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RESUMO

O leite e seus derivados sdo as principais fontes de célcio na alimentacao brasileira, e seu
consumo tende a aumentar de acordo com o poder aquisitivo e grau de escolaridade da
populagdo. A fermentacdo do soro de leite implica na utilizagdo de um coproduto de extenso
valor nutricional, residuo da industria queijeira e que até entdo era tido como poluente de
solos e corpos d’agua; o consumo de cepas probioticas proporciona modulagao da microbiota
intestinal e prote¢do contra bactérias patogénicas no trato gastrointestinal; a inulina, fibra
prebiotica, auxilia na colonizagdo intestinal por microrganismos probiodticos e fortifica a
microbiota ja presente. O objetivo do presente trabalho foi reunir os elementos supracitados
na elaboragdo de produto que aproveite o principal coproduto da industria queijeira e tenha
ampla aceitacdo sensorial. O sabor da bebida foi baseado em produtos ja consumidos e aceitos
pelos brasileiros, no caso o leite de coco e o doce de leite. Trés formulagdes, variando na
proporg¢ao soro de leite e leite (1:1, 3:1 e 1:3) na base lactea, foram avaliadas por andlise
sensorial de aceitagdo com escala hedonica de nove pontos, contemplando os atributos cor,
textura, aroma, sabor e aparéncia global, além da inten¢do de compra e teste de idealidade
para acidez. Os dados foram tratados com analise de variancia (ANOVA) e teste de médias
(Tukey) (p<0,05). Foram realizadas analises fisico-quimicas de viscosidade, cinzas, umidade,
pH e acidez titulavel. A analise microbiologica foi realizada pela contagem de bactérias acido-
lacticas viaveis (considerando Unidades Formadoras de Colonia - UFC) nos dias 0, 7, 14 e 21
do produto, como previsto na legislagdo para alegar atividade probiodtica. Além de contagem
de coliformes a 45 °C e pesquisa de Salmonella. As médias de cada atributo da andlise
sensorial ndo apresentaram diferengas significativas entre si, indicando que € possivel utilizar
mais soro de leite na formulagdo e ainda assim ter um produto com boa aceita¢do sensorial,
reduzindo os custos de produgdo. A quantidade minima viavel de bactérias acido lacticas
probidticas manteve-se durante os 21 dias de avaliacdo. Os resultados fisico-quimicos estdo

de acordo com trabalhos prévios e dentro do padrao para bebidas lacteas fermentadas.

Palavras-chave: Fermentacao. Leite. Soro de Leite.



ABSTRACT

Milk and dairy products are the main source of Calcium among Brazilian foods, and its
consumption tends to rise with the population’s increasing basic income and level of
education. The fermentation of liquid whey implies reusing a byproduct with great nutritional
values, residue from cheese production and until then considered as extremely soil and water
bodies pollutant; the consumption of probiotic microorganisms provides modulation of gut
microbiota and protection against pathogenic bacteria in the gastrointestinal tract; inulin, a
prebiotic fiber, helps the probiotic microorganisms with the colonization of human intestine
and fortifies the already present microbiota. The goal of the present work is to gather all these
previously cited elements in a product reusing the main byproduct from the dairy industry and
having wide sensory acceptance. The beverage flavor was based on products which present
good acceptance among brazilians, like coconut milk and milk caramel in this case. Three
formulations, which vary in whey/milk ratio (1:1, 3:1 and 1:3), were submitted to a sensory
evaluation with a 9-point hedonic scale comprehending color, texture, aroma, flavor and
overall appearance as criteria, together with the buying intention poll and ideality test for
acidity. The data was analyzed with ANOVA and Tukey’s Test (p<0.05). Physical-chemical
analyses were done for viscosity, ashes, humidity, pH and acidity. Microbiological analyses
were done by counting viable lactic-acid bacteria (considering Colony-Forming Units - CFU),
on the days 0, 7, 14 and 21 starting from the day the product was made, as required by the
Brazilian law for probiotic claiming, besides tests for thermotolerant coliforms and
Salmonella presence. The averages for each attribute in sensory evaluation did not present
significant difference between each other, indicating that it is possible to use more whey in
the formulation and still have a product with good sensory acceptance, reducing production
costs. The minimum viable amount of probiotic lactic-acid bacteria was kept during all the 21
days of evaluation. The results from physical-chemical analyses matched with previous works

and with the standards for fermented dairy beverages.

