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HOJE E TEMPO DE SER FELIZ!

A vida é fruto da decisdo de cada momento. Talvez seja por isso, que a ideia de
plantio seja tao reveladora sobre a arte de viver.

Viver é plantar. E atitude de constante semeadura, de deixar cair na terra de
nossa existéncia as mais diversas formas de sementes.

Cada escolha, por menor que seja, € uma forma de semente que langamos sobre
0 canteiro que somos. Um dia, tudo o que agora silenciosamente plantamos, ou
deixamos plantar em néds, sera plantacdo que podera ser vista de longe...

Para cada dia, o seu empenho. A sabedoria biblica nos confirma isso, quando nos
diz que "debaixo do céu ha um tempo para cada coisa!"

Hoje, neste tempo que é seu, o futuro esta sendo plantado. As escolhas que vocé
procura, 0s amigos que vocé cultiva, as leituras que vocé faz, os valores que vocé
abracga, os amores que vocé ama, tudo sera determinante para a colheita futura.

Felicidade talvez seja isso: alegria de recolher da terra que somos, frutos que
sejam agradaveis aos olhos!

Infelicidade, talvez seja o contrario.

O que nao podemos perder de vista € que a vida nao é real fora do cultivo.
Sempre é tempo de langar sementes... Sempre € tempo de recolher frutos. Tudo
ao mesmo tempo. Sementes de ontem, frutos de hoje, Sementes de hoje, frutos
de amanha!

Por isso, ndo perca de vista o que vocé anda escolhendo para deixar cair na sua
terra. Cuidado com os semeadores que nao lhe amam. Eles tém o poder de
estragar o resultado de muitas coisas.

Cuidado com o0s semeadores que vocé nao conhece. Ha muita maldade
escondida em sorrisos sedutores...

Cuidado com aqueles que deixam cair qualquer coisa sobre vocé, afinal, vocé
merece muito mais que qualquer coisa.
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Cuidado com os amores passageiros... eles costumam deixar marcas dolorosas
que nao passam...

Cuidado com os invasores do seu corpo... eles nao costumam voltar para ajudar a
consertar a desordem...

Cuidado com os olhares de quem nao sabe Ihe amar... eles costumam lhe fazer
esquecer que vocé vale a pena...

Cuidado com as palavras mentirosas que esparramam por ai... elas costumam
estragar o nosso referencial da verdade...

Cuidado com as vozes que insistem em lhe recordar os seus defeitos... elas
costumam prejudicar a sua visao sobre si mesmo.

N&o tenha medo de se olhar no espelho. E nessa cara safada que vocé tem, que
Deus resolveu expressar mais uma vez, o amor que Ele tem pelo mundo.

Nao desanime de vocé, ainda que a colheita de hoje nao seja muito feliz.

Nao coloque um ponto final nas suas esperancas. Ainda ha muito o que fazer,
ainda ha muito o que plantar, e 0 que amar nessa vida.

Ao invés de ficar parado no que vocé fez de errado, olhe para frente, e veja o que
ainda pode ser feito...

A vida ainda ndo terminou. E ja dizia o poeta "que os sonhos nao envelhecem..."
Vai em frente. Sorriso no rosto e firmeza nas decisdes.
Deus resolveu reformar o0 mundo, e escolheu o seu coragdo para iniciar a reforma.

Isso prova que Ele ainda acredita em vocé. E se Ele ainda acredita, quem sou eu
pra duvidar... (?)

Pe. Fabio José de Melo Silva
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RESUMO

A demanda por alimentos probiéticos tem impulsionado o desenvolvimento
de novos produtos formulados. Aproveitando tal cenario, as industrias de
alimentos vém se dedicando basicamente aos lacteos, que se mostram ser 6timos
carreadores de micro-organismos probi6ticos. O grande volume de soro
proveniente das industrias de queijos permite a elaboracdo de bebidas lacteas,
visando o aproveitamento de subprodutos para a alimentacdo humana, devido ao
seu elevado potencial nutricional. Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito
dos niveis de soro de queijo nos parametros de qualidade e aceitacao sensorial de
bebidas lacteas probidticas, em comparacdo a produtos comerciais nao
probidticos. Modelos matematicos como Analise de Sobrevida, Minima Diferencga
Significativa e Aceitacdo Global Média foram utilizados para ajustar os niveis de
soro de queijo mais aceitdveis em formulacées de bebidas lacteas. Métodos
sensoriais, como Mapa Projetivo, Andlise Descritiva Quantitativa e Perfil Livre
foram aplicados na avaliacdo das bebidas formuladas. A elaboracdo de bebidas
lacteas probidticas provou ser uma boa alternativa para as industrias de laticinios
no aproveitamento do soro proveniente da fabricacdo de queijos, possibilitando
assim reducdo dos custos de producdo, além de propiciar novos produtos

carreadores de micro-organismos benéficos a saude.

Palavras chaves: soro de queijo, bebidas fermentadas, probidticos, Analise
Descritiva Quantitativa, testes sensoriais.
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ABSTRACT

The demand for probiotic foods has driven the development of new formulations.
Taking advantage of such scenario, the food industry has been largely devoted to
dairy, which proved to be excellent vehicles for probiotic microorganisms. The
large volume of whey from the cheese industry has enabled the development of
dairy drinks, considering the use of products for human food with high nutritional
potential. This study evaluated the effect of whey levels in the quality parameters
and sensory acceptability of probiotic milk drinks, as compared to commercial non
probiotic products. Mathematical models as Survival Analysis, Minimal Significant
Difference, and Mean Global Acceptance were used to adjust the whey levels in
the most acceptable formulated dairy beverages. Sensory methods as Projective
Mapping, Quantitative Descriptive Analysis, and Free Choice were applied in the
evaluation of dairy beverages. The development of probiotic dairy drinks proved to
be a good alternative for the dairy industry to take advantage of the whey from the
cheese-making, by reducing production costs and providing probiotic foods with
recognized human health benefits.

Keywords: whey, fermented beverages, probiotics, Quantitative Descriptive
Analysis, Sensory tests.
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INTRODUCAO GERAL

O soro € o principal subproduto da industria de queijo e caseina, e possui
alto poder poluidor devido a elevada concentragdo de compostos organicos
soluveis na fragdo aquosa. Estima-se que durante a producdo de queijo,
utilizando-se 10L de leite, sdo obtidos de 6 a 9L de soro, dependendo do tipo de
queijo (ALMEIDA; TAMINE; OLIVEIRA, 2008). A fracdo protéica do soro é
composta por aproximadamente 50% de B-lactoglobulina, 20% a-lactoalbumina,
15% glicomacropetideo e 15% de peptideos e proteinas minoritarias
(imunoglobulinas, lactoferrinas, latoperoxidase, albuminas séricas, lisozima e
fatores de crescimento) (SMITHERS et al., 1996; SMITHERS, 2008). O soro
possui também vitaminas como tiamina, riboflavina, acido pantoténico, Bs € Biy,
além de alguns minerais (LAGRANGE; DALLAS, 1997).

Todas as proteinas do soro possuem aminoacidos de cadeia ramificada: L-
isoleucina, L-leucina e L- valina, essenciais para o crescimento das células
musculares, pelo aumento de sintese protéica. Os glicomacropeptideos foram
identificados como compostos que apresentam atividade prebidtica e pode
também estimular a colecistocinina (horménio gastrointestinal) a partir de células
intestinais e inibicdo da ligagdo de toxinas (HA; ZEMEL, 2003). Quando a lactose
€ hidrolisada enzimaticamente, sdo formados os galactooligossacarideos (GOS)
pela reacado de transgalactosilagdo. Apesar dos GOS nao serem digeridos pelos
humanos, sdo facilmente utilizados pelas bifidobactérias, sendo reconhecidos
como alimento de atividade prebiética (WALZEM; DILLARD; GERMAN, 2002).

Os alimentos funcionais representam uma das mais interessantes areas de
pesquisa e inovacao na industria de alimentos (ANNUNZIATA; VECCHIO, 2011,
SIRO et al., 2008; JONES; JEW, 2007). Define-se como alimento funcional aquele
capaz de desempenhar fung¢des nutricionais adequadas no corpo e melhorar o
estado de saude e bem-estar e/ou reduzir o risco de ocorréncia de doencas
(DIPLOCK et al., 1999). Além dos prebioticos, existe outra classe de alimentos
funcionais, os probidticos, que sédo definidos como “micro-organismos vivos que,

quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude



do hospedeiro” (FAO/WHO, 2001). O iogurte tem sido reconhecido como um
alimento recomendavel para transportar micro-organismos probidticos, dada que a
maioria dos consumidores considera o iogurte como um alimento saudavel e
capaz de garantir a viabilidade dos probiéticos no organismo humano (HAMANN;
MARTH, 1983, LOURENS-HATTINGH; VILJOEN, 2001). Por ter sua imagem
associada ao iogurte, com relacdo as caracteristicas préximas de acidez e
consisténcia, as bebidas lacteas tém apresentado grande aceitabilidade pelos
brasileiros, resultando no aumento do consumo desses alimentos (ACHANTA;
ARYANA; BOENEKE, 2007). Diversos estudos tém demonstrado o potencial das
bebidas lacteas como alimento probidtico, devido a sua capacidade em carrear
tais micro-organismos pelo trato gastrointestinal, e como alimento prebiotico, em
decorréncia das propriedades funcionais do soro de queijo.

A legislacao brasileira para bebidas lacteas ainda € pouco especifica
guanto ao nivel maximo de soro permitido nas formulagdes, sendo especificado
um minimo de 51% (m/m) de base lactea (BRASIL, 2005). O presente estudo
aplicou modelos matematicos aos dados obtidos de testes sensoriais para ajustar
o nivel de soro de queijo em bebidas lacteas probiéticas. E a qualidade sensorial
das bebidas lacteas probioticas e de produtos comerciais similares foi avaliada por

testes afetivos e descritivos.
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CAPITULO 1

BEBIDAS LACTEAS: ASPECTOS TECNOLOGICOS E
BENEFICIOS A SAUDE



Resumo

O soro de queijo € gerado em grande volume pelas industrias de laticinios,
e, devido as mudancas na legislagdo ambiental e ao aumento das pesquisas que
disponibilizaram dados acerca do seu valor nutricional, 0 mesmo passou a ser
aproveitado em formulacées alimentares. A utilizacdo do soro para a formulagéo
de bebidas lacteas tem sido a forma de aplicacdo direta para alimentacao
humana, sem a necessidade de transforma-lo apoés tratamento térmico. Para a
fermentacao de bebidas lacteas, os micro-organismos utilizados sdo os mesmos
utilizados na producédo de iogurte, conferindo a esses alimentos caracteristicas
sensoriais semelhantes, como acidez, aroma e viscosidade. Segundo estudos, o
iogurte € uma boa matriz para veicular probiodticos. Probiéticos sao micro-
organismos capazes de conferir beneficios a saude de quem os ingere. Devido a
semelhanca entre o iogurte e a bebida lactea fermentada, conclui-se que esta
também seja um bom alimento carreador de probidticos, chegando a um alimento
simbidtico devido as propriedades terapéuticas atribuidas a alguns peptideos
bioativos presentes no soro. Este capitulo discute os processos tecnoldgicos de
producdo de bebidas lacteas, fermentadas ou ndo, e os beneficios a saude
humana obtidos pelo consumo de alimentos simbiéticos, contendo soro de queijo

e probioticos.

1 Soro de queijo

Historicamente, existem relatos da utilizacdo do soro na ldade Média como
produto farmacéutico, balsamo para queimaduras, porcao para vitalidade e para
queda de cabelo, mas raramente utilizado na alimentagdo humana
(KOSIKOWSKI, 1979). Na época, os médicos utilizavam o soro para fins
terapéuticos, enquanto que nos tempos atuais esta presente numa variedade de
produtos, suplementos esportivos (WPC - concentrado protéico de soro e WPI -
isolado protéico de soro), barras nutritivas, bebidas, formulados infantis, produtos
de panificacdo, lacteos, carnes e outros alimentos (NATIONAL DAIRY COUNCIL,
2008). O soro € um subproduto da industria de queijos de coloracdo amarelo-
esverdeada. Extraido durante a coagulacdo da caseina, quando por acao



enzimatica ou acida, a fracdo liquida é separada retendo 55% dos nutrientes
presentes no leite, resultando em duas variedades de soro, acido (pH< 5) e soro
doce (6<pH<7). O soro acido em geral possui mais cinzas e menor teor protéico
que o soro doce e, devido ao gosto acido e ao teor salino elevado, é mais limitado
na alimentagdo humana (WEETAL et al., 1974; KOSIKOWSKI, 1979; MAWSON,
1994; SISO, 1996).

O soro liguido é constituido basicamente de agua (93%), lactose (5%),
proteinas (0,85%), minerais (0,53%) e gorduras (0,36%). As proteinas do soro sao
consideradas seguras, GRAS (“Generally Recognised As Safe”), para a aplicacao
em alimentos, apresentam alto valor bioldgico e superior ao de outras proteinas
(ovo, soja e caseinas do leite), e elevado teor de aminoacidos sulfurados com
funcao antioxidante (SINHA et al., 2007; SMITHERS, 2008).

A lactose é um carboidrato de baixo poder adocante, naturalmente
encontrado em soro de queijo, sendo o principal soélido constituinte em leite bovino
(WATANABE et al., 2008) e o maior responsavel pelo elevado poder poluidor do
soro com grande demanda bioquimica e quimica de oxigénio, pois algumas
bactérias utilizam a lactose para obtencdo de energia, fazendo com que a
populacdo das mesmas aumentem em leitos d’agua com consequente diminuicéo
do oxigénio dissolvido (FARIZOGLUJ et al., 2004).

Quanto a composicao protéica, as proteinas do soro possuem elevado valor
biolégico, devido a rapida absor¢ao pelo organismo quando a proteina é ingerida.
Em comparacgéo a outras fontes protéicas, o soro € uma fonte rica (>20% m/m) em
aminodcidos de cadeia ramificada como leucina, isoleucina e valina e em
aminodcidos sulfurados como metionina e cisteina (SMITHERS, 2008). As
principais proteinas do soro sdo a [-lactoglobulina e a a-lactoalbumina, duas
proteinas globulares que representam aproximadamente 75% das proteinas do
soro. QOutros componentes minoritarios estdo presentes como 0
glicomacropeptideo (em soro obtido por coagulagdo enzimatica), albumina sérica,
lactoferrina, imunoglobulinas, fosfolipidios, fatores bioativos e enzimas
(SMITHERS et al., 1996).



Minerais como calcio, magnésio, sddio, potassio e fosforo sdo majoritarios
em soro de queijo, além de zinco, ferro, cobre e manganés em menor quantidade
(WONG; LACROIX; McDONOUGH, 1978). A presenca de sais minerais no soro
de queijo justifica a utilizacdo do mesmo em bebidas isotbnicas utilizadas por
desportistas.

Devido ao reconhecido valor nutricional do soro e ao grande volume gerado
pelas industrias de queijos ou por razdes (econdmicas, ambientais, regionais) tem
havido expressiva valorizacdo tecnolégica do soro e seus derivados
(FARIZOGLUJ et al., 2004). O processamento de bebidas lacteas é atraente para
as industrias de laticinios. Visto a simplicidade do processo de fabricagdo, a
possibilidade de utilizacdo dos mesmos equipamentos para tratamento do leite, as
excelentes propriedades funcionais das proteinas do soro e a reducao dos gastos
com tratamento de efluentes (GANDHI; PATEL, 1994; ALMEIDA; TAMINE;
OLIVEIRA, 2008).

2 Bebidas lacteas

No Brasil, as bebidas lacteas (fermentadas e nao fermentadas) surgiram
como um produto alternativo ao leite e ao iogurte, com menor custo e
caracteristicas sensoriais muito préximas. Entretanto, ainda ndo possuem uma
caracterizacao precisa (de CASTRO et al., 2009). Beecher et al. (2008) definiram
bebidas lacteas como produtos opacos com pH préximo da neutralidade, nos
sabores chocolate, laranja, creme e baunilha; bebidas lacteas acidas (pH< 3,5),
com aparéncia translicida e disponiveis em sabores frutados, por adi¢cdo de suco.
Esses produtos sdo mais comuns na Europa e América do Norte, diferindo
consideravelmente das bebidas lacteas consumidas no Brasil.

Segundo a legislacdo brasileira, entende-se por bebida lactea “o produto
lacteo resultante da mistura do leite (in natura, pasteurizado, esterilizado, UHT
(Ultra high temperature), reconstituido, concentrado, em po, integral, semi-
desnatado ou parcialmente desnatado e desnatado) e soro de leite (liquido,
concentrado e em po6) adicionado ou nao de produto(s) ou substancia(s)
alimenticia(s), gordura vegetal, leite(s) fermentado(s), fermentos lacteos



selecionados e outros produtos lacteos. A base lactea representa pelo menos 51%
(m/m) do total de ingredientes do produto”. E por bebida lactea fermentada como o
produto definido anteriormente “adicionado de leite fermentado, produto ou
substancia(s) alimenticia(s) e que ndo podera ser submetido ao tratamento
térmico apos a fermentacdo. A base lactea representa pelo menos 51% (m/m) do
total de ingredientes do produto. A contagem total de bactérias laticas viaveis no
produto final deve ser no minimo de 10° UFC/g, para o(s) cultivo(s) lactico(s)
especifico(s) empregado(s), durante todo o prazo de validade” (BRASIL, 2005).

Quanto ao tratamento térmico, as bebidas lacteas podem ser do tipo UHT
ou pasteurizadas. Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
Bebidas de Lacteas, as bebidas lacteas UHT, “refere-se ao produto submetido 2 a
4 segundos, a uma temperatura entre 130C e 150C, mediante um processo
térmico de fluxo continuo, imediatamente resfriado a uma temperatura inferior a
32C e envasado sob condigcdes assépticas em embalagens estéreis e
hermeticamente fechadas”. Outro produto definido pela mesma legislacdo é a
tratada termicamente apés fermentacao, que trata-se da bebida lactea adicionada
de cultivo de micro-organismos ou de produtos lacteos fermentados e
posteriormente submetidos a tratamento térmico adequado. No mercado
brasileiro, a bebida lactea UHT achocolatada é bastante consumida, e o produto é
comercializado em embalagens destinadas ao processamento asséptico, como
embalagens cartonadas multicamadas ou garrafas de vidro com tampa metalica
do tipo “garra torgéao”.

Na Figura 1, encontra-se o fluxograma de producdo de bebida lactea
achocolatada, para a qual sédo utilizados leite e soro fluidos, que podem ser
substituidos por leite e soro em pod, fazendo-se necessaria a reconstituicado dos

mesmaos.



Leite Soro Preparado

sabor chocolate Acucar ou edulcorantes
Aditivos: l
Emulsificantes % Tanque de Mistura
Espessantes
Estabilizantes l

Tratamento térmico UHT

Enchimento asséptico

Figura 1: Fluxograma de producao de bebida lactea achocolatada UHT.

A utilizacdo de edulcorantes ocorrera na ocasiao de producdo de bebidas
lacteas diet, em substituicdo ao aclcar (sacarose). Aditivos como emulsificantes,
espessantes e estabilizantes sdo permitidos pela legislagdo brasileira, e sao
adicionados com o objetivo de se obter um produto com maior consisténcia,
espumabilidade e com separacado de fases (leite e soro) minima ou ausente,
caracteristicas sensoriais almejadas pelos consumidores. A vida de prateleira de
tal produto é em média 120 dias para a embalagem fechada em condigcdes
ambiente, e 2 dias sob refrigeracdo apds aberta. De modo geral, o envase
asséptico ocorre em baixas temperaturas para embalagens plasticas ou
multicamadas, ou a quente, quando embalagens de vidro sdo utilizadas.

Para a producao de bebidas lacteas fermentadas (FIGURA 2) é necessaria
a utilizacado de micro-organismos fermentadores, geralmente, utilizam-se os
mesmos da cultura do iogurte, que sdo capazes de fermentar a lactose em acido
latico, conferindo acidez ao produto. Em bebidas lacteas pasteurizadas
fermentadas, o armazenamento ocorre sob refrigeracao, para manutencdo dos
micro-organismos (EPAMIG, 2010).

Ja em bebidas lacteas fermentadas UHT, o tratamento térmico ocorre apos
a fermentacdo com inativacao dos micro-organismos presentes, possibilitando o

armazenamento em condi¢des ambiente (BRASIL, 2005).
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O tratamento térmico utilizado deve ser capaz de inativar os micro-
organismos que exercem efeito competitivo com o fermento latico. Para bebidas
lacteas pasteurizadas fermentadas, a vida de prateleira é de aproximadamente 30
dias sob refrigeracao, ja as bebidas fermentadas submetidas ao tratamento UHT
possuem vida de prateleira de até 120 dias a temperatura ambiente. Diversos
fatores contribuem para o fim da vida de prateleira das bebidas lacteas e iogurtes,
tais como alteracao das propriedades fisico-quimicas, mudangas na aparéncia e
textura devido a pés-acidificacado e a sinérese, aspectos importantes na aceitacao
pelos consumidores (ZARE et al., 2011). Metabdlitos como os acidos organicos
produzidos pela atividade do Lactobacillus bulgaricus e do Streptococcus
thermophilus, resultam na poés-acidificacdo do produto que ocorre mesmo sob
armazenamento refrigerado (SHAH; RAVULA, 2000). Ja a sinérese é a separacao
do soro dos demais solidos presentes no leite, que ocorre durante o
armazenamento de bebidas lacteas e iogurtes.

A produgao de bebidas lacteas fermentadas com bactérias probiéticas e
prebidticos pode ser uma alternativa inovadora, sem a necessidade de grandes
investimentos para a utilizacdo de soro de queijo pelas industrias de laticinios
(THAMER; PENNA, 2006; de CASTRO et al. 2009).
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Leite Soro Acucar ou edulcorantes

Aditivos: v
Emulsificantes I:|'> Tanque de Mistura
Espessantes
Estabilizantes l
Pasteurizagéao (85<C / 5 min)
Adicao de polpa l
Aroma |::> Resfriamento até 45T
Corante
Y
Inoculacéo

(Streptococcus thermophilus / Lactobacillus bulgaricus)

A\ 4
Incubacao até pH 4,7

A\ 4

Rompimento do gel

A4

Resfriamento (15-20C)

Envase

A\ 4
Armazenamentoa 5+ 1C

Figura 2: Fluxograma de producado de bebida lactea fermentada. Adaptado (de
OLIVEIRA, 2006).

Tranjan et al. (2009) desenvolveram bebidas nos sabores morango e
péssego utilizando soro de queijo de cabra. O soro de queijo de cabra foi
adicionado de 10% (m/v) de acucar e submetido a tratamento térmico de 75-80C
por 15 minutos, resfriado até 20C e foram adicionados 7% de polpa de fruta.
Durante 14 dias de armazenamento refrigerado, houve ligeira diminuicdo do pH
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em ambas formulagdes, porém essa nao foi significativa (p>0,05). Sensorialmente
foram avaliados a aceitacdo, sendo que 56 consumidores avaliaram os produtos,
dos quais aproximadamente 77% e 50% afirmaram que possivelmente
comprariam os produtos de morango e péssego, respectivamente. Tais resultados
sao muito interessantes, pois ndo houve adicdo de leite ao produto, demonstrando
ser mais uma variagdo de bebida lactea com denominacdo de whey drink,
comumente conhecida em paises europeus.

