Gustavo Nass, 302 - Jd. Contorno
Colombo/PR - Cep: 83.402-710
www.lcbolonha.com. br - bolonha@lcbolonha.com.br

Fermento DVS YF L812

Cultura latica termofilica, liofilizada para iogurte. O cultivo contém uma
mescla de cepas de Streptococcus salivarius subesp. thermophilus e
Lactococcus delbrueckii subesp. bulgaricus.

Envelope Codigo

50U 667296
200U 677350
500U 677650

A temperatura para incubagao é de 35 - 45°C. Para maiores informacdes
favor contatar departamento técnico da LC Bolonha.

Produto liofilizado. O praduto deve ser mantido sob congelamento a
temperatura minima de -18°C. Nestas condicdes o produto mantém suas
especificacées por um periodo de 24 meses.

Na elaboracio de iogurtes e bebidas lacteas fermentadas. A cultura
confere ao produto final:

- muito alta viscosidade;
- sabor muito suave;

- baixa pos-acidificacao.

1 envelope de 50U para 500 litros
1 envelope de 200U para 2.000 litros
1 envelope de 500U para 5.000 litros

AUP/DOI/DIPOA n® 3126/2003.

umento e as recomendacées aqui efetuadas, sdo feitas com base nas informacées do fabricante. Nenhuma garantia

qos clientes, que antes de utilizarem qualquer produto em
ado s suas necessidades. Nossa equipe técnica estard a

22107 seamyn) - BOIUD9 OBdedY1dsT

Agosto/2010 j
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ANEXO C - Ficha técnica do Fruto-oligossacarideo (FOS) FiberFOS® comercial utilizado
nos iogurtes

Produtos :: :: FiberFOS ®

Atua Beneficamente sobre a Flora Intestinal

O FiberFOS & um produto a base de frutooligossacarideo, uma Fibra Dietética Soltivel Prebidtica, extraida da raiz
da chicoria, que possui mecanismo de acdo seletivo, alimentando somente as bactérias benéficas, especialmente
as bifidobactérias. Ndo é digerido pelas enzimas digestivas e nem absorvido ou excretado pelo organismo. Atua

como regulador da flora intestinal, agindo nos quadros de constipacao e de diarréia.

Informacdo de Composicio Informacdo Nutricional
Composigao Porgéo de 6g de FOS - 1 saché
Frutooligossacarideos 6 gramas Quant por %
porgdo VD*
i . y 9,5Kcal ou
Finalidade de Uso Valor Energético A5 0,5%
40Kj
O FiberFQS & uma “fonte” de fibra soltvel. Carboidratos 0,39 0,1%
Proteinas 0g 0%
i 0,
Contribui para uma flora intestinal saudavel. Gordura Totais 0g 0%
Gorduras Saturadas Og 0%
. . . Gorduras Trans [¢]s] 0%
Seu uso deve estar associade a uma dieta equilibrada e . )
habites de vida sauddveis Eibea All-mentar . 5,59 22%,
(Frutooligossacarideo)
Sédio Omg 0%

Ingestdo Diaria Recomendada L i
*0% Valores Diarios com base em uma dieta de

2000 kcal ou 8400 kj. Seus valores diarios
podem ser maiores ou menores dependendo de
suas necessidades energéticas. **VD nio

Adultos: 1 a 2 sachés ao dia
Criangas até 2 anos: 7: a 1 saché ao dia estabelecida.

Criancas acima de 2 anos: 1 a 2 sachés ao dia Apresentacédo

Caixa contendo 10 ou 30 sachés de 6g. Pote de
250g.

Maodo de usar:

Misturar o contetido de um saché ou colher medidora
(6g) ao alimento a ser ingerido ou diluido em sua bebida Validade
favorita, preferencialmente em jejum.

Q FiberFCS

data de fabricacdo

@ & valido por 2 anos a partir de sua

Conservacao

Conservar em lacal seca e fresco, com temperatura

-

abaixo de 3(




105

Adverténcia

O saché deve ser consumido assim que aberto.
Consumir  somente & quantidade indicada na
embalagem do produte.

Podem ocorrer efeitos laxatives sempre que a porgdo
didria for superior a 30g.

O consumo deve estar acompanhado da ingestao de

. T
Uespeje um Diate © con- Misture ¢ oo liquidos,
sachit em teddo asseniar tedico ate sun
00 mide sgus  an funte da conipieta giu-
G DRIy capa il Registro ANVISA (clique e consulte)
ambignie
<< voltar
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