Keywords: Fermentation. Milk. Whey.
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1. INTRODUCAO

1.1 Leite - qualidades nutricionais e consumo no Brasil

O leite e seus derivados sdo alimentos de grande valor nutricional e as principais
fontes de célcio na alimentagdo, nutriente fundamental para a manutengdo e formacdo da
massa 0ssea, além de serem fontes de proteinas e vitaminas, como a riboflavina (vitamina B2)
(MUNIZ; MADRUGA; ARAUJO, 2013). O leite também possui naturalmente
imunoglobulinas, fatores de crescimento, enzimas, peptideos, hormoénios, poliaminas e
citocininas (PEREIRA, 2014). O principal carboidrato no leite ¢ a lactose, dissacarideo de
glicose e galactose, e seus efeitos fisioldgicos sdo diversos, como o aumento da absor¢do de
calcio, fosforo e magnésio pelo intestino e na utilizagdo da vitamina D pelo organismo
(HUNT; JOHNSON; ROUGHEAD, 2009).

Os lipideos no leite sdo responsaveis por carregar proteinas lipossoluveis, e sua fracao
lipidica ¢ composta por 98% de triacilglicerdis (FAO, 2013). O leite de vaca possui
naturalmente acido linoléico conjugado (CLA), que ¢ oriundo de processos metabolicos do
intestino de ruminantes, € que vem se mostrando ligado a melhoria da condigdo
cardiovascular e do sistema imunoldgico (BENJAMIN E SPENER, 2009).

As proteinas exclusivas do leite (que ndo permanecem no soro do leite apds a
separagao) sao as caseinas, e a principal fun¢do das mesmas ¢ o transporte de minerais (célcio,
fosforo, ferro, cobre e zinco) no sangue (BOYE; WIJESINHA-BETTONI; BURLINGAME,
2012). As proteinas do leite se apresentam diferentes tanto por sua alta velocidade de
absor¢do e por sua composicao de aminoacidos (PEREIRA, 2014). Elas possuem alto valor
bioldgico, grande quantidade de aminodcidos essenciais para a devida nutricdo humana, boa
digestibilidade e boa biodisponibilidade (FAO, 2013). Na hidrolise enzimatica que ocorre
durante a digestdo das proteinas lacteas, sao gerados peptideos que apresentam propriedades
bioativas, associados a atividades antifungicas, antibacterianas, antivirais, antioxidantes,
imunomodulatérias e opidides, além de auxiliarem na absor¢do de nutrientes pelo organismo
(MILLS et al., 2011; SOUSA et al., 2012).

Os resultados da edicdo 2008-2009 da Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF)
realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) relaciona o aumento do
consumo do leite e derivados com o aumento da renda familiar e com o grau de escolaridade
da populagdo, tendo o leite participagdo em aproximadamente 5,8% das calorias didrias

ingeridas pelo brasileiro, sendo que, na regido Nordeste esse nimero ¢ de 4,6%. O Ceard € o
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estado com maior participagdo do leite na alimentacdo diaria, quando comparado com os
outros estados da regido Nordeste, sendo esta participagdo de 4,6%. O leite pasteurizado foi o
produto com maior aquisi¢ao per capita de acordo com a POF 2008-2009, principalmente nas
areas urbanas, enquanto o leite de vaca fresco apresenta grande consumo nas areas rurais: a
média de consumo per capita desse produto no Brasil ¢ de aproximadamente 9kg, ja a média
de consumo nas areas rurais ¢ de aproximadamente 30kg dentro do periodo estabelecido

(2008-2009) (IBGE, 2010).