Cruz et al. (2009) produziram trés formulacdes de bebidas lacteas sabor
acerola a partir de soro de queijo de manteiga. As formulacées continham 50%
(v/v) de soro e 50% (v/v) de suco de acerola, 70% de soro e 30% de suco e 30%
de soro e 70% de suco de acerola. Todas as bebidas foram adicionadas de 12%
(m/v) de acucar e 0,5% (m/v) de pectina, submetidas a 85T por 10 minutos apos
o envase em garrafas de 250 mL e armazenadas a 5C. A formulagdo contendo
70% de suco de acerola foi a melhor combinagéo, com elevado teor de vitamina C
e notas médias superior a 6 (gostei ligeiramente) para todos os atributos avaliados
(aparéncia, aroma, sabor e consisténcia). Porém, como a formulacao que continha
50% de soro também foi bem avaliada sensorialmente, esta foi sugerida como
formulacdo comercial por utilizar maior quantidade de soro de queijo de manteiga.

Diante de tantas variacées de formulacdes de bebidas lacteas, Vieira et al.
(2007) realizaram uma pesquisa com 500 consumidores em vias publicas do Rio
de Janeiro. Apenas 56% dos entrevistados definiram corretamente o soro de
queijo, 83% disseram desconhecer produtos que contem soro de queijo com
ingrediente principal. Na ocasido, apenas 13% sabiam a diferenga entre bebida
lactea e leite UHT e 11% percebiam diferenca entre bebida lactea fermentada e
iogurte. Tais resultados vém atentar para as informacbes contidas nas
embalagens desses produtos e sugerem alteracoes na legislacao para melhorias

dos rétulos com mais informagdes aos consumidores.

3 Produtos lacteos probioticos
Num conceito inicial, os probibticos estavam mais relacionados apenas ao

balanco da flora intestinal, porém com o avanco dos estudos, novas espécies
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foram encontradas e o conceito foi aperfeicoado. Atualmente, probidticos sao
definidos com “micro-organismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro” (FAO/WHO,
2001). Para que os fins terapéuticos sejam alcancados € necessario consumir
regularmente 100g de produto com contagem minima de 10° UFC mL" (RYBKA;
KAILASAPATHY, 1995; LOURENS-HATTINGH; VILJOEN, 2001). Contagens
menores podem ser aceitas, desde que sua eficacia seja comprovada. Isso
porque, € preciso que um minimo de probi6ticos sobreviva a travessia do trato
gastrointestinal e colonize o organismo.

As espécies mais utilizadas de probidticos pertencem aos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium, e possuem caracteristicas tecnoldgicas
interessantes como baixas taxas de poés-acidificacdo durante o armazenamento
(GOMES; MALCATA, 1999).

Para que o micro-organismo seja considerado probidtico para utilizagédo na
alimentacdo humana algumas prerrogativas devem ser seguidas (FIGURA 3),
como a identificacéo da cepa fenotipica e genotipicamente, realizacao de testes in
vitro, testes com animais para avaliacdo da seguranca e testes com humanos, e
s6 entao apds a obtencédo de resultados confiaveis e seguros, 0 micro-organismo
€ considerado probi6tico (FAO/WHO, 2001). Logo, para aplicagcdo do probidtico
na alimentagdo humana, este deve ser considerado GRAS e ndo causar
mudancas sensoriais como textura, aroma, sabor e outros atributos importantes
(STANTON et al., 2003).
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Figura 3: Base teodrica para selecao de micro-organismos probiéticos, levando em
consideracao aspectos de seguranca, funcionalidade e tecnoldgicos. Obtido de
Saarela et al.(2000).

As espécies de probidticos para aplicacdo na alimentagdo humana estao
apresentados na Tabela 1. Os micro-organismos Lactobacillus delbrueckii
(subespécie bulgaricus) e Streptococcus thermophillus estdao em destaque, pois

seu efeito probidtico cientificamente comprovado tem sido questionado.
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Tabela 1: Micro-organismos usados ou considerados para uso como probioticos

em humanos.

Lactobacillus Bifidobacterium

Outras bactérias

Outros micro-

lacticas organismos”
L. acidophilus  B. adolescentis Enterococcus Bacillus cereus (por
faecalis* exemplo: toyoi)*
L. amylovorus  B. animalis Enterococcus
faecium*
L. casei B. bifidum
L. crispatus B. breve Lactococcus lactis E. coli (por exemplo:
Nissle, 1917)
L. gallinarum*  B. infantis Leuconostoc
mesenteroides
L. gasseri B. lactis Propionibacterium
freudenreichii*
L. johnsonii B. longum Pediococcus
acidilactici
L. paracasei Saccharomyces
cerevisae
L. plantarum Sporolactobacillus
inulinus*®
L. reuteri Saccharomyces
boulardii
L. rhamnosus Streptococcus
thermophilus**

L.bulgaricus™**

Adaptado (De VUYST; AVONTS; MAKRAS, 2004).
*Aplicado principalmente em animais

** Existem divergéncias sobre sua funcionalidade

¥ Utilizados principalmente em preparagdes farmacéuticas

Dois critérios importantes para determinar a eficacia e o sucesso de um
produto contendo micro-organismos probidticos sdo a aceitacdo pelos
consumidores e a capacidade do alimento em manter tais micro-organismos vivos
e em contagem elevada durante o processamento e armazenamento (HEENAN et
al., 2004; ARAGON-ALEGRO et al., 2007). A tarefa de manter altos niveis de
células probidticas viaveis em produtos lacteos como iogurte e bebidas lacteas
nao é facil, pois como o visto existem diversos fatores que influenciam na
viabilidade das bactérias: variagdo nas cepas de bactérias, acumulo de acidos
(latico e acético), interacao com o fermento latico, niveis de perdxido de hidrogénio

(H202) e oxigénio dissolvido, além das condigdes de estocagem (NG; YEUNG;
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TONG, 2011; DONKOR et al.,, 2006; TALWALKAR; KAILASAPATHY, 2003;
NIGHSWONGER; BRASHEARS; GILLILAND, 1996; GILLILAND; SPECK, 1977).
Entretanto, estudos tém reportado o potencial elevado de iogurtes e bebidas
lacteas para veicular probiéticos na alimentagédo humana.

Pescuma et al. (2010) formularam bebida lactea fermentada com suco de
péssego, lactato de calcio e concentrado protéico de soro de queijo (35%)
suplementadas com Lactobacillus acidophilus e obtiveram contagens de 6 log
(UFC. mL™"), mesmo apds 28 dias de armazenamento a 9 + 1 .

Leites fermentados suplementados com proteinas do leite, soro em pd ou
hidrolisado de caseina foram adicionados de Streptococcus thermophilius, L.
rhamnosus ou L. acidophilus, isolados ou em co-cultura e tiveram suas contagens
microbiolégicas avaliadas apds 7 dias sob refrigeracao (OLIVEIRA et al., 2001).
Na formulacdo contendo soro em pd nao houve diferenca significativa durante o
armazenamento (p<0,05) para contagens de L. acidophilus, (aproximadamente
10° UFC mL™). As formulagdes com soro em pé e proteinas do leite nao tiveram
diferenga significativa (p<0,05) nas contagens para a co-cultura de Streptococcus
thermophilius, e L. acidophilus (>10% UFC mL™), apés 1 dia de processamento.

Em estudo recente, Madureira et al. (2011) avaliaram o efeito protetor da
matriz soro de queijo em cepas probibticas expostas a condicées que simularam o
trato  gastrointestinal.  Lactobacillus  acidophilus, Lactobacillus casei e
Bifidobacterium animalis foram submetidos as condicdes sequenciais in vitro para
simulacdo das condi¢cdes que ocorrem no organismo humano, passagem pela
boca, es6fago, estbmago, duodeno e ileo. O B. animalis apresentou menor
variacao nas contagens durante a passagem pelo trato gastrointestinal simulado,
porém apesar dos lactobacilii apresentarem reducdes mais consideraveis, a matriz
soro de queijo apresentou efeito protetor sobre as cepas probidticas testadas,
favorecendo a sobrevivéncia durante a digestdo simulada. Os autores ressaltaram
que os resultados sao variaveis de acordo com o tempo de exposicdo as
condicdes simuladas, como acidez do estdbmago e presenca de sais biliares.

Hernandez-Mendoza et al. (2007) produziram bebidas lacteas fermentadas
probidticas suplementadas com Lactobacillus reuteri e Bifidobacterium bifidum a
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partir de soro reconstituido (7%), sacarose (7%) e pectina (0,4%). As bebidas que
foram fermentadas por 11 horas com 2% L. reuteri e 0,5% de B. bifidum,
mantiveram ambos probiéticos com contagens superiores a 106 UFC mL™" durante
30 dias de estocagem refrigerada. Outras concentracbes de probidticos foram
testadas, porém nao apresentaram resultados satisfatérios quanto ao nivel de
probidticos. Sensorialmente, provadores nao treinados detectaram aumento
significativo (p<0,05) na acidez apenas apés 14 dias de estocagem, com pH nao
inferior a 4,4 no tempo final, logo um produto com grande potencial comercial.

Bebidas lacteas probidticas formuladas com soro de queijo e extrato de soja
foram fermentadas por co-culturas de Bifidobacterium breve, Bifidobacterium
infantis, Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus casei e Streptococcus thermophilus (DALEV et al., 2006). Os autores
adicionaram preparado de morango apés a fermentacédo das bebidas até 4,4< pH<
4,6 armazenadas sob refrigeracdo para aplicacdo de Andlise Descritiva
Quantitativa (ADQ) e obtiveram formulacées contendo volumes iguais de soro de
queijo e extrato de soja com contagens de probidticos superiores a 10° UFC mL™ e
qualidades sensoriais promissoras. A suplementacdo com frutas favoreceu
melhoria no sabor das bebidas lacteas, com efeito positivo sobre a qualidade
sensorial global, com provado pela ADQ.

Oliveira et al. (2002) prepararam bebidas lacteas pela mistura de 40,2% de
leite fermentado, 49,0% de soro, 5,6% de sacarose e 5,2% de preparado de fruta
sabor morango. O leite utilizado no preparo das bebidas lacteas foi fermentado por
co-culturas de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus ou
Lactobacillus acidophilius ou Lactobacillus rhamnosus. Os autores realizaram
contagens dos micro-organismos durante os 28 dias de estocagem a 4C, a cada
7 dias, e perceberam que houve diminuicdo no numero de células viaveis com o
aumento do pH. Porém, em todas as formulacdes os probibticos tiveram
contagens superiores a 106 UFC mL™, e valores de pH superiores a 4,2, no final
na vida de prateleira. O que garante a funcionalidade do alimento, sem causar
rejeicdo pelos consumidores devido ao aumento na acidez. As bebidas lacteas
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demonstraram ser carreadoras adequadas de probidticos, o que demonstra o
crescente interesse dessa matriz alimenticia.

Diante de tais estudos, mostra-se interessante a formulagcdo de bebidas
lacteas probidticas, dadas as condicoes favoraveis a sobrevivéncia de probibticos,
caracteristicas sensoriais (aparéncia, aroma, sabor e textura) semelhantes ao
iogurte, custo reduzido e aos inumeros beneficios a saude humana atribuidos ao
consumo de alimentos funcionais, sejam pela presenca de peptideos bioativos
derivados do soro de queijo, e pelos ganhos em qualidade de vida associados a
ingestédo de probidticos.

4 Beneficios a saude

4.1 Beneficios da Ingestao de Soro
A utilizacdo do soro de queijo para fins farmacoldgicos datam da Idade

Média, quando era usado como cicatrizante de queimaduras, balsamo para a pele,
pocdo para a vitalidade e reduzir a queda de cabelo, entretanto, era raramente
utilizado na alimentagdo humana (KOSIKOWSKI, 1979).

A partir da utilizacdo tecnoldgica do soro para a formulacdo de bebidas
carbonatadas ou ndo, suas propriedades terapéuticas comecaram a ser
investigadas. E desde entao varios estudos tem relatado os inUmeros beneficios
da ingestédo de soro a saude humana.

Belem e Lee (1999) obtiveram sequéncias de peptideos com potencial
bioativo derivados da fermentacdo do soro de queijo. Os autores utilizaram
Kluyveromyces marxianus var. marxianus, capaz de metabolizar as proteinas
soluveis do soro, principalmente lactoglobulina, dando origem aos oligopeptideos,
com possiveis funcdes bioativas.

Murakami et al. (2004) isolaram um peptideo bioativo com propriedade anti-
hipertensiva de um produto comercial derivado do soro. Do produto comercial
derivado do soro, peso molecular médio 570 Da, teor de proteina de 81,5% e
solubilidade 700 g L, foi obtido um tetrapeptideo, Ala-Leu-Pro-Met (alanina-
leucina-prolina-metionina), residuos de aminodacidos presentes na 3-lactoglobulina

(f 142 a 145), capaz de reduzir a pressao arterial em ratos.
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Em outro estudo, Tsai et al. (2004) realizaram experimentos com leites
fermentados por Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus e
avaliaram o efeito anti-hipertensivo dos peptideos bioativos produzidos pela
fermentacdo. Os leites fermentados (controle) foram comparados a leites
fermentados com adicdo da enzima flavourzima, isolada de Aspergillus oryzae,
para acelerar o processo de hidrélise da cadeia protéica. O principal peptideo que
contribuiu para a bioatividade foi Tyr-Pro-Tyr-Tyr (tirosina-prolina-tirosina-tirosina),
que permaneceu sem ser hidrolisado mesmo apos testes gastrointestinais in vitro.
Este peptideo foi identificado pela primeira vez em soro extraido de leite
fermentado. Logo, os resultados confirmados in vivo demonstraram a bioatividade
deste peptideo com a reducdo da pressdao arterial em ratos naturalmente
hipertensos.

Madureira et al. (2010) reconheceram que a funcionalidade dos peptideos
bioativos obtidos pela hidrélise controlada das proteinas do soro, ainda nao foram
caracterizadas com mesma intensidade que os peptideos derivados da hidrélise
da caseina, como reportado por Silva e Malcata (2004), porém alguns peptideos
do soro ja possuem sua agdo comprovada. Ao contrario do que ocorre nas
caseinas, a maioria das proteinas do soro, a-lactoalbumina e B-lactoglobulina, sao
resistentes a acdo das enzimas enddgenas presentes no leite, como a plasmina
(GRUFFERTY; FOX, 1988; CASSENS et al., 1999; MADUREIRA et al., 2010).

Fluegel et al. (2010) estudaram o efeito do consumo de bebidas a base de
soro de queijo em jovens hipertensos ou com propensao a sé-lo, e chegaram a
conclusao que o consumo regular de bebidas formuladas com proteinas do soro
podem reduzir significativamente a pressdo sanguinea sistblica, pressao
sanguinea diastdlica e pressao arterial média em adultos jovens com pré-
hipertensao ou hipertensos em primeiro estagio.

O esquema na Figura 4 apresenta resumidamente os principais beneficios
a saude humanos atribuidos a ingestdo de alimentos contendo soro de queijo.
Outros beneficios podem ser obtidos pela ingestdo de alimentos que contenham
soro em presenca de probidticos, justificando assim o consumo regular de bebidas
lacteas probiéticas.
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Figura 4: Funcionalidade dos peptideos bioativos derivados protéicos do leite e
beneficios potenciais a saude. Adaptado de Korhonen (2009).

4.2 Beneficios da Ingestao de Probioticos

A atividade benéfica a saude ja é intrinseca ao conceito de alimentos
contendo probiéticos, ndo sendo nenhuma surpresa que o consumo de alimentos
fermentados contendo probibticos, prebidticos ou ambos estejam associados a
boa saude. Ja em 76 d.C. o historiador romano Plinio defendeu o uso de leites
fermentados no tratamento de infeccdes intestinais (STANTON et al., 2005).

Dentre os beneficios atribuidos aos probiéticos incluem a prevencao do
cancer, estimulacédo do sistema imune, reducao do colesterol sérico, aumento da
sintese de vitaminas, producdo de agentes antimicrobianos, anti-hipertensivo,
diminuicdo da intolerancia a lactose (DONKOR et al.,, 2006). Além de outros

relatos na melhoria de gastroenterites, sindrome do intestino irritavel, doenca de
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Crohn e infecgbes do trato geniturindrio associados ao consumo regular de
probidticos (STANTON et al., 2005).

Alguns mecanismos de atuacdo dos probiéticos na saude humana estao
completamente elucidados, dentre eles:

Ativacao do sistema imunolégico

Alguns peptideos antimicrobianos conhecidos como defensinas, sao
sintetizados pelas células de Paneth localizadas nas criptas do epitélio intestinal
para neutralizar a adesdo e invasao bacterianas (AYABE et al.,, 2000). Os
probidticos sdo capazes de estimular a producdao de tais substancias
antimicrobianas, protegendo o organismo.

Exclusao competitiva de bactérias patogénicas

Os probidticos competem com as bactérias patogénicas pelos sitios de
ligacdo presentes nas células intestinais epiteliais, prevenindo a colonizagéo por
bactérias patogénicas (FERNANDEZ; BORIS; BARBES, 2003).

Influéncia sobre a microbiota hospedeira e bactérias patogénicas

Os probiéticos exercem efeitos de modulagdo da microbiota intestinal, pois
o consumo de alimentos contendo bactérias é capaz de aumentar 0 numero
dessas bactérias no intestino de individuos saudaveis (HORMANNSPERGER;
HALLER, 2010).

Modulacao do sistema imunolégico

Os probidticos estimulam a produgéao de proteinas TLR (Toll-like receptor),
responsaveis pelo reconhecimento de agentes infecciosos, impedindo assim a
entrada de agentes infecciosos no interior celular (GRABIG et al., 2006).

Producao de substéncias antibacterianas

Algumas bactérias laticas produzem peptideos antibacterianos, incluindo
lactacina B produzida por Lactobacillus acidophilus (TABASCO et al., 2009),
plantaricina de Lactobacillus plantarum (MESSI et al., 2001) e nisina de
Lactobaccilus lactis (MITRA; CHAKRABARTTY; BISWAS, 2010) que possuem

atividade antibacteriana especifica.

22



Promover funcao de barreira intestinal

A barreira intestinal € um mecanismo de defesa que promove barreira entre
o epitélio do organismo e o ambiente. Os probidticos viaveis melhoraram as
propriedades de barreira, e contribuem para o efeito benéfico in vivo, evitando a
invasdo da mucosa intestinal (RESTA-LENERT; BARRET, 2003).

Estudos tem relatado a importdncia de matrizes lacteas como principais
veiculos de suplementacdo de bactérias probidticas. Psomas et al. (2003)
avaliaram o potencial de algumas cepas de leveduras isoladas das fezes de
lactentes e queijo Feta em metabolizar colesterol, num periodo de 72h de
incubacédo a 37C. Dentre as cepas que tiveram sua c apacidade de metabolizar
colesterol em testes in vitro estavam Saccharomyces boulardii, Saccharomyces
cerevisae (KK1 e 832), Isaatchenkia orientalis KK5.Y.1, Candida albicans KK2.1,
Candida parapsilosis KK6.P, Kluyveromyces marxianus 630, Kluyveromyces lactis
570 e Pichia farinosa 441. As cepas de Saccharomyces boulardii, Saccharomyces
cerevisae (KK1 e 832) foram capazes de assimilar o colesterol (>83,4%), com boa
capacidade de tolerar baixos niveis de pH, presenca de suco gastrico e bile,
presentes no trato gastrointestinal humano, demonstrando elevado potencial
probidtico.

Collado; Meriluoto; Salminen (2007) realizaram experimentos in vitro para
avaliar a habilidade de competicdo de cepas probidticas de Lactobacillus
rhamnosus e Bifidobacterium breve na presenca de bactérias patogénicas. Os
autores avaliaram diferentes combinacdes de probidticos e seus respectivos
efeitos na adesdo e colonizacdo de mucosas intestinais. Considerando que a
adesao e a colonizagdo da mucosa intestinal sdo pré-requisitos importantes para a
efetividade do probidtico, os resultados demonstraram que combinacbes de
probidticos foram mais efetivas que probidticos isolados na diminuicdo da adesao
de espécies patogénicas. Os niveis de adesao dos probidticos tiveram grande
variabilidade, dependendo da cepa, espécie e género. As combinacbes de
probidticos utilizadas foram capazes de inibir e competir com os patégenos, e
mostraram ter potenciais para serem utilizados em alimentos lacteos fermentados

e em terapias no tratamento de doencas.
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Yadav; Jain e Sinha (2007) realizaram experimentos com Dahi, um leite
fermentado tipico da India, suplementados com Lactobacillus acidophilius e
Lactobacillus casei. Os autores avaliaram o efeito dos probi6ticos sobre ratos
diabéticos induzidos, alimentados com dieta de elevado teor de frutose, que esta
associada a diabetes tipo I, resistente a insulina. A dieta suplementada com
probidticos teve efeito significativo em retardar a progressdo da diabetes e o
estresse oxidativo em ratos.

Recentemente foi realizado um estudo para avaliar o perfil lipidico em
humanos portadores de diabetes melitus tipo Il alimentados com iogurtes
probidticos contendo Lactobaciilus acidophilus (La 5) e Bifidobacterium lactis
(BB12). Neste trabalho Ejtahed et al. (2011) investigaram o efeito dos probidticos
em 60 individuos com teor de colesterol LDL superior a 2,6 mmol.L™", que
consumiram diariamente 300g de iogurte probidtico ou convencional por 6
semanas. Diante dos resultados os autores concluiram que o consumo de iogurte
probidtico contendo L. acidophilus e B. lactis pode diminuir os niveis de colesterol
total e colesterol LDL em humanos diabéticos tipo Il, diminuindo assim os fatores
de risco de doencas cardiovasculares.

5 Consideracoes finais

Atualmente existem muitas variagcbes em formulagbes de bebidas lacteas,
porém as formulacbes que utilizam o soro de queijo possuem grande potencial
econbmico e nutricional, com reducao de gastos com tratamento de efluentes e
impactos ambientais. A crescente demanda por alimentos funcionais,
principalmente lacteos, tem favorecido o desenvolvimento de novos produtos a
partir de dados cientificos que comprovam os beneficios a saude atribuidos ao
consumo de probioticos e aos alimentos derivados do soro. Portanto, para atender
ao mercado cada vez mais exigente, as bebidas lacteas probiodticas poderao vir a
ser uma opcao econémica muito interessante para as industrias, por se tratar de
um alimento com apelo de beneficios a saude humana e com custos de producao
reduzidos.
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Resumo

Modelos matematicos — Survival Analysis, Minima Diferenca Significativa e
Aceitacdo Global Média — foram utilizados para a identificagdo da concentracao
mais adequada de soro de queijo em bebidas probidticas. Bebidas lacteas
probidticas sabor morango (2% v/v Lactobacillus acidophilus) foram produzidas
utilizando 0, 20, 35, 50, 65 e 80% v/v de soro em suas formulagdes. Cinquenta e
cinco consumidores avaliaram a aceitagdo das bebidas utilizando escala hedbnica
hibrida de 9 pontos. Além disso, a contagem de Lactobacillus acidophilus e o valor
de pH foram determinados. Todas as bebidas apresentaram contagens minimas
de 8 log UFC mL™" de L. acidophilus (p<0,05) enquanto o pH variou de 4,09 a 4,14.
O conteudo de soro de queijo teve efeito significativo (p<0,05) sobre a aceitacao
das bebidas lacteas probidticas, grandes quantidades de soro na formulacao
resultou em menor aceitagdo pelos consumidores. As maiores notas para
Aceitacado Global Média foram para 12 e 65% (v/v) de soro, sendo este ultimo de
maior interesse uma vez que permite maior utilizagdo do subproduto pela
industria. A distribuicao de Weibull e Survival Analysis apresentou predicao de
49% (v/v) de soro de queijo com probabilidade de rejeicado em 50% dos
consumidores. A Minima Diferenga Significativa foi a mais conservadora entre as
metodologias utilizadas, fornecendo 4,26% v/v de soro. As metodologias utilizadas
nesta pesquisa mostraram-se técnicas promissoras para determinar o0s
componentes de formulacbes de alimentos, especialmente em bebidas lacteas

probibdticas.

Palavras chave: bebidas lacteas probiéticos, Survival Analysis, aceitacdo do

consumidor.



Introducao

Bebidas lacteas sdo alimentos produzidos a partir do leite e ou seus
derivados, com ou sem adicdo de outros ingredientes, na qual a base lactea
representa pelo menos 51% (m/m) do total da formulacdo, podendo ser
submetidas ao processo de fermentacao utilizando as culturas do iogurte (Brasil,
2005). Em 2010, o Brasil importou US$ 39 milhdes em soro de queijo e exportou
USS$ 8,145 (Brasil, 2012). Dados que demonstram a elevada demanda por soro de
gueijo, uma vez que o consumo interno de alimentos que utilizam o soro, como
bebidas lacteas também é elevado. O consumo expressivo de bebidas lacteas
estd associado ao consumo de iogurtes, dada a semelhancga entre eles e aos
habitos saudaveis pela ingestdo de lacteos fermentados (Zhu et al., 2009).

A suplementacdo com bactérias probidticas e ingredientes prebidticos
representa uma nova opcao para agregar valor as bebidas lacteas, conforme tem
sido relatado em diversos trabalhos sobre sua adequacao como matriz alimenticia
(Oliveira et al. 2002; Castro et al. 2009; Zoellner et al. 2009) e aos beneficios a
salde como a diminui¢cdo dos niveis de pressao arterial (Fluegel et al. 2010).

Um dos principais objetivos das industrias de alimentos € a sua producgao
com boa aceitacdo sensorial. Para alcancar esse objetivo e sobreviver a forte
concorréncia no setor, os produtos devem atender as expectativas dos
consumidores. Nesse contexto, o aproveitamento do soro para producdo de
bebidas lacteas mostra-se uma alternativa vantajosa, na medida em que bebidas
lacteas apresentam atitudes positivas por parte dos consumidores, principalmente
quando esses possuem um maior nivel educacional (KreSi¢ et al. 2010).

Entretanto, ainda faltam informacbées quanto ao nivel exato de soro que
deve ser adicionado na formulacao e que resulte em uma adequada aceitacao por
parte dos consumidores. Para um produto contendo como ingrediente
fundamental, o soro de queijo que, intrinsecamente, esta relacionado aos diversos
beneficios a saude humana, como prevencao do cancer, aumento dos niveis de
glutationa, fungé@o antimicrobiana e aumento da resposta a saciedade (Madureira
et al. 2007), esta informagdo sera fundamental. Maior quantidade de soro de

queijo implica em maior aproveitamento de tao valioso residuo industrial e menor
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impacto sobre o meio ambiente. Adicionalmente, pode-se contribuir para a
reavaliacdo da legislacdo brasileira vigente, com base em informacdes obtidas
diretamente do consumidor final.

Survival Analysis € uma area da estatistica com aplicacdées na area médica,
em estudos clinicos, epidemiologia, biologia e sociologia para tratar dados
intervalares, isto €, acompanhar a ocorréncia de determinado evento (Hough et al.,
2003).

Alguns estudos tém utilizado tais metodologias na selecao da concentracao
de ingredientes de formulacéo e na estimativa da vida de prateleira, com base em
dados sensoriais. Cruz et al. (2010) aplicaram Survival Analysis para estimar a
vida de prateleira de iogurtes probio6ticos. Os autores observaram que a vida de
prateleira de iogurtes probiodticos estimada pela distribuicdo de Weibull é superior
a declarada pelo fabricante.

Giménez et al. (2008) utilizaram modelos matematicos como Survival
Analysis, Aceitacdo Global Média e Minima Diferenca Significativa para avaliar
dados sensoriais obtidos pela variacdo da concentracao de lactose hidrolisada em
doce de leite. Esses autores obtiveram resultados semelhantes entre a distribuicao
e Weibull e a Minima Diferenga Significativa, e concluiram que a Survival Analysis
pode ser aplicada para estimar limites de ingredientes presentes na formulacéo do
produto, como a causa de rejeicao do consumidor.

Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi a utilizacdo de modelos
matematicos para o desenvolvimento de bebidas lacteas probidticas com
diferentes niveis de soro em sua formulagédo, tendo como base a aceitacdo de
consumidores habituais do produto. Foram avaliadas trés metodologias
matematicas: Andlise de Sobrevida, Aceitacao Global Média e Minima Diferenga

Significativa.

Material e métodos
Processamentos das formulacoes de bebidas probioticas

36



Para a formulacdo das bebidas probidticas foram utilizados leite
pasteurizado (3% de gordura) e soro de queijo, obtido durante a fabricacdo de
queijo Minas Frescal, pelo processo de coagulagao enzimatica, antes da etapa de
salga (pH 6,26), fornecidos pela Fazenda Sao José (Santo Anténio de Posse, Sao
Paulo, Brasil). Os inéculos foram preparados utilizando leite em pd desnatado
(Molico, Sao Paulo, Brasil) reconstituido (11% m/v), e culturas de Streptococcus
thermophilus — TA 40 (Danisco, Copenhagen, Dinamarca) e Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus — LB 340 (Danisco), e cultura probidtica de
Lactobacillus acidophillus — La 14 (Danisco). Foram utilizados agucar e preparado
de fruta sabor morango, contendo polpa de morango e corante natural, cedido
pela Industrial Duas Rodas (Jaragua do Sul, Santa Catarina, Brasil).

Quatro litros de cada uma das seis bebidas lacteas foram processados em
escala laboratorial, amostra controle (0% de soro), e amostras contendo 20, 35,
50, 65 e 80% de soro de queijo (v/v), sendo que o volume percentual restante foi
completado com leite considerando o conteddo de in6culo. O acgucar foi
adicionado na concentracao de 10% (m/v) de bebida probiética e as misturas
submetidas ao tratamento térmico 83T por 15 minutos na planta piloto do
Departamento de Tecnologia de Alimentos. Apds o tratamento térmico, as
misturas foram resfriadas em banho de gelo até 46<C, adicionado o preparado de
fruta a 1% (m/v), os inéculos do fermento na quantidade de 1% (v/v) e 2% (v/v) da
cultura probiética do volume de produto, mantidas a temperatura média de 45C
durante a fermentacdo. Ao atingir pH 4,7, a fermentacédo foi interrompida pelo
resfriaimento em banho de gelo até 8C e armazenadas a 5 = 1C. Os
processamentos foram realizados em duas repeticoes.

Andlises de pH e microbioldgicas

pH

O pH das matérias-primas (leite e soro) foi realizado no dia do
processamento (tempo zero). Nas seis amostras o pH foi medido imediatamente e
15 dias ap6s o processamento. Foi utilizado medidor de pH Digimed DM-20
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(DIGIMED, Sao Paulo, Brasil), equipado com eletrodo e termo-compensador
(Marshall, 1993).

Contagem de Lactobacillus acidophilus

A enumeracado de Lactobacillus acidophilus foi realizada em duplicata, 7
dias ap6s o processamento das bebidas. Foi utilizado agar MRS, suplementado
com 0,15% (m/v) de sais biliares (Oxoid, Sdo Paulo, Brasil), com incubagcdo em

aerobiose durante 3 dias a 37C (Mortazavian et al., 2007).

Avaliacao das condicoes higiénico-sanitarias

Contagem de bolores e leveduras, coliformes totais (35 C) e fecais (44,5
C) realizadas no dia seguinte ao processamento, de acordo com a metodologia
de Vanderzant e Splittstoesser (1992).

Analise Sensorial

Cinquenta e cinco provadores nao treinados (Hough et al.,, 2007),
consumidores de produtos lacteos fermentados, selecionados aleatoriamente
foram convidados a realizar o teste. As seis amostras foram apresentadas a
temperatura de refrigeracdo 5 + 1C, apresentadas m onadicamente, em copos
plasticos de poliestireno codificados com numeros de trés digitos, seguindo o
delineamento de apresentacdo das amostras sugerido por Macfie and Bratchell
(1989), para diminuicao do efeito carry-over e first-order. Os testes ocorreram em
cabines individuais, iluminadas com luz branca e temperatura controlada de 23T,
sendo servidos 30 mL da amostra para cada consumidor. Entre a apresentacao
das amostras, os provadores foram instruidos a comer biscoito (cream cracker) e
a beber agua para reduzir a fadiga sensorial. Os provadores avaliaram a aceitagéo
das amostras em escala hedbnica hibrida de 9 pontos (1=desgostei
extremamente; 9=gostei extremamente). Adicionalmente, responderam a seguinte
pergunta para cada uma das amostras: “Vocé normalmente consumiria esse

produto?” Devendo a resposta ser: “Sim” ou “Nao”. A analise sensorial foi
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realizada aos 15 dias de estocagem refrigerada, o que corresponde a metade da
vida de prateleira de bebidas lacteas comerciais.

Para a realizacao dos testes sensoriais houve aprovacao prévia do projeto
pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNICAMP (Sistema Nacional de
Informagdes sobre Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos - CAAE -
0030.0.146.000-10).

Modelagem Matematica
Aceitacao Global Média

O modelo que expressa a aceitacao global média, foi obtido a partir da
média das notas fornecidas pelos 55 provadores a aceitacdo de cada uma das
amostras. Os dados foram inseridos no eixo de coordenadas x-y, sendo (y) a
funcdo que representa a nota média dos provadores em fungéo do nivel de soro
presente na amostra (x). Posteriormente, foram modelados utilizando uma

equacao polinomial de segunda ordem:

Y = S X* + By X+ [, (Eq. 01)

Minima Diferenca Significativa

O percentual maximo de soro de queijo que pode ser usado na formulacao
de bebida probi6tica pode ser estimado pelo percentual de consumidores que
notaram a primeira diferenca significativa nas caracteristicas sensoriais do produto
avaliado, quando comparado a amostra formulada sem a adicdo de soro de queijo.
A primeira diferenca significativa notada pelos consumidores, em relacao ao nivel
de soro de queijo, pode ser calculada pela Equacao 02 (Hough et al. 2002; Ares et
al. 2009):

2xMSE

S=F- Za
n (Eq. 02)
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Onde: S=a primeira diferenca significativa na aceitabilidade da amostra contendo
soro de queijo; F=aceitabilidade da amostra controle; Z,=coordenada unicaudal da
curva normal ao nivel a de significancia; MSE= quadrado médio do erro derivado
da andlise de varidncia dos dados dos consumidores; n= numero de

consumidores.

Survival Analysis

Para fins de definicao, pode-se considerar uma variavel C qualquer, sendo,
por exemplo, a concentracdo de soro capaz de causar a rejeicdo da amostra. A
funcao F(c), funcao rejeicao (Hough et al. 2003), é definida como a probabilidade
do consumidor (ou grupo de consumidores) rejeitar sensorialmente o produto,
sendo definida como F(c)= P(C< c).

A distribuicao de Weibull (Equacao 03), utilizado neste trabalho, ja tem sido
aplicada em diversos estudos envolvendo a determinacado de vida de prateleira
sensorial em alimentos processados, como ricota cheese (Hough et al. 1999),
alface minimamente processada (Araneda et al., 2008), alfajor (Gambaro et al.
2004) e polpa de manga e abacate submetidas a alta pressao hidrostatica
(Jacobo-Velazquez et al. 2010).

F(c) =1- ssev('”(ccz—“j (Eq. 03)

Onde: Ssev(+) € a funcdo Survival para o menor valor extremo da distribuicao:
Scev(w)= exp(-e"), u e o sdo parametros do modelo.

As respostas dos provadores foram codificadas: 1 para a resposta “Nao”, e
0 para a resposta “Sim”, e os dados inseridos no SAS® versdo 9.2 (SAS Institute
Inc., Cary, North Carolina) para execucao da Survival Analysis.
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Analise Estatistica

Os dados do teste de aceitacdo foram submetidos a Anélise de Variancia
(ANOVA) e teste de Tukey ao nivel de 5% de significAncia para verificar as
diferencas entre a aceitabilidade das amostras, considerando o nivel soro na
bebida lactea como fator fixo.

Resultados e discussao
Valores de pH e contagem de micro-organismos

Todas as amostras foram submetidas aos testes microbiolégicos como
contagem de bolores e leveduras e coliformes, para avaliagdo das condigcdes
higiénico-sanitarias do processo.

As bebidas lacteas atenderam satisfatoriamente aos padroes
microbiolégicos para consumo humano, permitindo assim a aplicagdo dos testes
sensoriais.

A Tabela 1 mostra os valores de pH e a contagem de Lactobacillus
acidophilus nas bebidas lacteas com diferentes niveis de soro. Os valores de pH
das amostras, 15 apds o processamento, variaram entre 4,07 a 4,14, sugerindo a
ocorréncia de pés-acidificagdo durante o armazenamento, fenébmeno normalmente
encontrado em produtos lacteos fermentados.

Quanto as contagens de Lactobacillus acidophilus, foi verificado que todas
as bebidas apresentaram valor superior a 8 log UFC mL' apés 7 dias de
estocagem refrigerada, indicando contagens recomendadas para o
estabelecimento de beneficios para os consumidores, para compensar uma
possivel reducao em virtude da passagem através do trato gastrointestinal
(Granato et al. 2010).
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Tabela 1: Valores de pH (tempo zero e apds 15 dias) e contagens de micro-

organismos probidticos apds 7 dias de estocagem refrigerada .

Lactobacillus acidophilus

Formulacgoes (% soro) pH* pH** (log UFC.mL")**
0 474 4,09 8,83 £ 0,02°
20 473 4,07 8,69 + 0,02°
35 452 414 8,70 £ 0,022
50 467 4,08 8,77 £ 0,05°
65 462 4,11 8,78 £ 0,042
80 454 4,07 8,68 + 0,04°

* Realizado no dia do processamento.
** Realizada 15 dias apds o processamento.
***Médias na mesma coluna seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Foi observado auséncia da interferéncia do nivel de soro nas contagens de
probidticos das bebidas (p>0,05), evidenciando que nao ha limitacdo na
capacidade da cepa probidtica em metabolizar os peptideos presentes no soro.
Almeida et al. (2008; 2009) verificaram a aplicacao tecnolégica do soro de queijo
Minas Frescal como meio adequado para o desenvolvimento de bactérias
probidticas. Aplicacdo confirmada pelo presente estudo. Resultados similares
foram relatados em outra pesquisa envolvendo bebidas lacteas (Madureira et al.
2010), e sdo comparaveis aos encontrados em outros produtos lacteos obtidos de
soro de queijo (Madureira et al. 2005; Madureira et al. 2008; Madureira et al.
2011a,b). Adicionalmente, tais resultados reforcam o potencial da bebida lactea

como matriz alimenticia adequada para suplementacéao de bactérias probibticas.

Aceitacao dos consumidores

A Tabela 2 mostra a aceitagdo das bebidas lacteas probioticas com
diferentes niveis de soro. Foi observado que o nivel de soro apresentou efeito na
aceitacdo das bebidas lacteas probidticas (p<0,05), sendo verificado que a
maxima aceitacdo foi observada para a bebida com 35% de soro em sua
formulacéo, a saber: 7,04. Maiores quantidades de soro resultaram em uma menor
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aceitacao por parte dos consumidores, pois as amostras que continham 65 e 80%
de soro em sua formulacao registraram 5,69 e 5,25, respectivamente.

Tabela 2: Aceitacao sensorial de bebidas lacteas

% Soro 0 20 35 50 65 80

Aceitacao
5,25° 6,382 7,042 5,93°¢ 5,69°°¢ 5,25°
média*

*Letras iguais na mesma linha indica auséncia de diferenga significativa pelo teste de Tukey (p>0,05).

Uma possivel explicacdo para os resultados encontrados € o maior nivel de
adstringéncia que foi potencializada devido a maior quantidade de soro presente
em sua formulagdo. O aumento da adstringéncia tem sido observado em testes
sensoriais de bebidas lacteas com maiores niveis de soro, sendo o pH do produto
apontado como causa (Lee and Vickers, 2008). Pode ocorrer ainda a interagéao
das diferentes cargas das proteinas de soro com as proteinas da saliva (Beecher
et al. 2008; Vardhanabhuti et al. 2010). No entanto, a extensao dessa agregacao
pode depender do pH da bebida lactea, da capacidade tamponante e do fluxo da
saliva. Em geral baixos valores de pH e maiores fluxos de producdo da saliva
atenuam a adstringéncia (Kelly et al. 2010). Os resultados mostraram-se bem
interessantes, uma vez que a aceitacao das bebidas com niveis de soro entre 50 e
80% né&o deferiram estatisticamente da amostra controle (0% de soro na

formulagéo), o que sugere um maior aproveitamento desse residuo.

Aceitacao Global Média

Para determinar os niveis de soro por aceitacao global média, as solucdes
da equacgao apresentada na Figura 2 foram determinadas para Y=6, que equivale
a opiniao dos provadores: “gostei ligeiramente” e é a primeira op¢ao dentro da
regiao de aceitagdo da escala heddnica, sendo considerado um indice ou limite de
qualidade (Mundz et al. 1992). Desse modo, a resolu¢ao da equacao polinomial de
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segunda ordem (Equacgédo 1) resultou em duas solugées: 12 e 65% v/v de soro,

respectivamente.

Minima Diferenca Significativa

O calculo da Minima Diferenca Significativa, mostrado na Equacao 04,
resultou em um teor de soro de 4,26% (v/v), confirmando o carater conservador
dessa metodologia, na medida em que este foi 0 menor valor encontrado para a
concentracdo de soro a ser adicionado na bebida lactea probidtica. Resultados
semelhantes foram observados na otimizagdo da concentracdo de lactose
hidrolisada na fabricacao do doce de leite (Giménez et al. 2008).

S=F-2, % =525-196 /ﬂ = 4,26%
n 55 (Eq.04)

Analise de Sobrevida

A metodologia de Analise de Sobrevida foi utilizada para estimar a
concentragdo maxima de soro de leite, utilizando os resultados obtidos junto aos
consumidores, quando perguntados se normalmente comprariam as amostras
com diferentes concentragcdes de soro de queijo. Como nao existem testes
estatisticos para comparar a qualidade dos ajustes de diferentes modelos
paramétricos utilizados para os dados intervalo-censurados, a avaliagao visual dos
modelos paramétricos para a estimativa nao-paramétrica foi utilizada para

escolher o modelo mais adequado (Giménez et al., 2008) (Figura 1).
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Figura 1: Probabilidade dos consumidores rejeitarem as bebidas lacteas
probidticas com diferentes percentuais de soro de queijo de acordo com quatro

modelos de distribuicdo (LLogistic, Gamma, Exponential e Weibull).

As distribuicbes de Weibull e LLogistic apresentaram ajustes mais
apropriados. Sendo que a distribuicio de Weibull foi escolhida por melhor
adequacao dos dados, e ser frequentemente aplicada em Survival Analysis. As
estimativas de maxima verossimilhanca dos parametros da distribuicdo Weibull
correspondeu a: p=3,98 e 0=0,26. Estes parametros foram utilizados para tragar o
grafico do percentual de rejeicao dos consumidores em fungcédo da porcentagem de
soro de queijo presente na bebida lactea (Figura 2). Como apresentado na Figura
2, existe uma relacdo diretamente proporcional entre a concentracdo de soro na
bebida lactea probidtica e a rejeicdo do consumidor, o que confirma os resultados

do teste de aceitacao.
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Figura 2: Rejeicao percentual dos consumidores para bebidas lacteas probidticas
com diferentes percentuais de soro de queijo, de acordo com a distribuicdo de
Weibull.

Considerando 25 e 50% de rejeicdo dos consumidores, a Andlise de
Sobrevida indicou valores de 40 e 49% de soro nas formulagdes, respectivamente.

Entretanto, tendo em vista a elevada qualidade nutricional do soro, a
necessidade cada vez mais evidente de reduzir custos de formulagdo, minimizar a
emissdo de substancias poluentes e o aproveitamento do soro de queijo vao de
encontro aos interesses da industria de alimentos. Logo, a analise dos resultados
apresentados pelas diferentes metodologias matematicas permitiu selecionar duas
formulacbes de bebidas probidticas: a primeira, determinada pela Anélise de
Sobrevida, contendo 49% de soro de queijo em sua formulacdo, e a segunda
formulacédo contendo 65% de soro de queijo, pela Aceitacao Global Média. Dessa
forma, procurou-se conciliar a reagdo dos consumidores quando expostos as
esses produtos, que €& determinante na primeira aquisicdo e fidelizacdo ao
produto, atendendo as atuais demandas da industria de alimentos.

Futuros estudos deveréao incluir a utilizacao de testes sensoriais descritivos

para determinacdo do perfil sensorial das bebidas lacteas, em comparagdo aos

46



produtos similares comerciais, bem como a adocao de metodologias para
verificacdo da percepcao dos consumidores com relagdo a esses produtos.

Conclusao

Os modelos matematicos previamente utilizados para o desenvolvimento
outros alimentos, mostraram ser adequados na selecdo de formulagdes de
bebidas lacteas probidticas. Os diferentes resultados encontrados por cada
modelo se devem as caracteristicas intrinsecas na obtencao dos resultados de
cada uma das metodologias. Para o aproveitamento do maior volume de soro de
queijo e para atender as exigéncias dos consumidores quando expostos ao
produto, verificou-se que podem ser produzidas bebidas lacteas probidticas com
49% (obtida pela Andlise de Sobrevida) e 65% de soro de queijo (obtida pela
metodologia da Aceitacdo Global Média), respectivamente. Os resultados indicam
que é possivel aumentar o nivel de soro na formulacao das bebidas lacteas sem
prejuizos na contagem de probidticos e aceitacdo sensorial, e desta forma
justificar futuras alteragdes na legislacao brasileira vigente.
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CAPITULO 3

BEBIDAS LACTEAS PROBIOTICAS PROCESSADAS COM
NIVEIS CRESCENTES DE SORO: SOBREVIVENCIA E
METABOLITOS BACTERIANOS

Formatado segundo as normas do JOURNAL OF DAIRY SCIENCE
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Resumo

Bebidas lacteas fermentadas suplementadas com bactérias probidticas —
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis - contendo diferentes
concentragdes de soro em sua formulagéo, a saber: 0, 20, 35, 50, 65 e 80% (m/v)
foram processadas e avaliadas quanto ao pH, acidos orgéanicos, compostos de
aroma e contagem de bactérias lacticas e probiéticas. Foi observado o efeito da
concentracdo de soro presente nas bebidas lacteas nos diversos parametros
analisados (p<0,05). Parece existir um limite para que ele possa ser aproveitado
pelas culturas microbianas, em especial as culturas probidticas. De forma geral,
bebidas lacteas processadas com diferentes niveis de soro em sua formulagéao
apresentam bom potencial como matriz alimenticia para suplementacao de
bactérias probidticas, com adequada producdo de metabdlitos organicos e

compostos de aroma.

Palavras-chave: bebidas lacteas, probiéticos, metabdlitos, sobrevivéncia.

Introducao

O crescimento do mercado de leites fermentados constitui uma
oportunidade ao desenvolvimento de bebidas derivadas de soro de queijo de
elevados valores nutricionais e sensoriais, com reducao nos custos do processo
(Gallardo-Escamilla et al., 2005), na medida em que o nivel de lactose e de outros
nutrientes essenciais ao crescimento microbiano presentes naturalmente no soro
de queijo proporcionam melhores condigdes para o crescimento e viabilidade dos
micro-organismos (Panesar et al., 2007, Magalhaes et al., 2011).