1.2 Soro de Leite

O soro de leite ¢ entendido como o liquido residual obtido a partir da coagulagdo do
leite destinado a fabricag¢do de queijos ou caseina (BRASIL, 2005). Estima-se que a produgdo
mundial de soro de leite por ano seja de aproximadamente 190 x 10° toneladas (BALDASSO
et al., 2011). Sendo um coproduto de grande importancia alimentar, uma vez que ¢ de facil
digestibilidade e hipoalergénico (TRANJAN, 2009), o soro de leite constitui de 85% a 90%
do volume do leite usado para fabricacdo de queijo, retendo 55% dos nutrientes do leite. O
soro liquido ¢ composto por lactose (5%), agua (93%), proteinas (0.85%), minerais (0.53%) e
uma quantidade minima de gordura (0,36%).

As proteinas do soro (dentre elas: beta-lactoglobulina, alfa-lactalbumina e lactoferrina)
sio a fonte das propriedades funcionais benéficas do soro (KROLCZYK et al., 2016),
apresentando alto valor bioldgico, e sendo superior as proteinas do ovo, soja e até a caseina do
leite (SMITHERS, 2008), principalmente por conta da alta quantidade de aminoacidos
essenciais de cadeia ramificada (i.e. leucina, valina e isoleucina) que estimulam rotas
metabolicas especificas associadas a produgdo de proteina muscular e desempenham um papel
importante nas respostas hormonais a alimentacdo, como secre¢do de insulina (PESCUMA,
2010). Em sequéncias proteicas de beta-lactoglobulina, foram encontrados peptideos como a
beta-lactotensina, que exibe atividade hipocolesterolémica e anti-estresse, e a beta-lactorfina,
que influencia os musculos macios. J& na sequéncia da alfa-lactalbumina, foram encontrados
peptideos como a alfa-lactorfina, que mostra efeitos semelhantes a morfina, principalmente na
diminuicdo da pressdo sanguinea (CHATTERTON et al., 2006). Por fim, a lactoferrina tem
um amplo espectro de propriedades confirmadas por pesquisas cientificas, como antivirais,
antibacterianas, antitumorais, antiinflamatorias e antifingicas (KROLCZYK etal., 2016).

Mesmo tendo alto valor nutricional, o soro de leite ¢ considerado um coproduto

extremamente poluente da induastria de laticinios, principalmente por sua alta Demanda
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Quimica de Oxigénio (DQO) na ordem de 60,000 a 80,000 ppm e por ser rico em matéria
organica, também elevando sua Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), tornando seu
descarte um problema ambiental (MAGALHAES, 2010) além de oneroso. O despejo de soro
em corpos d’agua ¢ estritamente proibido em varios paises sob legislacdes ambientais rigidas,
uma vez que pode ter efeito deletério em ecossistemas aquaticos (RYAN e WALSH, 2016).
Quanto ao despejo em terra, o soro do leite pode levar a formacdo de sais no solo que o
danificam e afetam o crescimento de formas de vida vegetais (KOSIKOWSKI, 1979) e
comprometer seu potencial redox, fazendo com que metais como ferro e manganés sejam
solubilizados e acabem contaminando reservatorios aquaticos (GHALY; RUSHTON;
MAHMOUD, 2007).

O soro do leite ¢ uma excelente fonte de proteinas funcionais e peptideos, além de
vitaminas, minerais, lipidios e lactose, que podem ser explorados pela industria agro-
alimentar, da biotecnologia, médica e demais areas afins dispostas a agregar valor a esse
produto (SMITHERS, 2008). Uma vez que ele oferece a lactose como uma o6tima fonte de
carbono a microrganismos, o soro de leite pode ser utilizado em diversos processos
biotecnoldgicos, como na produgdo de bioetanol, vinagre e antibidticos. A lactose também
pode ser utilizada na fabricagdao de galactooligosacarideos (GOS), considerados prebidticos
(RYAN e WALSH, 2016). As proteinas do soro fornecem uma forma excelente de fortificar
alimentos aumentando a qualidade nutricional de queijos, sobremesas lacteas, produtos de

confeitaria etc (PESCUMA, 2008).