O soro de queijo ja apresenta intrinsecamente diversos beneficios a saude
humana (Madureira et al., 2007), além de geracao de peptideos anti-hipertensivos
(Madureira et al., 2010). Tem sido utilizado como matéria-prima para elaboracao
de filmes comestiveis antimicrobianos (Ramos et al., in press) e microcapsulas
(Rodrigues et al., 2011). Recentemente o consumo de soro de queijo foi apontado
como possivel razdo para maior longevidade de portugueses (Tavares and
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Malcata, 2012). No que diz respeito aos produtos alimenticios processados, os
lacteos contendo soro de queijo em sua formulacdo tem apresentado potencial
para suplementagdo com bactérias probidticas, como queijos (Madureira et al.
2011) e bebidas lacteas (Dragone et al., 2009; Pescuma et al., 2010). Entretanto o
impacto dos diferentes niveis da adicao de soro de queijo na sobrevivéncia e
metabolismo de bactérias probidticas ainda nao foi avaliado. Neste sentido, este
estudo tem como objetivo avaliar a contagem de probidticos e a formagcao de
metabolitos em bebidas lacteas formuladas com diferentes niveis de soro.

Material e métodos

Processamento das bebidas lacteas probioéticas

Para a formulacdo das bebidas probidticas foram utilizados leite
pasteurizado (3% de gordura) e soro de queijo, obtido durante a fabricacdo de
qgueijo Minas Frescal, pelo processo de coagulagdo enzimética, antes da etapa de
salga (pH 6,26), fornecidos pela Fazenda Sao José (Santo Anténio de Posse, Sao
Paulo, Brasil). Os inéculos foram preparados utilizando leite em pd desnatado
(Molico, Sao Paulo, Brasil) reconstituido (11% m/v), e culturas de Streptococcus
thermophilus — TA 40 (Danisco, Copenhagen, Dinamarca) e Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus — LB 340 (Danisco), e culturas probidticas de
Lactobacillus acidophillus — La 14 (Danisco) e Bifidobacterium lactis — Bl 07
(Danisco). Foram utilizados agucar e preparado de fruta sabor morango, contendo
polpa de morango e corante natural, cedido pela Industrial Duas Rodas (Jaragua
do Sul, Santa Catarina, Brasil).

Quatro litros de cada uma das seis bebidas lacteas foram processados em
escala laboratorial, amostra controle (0% de soro), e amostras contendo 20, 35,
50, 65 e 80% de soro de queijo (v/v), sendo que o volume percentual restante foi
completado com leite considerando o conteudo de in6culo. O acucar foi
adicionado na concentracao de 10% (m/v) de bebida probiética e as misturas
submetidas ao tratamento térmico 83T por 15 minutos na planta piloto do
Departamento de Tecnologia de Alimentos. Apds o tratamento térmico, as
misturas foram resfriadas em banho de gelo até 46<C, adicionado o preparado de
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fruta a 1% (m/v), os inéculos do fermento na quantidade de 1% (v/v) e 2% (v/v) da
cultura probiética do volume de produto, mantidas a temperatura média de 45C
durante a fermentagdo. Ao atingir pH 4,7, a fermentagdo foi interrompida pelo
resfriamento em banho de gelo até 8C e armazenadas a 5 = 1C. Os

processamentos foram realizados em duas repeti¢des.
Analises fisico-quimicas e microbiolégicas

Enumeracao de micro-organismos
Para as analises microbiolégicas, as metodologias utilizadas foram:
contagem de S. thermophilus e Lactobacillus bulgaricus LB (Cruz et al., in press),
contagem de Bifidobacterium lactis (Zacarchenco and Massaguer-Roig, 2004) e
Lactobacillus acidophilus (Mortazavian et al., 2007). Todos os meios de cultura
foram previamente testados, com o objetivo de garantir o crescimento seletivo
desses micro-organismos. As andlises microbiol6gicas foram realizadas em

duplicata, 15 dias apds o processamento.

Determinacao do pH
Foi determinado segundo o método descrito por Marshall (1993). Realizado
15 dias apods o processamento, por insercao direta do eletrodo do equipamento
calibrado na amostra, utilizando aparelho DIGIMED (DM20, Sdo Paulo, Brasil).

Atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi quantificada 15 dias apds o processamento das
bebidas lacteas, através da mensuracdo dos aminoacidos e peptideos liberados
pelas culturas de micro-organismos, utilizando a solu¢do reagente contendo os
seguintes reagentes: 0,5 g de dodecil sulfato de sédio (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo,
Brasil), tetraborato de sodio decahidratado (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil), 40
mg de o-ftaldialdeido (OPA) (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil) e 1mL de metanol
P.A. (Synth®, Diadema, Brasil). A atividade proteolitica das culturas foi expressa
em absorbéancia dos derivados do OPA a 340 nm. O relativo grau de protedlise foi
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determinado como a diferenca entre a atividade proteolitica da bebida lactea e
atividade proteolitica da mistura soro e leite ndo fermentado (Church et al., 1983).

Quantificacao de acidos organicos e acucares
Os acidos organicos (acido latico e acido acético) e acucares (lactose e
glicose) foram determinados ap6s 15 dias de estocagem refrigerada, segundo
Donkor et al. (2005).

Preparo da amostra

Foram adicionados em tubo de centrifuga 0,2 mL de &acido nitrico
concentrado (15,5 mol. L), 2 mL de 4gua deionizada e 6 mL de amostra. A
mistura foi centrifugada utilizando centrifuga (Nova Técnica, modelo NT 810,
Piracicaba, Brasil) a 3500 rpm por 10 minutos para remocao de células e
proteinas. O sobrenadante foi separado e o volume medido em proveta e filtrado
em filtro Millipore de acetato de celulose (0,22 um) e armazenado em frasco de
vidro (vial) de 2 mL com septo de silicone até 0 momento da analise.

Método cromatografico

A quantificagdo dos analitos: glicose, lactose, acido latico e acido acético foi
determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Foi utilizado
cromatdgrafo (Varian, modelo 9010, Califérnia, EUA) com injetor automatico,
detectores UV-Vis e indice de Refracdo, conectados em série, coluna de troca
ibnica Aminex (HPX-87H, BioRad) de 300 mm x 7,8 mm x 9um, aquecida a 35<T.
A fase moével foi HSO4 (pH 2,60), com eluicdo isocratica e vazdo 0,6 mL.min™". A
deteccdo dos compostos foi realizada utilizando o detector UV-Vis fixado em
204nm (acido latico e acido acético) e detector de indice de refracdo a 35C
(lactose e glicose). O tempo total da andlise foi 20 minutos até que os 5
compostos pudessem ser separados e quantificados. Para identificacdo dos
compostos, foi realizado spiking por injecdo de padrboes dos compostos a serem
quantificados (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) para comparacédo dos tempos de
retencdo. Para quantificacdo foram construidas curvas de calibracdo externa,
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utilizando os respectivos padrdes em concentracdes conhecidas e integracado da
area dos picos cromatograficos.

Quantificacao de compostos volateis
Os compostos volateis (acetaldeido, diacetil e etanol) foram determinados
apos 15 dias de estocagem refrigerada, conforme Condurso et al. (2008).

Preparo da amostra

Dois gramas de amostra e 2 mL de solugcdo saturada de NaCl foram
adicionados em frascos de vidro (vial) de 40 mL, fechados com septos de
politetrafluretileno (PTFE) /silicone (Supelco - Bellefonte, PA, USA) e mantidos a
temperatura de 40C /15 min para equilibrio. A fibra (Supelco, Bellefonte, PA,
USA), 50/30um divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) foi
exposta por 30 min para extragdo dos compostos volateis. Durante a extracao, a
amostra permaneceu sob agitacdo com auxilio de um agitador magnético do tipo
“stir bar” a 750 rpm.

Método cromatografico

Seguiu-se a metodologia descrita por Condurso et al. (2008) com algumas
modificacoes. ApOs a extragao, a fibra foi submetida a dessorg¢ao térmica a 250C
no injetor do cromatografo a gas por um periodo de 7 minutos. Para evitar efeito
mem©éria da fibra, realizou-se um branco da fibra entre cada extracdo, a fim de
garantir a qualidade dos experimentos. Foi utilizado cromatégrafo a gas (Varian
3800, Califérnia, EUA), equipado com detector de ionizacdo de chama e o
software Star Chromatography Workstation (versdao 4.5). Para a separacao
cromatografica, empregou-se uma coluna capilar DB-WAX (J&W Scientific, EUA)
(3000 mm x 0,25 mm x 0,25 um). As condicées de andlises foram: injetor 250C
em modo splitless, por 1 min.; fluxo de purga do septo 20 mL. min~'; gas de
arraste (1mL. min™'; rampa de temperatura a 40C (10 s), elevando 3C. min~' até
65C, permanecendo nesta temperatura por 1 min).
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Andlises estatisticas

O experimento foi realizado em duas repeticdes. Os dados foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA), considerando a bebida lactea
probidtica como fonte de variacdo. Foram realizados testes de Tukey (p<0,05),
para avaliacao da diferenca entre médias. Todas as anadlises foram realizadas
utilizando o software ASSISTAT (DEAG-CTRN-UFCG, verséo 7.6 beta, 2011).

Resultados e Discussao

A Tabela 1 mostra os resultados das andlises fisico-quimicas e
microbiolégicas nas bebidas lacteas probidticas produzidas com diferentes niveis
de soro. De forma geral, foi observado o efeito da concentracdo de soro presente
nas bebidas lacteas nos diversos parametros analisados (p<0,05), embora pareca
existir um limite para que ele possa ser aproveitado pelas culturas microbianas,
em especial as culturas probidticas. Isso pode ser entendido como uma vantagem,
ja que demonstra a possibilidade de desenvolvimento de produtos com altas
concentracbes de soro de queijo e com contagens expressivas de micro-
organismos benéficos a saude humana. Porém, torna imprescindivel a realizacao
de testes com consumidores do produto para aperfeicoar a formulacdo das
bebidas, visando a producdo de uma bebida probidtica e aceitavel pelos
consumidores.

As contagens de S. thermophilus e L. bulgaricus (p>0,05) se apresentaram
na faixa de 8 log UFC.g"' . Com relacédo as culturas probidticas, as contagens de
L. acidophilus e B. lactis variaram de 8,69 a 8,83 e 3,00 a 4,54 log (UFC. mL™),
respectivamente, confirmando a aptidao da bebida lactea como matriz alimenticia
capaz em ser suplementada com bactérias probiéticas com contagens suficientes
para beneficios a saude humana, o que é corroborado com trabalhos prévios
(Oliveira et al., 2002; Madureira et al., 2007; Zoellner et al., 2009). A baixa
viabilidade de B. lactis pode ser atribuida a presenca ou aumento do oxigénio
dissolvido durante a preparacdo do indculo ou processamento das bebidas
durante a etapa de resfriamento, apds fermentacao, devido a agitagdo do produto

para aumentar a troca de calor e minimizar a pdés-acidificacdo. Resultados
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semelhantes foram encontrados para outras linhagens de Bifidobacterium, como
B. longum em queijo Cheddar (Fortin et al., 2011), demonstrando sua
sensibilidade aos fatores inerentes ao processamento das bebidas lacteas.
Entretanto, mesmo com uma menor contagem de B. lactis (p<0,05), ndo houve
diferenga significativa para o nivel de &cido acético encontrado nas bebidas (0,45
- 0,59 pg.g”', p>0,05), que pode se constituir em uma vantagem sob o ponto vista
sensorial, pois um alto nivel desse composto é responsavel por decréscimo da
aceitacao de produtos lacteos probidticos (Granato et al., 2010; Cruz et al., 2012).
Foi observado, ainda, diferenca quanto ao nivel de &cido latico, com WBgg
apresentando menor concentracdo em relacédo a O, 20 e 35% (p<0,05), indicando
que mesmo com uma maior disponibilidade de peptideos contidos no soro, ha
uma limitacdo com relacdo ao seu aproveitamento por parte das culturas
probidticas.

Isso é confirmado pela semelhanca entre os niveis de glicose presentes em
todas as bebidas probidticas (25 — 32,5 ug.g'1, p>0,05), na medida em que esta é
resultante do consumo da lactose pelas culturas lacticas. De fato, mesmo com
aumento de soro na formulacdo das bebidas, com reflexos na quantidade de
lactose presente, os resultados indicam que o metabolismo microbiano
responsavel pela hidrélise da lactose em galactose e glicose, ocorre igualmente
em todas as formulagdes, e um nivel maximo de aproveitamento pelas enzimas
das culturas lacticas responséaveis por essa transformacao.

Com relacao aos compostos responsaveis pelo aroma, foi observado
aumento nas concentragbes de diacetil e acetaldeido, que foi proporcional a
quantidade de soro na bebida (p<0,05), o que pode ser positivo na medida em que
estes compostos sdo responsaveis pelo aroma de produtos fermentados (Cheng,
2010). Como esses compostos sdo produzidos pelas culturas lacticas, S.
thermophilus e L. bulgaricus (Pinto et al., 2009), pode ser indicativo que existe um
impacto positivo dos maiores niveis do soro na formulacao da bebidas, resultando
em maior atividade metabdlica das enzimas das culturas lacticas responsaveis
pela producdo desses compostos, embora isso ndo tenha resultado em maior
viabilidade destas. Resultado semelhante foi observado em B. longum em queijo
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cheddar (Scheller and O’Sullivan, 2011). Um fator adicional que pode estar
relacionado a concentracdo de etanol € a presengca da enzima alcool
desidrogenase, metabolizando o acetaldeido em etanol. Esta enzima tem sido
detectada em bactérias probidticas como L. acidophilus (Marshall and Cole, 1983),
e pode explicar o sabor suave presente em iogurtes probibticos, como o
acetaldeido apresenta menor limiar de deteccdo que o etanol. Um estudo mais
aprofundado devera abranger todo o armazenamento refrigerado das bebidas
lacteas probidticas para obter resultados conclusivos.
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Tabela 1- Andlises microbioldgicas (ap6s 7 dias de estocagem a 5 + 1) e fisico-quimicas de bebidas | 4cteas (apds 15
dias de estocagem a 5 £ 1C).

Acido Acido

% Atividade Lactose Glicose Diacetil Acetaldeido Etanol
pH . ST LB LA BL P . Acético Latico P B B
Soro Proteolitica mg.mL mg.mL Hg.g Hg.g Hg.g
mg.mL’1 mg.mL’1
0 4,09 0,39°¢ 8,77° 8,31% 883* 4,24° o5 25,07 045 ggg9r 31,05° 3.83° 40,41°

20 407 029  866° 828 869% 4,15 930 2847  059° 8747 63,13° 14530 73.67°
35 4,14 046" 882" 802" 870° 4,15° g3p97ab 2947 0522 g45° 4400°  gogle 70 q5ab
50 4,08 0,47° 8,63" 805" 877 3,00° 3520 989 0450 8,06 109,18  ogood 5o Epbed
65 4,11 064° 882" 802" 878" 4,00° 3552 3258 0542 74470 37,60  of qge 47000

80 4,07 0,48b 8,73a 8,0Sa 8,69a 4,54a 35,58 30,3a 0,50a 6,08b 256,00a 43,326 62,80a,b,c

S. thermophilus (ST), L. bulgaricus (LB), L. acidophilus (LA) e B. lactis (BL) estdo em expressos em log UFC.mL".
Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna indicam presenca de significancia estatistica (p< 0,05) pelo Teste Tukey.
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Conclusao

Os resultados desse trabalho indicam que bebidas lacteas processadas
com crescentes niveis de soro em sua formulacao, apresentam-se como matrizes
alimenticias adequadas para suplementacdo de bactérias probibticas,
independente da concentracao de soro presente na formulacdo. De forma geral,
adequada producao de acidos organicos bem como de nivel de compostos de
aroma foram observados nas formulagcdes. N&o houve diferenca entre as
amostras para os niveis de glicose e acido acético. E a concentracdao de acido
latico foi inversamente proporcional ao nivel de soro presente na formulagéo.
Testes sensoriais hedénicos com consumidores do produto tornam-se necessarios
para avaliacdo da aceitacdo das bebidas, de forma a prover o desenvolvimento de
produto lacteo probidtico com potencial de comercializacao.
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CAPITULO 4

Perfil de compostos de aroma, acidos orgéanicos e
parametros de qualidade em bebidas lacteas contendo

probiéticos durante estocagem refrigerada

Formatado segundo as normas do JOURNAL OF DAIRY SCIENCE
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Resumo

Foram realizadas analises para comparacao da qualidade e estabilidade de
bebidas lacteas fermentadas convencionais (nao-probidticas) e bebidas lacteas
probidticas formuladas com 49 e 65% de soro de queijo, estocadas sob
refrigeracao durante 35 dias. As bebidas lacteas foram avaliadas quanto ao pH,
protedlise, viscosidade, contagens microbianas (Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis) e seus
metabdlitos (acido latico e acido acético) e compostos volateis (etanol, diacetil e
acetaldeido). Os resultados mostraram a necessidade de melhor padronizacao do
produto o que podera contribuir para aumento do consumo, uma vez que foram
observadas, grandes variagées quantos aos atributos de identidade e qualidade.
As bebidas lacteas formuladas apresentaram resultados proximos aos produtos
comerciais. Com base nesses resultados, faz-se necessaria a avaliagdo sensorial
de tais produtos para melhor caracterizar as bebidas lacteas, sejam probiébticas ou

nao.

Palavras chave: bebidas lacteas, probioticos, vida de prateleira

Introducao

O soro habitualmente descartado como residuo com elevado potencial
poluidor, tornou-se atrativo a industria de lacteos devido ao seu valor nutricional e
de conversao do mesmo em bebidas lacteas (Gandhi and Patel, 1994, Almeida et
al., 2008). Bebida lactea fermentada é o produto fermentado mediante a acéo de
cultivo de microrganismos especificos, e obtido a partir de leite ou leite
reconstituido e/ou derivados de leite, reconstituidos ou ndo, fermentado ou néo,
com ou sem adicdo de outros ingredientes, onde a base lactea represente pelo
menos 51% (cinquenta e um por cento) massa/massa (m/m) do total de
ingredientes do produto (BRASIL, 2005). As culturas laticas utilizadas nos
processamentos de bebidas lacteas fermentadas sdo as mesmas para a produgao
de iogurtes (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus) que possuem

atividade metabdlica sobre proteinas, carboidratos e lipidios presentes no leite,
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melhorando a digestibilidade e conservacdo, bem como promovendo melhorias
sensoriais (aroma, sabor e textura) do produto final (Wood, 1997; Pescuma et al.,
2008). Outros micro-organismos podem ser adicionados em lacteos fermentados,
como por exemplo, bactérias probi6ticas dos géneros lactobacilli e bifidobactérias,
promovendo beneficios a saude humana (Prasad et al., 1998, Dunne et al., 1999,
Vinderola et al., 2002). Varios trabalhos tem abordado a capacidade de lacteos em
veicular probioéticos na alimentacao humana, iogurtes (Cruz et al., in press, Ejtahed
et al., 2011, Farnworth et al., 2007), queijos (Gomes et al., 2011, Ong and Shah,
2009, Buriti et al., 2005), sobremesas (Aragon-Alegro et al., 2007, Heenan et al.,
2004, Hekmat and McMahon, 1992), porém, trabalhos abordando bebidas lacteas
fermentadas probiéticas ainda sao poucos. Talvez isso se deva a imagem do
produto estar associada como uma possivel alternativa ao iogurte, com parcial
substituicdo do leite por soro de queijo, permitindo reducdo de custos e,
consequentemente, a falsa idéia de um produto menos nobre. Entretanto, o
aumento do consumo de leites fermentados tornou-se uma oportunidade de
avanco e desenvolvimento de produtos que contem soro de queijo, com
interessantes caracteristicas nutricionais e sensoriais sem a necessidade de
elevados custos tecnolégicos de produgédo (Sienkiewicz and Riedel, 1990,
Gallardo-Escamilla et al., 2005). A vida de prateleira desse alimento é
consequéncia da presenca de produtos metabolicamente ativos, que provocam
alteracbées durante a estocagem refrigerada, como a poés-acidificacdo, causada
pela produgcédo de acido latico (reducado do pH) por Lactobacillus bulgaricus que
leva a perda de viabilidade dos probiéticos, prejudicando a qualidade do alimento
(Dave and Shah, 1997, Pescuma et al., 2010). Trabalhos tém avaliado a
substituicdo de solidos do leite por sélidos de soro para melhorar a textura e
reduzir defeitos como a sinérese em leites fermentados, especialmente em
iogurtes (Modler and Kalab, 1983; Gonzéalez-Martinez et al., 2002; Gallardo-
Escamilla et al., 2005). As alteracdes sensoriais causadas pela sinérese que é a
separacao da fase liquida e soélida e a mudanca no perfil de acidos orgéanicos e
volateis em lacteos fermentados sdo as principais causas de rejeicdo de tais
produtos. Este trabalho teve por objetivo caracterizar bebidas lacteas comerciais
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convencionais (nao probidticas) e bebidas probibticas (49 e 65% m/v de soro)
quanto aos parametros de qualidade, compostos de aroma e acidos organicos
durante 35 dias de estocagem refrigerada. Espera-se com isso, fornecer
informagdes para o desenvolvimento de bebidas lacteas probitticas ainda nao
disponiveis no mercado, e melhor padronizacado dos produtos ja existentes, dadas
as variacbes encontradas, mesmo que permitidas pela legislacdo brasileira

vigente.

Material e métodos

Para a realizacdo desse estudo foram selecionadas duas formulag¢des de
bebidas lacteas probibdticas, com 49 e 65% (m/m) de soro, como descrito no
Capitulo 2 (Modelos matematicos para avaliar bebidas lacteas probidticas). As
bebidas lacteas probidticas foram comparadas a outras quatro bebidas lacteas
fermentadas comerciais sabor morango (ndo probiéticas) adquiridas no mercado
local de Campinas (Sao Paulo—Brasil). O estudo de estabilidade foi realizado
durante 35 dias de estocagem refrigerada a 5 £ 1C.

Elaboracao das bebidas lacteas probiéticas

Para a formulagdo das bebidas probiéticas foram utilizados leite cru e soro
de queijo, obtido durante a fabricacdo de queijo Minas Frescal, pelo processo de
coagulacao enzimatica, antes da etapa de salga, fornecidos pela Fazenda Sao
José (Santo Anténio de Posse, Sao Paulo, Brasil). Os processamentos ocorreram
em batelada na planta piloto de processamento do Laboratério de Embalagens da
Faculdade de Engenharia de Alimentos — UNICAMP. Foi utilizado um tacho
encamisado, que permite injecdo de vapor e agua gelada, com capacidade total
de 40 litros. As culturas DVS de Streptococcus. Thermophilus — TA 40 (Danisco,
Copenhagen, Dinamarca) e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus — LB 340
(Danisco), e culturas probiéticas de Lactobacillus acidophillus —La 14 (Danisco) e
Bifidobacterium animalis subsp. Lactis — Bl 07 (Danisco) foram adicionadas nas
concentracdes de 0,1 g de probiotico e 0,05 g do fermento, ambos para cada litro
de mistura (leite e soro). Foi utilizado acucar (Caravelas — Ariranha-SP, Brasil) e
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preparado de fruta sabor morango, contendo polpa de morango e corante natural,
cedido pela Industrial Duas Rodas (Jaragua do Sul, SC, Brasil). Foram formulados
30 litros de cada uma bebidas, contendo 49 e 65% (v/v) de soro de queijo. O
acucar foi adicionado na concentracao de 10% (m/v) de bebida probiodtica e as
misturas submetidas ao tratamento térmico 83T por 15 minutos. Apds o
tratamento térmico, as misturas foram resfriadas até 46<C, adicionado o preparado
de fruta sabor morango a 1% (m/v), e as culturas DVS adicionadas ao produto e
mantidas a temperatura média de 45T durante a ferm entacdo. Ao atingir pH 4,7,
a fermentacdo foi interrompida pelo resfriamento até 10 + 2T, envasadas
manualmente em garrafas de polietileno tereftalato (PET), com tampa tipo rosca

torcdo, 300 mL de volume total e armazenadas sob refrigeragao (5 + 1C).

Bebidas lacteas comerciais

Bebidas lacteas fermentadas (ndo probidticas) sabor morango de quatro
marcas distintas foram adquiridas no mercado local de Campinas (Sao Paulo-
Brasil). As amostras de cada produto pertenciam ao mesmo lote de producao, e
suas respectivas vidas de prateleira atendiam ao periodo em estudo (35 dias).
Uma das marcas estudadas, considerada lider de mercado, estava acondicionada
em garrafa de PEAD (polietileno de alta densidade) de 900 g. Os demais produtos
eram apresentados em embalagem tipo almofada de PEBD (polietileno de baixa
densidade) pigmentado com diéxido de titdnio, sendo dois dos produtos em
volume de 850 mL e o outro 1.000 mL. Todos os produtos adquiridos estavam

devidamente rotulados e estocados em boas condi¢des de refrigeragéo.

Enumeracao de micro-organismos

Para as analises microbiolégicas, as metodologias utilizadas foram:
contagem de S. thermophilus e Lactobacillus bulgaricus (Cruz et al., in press),
contagem de Bifidobacterium lactis (Zacarchenco and Massaguer-Roig, 2004) e
Lactobacillus acidophilus La 14 (Mortazavian et al., 2007). Todos os meios de

cultura foram previamente testados, com o objetivo de garantir o crescimento
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seletivo desses micro-organismos. As andlises microbioldgicas foram realizadas
em duplicata.
Analises fisico-quimicas

As analises foram realizadas nos tempos 1, 10, 21 e 35 dias apds o
processamento das bebidas lacteas probibticas.

Acidez titulavel e pH

Foram determinados segundo o método descrito por Marshall (1993). O pH
foi determinado por insercdo direta do eletrodo do equipamento calibrado na
amostra, utilizando aparelho DIGIMED (DM20, Sao Paulo, Brasil). A acidez foi
determinada em triplicata por titulacdo da amostra com solucao Dornic (NaOH
0,1IN) e o resultado expresso em graus Dornic (D). A acidez titulavel foi
determinada nas amostras de leite e soro utilizadas para o processamento das
bebidas lacteas probidticas.

Atividade proteolitica

O filtrado obtido pela mistura de 5mL de amostra e 10 mL de solugéo 0,75%
(m/v) de 4cido tricloroacético P.A. (Synth®, Diadema, Brasil) foi coletado em
béquer. Foram adicionados a tubo de tampa rosqueada 150 pL do filtrado e 3 mL
do reagente obtido por 0,5g de dodecil sulfato de sédio (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo,
Brasil), 0,99 tetraborato de sodio decahidratado (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil),
40 mg de o-ftaldialdeido (OPA) (Sigma-Aldrich,) solubilizado em 1mL de metanol
P.A. (Synth®, Diadema, Brasil) e volume completado para 50 mL com agua
deionizada. A atividade proteolitica foi quantificada através da mensuragdo dos
aminoacidos e peptideos liberados pelas culturas de micro-organismos, e
expressa em absorbancia dos derivados do OPA a 340 nm. O grau relativo de
protedlise foi determinado como a diferenca entre a atividade proteolitica da
bebida lactea e atividade proteolitica da mistura soro e leite ndo fermentado
(Church et al., 1983).
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Viscosidade

Foi realizada em reémetro (Brookfield, modelo DV-IIl, Massachusetts/USA)
acoplado a banho termostatizado (Marconi, MA184, Piracicaba - Brasil) a 5C. As
leituras foram realizadas apds 3 minutos do inicio do ensaio, utilizando sensor

(numero 21) com rotacao de 25 rpm.

Analises de composicao centesimal

As andlises de composicao centesimal (teor de gordura, teor de proteinas,
extrato seco total e cinzas) foram realizadas em ftriplicata, seguindo os métodos
oficiais descritos na Instrugdo Normativa n® 68 (Brasil, 2006).

Teor de gordura
Realizada pelo método de Bligh e Dyer.

Teor de proteinas
Foi realizado pelo método de micro-Kjeldahl, para caracterizacdo das
matérias-primas (leite e soro) utilizadas no processamento das bebidas lacteas

probidticas.

Extrato seco total (sélidos totais)

Cinco gramas da amostra misturadas a 10g de areia tratada (J.T.Backer)
com auxilio de bastdo de vidro em cépsula de porcelana. O conjunto (amostra,
areia, bastao e capsula) foi pesado em balanca analitica e deixado a 105C em
estufa até peso constante.

Cinzas

As amostras foram previamente secas em chapa aquecedora para reduzir a
umidade ao ponto de evitar perda de amostra e o cadinho foi submetido a
temperatura 550C em mufla (Quimis, modelo 318, Sdo Paulo, Brasil).
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Quantificacao de acidos organicos e acucares

Os acidos orgéanicos (acido latico e acido acético) e acucares (glicose e
lactose) foram determinados nos tempos inicial (1 dia) e final (35 dias) do estudo
de vida de prateleira segundo Donkor et al. (2005).

Preparo da amostra

Foram adicionados em tubo de centrifuga 0,2 mL de &cido nitrico
concentrado (15,5 mol. L"), 2 mL de agua deionizada e 6 mL de amostra. A
mistura foi centrifugada utilizando centrifuga (Nova Técnica, modelo NT 810,
Piracicaba, Brasil) a 3500 rpm por 10 minutos para remocao de células e
proteinas. O sobrenadante foi separado e o volume medido em proveta e filtrado
em filtro Millipore de acetato de celulose (0,22 pm) e armazenado sob
congelamento em frasco de vidro (vial) de 2 mL com septo de silicone até o

momento da analise.

Método cromatografico

A quantificagdo dos analitos: glicose, lactose, acido latico e acido acético foi
determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Foi utilizado
cromatdgrafo (Varian, modelo 9010, Califérnia, EUA) com injetor automatico,
detectores UV-Vis e indice de Refracdo, conectados em série, coluna de troca
idbnica Aminex (HPX-87H, BioRad) de 300 mm x 7,8 mm x 9um, aquecida a 35<T.
A fase movel foi HSO4 (pH 2,60), com eluicdo isocratica e vazdo 0,6 mL.min™". A
deteccdo dos compostos foi realizada utilizando o detector UV-Vis fixado em
204nm (acido latico e acido acético) e detector de indice de refracdo a 35C
(lactose e glicose). O tempo total da andlise foi 20 minutos até que os 5
compostos pudessem ser separados e quantificados. Para identificacdo dos
compostos, foi realizado spiking por injecdo de padroes dos compostos a serem
quantificados (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) para comparacédo dos tempos de
retencdo. Para quantificacdo foram construidas curvas de calibracdo externa,
utilizando os respectivos padrées em concentracdes conhecidas e integracao da
area dos picos cromatograficos.
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Quantificacao de compostos volateis

Os compostos volateis (acetaldeido, diacetil e etanol) foram determinados
nos tempos inicial (1 dia) e final (35 dias) do estudo de vida de prateleira conforme
Condurso et al. (2008).

Preparo da amostra

2 g de amostra e 2 mL de solucdo saturada de NaCl foram adicionados em
frascos de vidro (vial) de 40 mL, fechados com septos de politetrafluretileno
(PTFE) /silicone (Supelco - Bellefonte, PA, USA) e mantidos a temperatura de
40C /15 min para equilibrio. A fibra (Supelco, Be llefonte, PA, USA), 50/30um
divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) foi exposta por 30
min para extracdo dos compostos volateis. Durante a extracdo, a amostra
permaneceu sob agitacdo com auxilio de um agitador magnético do tipo “stir bar’ a
750 rpm.

Método cromatografico

Seguiu-se a metodologia descrita por Condurso et al. (2008) com algumas
modificacées. ApOs a extragdo, a fibra foi submetida a dessorcao térmica a 250C
no injetor do cromatografo a gas por um periodo de 7 minutos. Para evitar efeito
memoéria da fibra, realizou-se um branco da fibra entre cada extracdo, a fim de
garantir a qualidade dos experimentos. Foi utilizado cromatégrafo a gas (Varian
3800), equipado com detector de ionizagdo de chama e o software Star
Chromatography Workstation (versdo 4.5). Para a separacdo cromatografica,
empregou-se uma coluna capilar DB-WAX (3000 mm x 0,25 mm x 0,25 pm) J&W
Scientific (EUA). As condi¢des de andlises foram: injetor 250C em modo splitless,
por 1 min.; fluxo de purga do septo 20 mL. min~"; gas de arraste (1mL. min~";
rampa de temperatura a 40C (10 s), elevando 3TC. min' até 65T,

permanecendo nesta temperatura por 1 min).

Fracoes proteicas com SDS-PAGE
Os perfis protéicos de soroalbuminas, lactoferrinas, caseinas, -
lactoglobulinas, a-lactoalbuminas foram determinadas nas bebidas lacteas
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utilizando método descrito por Laemmli (1970). A analise foi realizada um dia apds
0 processamento das bebidas lacteas probidticas. Essa analise foi realizada para
fins de comparacao entre as amostras comerciais e as formuladas, uma vez que o
nivel de soro das amostras comerciais € desconhecido.
Andlises estatisticas

O experimento foi realizado em duas repeticdes. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), considerando a bebida lactea como
fonte de variacdo. Foram realizados testes de Tukey (p<0,05), para avaliagado da
diferenga entre médias. Todas as analises foram realizadas utilizando o software
ASSISTAT (DEAG-CTRN-UFCG, versao 7.6 beta, 2011).

Resultados e discussao

O leite (pH 6,65) e o soro (pH 6,60) utilizados para o processamento das
bebidas lacteas probidticas, tiveram acidez titulavel de 22,90 D e 12,23 D,
respectivamente.

De acordo com a Tabela 1, todas as amostras atenderam a legislacéao
brasileira para bebidas lacteas, que exige o minimo de 1,2 g de proteinas de
origem lactea para cada 100g de produto. Dos produtos avaliados, as amostras
com 49% de soro e a comercial 3 foram as que apresentaram maiores niveis
protéicos. Entretanto, as bebidas comerciais 1 e 2, tiveram niveis protéicos

inferiores as demais.
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Tabela 1— Composicao centesimal das matérias-primas e bebidas lacteas.

Produto Umidade (g/100g) Proteinas (g/100g) Lipidios (g/100g) Cinzas (g/100g)

Leite* 86,59° 3,78° 3,74° 0,80°
Soro* 92,88° 1,24° 1,02° 0,55°
49% soro 81,50° 2,61° 2,14° 0,62%
65% S0ro 81,76° 2,04° 1,41¢ 0,60°
Com.1 82,34° 1,66° 1,07° 0,47'
Com.2 81,40° 1,69° 0,93° 0,89°
Com.3 81,06' 1,79° 1,93° 0,64°
Com.4 78,419 2,52° 2,05 0,53°

Letras mindsculas subscritas distintas numa mesma coluna indicam presenga de diferenca significativa
(p<0,05) entre as amostras (n=8). * Matérias primas utilizadas nos processamentos das bebidas lacteas com
49 e 65% de soro. Com.1: bebida lactea comercial 1; Com.2: bebida lactea comercial 2; Com.3: bebida lactea
comercial 3; e Com.4: bebida lactea comercial 4.

Quanto aos valores de pH das amostras (Figura 1), a comercial 4
apresentou menor pH inicial, 4,1, ja as bebidas com 49 e 65% de soro foram as
que apresentaram maiores valores de pH iniciais, 4,4 e 4,6, respectivamente.
Porém, durante a estocagem refrigerada, ocorreu reducdo do pH (pés-
acidificacao), devido a producao de acido latico e acido acético. Essa reducao de
pH foi mais intensa (curvas com maior inclinagdo) nas bebidas probibticas,
provavelmente devido a presenca de co-culturas que aumentam a capacidade
acidificante. Houve pouca variagdo de pH na amostra comercial 2 durante a
estocagem, que pode ser explicada pela adicdo de fosfato tricalcico a formulacao
(descrito no rétulo). Sabe-se que o fosfato tricalcico atua como tamponante do
meio, evitando variacdes bruscas no pH, que possivelmente contribuiriam para

rejeicdo do produto.
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Figura 1: Variacdo do pH das amostras durante o armazenamento. 49%: bebida
probidtica com 49% de soro, 65%: bebida probiética com 65% de soro, Com.1:
bebida comercial 1; Com.2: bebida comercial 2; Com.3: bebida comercial 3; e
Com.4: bebida comercial 4.

Dada a semelhanca entre bebidas lacteas fermentadas e iogurtes, o
decréscimo de pH durante o armazenamento foi bastante semelhante entre esses
produtos. Os valores de pH para bebidas lacteas estdo proximos aos reportados
para iogurtes de frutas contendo Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium
animalis subsp. lactis (Kailasapathy, Harmstorf, Phillips, 2008). Os autores
avaliaram iogurtes probio6ticos durante 35 dias de armazenamento refrigerado, e
encontraram valores na faixa de 4,5 e 4,4 para o tempo inicial e 4,3 e 4,2 no
tempo final de estocagem.

Nao houve diferenca significativa (p>0,05) da protedlise (Figura 2) nas
bebidas probidticas durante o armazenamento, sendo essas as amostras que
apresentaram maior nivel proteolitico em relagdo aos demais produtos. As
amostras comerciais 2 e 3 diferiram quanto a protedlise, apenas ap6s 21 dias de
estocagem refrigerada. As amostras comerciais 1 e 4 apresentaram pouca
variagao proteolitica durante a estocagem, sendo que a comercial 1 foi a amostra

que apresentou menor protedlise em relacao as demais avaliadas.
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Figura 2: Protedlise das amostras durante o armazenamento. 49%: bebida
probidtica com 49% de soro, 65%: bebida probiética com 65% de soro, Com.1:
bebida comercial 1; Com.2: bebida comercial 2; Com.3: bebida comercial 3; e

Com.4: bebida comercial 4.

A atividade proteolitica das bactérias do acido latico, incluindo bactérias do
fermento e as probidticas tém sido estudadas extensivamente, sendo suas
enzimas isoladas e caracterizadas (Shihata and Shah, 2000). Dessa forma, os
resultados de protedlise encontrados para as bebidas probidticas, que foram
superiores aos resultados das amostras comerciais 2 e 3 (p<0,05), podem ser
justificados pela atividade proteolitica também dos micro-organismos L.
acidophilus e B. lactis, capazes de clivar as cadeias protéicas em oligopeptideos
e, ou aminoacidos livres.

A amostra comercial 2 (Figura 3) foi a que apresentou maior viscosidade
durante todo o estudo, verificou-se que foi utilizado amido em sua formulacéo, o
gue certamente aumentou a viscosidade do produto. As amostras com 49 e 65%
de soro foram formuladas sem a utilizacao de espessantes. No entanto, a amostra
com 49% de soro apresentou maior viscosidade que a amostra comercial 1, que
continha em sua formulagao aditivos como amido modificado, pectina citrica e
gelatina em p6é. A bebida probidtica com 65% nao apresentou diferenca
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significativa (p>0,05) para a viscosidade em relagdo a amostra comercial 1, para
nenhum dos tempos estudados. As amostras comerciais 3 e 4, também néo

diferiram entre si (p>0,05) quanto a viscosidade.
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Figura 3: Perfil de viscosidade das amostras durante 35 dias de estocagem
refrigerada. 49%: bebida probidtica com 49% de soro, 65%: bebida probidtica com
65% de soro, Com.1: bebida comercial 1; Com.2: bebida comercial 2; Com.3:
bebida comercial 3; e Com.4: bebida comercial 4.

Os resultados de eletroforese (Figura 4) demonstram que algumas
amostras possuiam menos leite que as demais, uma vez que a banda 3
(caseinas) € menos expressiva como nas amostras comerciais 1 e 2 (colunas B e
C, respectivamente). Tais resultados comprovam as alegagdes do rétulo, uma vez
que a amostra comercial 2, apresentava como ingrediente majoritario o preparado
de morango. Igualmente para a-lactoalbumina e B-lactoglobulina, as amostras 1 e
2 possuem menores fracées dessas proteinas que as demais amostras avaliadas.
As amostras probidticas, com 49 e 65% (colunas D e E, respectivamente),
apresentaram maiores fracdes de B-lactoglobulina (Banda 2) em relacao as outras
amostras.
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Figura 4: SDS-PAGE (15%) anélise de grupos protéicos nas amostras: Coluna A,
padrao; Coluna B, comercial 1; Coluna C, comercial 2; Coluna D, bebida probiotica
com 49% de soro; Coluna E, bebida probiotica com 65% de soro; Coluna F,
comercial 3 e Coluna G, comercial 4. Banda 1: a-lactoalbumina; Banda 2: B-
lactoglobulina; Banda 3: caseinas; Banda 4: lactoferrina e Banda 5:
soroalbuminas.

Durante o armazenamento, todas as amostras analisadas apresentaram
contagens superiores a 7,30 log UFC.mL" para Streptococcus thermophilus
(Tabela 2). Sendo a amostra comercial 4 a que apresentou menor contagem para
esse micro-organismo. A amostra com 49% de soro sofreu reducao significativa
(p<0,05) durante o armazenamento para L. bulgaricus, com reducdo de 2 ciclos
log entre o tempo inicial e final. A amostra comercial 1 foi a que apresentou menor
contagem inicial (p<0,05) em comparagéo as demais para L. bulgaricus, tendo sua
contagem final estimada em 1,4 log UFC.mL™". As bebidas probidticas, com 49 e
65% de soro, tiveram contagens de Lactobacillus acidophilus superiores a 7,45 log
UFC.mL™" durante todo o periodo de estocagem refrigerada. As contagens de
Bifidobacterium lactis foram superiores a 6 ciclos log apenas para o tempo inicial,
sendo que apds 35 dias de estocagem refrigerada as contagens chegaram aos
valores minimos préximos a 4 ciclos logaritmos. Tal ocorréncia pode ser explicada
pela alta sensibilidade das bifidobactérias ao oxigénio. A incorporagéo de oxigénio
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aos produtos pode ter ocorrido durante o processamento na etapa de
resfriamento, mediante agitacao para facilitar a troca de calor. Alguns autores tém
utilizado tecnologias para reduzir a concentracao de oxigénio presente em lacteos
e minimizar o efeito téxico sobre as bifidobactérias. Cruz et al. (2010) adicionaram
enzima glicose oxidase em iogurtes probidticos contendo com Bifidobacterium
longum. Os autores utilizaram superficie de resposta para otimizar a concentracdo
de enzima capaz de viabilizar os probiéticos e concluiram que 62,32 mg.L" de
glicose oxidase e 4,35 mg.L™" de glicose foi a melhor combinagdo para maximizar
a contagem de B. longum em iogurte probidtico.

Kailasapathy et al. (2008) observaram maior viabilidade de L. acidophilus na
faixa de pH de 4,1-45 a 4C, e 4,4-45 para B. animalis subsp. lactis,
corroborando com os resultados encontrados no presente trabalho, que
demonstram maior sensibilidade do B. lactis as variacbes de pH durante o
armazenamento. Entretanto, a sobrevivéncia dos probidticos durante o
armazenamento também é variavel em fungédo da cepa utilizada. Ng et al. (2011)
estudaram cinco cepas de Lactobacillus acidophilus em iogurtes fabricados com
culturas laticas, durante 28 dias de armazenamento a 4C, e perceberam que a
sobrevivéncia foi inferior a 10% apéds 28 dias e préximo a 100% em apenas uma
das cepas estudadas.

Gueimonde et al. (2004) avaliaram a viabilidade das populacées de
probidticos dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium em leites fermentados
comerciais. Dos cinco produtos avaliados para Lactobacillus, todos apresentaram
contagens proximas a 7 ciclos log, apds cinco dias de armazenamento refrigerado,
porém um amostra teve reducdo de dois ciclos log apés 30 dias de
armazenamento. Ja dos sete produtos avaliados para Bifidobacterium, dois ja
apresentavam contagens inferiores a 6 log, ap6s 5 dias de estocagem refrigerada,
e contagens da ordem de 4 ciclos log ap6s 30 dias. Tais resultados corroboram
com o0s encontrados no presente trabalho, porém os niveis encontrados de
Lactobacillus acidophilus superam os resultados encontrados para produtos

avaliados pelos autores.
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Tabela 2- Enumeracédo dos micro-organismos durante 35 dias de armazenamento
a 5x1C.

Amostras Dias ST LB LA BL
49% 8,93 7,91# 9,03 6,37
65% 8,71%® 7,57%8 9,05 6,048

Com.1 1 8,612 6,00%° - -
Com.2 8,542 7,143 - -
Com.3 8,56%° 7,94** - -
Com.4 8,69%° 7,043 ; _
49% 8,50°% 7,784 9,03 5,43
65% 8,43 7,348 8,43 5,50
Com.1 ‘0 8,36 4,36 - -
Com.2 8,502 7,093 - -
Com.3 8,39 7,664 - -
Com.4 8,324 6,933 - -
49% 8,29°°F 7,79%4 8,79%" 5,03*
65% 8,310cAB 6,98C 8,288 5,36
Com.1 o1 8,324 1,68 - -
Com.2 8,198 7,10%¢ - -
Com.3 7,41 7,478 . ]
Com.4 8,30°"° 6,53°° - -
49% 8,22%" 5,70° 8,73 4.27%
65% 8,188 7,10%* 7,45%® 4,97
Com.1 8,07 <1,40%°(est.) - -
35 cC bA _ _
Com.2 7.30 6,84
Com.3 7,30 7,06%* - -
Com.4 8,05%® 6,33 - -

*S. thermophilus (ST), L. bulgaricus (LB), L. acidophilus (LA) e B. lactis (BL) estdo em expressos em log
UFC.mL™". Médias seguidas por letras mindsculas diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05) pelo teste
Tukey durante o armazenamento das amostras (n=6). Médias seguidas por letras mailsculas diferentes
indicam diferenga estatistica (p<0,05) pelo teste Tukey entre os tratamentos. 49%: bebida probidtica com 49%
de soro, 65%: bebida probiética com 65% de soro, Com.1: bebida comercial 1; Com.2: bebida comercial 2;
Com.3: bebida comercial 3; e Com.4: bebida comercial 4.
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Serra et al. (2009) encontram reducdes significativas nas contagens de
Lactobacillus bulgaricus em iogurtes produzidos com leite homogeneizado por alta
pressao. Apos 28 dias de estocagem as contagens de L. bulgaricus estiveram
préximas a 2 ciclos log, resultados similares aos encontrados para a bebida lactea
comercial 1.

As bebidas probibticas apresentaram os maiores niveis de lactose (Tabela
3) no tempo inicial, e a amostra com 49% de soro apenas nao diferiu (p>0,05) da
comercial 3, ap6s 35 dias de estocagem. As amostras com 65%, comerciais 2, 3 e
4 nao apresentaram variacao significativa (p>0,05) quanto ao teor de lactose entre
os tempos inicial e final. Para glicose, a amostra comercial 1, diferiu
significativamente (p<0,05) das demais, para ambos tempos de estocagem
avaliados. A amostra comercial 2 ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05)
durante a estocagem para o nivel de acido latico. As amostras probiéticas foram
as que apresentaram menores teores de acido latico no tempo inicial, sendo que a
amostra com 49% nao diferiu (p>0,05) das amostras comerciais 1, 3 € 4 no tempo
inicial. Nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre as concentracdes iniciais e
finais de acido acético nas amostras probidticas. A amostra comercial 3
apresentou comportamento diferente das demais amostras, apresentando
concentracdes de etanol constantes ou decrescentes durante a estocagem, ja a
amostra 4 apresentou aumento significativo (p<0,05). Da mesma forma foi
observado para o diacetil na amostra 1, que apresentou aumento significativo
durante a estocagem. As bebidas probidticas diferiram entre si (p<0,05) no tempo
inicial para diacetil, o que n&o foi observado no tempo final do estudo, pois, ambas
nao diferiram das amostras 2 e 3. A comercial 2 apresentou maior concentracao
de acetaldeido no tempo inicial e a comercial 4, menor concentragdo no tempo
final, sendo as amostras com 65% e comercial 3, tiveram suas concentracdes
crescentes durante o armazenamento, os demais tratamentos apresentaram

concentragdes decrescentes durante a estocagem.
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Tabela 3- Compostos volateis e acidos organicos derivados do metabolismo microbiano.

Lactose Glicose Acido Latico Acido Acético Diacetil Acetaldeido Etanol

Amostras  Dia  (mgmL")  (mgmL") (mg.mL") (mg.mL") (g.g™) (g.g™) (g.g™)
49% 30,17 34,56°%° 4,55% 0,42% 64,79 36,13 227,21
65% 32,612  36,10° 3,82 0,42% 13,33° 19,19 85,51%
Com.1 23,34 46,892 5,25°4 0,39%° 67,87° 35,74 263,35°
Com.2 ° 20,66 40,12° 7,03% 0,24°%% 41,75° 64,672 119,56%
Com.3 23,73  31,96% 4,82% 0,330 92,427 30,62% 155,20%
Com.4 13,43° 33,79 5,14°% 0,23 13,31° 43,21° 246,90
49% 25,63°  34,35°° 7,05%° 0,36°°% 11,06° 30,54% 71,85%

65% 33,512 37,99 5,69 0,472 11,66° 26,60% 50,41°

Com.1 9,44° 48,192 5,96 0,13° 92,60° 17,26' 44,31°
Com.2 % 18,43 38,04 7,282 0,313 11,82° 40,83° 80,29%
Com.3 21,82°¢  30,41° 5,18°% 0,28 53,95° 42,99° 117,01%
Com.4 13,38°  33,87°* 5,26°% 0,22% 10,63° 6,99° 623,86°

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna indicam presenga de significAncia estatistica (p<0.05) pelo Teste Tukey entre as
amostras (n=6). 49%: bebida probibtica com 49% de soro, 65%: bebida probiética com 65% de soro, Com.1: bebida comercial 1; Com.2: bebida
comercial 2; Com.3: bebida comercial 3; e Com.4: bebida comercial 4.



As concentracoes de compostos volateis apresentaram grande variacao
entre as amostras avaliadas e entre os tempos de armazenamento, isso pode ser
atribuido a variedade de cepas de micro-organismos utilizados, probiéticos ou nao,
pois mesmo as bactérias laticas homofermentativas convertem completamente a
fonte de energia disponivel (lactose) em &cido latico via piruvato para produzir
energia e equilibrar o potencial redox. Entretanto, o piruvato pode originar outros
metabdlitos como etanol, acetato, diacetil e acetaldeido (Leroy and De Vuyst,
2004). Consequentemente, dando origem a varios compostos de sabor e aroma,

com concentragdes tao variaveis como as encontradas nesta pesquisa.

Conclusao

As bebidas lacteas apresentaram grande variabilidade nas caracteristicas
avaliadas. Isso pode ser atribuido a grande diversidade de aditivos permitidos pela
legislacdo brasileira vigente. Ou ainda, pela substituicio do soro por agua na
formulacdo de tais produtos. Sob o ponto de vista nutricional, as bebidas
probidticas mostram-se de excelente potencial para a alimentagdo humana, além
da capacidade expressiva em carrear micro-organismos probidticos,
principalmente Lactobacillus acidophilus. Para obtencdo de maiores contagens de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis, alguns ajustes deverdo ser realizados na
linha de processamento, de maneira a minimizar a incorporacao de oxigénio ao
produto.

Mesmo ainda considerado como um alimento de baixo valor de mercado, o
estudo demonstrou a viabilidade de desenvolvimento de bebidas lacteas
fermentadas probibticas, que certamente aumentariam as possibilidades de
aproveitamento do enorme volume de soro de queijo gerado, e tornaria disponivel
um produto com apelo a saude pela adicdo de micro-organismos e funcionalidade
de peptideos do soro. Estudos sensoriais deverdao ser realizados de maneira a

caracterizar e avaliar a reagao dos consumidores.
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CAPITULO 5

Avaliacao de bebidas lacteas por ADQ, Perfil Livre e Mapa
Projetivo utilizando grupos de assessores com diferentes

graus de treinamento

Formatado segundo as normas do FOOD QUALITY AND PREFERENCE
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Resumo

O objetivo desse trabalho foi avaliar sensorialmente bebidas lacteas comerciais e
formuladas probidticas, por aplicacao de testes de consumidor e testes descritivos.
A percepcao sensorial relatada por consumidores é essencial no desenvolvimento
de produtos, visto que nenhum equipamento ou outro meio seja capaz de medir as
sensagbes percebidas pelos humanos diante de um alimento. Inimeros métodos
podem ser utilizados para avaliar a qualidade sensorial, desde testes com
consumidores (provadores nao treinados) a testes com equipes treinadas e
familiarizadas com a utilizagcdo de escalas heddnicas. Nesta pesquisa foram
aplicados testes com consumidores (Aceitacdo e Escala do Ideal) utilizando um
grupo de 120 pessoas e Mapa Projetivo (35 provadores nao treinados) que
avaliaram seis amostras de bebidas lacteas. Dois testes descritivos foram
realizados, a Andlise Descritiva Quantitativa (ADQ) aplicada a equipe de 12
assessores altamente treinados, que avaliaram seis amostras de bebidas lacteas
e Perfil Livre aplicado a 14 provadores nao treinados, porém com experiéncia em
testes descritivos, que avaliaram 5 amostras de bebidas lacteas. Em Perfil Livre
foram levantados 14 termos descritores, sendo que dois fatores foram capazes de
descrever 83% dos dados. Na ADQ os assessores utilizaram dez termos
descritores e as duas primeiras componentes principais explicaram 87% dos
dados para as seis amostras avaliadas. O Mapa Projetivo utilizado para
caracterizar as amostras quanto as semelhancas foi explicado por 18 termos
sensoriais e dois fatores (69% acumulado). No teste de aceitacdo, o0s
consumidores foram organizados em 3 grupos de acordo com caracteristicas
demograficas e dados sensoriais. Regressao por minimos quadrados parciais
(PLS) foi aplicada em cada um dos grupos obtidos por HCA para correlacionar a
aceitabilidade das bebidas lacteas (Y) e os termos descritores (varidveis—X)

levantados na ADQ.

Palavras-chave: Analise Quantitativa Descritiva, Perfil Livre, Mapa Projetivo,
Aceitacao, Bebidas Lacteas Fermentadas.
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1 Introducao

O perfil sensorial pode orientar a equipe de desenvolvimento de produtos
de maneira a alterar a formulacdo dos mesmos, para se aproximar da referéncia
que o consumidor possui para um produto especifico (Moussaoui & Varela, 2010).
Um modo eficaz de realizar comparagdes entre alimentos convencionais com o
alimento em desenvolvimento é a realizacdo de testes como analise descritiva e
testes com consumidores (de Melo et al.,2009).

Testes descritivos sdo aplicados a uma equipe de assessores treinados,
gue geralmente passaram na selegéo por meio de testes discriminativos, enquanto
os testes afetivos sdo aplicados a um grupo de consumidores, sem treinamento,
que irdo expressar o quanto gostaram ou desgostaram do produto em teste (Stone
& Sidel, 1993).

A dificuldade em ter amostras com caracteristicas semelhantes durante
todo o estudo sensorial se deve aos diversos fatores que contribuem para o fim da
vida de prateleira das bebidas lacteas e iogurtes, como alteracdo das
propriedades fisico-quimicas, mudangas na aparéncia e textura devido a poés-
acidificacao e a sinérese, aspectos importantes na aceitacao pelos consumidores
(Zare et al.,, 2011). A pés-acidificacdo ocorre devido a presenca de micro-
organismos viaveis que acabam por causar aumento de acidez durante o
armazenamento refrigerado pela producado de acidos organicos (Shah & Ravula,
2000).

A aceitagdo de bebidas lacteas fermentadas foi avaliada em diversos
trabalhos, a maioria deles realizados no Brasil, por ser a origem do produto e
possuir grande aceitacao nesse pais.

Bebidas lacteas sabor manga formuladas com 20, 40, 60 e 80% de soro
foram avaliadas por 60 consumidores (Santos et al., 2008a). Quatro leites
fermentados incluindo bebida lactea contendo Bifidobacterium longum e
Lactobacillus acidophilus foram avaliados por 35 consumidores (Zacarchenco &
Massauguer-Roig, 2004). Sessenta consumidores utilizaram escala hedo6nica de 9
pontos para avaliar a aceitacdo de bebidas lacteas fermentadas sabor umbu,
elaboradas com 20, 40, 60 e 80% (v/v) de soro de queijo (Santos et al., 2008b).
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Penna et al., (2001) avaliaram a aceitacao de bebidas lacteas sabor morango de
cinco marcas comerciais, utilizando escala estruturada de 5 pontos (1=inaceitavel
a 5=excelente). Trabalhos que utilizam outros métodos sensoriais para avaliagao
de bebidas lacteas além do teste de aceitagdo ainda sao limitados. Outro teste
afetivo é a Escala do Ideal que auxilia na determinacédo do nivel étimo de um ou
mais atributos do produto em teste no qual o consumidor ndo expressa 0 quanto
gostou/desgostou da amostra, mas o quanto cada atributo dista ou se aproxima do
ideal.

Recentemente, outros testes com consumidores vém se tornando mais
comuns, dentre eles o Mapa Projetivo. Mapa Projetivo € um método de analise
multivariada na qual a coleta de dados ocorre a partir da disposicdo dos produtos
avaliados em um plano cartesiano de acordo com as semelhancas e diferencas
entre eles (Pagés, 2005, Albert et al., 2011). Essa metodologia tem sido usada
para descrever varios produtos como queijo de leite de ovelhas (Barcenas et al.,
2004), cha gelado de limao (Veinand et al., 2011), avaliacdo de embalagens e
informacgdes contidas nos rétulos dos produtos com variacao de cenarios (Carrilo
et al., 2012).

Como os testes afetivos acontecem em sessdes Unicas, por nao serem
funcao das sessdes de levantamento de atributos, treinamentos e a aplicacdo do
teste propriamente dito que requerem repeticdes, os testes descritivos tornam-se
complicados e tediosos, seja pela pds-acidificacdo ou mesmo pela temperatura da
apresentacao das amostras (Albert et al., 2011).

A Andlise Descritiva Quantitativa (QDA) é o método descritivo mais
aplicado, e baseia-se no principio de que o assessor selecionado seja capaz de
verbalizar as percepgdes de um produto de maneira confidvel. Nesses todos os
membros da equipe sensorial ap6s o treinamento utilizem de linguagem comum e
consensual para obter a completa descricdo quantitativa do produto (Stone et al.,
1974, Moussaoui & Varela, 2010).

A metodologia descritiva de Perfil Livre foi desenvolvida partindo do
principio de que os provadores expressam de maneiras distintas os mesmos

atributos sensoriais de um alimento. Dessa forma os provadores utilizam quantos
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e quais atributos julgarem necessarios, dispensando o treinamento para
uniformidade da linguagem e utilizagdo das escalas (Oreskovich et al. 1991, Deliza
et al. 2005), permitindo redug¢do no tempo de analise, mediante a ndo realizacao
de sessfes de treinamento.

Visto que nem sempre os dados de aceitagdo sao homogéneos e
apresentam normalidade, técnicas como a Analise Hierarquica de Grupos (HCA)
baseiam-se na identificacdo de grupos de consumidores por meio do
comportamento e semelhanga nas notas da escala hedénica (Bayarri et al.,
2011b). Portanto, os dados dos consumidores sao analisados para 0s grupos em
separado.

Ao relacionar dados de consumidores com dados descritivos, o pesquisador
pode descobrir relacdes entre os atributos do produto (levantados por equipe
treinada) e a aceitacdo do consumidor final (Meilgaard, Civille & Carr, 1999).
Assim, a regressédo por Minimos Quadrados Parciais (PLS) permite modelar os
dados de aceitacdo com base nos dados de painel treinado, com a identificacao
de subgrupos de consumidores com diferentes padroes de preferéncia (Bayarri et
al., 2011a).

O objetivo desse estudo foi avaliar por aplicacdo de testes afetivos e
descritivos bebidas lacteas probidticas sabor morango em comparacdo aos
produtos comerciais similares nao funcionais: Os testes foram o Mapa Projetivo,
Aceitagao e o Perfil Livre e Analise Descritiva Quantitativa (ADQ).

2 Material e métodos

2.1 Processamentos das bebidas lacteas

Para a formulacdo das bebidas probidticas foram utilizados leite cru e soro de
gueijo, obtido durante a fabricacdo de queijo Minas Frescal, pelo processo de
coagulacao enzimatica, antes da etapa de salga, fornecidos pela Fazenda Sao
José (Santo Anténio de Posse, Sao Paulo, Brasil). Os processamentos ocorreram
em batelada na planta piloto de processamento do Laboratério de Embalagens da
Faculdade de Engenharia de Alimentos — UNICAMP. Foi utilizado um tacho
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encamisado, que permite injecdo de vapor e agua gelada, com capacidade total
de 40 litros. As culturas DVS de Streptococcus. Thermophilus — TA 40 (Danisco,
Copenhagen, Dinamarca) e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus — LB 340
(Danisco), e culturas probiéticas de Lactobacillus acidophillus —La 14 (Danisco) e
Bifidobacterium animalis subsp. Lactis — Bl 07 (Danisco) foram adicionadas nas
concentracdes de 0,1 g de probiotico e 0,05 g do fermento, ambos para cada litro
de mistura (leite e soro). Foi utilizado acucar (Caravelas — Ariranha-SP, Brasil) e
preparado de fruta sabor morango, contendo polpa de morango e corante natural,
cedido pela Industrial Duas Rodas (Jaragua do Sul, SC, Brasil). Foram formulados
30 litros de cada uma bebidas, contendo 49 e 65% (v/v) de soro de queijo. O
acucar foi adicionado na concentracao de 10% (m/v) de bebida probiodtica e as
misturas submetidas ao tratamento térmico 83T por 15 minutos. Apds o
tratamento térmico, as misturas foram resfriadas até 46<C, adicionado o preparado
de fruta sabor morango a 1% (m/v), e as culturas DVS adicionadas ao produto e
mantidas a temperatura média de 45T durante a ferm entacdo. Ao atingir pH 4,7,
a fermentagdo foi interrompida pelo resfriamento até 10 + 2T, envasadas
manualmente em garrafas de polietileno tereftalato (PET), com tampa tipo rosca
tor¢cdo, 300 mL de volume total e armazenadas sob refrigeragéo (5 + 1C).

2.2 Bebidas lacteas comerciais

Bebidas lacteas fermentadas sabor morango de quatro marcas distintas
foram adquiridas no mercado local de Campinas (Sdo Paulo-Brasil). As amostras
de cada produto pertenciam ao mesmo lote de producao, e suas respectivas vidas
de prateleira atendiam ao periodo de estudo. Uma das marcas estudadas é lider
de mercado, apresentada em garrafa de PEAD (polietileno de alta densidade) de
900 g. Os demais produtos estavam em embalagem tipo almofada de PEBD
(polietileno de baixa densidade) pigmentado com diéxido de titanio, sendo dois
produtos em volumes de 850 mL e o outro de 1000 mL. Todos os produtos
adquiridos estavam estocados em boas condicdes de refrigeracdo e com

informacdes dos rétulos bem visiveis.

96



2.3 Testes sensoriais

Para a realizacdo de todos os testes sensoriais descritos nesse trabalho,
houve aprovacdo prévia do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UNICAMP (Sistema Nacional de Informacdées sobre Etica em Pesquisa
envolvendo Seres Humanos - CAAE - 0030.0.146.000-10).

Os assessores em potencial foram recrutados na Faculdade de Engenharia
de Alimentos da UNICAMP (Campinas, Brasil). Os testes foram realizados nos
Laboratérios de Analise Sensorial do Departamento de Tecnologia de Alimentos
(DTA) e do Departamento de Alimentos e Nutricdo (DEPAN) — FEA/UNICAMP. As
cabines de analise sensorial eram equipadas com iluminacdo branca (lampada
fluorescente), com divisérias, em ambiente climatizado a 23<C.

Inicialmente, as pessoas que se disponibilizaram a participar dos testes
foram orientadas a ler o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO I).
Apbés a concordancia do provador, foi apresentado ao mesmo a Ficha de
Recrutamento (ANEXO Il) para coleta de dados sensoriais e demograficos. E
somente aqueles que alegaram nao apresentar nenhum tipo de alergia ou rejeicao
ao produto em estudo, participaram das etapas seguintes. Entre a degustacao de
cada amostra, foi solicitado que os provadores consumissem biscoito cream-
craker e agua. Os efeitos first-order e carry—over foram balanceados atraves de

delineamento proprio (MacFie et al,1989).

2.4 Metodologias descritivas

A etapa de pré-selecdo dos provadores consistiu em realizar nove testes
triangulares (ANEXO III), divididos em trés sessdes. Os testes foram aplicados
utilizando amostras de iogurtes sabor morango formulados com diferentes teores
de sacarose (7 e 11% m/v). Foram pré-selecionados os provadores com
percentual de acerto maior ou igual a 70%.

Os provadores selecionados foram orientados a classificarem as amostras
de acordo com os atributos sensoriais, para isso foi utilizado o Método de Rede
(ANEXO 1V), que consistiu na apresentacdo das amostras aos pares, com
descricao de diferencas e similaridades entre elas.
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2.4.1 Perfil livre

O Perfil Livre foi conduzido de acordo com o método descrito por Williams &
Langron (1984). Inicialmente cada assessor realizou o0 método de Rede (ANEXO
IV) para levantamento de atributos, que descreviam as amostras. Em outra sesséo
individual com cada assessor foram definidos os termos relevantes e o conceito de
cada termo sensorial foi definido.

As fichas de cada provador foram elaboradas utilizando os atributos
levantados na etapa anterior. Para auxiliar o assessor durante as analises das
amostras, foram criadas listas com definicbes dos termos descritores. Como cada
provador utilizou termos descritores para descrever as amostras, cada um possuia
uma lista pessoal de definicbes dos termos, servindo para consulta durante os
testes descritivos das amostras. A equipe de Perfil Livre foi composta por 14
provadores nao treinados, porém com experiéncia prévia em testes descritivos.

Foram realizadas trés repeticbes dos testes, realizadas em dias distintos
para minimizar a fadiga sensorial. Os resultados foram tabulados e tratados por
Andlise Procrustes Generalizada (GPA), utilizando o software XLSTAT, Trial
Version (Addinsoft).

2.4.2 Analise descritiva quantitativa (ADQ)

A Analise Descritiva Quantitativa foi realizada segundo o método descrito
por Stone et al. (1974).

A partir do Método de Rede (ANEXO 1V), em reunido com os 16
assessores, foram definidos os atributos que melhor descreviam as seis amostras
de bebidas lacteas a serem avaliadas, bem como os padrdes de extremidade da
escala para cada um dos atributos. No encontro seguinte, 0s assessores
avaliaram os padrdes e julgaram necessario o aperfeicoamento de alguns
padrdes, para melhor utilizacdo da escala hedbnica ndo estruturada de 9 cm.

Apbs a definicdo e concordancia da equipe com os padrdes e lista de
definicbes (ANEXO V) dos termos descritores, sucederam as analises de

validacao do treinamento.
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O treinamento foi validado da seguinte forma: o assessor provou cada
amostra em 3 repeticoes que ocorreram em dias distintos, com delineamento em
blocos completos balanceados, com apresentacdo monadica das amostras
(ANEXO VI). Para a selegao final dos assessores, foram utilizados p de F
amostra<0,3 e p de F repeticdo>0,05. A equipe final foi composta por 12
assessores, que realizaram mais quatro sessées de treinamento, utilizando os
padrdes e as amostras a serem avaliadas.

Os testes finais ocorreram em 3 sessdes distintas e em turnos variados de
acordo com disponibilidade de cada assessor.

Os resultados foram tabelados e analisados pelo SAS (SAS Institute Inc.)
para avaliar os dados da ANOVA. O gréfico de teia, com as médias dos atributos
sensoriais avaliados, foi obtido pelo Excel, versao 2007 (Microsoft Office) e para a
Analise de Componentes Principais (ACP) foi utilizado o software XLSTAT, Trial
Version (Addinsoft).

2.5Testes afetivos

Os testes afetivos foram realizados com 120 consumidores recrutados na
Faculdade de Engenharia de Alimentos — UNICAMP.

Ap6s os consumidores preencherem as fichas (ANEXO | e ), seis
amostras foram apresentadas monadicamente em copos codificados com
nameros de 3 digitos contendo 30 mL de amostra. As amostras foram

apresentadas a 6 £ 1C em blocos completos balancea dos (MacFie et al.,1989).

2.5.1 Teste de aceitacao

Os consumidores foram instruidos a avaliar as bebidas lacteas quanto a
aparéncia, aroma, sabor, textura e impressao global, utilizando escala hedbnica
estruturada (ANEXO VII — parte 1) de 9 pontos (variando de 1=desgostei
extremamente até 9=gostei extremamente) (Villanueva & Da Silva, 2009).
Adicionalmente, a aceitacdo e a intencdo de compra do produto foram avaliadas

utilizando escala binomial (sim/nao).
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Os dados foram tabelados e a Normalidade avaliada pelo ASSISTAT,
versao 7.6 beta (2011). Em caso de ndo-Normalidade dos dados de cada amostra,
procedeu-se a Analise Hierarquica de Grupos (HCA — Hierarchical Cluster
Analysis) por XLSTAT Trial Version (Addinsoft). Grupos com numero de
consumidores inferiores a 30 devem ser evitados. A partir de cada grupo obtido,
os valores médios de cada atributo para cada amostra foram calculados e os
resultados expressos para cada grupo, em funcdo do atributo de cada amostra
avaliada.

A analise de regressao por minimos quadrados parciais (PLS-Partial Least
Squares) foi aplicada a cada um dos grupos obtidos na HCA, na tentativa de obter
modelos capazes de relacionar a impressao global (aceitacdo) das amostras com
os termos descritores obtidos pela Analise Descritiva Quantitativa. Dessa forma, a
aceitabilidade da amostra (componente -Y) foi prevista pelos termos descritores
(variaveis - X). Foi utilizado o XLSTAT Trial Version (Addinsoft) para tratamento

dos dados.

2.5.2 Escala do ideal

Os consumidores avaliaram seis amostras de bebidas lacteas para as
seguintes caracteristicas sensoriais: cor, acidez, docura e textura. Foi solicitado
aos mesmos expressar 0 quanto cada caracteristica da amostra se encontrava
mais ou menos ideal, utilizando uma escala estruturada de 5 pontos (ANEXO VII -
parte 2).

Os resultados foram avaliados por XLSTAT Trial Version (Addinsoft).

2.5.3 Mapa projetivo

Foi utilizado delineamento em blocos completos balanceados, com
apresentacdo monadica das amostras. Foram recrutados 35 consumidores de
produtos lacteos fermentados para levantamento de 5 termos sensoriais
descritores relevantes (ANEXO VIII) capazes de descrever cada uma das seis
amostras de bebidas lacteas. Os assessores foram instruidos a projetar as
amostras num plano apresentado na tela do computador de dimensdes folha A4,
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de acordo com seus critérios individuais, sendo que as amostras dispostas
proximas foram consideradas semelhantes e as distantes apresentavam pouca
similaridade (Pagés, 2005). Os dados com as coordenadas (x,y) de projecao das
amostras e os termos sensoriais para descricdo das mesmas compuseram a

matriz de dados que foram analisados por XLSTAT Trial Version (Addinsoft).

3 Resultados e discusséao
3.1 Perfil livre

Visto que as analises descritivas (Perfil Livre e ADQ) ocorreram em
épocas distintas, uma das amostras utilizadas no estudo foi retirada de venda para
reformulacdo do produto, segundo informacdes da rede de hipermercados onde as
amostras eram adquiridas.

Houve variacdo entre o numero de termos descritores levantados pela
equipe, sendo o minimo de nove termos e o0 maximo de quatorze, que foram
considerados para a analise de GPA (Generalized Procrustes Analysis).

Para analise sensorial, preconiza-se um minimo de 75% de variabilidade
acumulada explicada, sendo que para a analise de Perfil Livre com dois fatores, foi
obtido percentual de explicacao igual 82,96% (Figura 1).
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Figura 1: Variabilidade acumulada para os primeiros fatores (F) analisados por
Analise de Procrustes Generalizada (GPA).
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Os dados foram coletados em trés repeticbes para cada assessor, porém
no grafico de Analise de Componentes Principais foi representada apenas a média
das repeticoes. Como observado na Figura 2, o primeiro fator foi capaz de
explicar 68,15% dos dados e o segundo 14,81%. Apesar, de nao ter ocorrido
treinamento dos assessores para a realizacdo dessa analise descritiva, 0s
assessores ja possuiam experiéncia em testes descritivos e uso de escalas como
ocorre em Andlise Descritiva Quantitativa (ADQ), o que facilitou no levantamento
de termos descritores e na definicdo dos mesmos.

A equipe de assessores conseguiu discriminar bem as amostras, uma vez
qgue os respectivos cddigos ndo se apresentam sobrepostos no grafico.

A andlise de componentes principais ndo é conclusiva, e apesar da
metodologia de Perfil Livre ndo fornecer os coeficientes de Pearson para avaliacao
das correlacbes entre os vetores que representam cada um dos termos
descritores, observa-se que alguns termos sado contraditérios, o que pode ser
devido a auséncia de treinamento da equipe de assessores. Tais pontos
contraditérios sdo a proximidade dos vetores de aroma artificial de morango e
sabor natural de morango e a oposi¢cao dos vetores gosto acido e aroma acido.

Pela disposicdo no plano a amostra comercial 3 teve caracteristicas
sensoriais diferenciadas das demais amostras, dada a proximidade entre as
amostras probidticas em relacao a primeira componente principal, bem como as

amostras comerciais 1 e 2.
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Figura 2: Analise de Procrustes Generalizada para cinco bebidas lacteas avaliadas
por Perfil Livre (82,96%). A saber: 49%: bebida probiédtica com 49% de soro, 65%:
bebida probidtica com 65% de soro, Com.1: bebida comercial 1; Com.2: bebida
comercial 2 e Com.3: bebida comercial 3.

3.2 Analise descritiva quantitativa

As médias dos atributos sensoriais para as seis amostras de bebidas
lacteas avaliadas por 12 assessores treinados estao apresentados na Tabela 1.

A amostra comercial 1 diferiu estatisticamente (p<0,05) das demais
amostras para cor rosea, e as amostras probi6ticas foram as que apresentaram
menor nota média para este atributo, o que ja era esperado devido a utilizacao
apenas de corante natural de morango.

Para viscosidade aparente, a amostra comercial 1 apresentou maior nota
média em relacdo as demais (p<0,05), enquanto que as amostras probidticas a
com maior teor de soro (65%) foi a que apresentou menor média (p<0,05).

Para aroma de iogurte natural as amostras com 49% e a comercial 3 nao

diferiram entre si (p>0,05), mas foram as que apresentaram maior média.
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Tabela 1: Média dos atributos sensoriais para cada amostra de bebida lactea.

ATRIBUTOS 49% 65% Com.1 Com.2 Com.3 Com.4
Aparéncia
Cor résea 0,78 1,13°® 8,05  6,01° 2,14 6,89°
Viscosidade Aparente  2,36° 1,43° 284% 6,88°  4,06° 512°
Aroma
logurte natural 3,76%° 311> 0,92° 3,33 451® 0,83°
Artificial de tutti-frutti ~ 0,70° 0,64° 7,13% 222° 0,83 7,02
Morango 2,82° 290° 1,64° 494* 534 187°°
Sabor
Gosto &cido 3,59° 1,67° 346° 3,78°  493*  347°
Gosto doce 3,76° 5,19%° 580% 4,33°¢d 41194 4 g3abc
Artificial de tutti-frutti 0,95° 1,34° 759% 2,79° 122° 7,08
Morango 3,79° 3,68° 163° 529 6,11*  1,77°
Textura
Viscosidade 3,38° 2,16° 2,04 6,44*® 344>  3,35°

* Médias numa mesma linha seguidas por letras minusculas subscritas iguais nao diferem entre si
pelo teste de Tukey, (n=6). A saber: 49%: bebida probidtica com 49% de soro, 65%: bebida
probiotica com 65% de soro, Com.1: bebida comercial 1; Com.2: bebida comercial 2; Com.3:
bebida comercial 3; e Com.4: bebida comercial 4.

As amostras comerciais 1 e 4 apresentaram maiores médias para aroma
artificial de tutti-frutti e as amostras probibdticas e a comercial 3 apresentaram
menores médias para 0 mesmo atributo.

As amostras comerciais 2 e 3 apresentaram maiores médias para aroma de
morango, mas diferiram das demais (p<0,05).

Em relacao ao gosto acido, a amostra probi6tica com 65% de soro foi a que
apresentou menor média, diferindo das demais (p<0,05); a comercial 3 apresentou
maior valor para gosto acido e também diferiu das demais (p<0,05).

As amostras com 65% de soro e as comerciais 1,2 e 4 nao diferiram entre si

(p>0,05) para gosto doce.
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As bebidas comerciais 1 e 4 foram as que apresentaram maior sabor

artificial de tutti-frutti, enquanto que as bebidas probibticas e a comercial 3 foram

as que tiveram menor média para o0 mesmo atributo.

Para sabor de morango as amostras 2 e 3 tiveram maiores médias, a

comercial 4 menor média, mas as probidticas ndo diferiram entre si (p>0,05).

Com relacdo a viscosidade, a amostra 4 apresentou maior valor (p<0,05),

as amostras com 49% de soro e comerciais 3 e 4 ndo diferiram entre si, e da

mesma forma, as amostras com 65% de soro e comercial 1.

O perfil sensorial das seis amostras de bebidas lacteas pode ser visualizado

na Figura 3.
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Figura 3: Grafico de radar para os dez atributos avaliados durante a Andlise
Descritiva Quantitativa (ADQ) em seis amostras de bebidas lacteas.

Por meio dos dados coletados para cada provador, em relagdo cada

amostra, foi possivel realizar a Analise de Componentes Principais (ACP) e a

variabilidade acumulada em funcao do numero de fatores é apresentado na Figura

4. Nota-se que dois fatores explicam juntos mais de 80% das variagdes entre as

105



amostras de bebidas lacteas. Fato esse que atende ao minimo de 75% de

explicacao preconizada para métodos sensoriais com provadores treinados.
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Figura 4: Variabilidade acumulada de explicacdo dos dados em funcdo do numero
de fatores (F) para a Analise Descritiva Quantitativa.

A Figura 5 permite melhor visualizacdo dos vetores que representam cada
atributo, mesmo que sem representacdo das amostras.

A Componente Principal 1 estd explicada pelos seguintes termos: gosto
doce, aroma de iogurte natural, aroma de morango, sabor de morango, aroma
artificial de tutti-frutti e sabor artificial de tutti-frutti.

A Componente Principal 2 estd explicada pelos termos: viscosidade

aparente, gosto acido, viscosidade e cor rosea.
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Figura 5: Andlise de componentes principais para os dez atributos avaliados com
dois fatores em Analise Descritiva Quantitativa (87,61%).

Os testes sensoriais foram realizados em ftriplicata para cada provador,
porém para a realizagdo da Andlise de Componentes Principais foram utilizados
os valores médios de cada provador para cada atributo. Portanto, a representacao
das amostras (Figura 6) € dada por pontos na cor azul, e ndo por tridngulos, nos
quais cada vertice expressa uma repeticao.

A amostra 1 (Com 1) ficou caracterizada pelo aroma e sabor artificial de
tutti-frutti e pelo gosto doce. A amostra 2 (Com 2) ficou caracterizada pela
viscosidade aparente, gosto acido e viscosidade. A amostra 3 (Com 3) foi melhor
caracterizada pelo aroma de morango e sabor de morango. A amostra 4 (Com 4)
ficou caracterizada pela cor rosea. A amostra probi6tica com 49% de soro ficou
melhor caracterizada pelo aroma de iogurte natural, todavia a respeito da amostra

com 65% de soro nada se pode afirmar.

107



[ ]
Com 2
2,5 -
® Com 4 Viscosidade .
—_ Corrésea | aparente Gosto dcido Com 3
$ Saborarﬂﬂcigl de rV'Sﬁ%'r"?‘]aadge Sabor de L
:Io;_ 0 tutti-frutti. morango_morango
o Com 1 de tutti-frutti :
~ Gosto doce Aroma de iogurte
L natural
® 49Y%
-2,5 + °
5 ® 65%
-9 -4,5 0 4,5 9
F1(59,15%)

Figura 6: Andlise de componentes principais para os dez atributos avaliados em
seis amostras de bebidas lacteas avaliadas por Analise Descritiva Quantitativa
(87,61%). A saber: 49%: bebida probidtica com 49% de soro, 65%: bebida
probidtica com 65% de soro, Com.1: bebida comercial 1; Com.2: bebida comercial
2; Com.3: bebida comercial 3; e Com.4: bebida comercial 4.

3.3 Mapa projetivo

O Mapa Projetivo, apesar de ser um teste afetivo com consumidores, o qual
nao requer treinamento dos assessores que participam da andlise, possibilita a
descricao e caracterizagao das amostras avaliadas.

A técnica de coletas de termos descritores consistiu no levantamento de 5
termos capazes de descrever cada amostra, além das disposicées das amostras
num plano apresentado na tela do computador, no qual o assessor posicionava as
amostras conforme critérios préprios de similaridade e diferencas entre as
amostras.

Por se tratar de uma analise multivariada a matriz de dados é composta

pelos termos levantados pelos assessores, levando-se em consideragcao o numero
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de vezes que cada termo foi citado e as coordenadas (x,y), fornecidas pelo
posicionamento das amostras no plano cartesiano.

Pela analise de componentes principais, observou-se que duas
componentes ja explicam aproximadamente 70% dos dados coletados (Figura 7).
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Figura 7: Percentual de variabilidade acumulado (69,38%) em funcdo dos dois
primeiros fatores (F) avaliados por Mapa Projetivo.

O fator 1 (43,55%) esta explicado pelos termos descritivos de fluidez,
sabor de leite, aroma de morango, gosto acido, aroma estranho, viscosa, cor e
sabor residual. O fator 2 (25,83%) esta explicado por sabor de queijo, gosto
amargo, gosto doce, sabor estranho, sabor artificial de morango, adstringéncia,
arenosidade, aparéncia e sabor natural de morango.

A amostra 1 (Com 1) foi caracterizada pelo gosto doce, sabor estranho e
sabor artificial de morango. A amostra 2 (Com 2) foi caracterizada pelos termos
sabor residual, cor e viscosa. A amostra 3 (Com 3) ficou caracterizada pela fluidez,
aroma de morango e sabor de leite. A amostra 4 (Com 4) caracterizou-se pelos
termos: arenosidade, adstringéncia, sabor residual e sabor artificial de morango. A
amostra probiética com 49% de soro ficou caracterizada pelos termos: gosto
amargo, gosto é&cido e viscosa. A amostra probidtica com 65% de soro
caracterizou-se pelos termos aparéncia, sabor natural de morango e sabor de

leite.
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Figura 8: Andlise Multipla de Fatores (MFA) para seis bebidas lacteas avaliadas
em funcdo dos atributos sensoriais levantados por Mapa Projetivo. A saber: 49%:
bebida probidtica com 49% de soro, 65%: bebida probiética com 65% de soro,
Com.1: bebida comercial 1; Com.2: bebida comercial 2; Com.3: bebida comercial
3; e Com.4: bebida comercial 4.

3.4 Escala do ideal (Just About Right)

As amostras de bebidas lacteas foram avaliadas para os atributos de cor,
docura, acidez e textura, e quanto cada um desses se aproxima do ideal para
cada um dos consumidores.

A amostra comercial 1 (Figura 9) foi avaliada como ideal para os quatro
atributos para pelo menos 52% dos consumidores. A amostra comercial 2 foi
avaliada como ideal para cor e acidez para 50% dos consumidores, para 40% dos
consumidores a docgura do produto esta ideal, e a textura foi avaliada como ideal
por apenas 33% dos avaliadores. Cinquenta e oito por cento dos consumidores
avaliaram a cor e a docura como ideais para a amostra comercial 3, 48% julgaram

como acidez ideal 34% como textura ideal. Para a amostra comercial 4, 28%
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julgaram a cor como ideal, e 46% julgaram a cor como sendo extremamente mais
intensa que a ideal. 43% dos consumidores julgaram a dogura como ideal, 39%
como acidez ideal e 14% como textura ideal, sendo que 46% julgaram a textura
como sendo extremamente menos intensa que a ideal.

A
100%

40% A

20%

Cor Dogura  Acidez  Textura Cor Dogura  Acidez  Textura

Cor Dogura  Acidez  Textura Cor Dogura  Acidez  Textura

Cor Dogura  Acidez  Textura Cor Dogura  Acidez  Textura

H-2 -1 m0 ml m2 H-2 W-1 w0 w1l m2

Figura 9: Niveis da escala do ideal para as amostras de bebidas lacteas: A:
Comercial 1, B: Comercial 2, C: Comercial 3, D: Comercial 4, E: Probiética com
49% de soro e F: Probiética com 65% de soro. Escalas: -2 (extremamente menos
que o ideal), 0 (Ideal), e +2 (extremamente mais que o ideal).
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Para a amostra probiética com 49% de soro, 63% dos consumidores
julgaram que a cor da amostra era extremamente menos intensa que o ideal. 38%
dos consumidores avaliaram a amostra como docura ideal, 37% como acidez ideal
e 61% como textura ideal. Os mesmos 63% dos consumidores julgaram a cor da
amostra probiética como 65% de soro como sendo extremamente menos intensa
que o ideal, 44% julgaram a dogura como ideal e 48% como a acidez ideal e 40%

julgaram a textura como sendo ideal.

3.5 Teste de aceitacao

O teste de aceitacao foi aplicado aos 120 consumidores, recrutados na
Faculdade de Engenharia de Alimentos/UNICAMP. 65% dos consumidores eram
do sexo feminino e 35% do sexo masculino (Figura 15). Do total 21% dos
consumidores tinham idade inferior a 20 anos, 73% estavam na faixa etaria entre
20 e 30 anos, 5% entre 31 e 40 anos e 1% entre 41 e 50 anos (Figura 16). Dos
entrevistados 80% afirmaram ter o habito de consumir alimentos probioticos, os
20% restantes afirmaram nao ter o habito ou desconheciam tal alimento (Figura
17).

Quanto a frequéncia de consumo, apenas 20% dos provadores
consumiam alimentos probiodticos diariamente, o que ainda é muito pouco, visto
que a recomendacgado ideal de ingestdao de probidticos seria diaria. 40% dos
provadores consumiam probidticos pelo menos uma vez por semana, 20% a cada
15 dias e 10% consumiam uma vez por més.

60

40

20

Percentual de consumidores

Feminino Masculino

Figura 10: Distribuicao percentual de 120 consumidores quanto ao género.
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Figura 11: Distribuicdo percentual de 120 consumidores de acordo com a faixa
etaria.
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Figura 12: Distribuicdo percentual de 120 consumidores de acordo com habito em

consumir alimentos probioticos.

Quanto aos fatores que determinam a compra de alimentos probiéticos
(Figura 19), 66% dos consumidores julgaram o sabor como sendo o fator mais
importancia na decisdo de compra. O segundo fator mais importante foi o preco do
produto, seguido pela marca do mesmo. 40% dos consumidores alegaram que o
tipo de embalagem foi o fator menos importante na decisdo de compra, o que
pode ser favoravel para o setor de bebidas lacteas, uma vez que a maioria das
marcas utiliza embalagens tipo “travesseiro” de polietileno de baixa densidade,
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pigmentado com didxido de titanio. Um tipo de embalagem de baixo custo e ainda
capaz de garantir a estabilidade do produto.

As informagdes no rétulo sobre probiéticos também foi um dos fatores com
menor importancia na decisdo de compra de alimentos probiéticos, pois 61% dos
consumidores julgaram como sendo pelo menos o 4° fator na ordem de
importancia.

45,0 -
40,0 -
35,0 -
30,0 -
250 |
20,0 -
15,0 -
10,0 -
50 -
0,0 ‘ . . . .

Diariamente 1x por acada15dias 1xpormés < 1Xxpormés
semana

% de consumidores

Frequencia de consumo

Figura 13: Distribuigdo percentual de 120 consumidores de acordo com frequéncia
de consumo de alimentos probiéticos.

% de consumidores

Ordem de importéancia

Epreco Emarca msabor MEvalor caldérico minformagdes membalagem
Figura 14: Distribuicdo percentual de 120 consumidores de acordo com a ordem

de importancia para a compra de alimentos probidticos, sendo 1= mais importante
e 6=menos importante.
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No teste de aceitacdo as amostras foram avaliadas por 120 consumidores
utilizando escala heddnica de 9 pontos. As amostras comerciais 1 e 3 foram as
que apresentaram maior média (Tabela 2) para a aparéncia do produto, 6,8 e
6,63, respectivamente. E as amostras probidticas apresentaram menor média para
0 mesmo atributo.

Quanto ao aroma as amostras comerciais 2 e 3 tiveram maior média
(p<0,05) que as demais, e as probidticas apresentaram menor média e nao
diferiram entre si (p>0,05).

Para sabor, as amostras probi6ticas e a comercial 4 nao diferiram entre si
(p>0,05) e tiveram médias inferiores que as amostras comerciais 1, 2 e 3.

A textura das amostras comerciais 2 e 3 nao diferiram (p>0,05) da bebida
probidtica com 49% de soro, sendo que a amostra 4 teve menor média que as
demais (p<0,05).

As amostras 1, 2 e 3 tiveram médias préximas a 6,0 (p>0,05) para
impressao global, e as amostras 4 e probiéticas tiveram médias em torno de 5,0
(p>0,05).

Tabela 2: Médias para cada um dos atributos avaliados no teste de aceitacao das
seis amostras de bebidas lacteas por 120 consumidores.

Amostras  Aparéncia Aroma Sabor Textura Impressao Global

49% de soro 4,93¢ 5,26° 5,07° 6,612 5,24°
65% de soro 4.81¢ 4,98° 4,71° 5,85° 5,12°
Comercial 1 6,802 6,53 6,512 5,63° 5,952
Comercial 2 6,04°° 6,682 6,182 6,802 6,432
Comercial 3 6,63 7,032 6,152 6,07°°¢ 6,382
Comercial 4 5,81° 6,15° 4,65° 4,32¢ 4,94°

Médias numa mesma coluna seguidas por letras subscritas iguais ndo apresentam diferenca
significativa (p>0,05) pelo teste Tukey, (n=6).
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Aproximadamente 22% dos consumidores (Figura 15) atribuiram nota 6
(gostei ligeiramente) e 18% atribuiram 7 (gostei modernamente) para a impressao
global das bebidas probidticas. Vinte e sete por cento dos consumidores
atribuiram nota 7 e 21% atribuiram nota 8 para a impressao global da amostra 1.
Para a amostra 2, 23% atribuiram nota 6 e 19% atribuiram nota 7, 26% atribuiram
nota 7 e o mesmo percentual deu nota 8 para a comercial 3. Para a amostra 4,
16% nota 3 (desgostei moderadamente), 19% atribuiram nota 4 (desgostei
ligeiramente), 16% nota 6 € 17% nota 7.

30,0 -
25,0 -
20,0
15,0
10,0

w

o

Frequencia (%)

o
o

49% 65% Com. 1 Com. 2 Com. 3 Com. 4

Amostras
n1 m2 m3 m4 m5 m6 7 8 9

Figura 15: Frequéncias das notas de aceitacdo, na escala estruturada de 9 pontos
(1= desgostei extremamente até 9= gostei extremamente), para as seis amostras
avaliadas. A saber: 49%: bebida probidtica com 49% de soro, 65%: bebida
probidtica com 65% de soro, Com.1: bebida comercial 1; Com.2: bebida comercial
2; Com.3: bebida comercial 3; e Com.4: bebida comercial 4.

Frequentemente, os dados obtidos de escala hedbnica sdo analisados por
analise de variancia, porém duas situacbes errbneas ocorrem devido a essa
abordagem: geralmente os dados heddnicos ndo obedecem a normalidade e
homocedasticidade (O’Mahony 1982, Vie et al. 1991, Bayarri et al., 2011a) e as
respostas de preferéncia dos consumidores vem diferentes critérios, logo os
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valores médios nao refletem a situagcédo real (Costell et al., 2010, Bayarri et al.,
2011b).

Dessa forma os resultados da aceitacdo foram avaliados quanto a
normalidade, sendo observado que nao obedecem a distribuicdo Normal, portanto
foi aplicada a Analise Hierarquica de Grupos (Hierarchical Cluster Analysis - HCA).
Foram utilizados dados centrados na média como pré-processamento, e 0 método
de Ward de aglomeragao, na tentativa de agrupar os consumidores de acordo com
as caracteristicas demograficas (dados nao sensoriais) e suas respectivas
preferéncias de consumo de bebidas lacteas (dados sensoriais). O grupo 1
(Cluster 1) foi composto por 36 consumidores, o grupo 2 (Cluster 2) por 43 e o
grupo 3 (Cluster 3) por 41 consumidores (Figura 16).

O grupo 1 foi composto por 28% dos consumidores do sexo masculino,
17% com idades inferiores a 20 anos, 78% com na faixa etaria entre 20 e 30 anos
e os demais entre 31 e 40 anos. A notas médias de aceitabilidade (Figura 17) foi 7
(gostei moderadamente) para a bebida com 49% de soro, 6 (gostei ligeiramente)
para a bebida com 65% e comerciais 1, 2 e 3. A comercial 4 obteve nesse grupo
nota média igual a 4 (desgostei ligeiramente).

O segundo grupo com 67% dos consumidores eram sexo feminino, 23%
menores de 20 anos de idade, 70% com idade entre 20 e 30 anos, 5% na faixa de
31 a 40 anos e 2% com idades entre 41 e 50 anos. As bebidas probidticas tiveram
notas médias igual a 3 (desgostei moderadamente), as comerciais 2 e 4 obtiveram
nota 4, e as comerciais 1 e 3, obtiveram nota 6.
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Figura 16: Agrupamento dos consumidores (n=120) por Analise Hierarquica de
Grupos (HCA).

O grupo 3 com 61% e 39% dos consumidores dos sexos feminino e
masculino, respectivamente. Dos quais, 22% tinham menos de 20 anos de idade,
73% entre 20 e 30 anos e 5% entre 31 e 40 anos. As bebidas probidticas e a
comercial 4 tiveram nota 6 (gostei ligeiramente), as comerciais 1 e 3 tiveram nota

7 (gostei moderadamente) e a comercial 2 obteve nota média 8 (gostei muito).
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Figura 17: Notas médias de aceitabilidade para as amostras nos trés grupos
obtidos por HCA. Onde, C1: cluster 1, C2: cluster 2 e C3: cluster3. A saber: 49%:
bebida probidtica com 49% de soro, 65%: bebida probiética com 65% de soro,
Com 1: bebida comercial 1; Com 2: bebida comercial 2; Com 3: bebida comercial
3; e Com 4: bebida comercial 4.

Os quadrados minimos parciais (PLS) foram calculados para cada um dos
grupos, na tentativa de se ajustar modelos capazes de explicar os dados obtidos e
prever a aceitabilidade de bebidas lacteas mediante dados de aceitagédo
(impressao global) e termos descritivos obtidos por equipe altamente treinada na
ADQ.

Foram obtidos trés modelos (Tabela 3), nos quais as variaveis
correspondem aos termos descritores (X) e o modelo de predi¢éao (Y) corresponde
a aceitacao dos produtos, todos levando em consideracao a primeira componente.

Para o primeiro grupo de consumidores (n=36), o modelo Y1 ajustou-se a
68,6% dos dados. O modelo para o segundo grupo de consumidores (n=43), o
modelo Y2 explicou 70,8% dos dados e o modelo para o terceiro grupo de
consumidores (n=41), o modelo Y3 explica 78,3% dos dados.

Apesar dos modelos obtidos explicarem percentuais consideraveis dos
dados, é interessante avaliar o quanto cada modelo é capaz de prever a aceitacao
(Y). Para avaliar a predigdo dos modelos os valores de Q? devem ser analisados.
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Os valores de Q? para os trés grupos foram 0,306 para o grupo 1, para o
grupo 2 foi de 0,033 e para o grupo 3 foi de 0,289. Portanto, nenhum dos modelos
obtidos foi capaz de prever bem a aceitacdo das bebidas lacteas mediante a
quantificacdo dos dados obtidos no teste descritivo, apesar dos ajustes (R?) terem
sido satisfatérios.

Tabela 3: Coeficientes dos modelos obtidos por PLS (Partial Least Square) para
ajuste da aceitacdo média em 3 grupos de consumidores (Y1= aceitacdo do
cluster 1, Y2= aceitacdo do cluster 2 e Y3= aceitacdo do cluster 3) na primeira
componente de regressao.

Variavel Aceitacao
Y1 Y2 Y3

Intercepto 5,629 2,179 4,968
Cor résea -0,032 0,072 0,039
Viscosidade aparente -0,004 0,101 0,076
Aroma de iogurte natural 0,105 -0,033 -0,008
Aroma artificial de tutti-frutti -0,048 0,048 0,021
Aroma natural de morango 0,090 0,068 0,064
Gosto acido 0,033 0,257 0,130
Gosto doce -0,125 0,052 0,024
Sabor artificial de tutti-frutti -0,049 0,050 0,022
Sabor natural de morango 0,085 0,026 0,034
Viscosidade 0,044 0,066 0,061
R® 0,686 0,708 0,783
Q? 0,306 0,033 0,289
Desvio Padrao 0,681 0,577 0,287

Os coeficientes padronizados para os atributos sensoriais obtidos por PLS
foram significativos, quando a importancia da variavel de projecao (VIP) foi maior
que 0,8 (Wold et al., 2001).

Dessa forma, para o grupo 1 ndo foram considerados como atributos
importantes na aceitabilidade de bebidas lacteas os atributos de viscosidade
aparente, gosto acido e viscosidade (Figura 18). Os atributos que contribuiram
positivamente na aceitabilidade foram aroma de iogurte natural, aroma natural de
morango e sabor artificial de tutti-frutti Os atributos que contribuiram
negativamente para a aceitabilidade foram cor résea, aroma artificial de tutti-frutti,

gosto doce e sabor natural de morango. Vale ressaltar que o grupo 1,

120



correspondeu a 30% do total de consumidores que participaram da pesquisa. Para
avaliar a eficiéncia de predicdo dos modelos obtidos, devem-se levar em
consideracdo os valores de @?. O valor de Q? para o grupo 1 esta de acordo com
o encontrado por Tenenhaus et al. (2005), apés a separacao dos dados de
aceitacdo por grupos de consumidores. Os autores encontraram o valor 0,266
para avaliacdo de seis amostras de sucos de laranja por grupo de 37

consumidores.
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Figura 18: Quadrados minimos parciais (PLS — Partial Least Square) para o
Cluster 1 (n= 36).

Para o grupo 2, os atributos que nao foram relevantes na aceitabilidade
(Figura 19) das bebidas lacteas foram aroma de iogurte natural, aroma natural de
morango, gosto doce, sabor natural de morango e viscosidade. Para esse grupo
de consumidores, que correspondeu a 35,83% do total de participantes da
pesquisa, ndo houve atributos sensoriais que contribuissem negativamente para a
aceitabilidade das bebidas lacteas. Os atributos cor résea, viscosidade aparente,
aroma artificial de tutti-frutti, gosto acido e sabor artificial de tutti-frutti contribuiram
positivamente na aceitacdo dos produtos. O modelo obtido para o grupo 2 possui
baixo poder de previsio, visto que o valor de @? é muito baixo (0,033), préximo ao
encontrado por Tenenhaus et al. (2005) antes da segmentacdo dos dados de
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aceitacao de seis de laranja por 96 consumidores, que foi de 0,06, indicando que o

modelo obtido é pobre e ndo prevé melhor que o ocaso (Bayarri et al., 2011a).

Para o grupo 3 que correspondeu a 34% dos total de consumidores que

participaram da analise sensorial, os termos descritores aroma de iogurte natural,

aroma artificial de tutti-frutti, gosto doce, sabor artificial de tutti-frutti e sabor natural

de morango nado foram determinantes na aceitabilidade dos produtos avaliados.

Nao houve termos que contribuissem negativamente para a aceitabilidade e os

que contribuiram positivamente foram cor rosea, viscosidade aparente, aroma

natural de morango, gosto acido e viscosidade. O valor de @ do modelo obtido

para o grupo 3 também mostrou significativo (>0,05), e foi préximo ao valor

encontrado para o grupo 1.

1

0,75

05

0,25

t2

o

-0,25

-05

-0,75

-1

Figura 19: Quadrados

artificial de
tutti-frutl

=
Com 3 =] morango

Com4
sabar . Aromade
rtificial de iogurte
L,I‘L'ti-i’rutticmﬂ t

® Gosto doce

9% natural
]

-1 -0,75 -05 -025

Cluster 2 (n= 43).

o
tl

025 05 0,75

minimos parciais (PLS

Coeficientes padronizados

08

06 +

04 L

02 |

0,2 +

04 +

06 1

-0.8

Cor rosea

Viscosidade aparerte

Iry

I—H—l Viscosidade

—_

|Arama de iogurte natural

Aroma artificial detutti-
Gosto acido

frutti
frutti

1]
o
m
i
3
=
™
=
P
o
o
m
wl

Sabor artificial de tutti-

Gosto doce

Aromanatural de morango

Partial Least Square) para o

122



06

Viscosidade
aparente

0,75 Aroma

ural de
rango

04 |
0,5
artificial de

tutti-fruti

Sabor Com4 n'
1A

=
[8]

0,25 G 3
om 3

roma de iogurte natural

o Dantificiakde— } } } } r

tytti-frutti Aroma de
Com1 B
-0,25 [ ] 4 iogurte

Gosto doce l% natural

—_

Coeficientes padronizados
=]
" (=]

Corrésea
Gosto acido

frutti
frutti

Viscosidade

04 +

abor natural de marango

Viscosidade aparente
Aromaartificial de tutti-
Sabor artificial de tutti-

Gosto doce

Aromanatural de morango

0,6

Figura 20: Quadrados minimos parciais (PLS — Partial Least Square) para o
Cluster 3 (n=41).

4 Conclusoes

A aceitacdo das bebidas lacteas probidticas pode ser melhorada por meio
da utilizacdo de aditivos capazes de conferir maior intensidade de cor e sabor de
morango as formulagées, uma vez que as notas para os demais atributos foram
satisfatorias. O Mapa Projetivo demonstrou ser uma metodologia confiavel para
avaliar bebidas lacteas fermentadas, funcionais ou ndo, com explicacdo de
aproximadamente 70% dos dados. O Perfil Livre apresentou resultados muito
interessantes em relacao a ADQ, método descritivo convencional, pois apresentou
explicacao de 82% dos dados, com reducao do tempo de analise. Entretanto, os
assessores utilizaram maior numero de termos descritores para avaliar menos
amostras. Apesar dos resultados das analises descritivas serem muito préximos,
como a ADQ demandou mais tempo do analista para sua realizacao, alteragcdes
ocorreram durante do armazenamento das amostras com a pds-acidificacao,
causando mudancas nas amostras e padrées que podem ter elevado o nivel de
dificuldade da analise, mesmo para assessores altamente treinados. A realizacao
de processamentos de bebidas lacteas probidticas ou a aquisicdo de novas
amostras comerciais poderiam vir a tornar a analise inviavel. Porém, como o Perfil
Livre foi realizado em menor tempo, e os resultados foram muito semelhantes ao

obtidos na ADQ, pode-se considerar que ambas as metodologias sao
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interessantes para descrever quantitativamente as amostras bebidas lacteas
fermentadas. Melhorias nas formulagdes das bebidas probiéticas podem favorecer
positivamente a aceitacdo, viabilizando o lancamento de um novo produto, visto
que a formulacdo com 49% de soro de queijo apresentou boa aceitabilidade pelos

consumidores.
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CONCLUSOES GERAIS

As bebidas lacteas probioticas foram produzidas utilizando soro doce fluido,
0 que certamente reduziu os custos de producao, possibilitando o aproveitamento
imediato do subproduto da industria de queijos. Os modelos matematicos como
Aceitacdo Global Média e Survival Analysis demonstraram ser eficientes na
selecdo da concentracdo de ingredientes de formulacdo com boa aceitacdo
sensorial.

Os niveis de soro de queijo avaliados nao influenciaram nas contagens de
micro-organismos dos fermentos laticos e probidticos. Portanto, mesmo com a
selecdo de duas formulacdes com 49 e 65% de soro de queijo pelos modelos
matematicos, a presenca de soro nao influenciou na contagem de Lactobacillus
acidophilus. Compostos volateis como o acido acético, que poderiam provocar a
rejeicdo do produto pelo consumidor também néo se alterou em funcao do teor de
Soro.

Quanto a estabilidade, as bebidas lacteas probidticas com 49 e 65%
mantiveram as contagens de Lactobacillus acidophilus superiores a 10" UFC/mL
durante os 35 dias de armazenamento. Apesar das bebidas funcionais
apresentaram maior protedlise durante o armazenamento, a viscosidade das
mesmas foram intermediarias aos produtos comerciais com o0s quais foram
comparadas. As bebidas lacteas funcionais apresentaram elevado valor
nutricional, com proteinas de elevado valor biol6gico e de capacidade prebibtica
abordada em estudos crescentes.

Os métodos utilizados para avaliacdo sensorial das bebidas lacteas
apresentaram resultados interessantes, sendo que os testes descritivos de Perfil
Livre e Analise Descritiva Quantitativa apresentaram semelhanca, apesar dos
termos descritivos utilizados pelos assessores apresentarem diferencas e a
auséncia de treinamento na realizacao do Perfil Livre, com reducao do tempo de
analise. A realizacao de Mapa Projetivo para avaliacao de bebidas lacteas foi
pioneira, uma vez que na literatura s6 existem trabalhos com testes de aceitacao

utilizando escala hedbénica. No Mapa Projetivo, as amostras funcionais
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apresentaram semelhanca entre si e as quatro amostras comerciais foram
agrupadas duas a duas. No teste de aceitagdo, com a segmentacao dos
consumidores em grupos, contatou-se que as bebidas lacteas funcionais nao
tiveram boa aceitacdo em um dos trés grupos de consumidores. A aceitacao da
bebida lactea com 49% foi superior a bebida com 65% de soro, o que pode ter
ocorrido devido a adstringéncia do soro de queijo.

Para estudos futuros os autores sugerem que a concentracado de preparado
de fruta sabor morango seja aumentada, uma vez que a cor do produto e o sabor
de morango das amostras funcionais receberam avaliagdes inferiores que as
demais amostras, muito evidente pela Escala do Ideal.

Melhorias na linha de processamento devem ser realizadas de maneira a
incorporar o0 minimo de oxigénio ao produto, pois as contagens de Bifidobacterium
animalis estiveram inferiores ao desejavel. Sendo assim, a bebida lactea com 49%
de soro de queijo, apresentou elevado potencial em carrear micro-organismos
benéficos a salude, que mediante realizagdo dos ajustes propostos no presente
trabalho podera se tornar um produto com propriedades funcionais a serem
avaliadas e de grande valor comercial.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PESQUISA COM
SERES HUMANOS
PROJETO DE DOUTORADO:
Producao e avaliacao de bebidas lacteas probioticas com diversos niveis de soro

de queijo

RESPONSAVEL PELA PESQUISA: Wellington de Freitas Castro

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: A utilizacdo de soro para formulagéo de bebidas lacteas
diminui os gastos com tratamento de efluentes, por isso vem ganhando espago no
mercado brasileiro. E apesar de muitas vezes estarem associadas a alimentacdo de baixa
renda, novos produtos como os probiéticos estdo sendo lancados. Ferramentas sensoriais
como: teste de aceitagcdo e metodologias descritivas serdo utilizadas no presente trabalho
com o objetivo de avaliar os produtos funcionais desenvolvidos e 0s comerciais
convencionais ja existes no mercado.

PROCEDIMENTO: As bebidas probitticas destinadas ao teste de aceitagdo sensorial,
aplicado a 120 consumidores. 30 mL de cada amostra serdo servidos em copinhos
plasticos, codificados com numeros de trés digitos, e avaliados pelo provador com relagao
a aparéncia, aroma, sabor e textura e impressao global. O provador devera experimentar
as amostras e responder ao questionario que sera entregue juntamente com a amostra. O
provador tera, durante a execucgao do projeto, toda a liberdade para questionamento de
qualquer davida e esclarecimento sobre a pesquisa a ser realizada, bem como podera
deixar de participar a qualquer tempo, sem prejuizos ao mesmo. A equipe deixa claro ao
provador que nao ha risco previsivel com a sua participacdo na pesquisa, a menos que 0
provador tenha alergia aos derivados do leite, devendo o mesmo informar previamente a
equipe responsavel pela pesquisa. Além disso, a equipe assegura que os dados de
identidade fornecidos sé@o confidenciais e sigilosos.

Membros da Equipe:

WELLINGTON DE FREITAS CASTRO FONE: (19) 9128-3482

JOSE DE ASSIS FONSECA FARIA FONE: (19) 3521-4016

Comité de Etica em Pesquisa em caso de reclamacées:

Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126 - Caixa Postal 6111 13083-887 Campinas — SP
Fone (19) 3521-8936 Fax (19) 3521-7187

e-mail: cep@fcm.unicamp.br

Assinatura do responsavel pela pesquisa: Data A

Assinatura do provador:
RG:
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ANEXO Il

Questionario de recrutamento de provadores
1.Nome:

2.ldade:

3. Sexo: 0 feminino 0 masculino

4. Vocé costuma consumir alimentos lacteos probioticos?
O sim, quais? O néo
O iogurte
O queijo
O leite fermentado
O outro. Qual?

5. Com que frequéncia vocé costuma consumir produto lacteo probiotico?

O todos os dias

[0 uma vez por semana

[0 a cada quinze dias

0 uma vez por més

0 menos de vez por més
6. Quais os fatores que determinam sua escolha na hora de comprar alimentos
probiéticos? Enumere as opcoes em ordem de importancia, sendo 1 o fator mais
importante.

O prego

O marca

O sabor

O valor calérico

O outro. Qual?

7. Vocé é alérgico a algum tipo de alimento?

O sim O nédo
8. Se vocé respondeu sim a pergunta anterior, qual (is)?
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ANEXO lll

FICHA PARA APLICACAO DE TESTES TRIANGULARES PARA PRE-SELECAO
DE PROVADORES

FICHA DE APLICAGCAO

Nome: Data:

Por favor, prove as amostras de iogurte de morango da esquerda para direita.
Duas amostras sao iguais e uma é diferente. Identifique com um circulo a amostra

diferente.

Comentarios:
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ANEXO IV

Ficha para Método de Rede (The Kelly Repertory Grid Method)

Nome: Data:

Por favor, observe, aspire e prove as duas amostras, e indique as similaridades e

diferencas entre elas em relagdo a aparéncia, ao aroma, ao sabor e a textura.

Amostras: e

SIMILARIDADES DIFERENCAS

Em relacao a aparéncia

Em relacao ao aroma

Em relacao ao sabor

Em relacao a textura
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ANEXO V

PADROES UTILIZADOS NA ANALISE DESCRITIVA QUANTITATIVA

APARENCIA
Cor rosea: cor caracteristica de produto de morango
Fraco: 0,009¢g de anilina rosa + 75 mL de leite UHT integral Lider
Forte: 0,099 de anilina vermelha + 50mL de leite UHT integral Lider
Viscosidade aparente: viscosidade observada no produto durante agitacdo da
taca
Pouca: 25mL de leite UHT integral Lider + 25 mL de agua destilada
Muita: 259 de iogurte natural integral Nestlé + 8 mL de agua destilada

AROMA
Aroma de iogurte natural: aroma caracteristico da fermentacdo do leite com
producéo de acido latico
Nenhum: agua destilada
Muito: 25 g de iogurte natural integral Dia
Aroma artificial de tutti-frutti: aroma artificial presente no produto, porém nao
caracteristico de morango, semelhante a tutti-frutti ou frutas vermelhas.
Nenhum: agua destilada
Muito: 259 de bebida lactea Nestlé sabor frutas vermelhas
Aroma de morango: aroma de morango seja natural ou artificial
Nenhum: agua destilada
Muito: 5g de preparado de fruta sabor morango da Industrial Duas Rodas + 50 mL
de agua destilada
SABOR
Gosto acido: gosto caracteristico da fermentacao do leite, proprio do acido latico
Fraco: 10g de iogurte natural integral Nestlé + 40 mL de agua destilada
Forte: 30g de iogurte natural integral Nestlé

Gosto doce: gosto que indica a presenca de aclcar (sacarose) ou frutose
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Fraco: 10g de iogurte natural integral Nestlé + 2g de sacarose P.A.

Forte: 30g de iogurte natural integral Nestlé + 6g de sacarose P.A.

Sabor artificial de tutti-frutti: sabor artificial presente no produto, porém nao
caracteristico de morango, podendo ser de tutti-frutti ou frutas vermelhas

Fraco: 5g de bebida lactea integral Nestlé de frutas vermelhas + 50mL de agua
destilada

Forte: 30g de bebida lactea integral Nestlé de frutas vermelhas

Sabor de morango: sabor caracteristico de morango, podendo ser natural ou
artificial

Fraco: 5g de iogurte integral Nestlé com calda de morango e pedacos (2 camadas)
+ 50mL de agua destilada

Forte: 50g de iogurte integral Nestlé com calda de morango e pedagos (2

camadas)

TEXTURA
Viscosidade: sensacao tatil-oral sentida quando o produto € ingerido
Pouca: 25mL de leite UHT integral Lider + 25mL de dgua destilada
Muita: 25 g de iogurte natural integral Nestlé + 8 mL de 4gua destilada
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ANEXO VI

FICHA PARA AVALIACAO DOS TERMOS DESCRITORES SELECIONADOS
PELA EQUIPE SENSORIAL

NOME:

DATA:

AMOSTRA:

Repeticao:

A

1

2

3

A

Por favor, para cada amostra de bebida lactea avalie os atributos listados abaixo

utilizando a escala correspondente:

APARENCIA |
Cor Résea | I
Fraco Forte
Viscosidade Aparente ! I
Pouca Muita
AROMA
Aroma de iogurte natural ! I
Fraco Forte
Aroma artificial de tutti-frutti ! I
Fraco Forte
| |
Aroma de morango ! !
Fraco Forte
SABOR
Gosto acido l I
Fraco Forte
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Gosto doce |

Fraco
|
Sabor artificial de tutti-frutti |
Fraco
Sabor de morango !
Fraco
Textura
o |
Viscosidade
Pouca

Muita
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ANEXO VI

FICHA PARA APLICACAO DO TESTE DE ACEITAGAO DAS AMOSTRAS DE
BEBIDAS LACTEAS

Nome:

Ficha de Avaliacdao Sensorial

Data:

1) Utilizando a escala abaixo, indique o0 quanto vocé gostou ou desgostou de

cada amostra.

9 - Gostei extremamente (Adorei)

8 - Gostei muito

7 - Gostei moderadamente

6 - Gostei ligeiramente

5 - Nem gostei/Nem desgostei

4 - Desgostei ligeiramente

3 - Desgostei moderadamente

2 - Desgostei muito

1 - Desgostei extremamente (Detestei)

Amostra

Aparéncia

Cor

Aroma

Textura

Impressao Global
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2) Suponha que vocé esteja no supermercado e se depare com esse produto.

Vocé compraria este produto?

Amostra

Comentarios:

ESCALA DO IDEAL (Just About Right)
3) Para os atributos de cor, textura, gosto doce e gosto acido, utilize as

respectivas escalas.

3.1 Cor

Observe a amostra, e utilizando a escala, indique o quao ideal se encontra a
INTENSIDADE DA COR de cada amostra.

Amostra

Nota

()

2 — extremamente mais ESCURA que o
ideal

0 - cor IDEAL

-2 — extremamente mais CLARA que o
ideal
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3.2 Textura
Prove a amostra e utilizando a escala, indique o quao ideal se encontra a
TEXTURA de cada amostra.

Amostra Nota

() 2 — extremamente mais ESPESSA que o ideal
0 - textura IDEAL
-2 — extremamente mais FLUIDA que o ideal

3.3 Gosto doce
Utilizando a escala, indique o quao ideal se encontra a DOCURA de cada

amostra.

Amostra Nota

() 2 — extremamente mais DOCE que o ideal
0 — docura IDEAL
-2 — extremamente menos DOCE que o ideal
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3.4 Gosto acido

Utilizando a escala, indique o quao ideal se encontra a ACIDEZ de cada amostra.

Amostra

Nota

()

2 — extremamente mais ACIDA que o ideal
0 — ACIDEZ ideal
-2 — extremamente menos ACIDA que o ideal
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ANEXO VI

Ficha para levantamento de termos descritores — Mapa Projetivo

NOME: DATA:

Vocé esta recebendo seis amostras de bebida lactea sabor morango. Prove a
amostra e escreva no maximo cinco palavras que vocé considera adequadas para
descrevé-la. Em seguida, projete as amostras na folha (apresentada na tela do
computador) de acordo com as semelhancas e diferencas entre elas, utilizando
seu proprio critério. Nao ha certo ou errado. Para efeito de esclarecimento,
amostras que sao percebidas como semelhantes devem ser posicionadas
préximas, e amostras que sao percebidas como diferentes sdo posicionadas
distantes.

Amostras Palavras utilizadas para descricao
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