1.3 Fermentacao de alimentos

A fermentacdo foi definida por Louis Pasteur como “la vie sans I’air” (a vida sem ar).
Ela ¢ caracterizada como uma rota metabdlica alternativa que consome compostos organicos
(i.e. carboidratos) e produz energia sem a presenga de um agente oxidante exodgeno (i.e.
oxigénio) (BOURDICHON et al.,, 2012). De acordo com Tobin e Duschek (2005), ¢
considerada a rota metabodlica mais antiga, pois ¢ a mais adequada a uma atmosfera pobre em
oxigeénio, quando comparada com a respiragdo aerobia e fotossintese de vegetais. Nesse
processo, 0 NADPH reage com um aceptor de elétrons organico e exdgeno - geralmente, o
piruvato gerado durante a glicolise - com a reacdo produzindo NAD+ e um metabdlito
organico caracteristico do processo ¢ do microrganismo utilizado. Na presenca de oxigénio,
NADPH e piruvato sdo utilizados para a produgdo de ATP na respiracdo aerdbica

(fosforilacao oxidativa), e nesse caso a rota fermentativa raramente ¢ utilizada. No entanto,
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algumas cepas geneticamente modificadas de Saccharomyces cerevisiae preferem seguir por
essa rota mesmo na presenga de oxigénio (PISKUR e COMPAGNO, 2014). A Figura 1

esquematiza a utilizagdo de uma molécula de glicose dentro da via fermentativa lactica.

Figura 1 - Fluxograma da rota metaboélica de fermentagdo lactea, incluindo a glicdlise para producdo de piruvato

e sua posterior utilizacdo para regeneracdo do NAD+ e consequente produggo de lactato (acido lactico)

Lacic Acid Fermentation

2ADP+2P 2ATP

Glj.ﬂ;ﬂl},"s-is

™,

2 NAD" 2 NADH

L} -

2 Lactate) <fm ~
- Regenerates NAD

Fonte: https://www.shmoop.com/cell-respiration/fermentation-anaerobic-respiration.html

Alimentos fermentados sdo usualmente definidos por comidas e bebidas
desenvolvidas a partir de processos microbianos controlados e conversdes enzimaticas de
compostos no alimento, e sdo categorizados de acordo com os metabdlitos gerados pelos
microrganismos durante o processo: alcool e didoxido de carbono (fermentacao alcoolica por
leveduras), acido acético (fermentagdo acética por bactérias do género Acetobacter), acido
lactico (fermenta¢do lactica por bactérias acido lacticas (LAB), como Lactobacillus e
Leuconostoc) etc (MARCO et al., 2017). Esse processo comegou a ser manipulado pela
humanidade no periodo neolitico (6.000 anos a.C.) para a conservagao de alimentos pereciveis
(NAIR e PRAJAPATI, 2003), com o intuito primario de preservagdo: compostos produzidos
por microrganismos durante o processo, como acidos organicos (acido latico, &acido
propionico, acido acético etc, que atuam diminuindo o pH do produto), bacteriocinas e etanol,
sdo inibitorios do desenvolvimento de patdgenos, muitas vezes usados em combina¢ao com a
redugdo da atividade da agua (por ressecamento ou uso de sais) (GAGGIA et al., 2011;

ROSS; MORGAN; HILL, 2002). Sob essa perspectiva, vemos a criagdo de produtos como a



18

cerveja, queijo, pao e vegetais fermentados, como o kimchi coreano e o sauerkraut alemao.
As fermentagdes praticadas na antiguidade eram baseadas em microrganismos enddgenos
desconhecidos que carregavam o processo fermentativo, o que levava a pouca uniformidade
dos produtos e ineficiéncia do processo. Nesse contexto, para se ter mais controle do
processo, foram desenvolvidas culturas iniciais, ou simplesmente o uso continuo de materiais
de fermenta¢des bem sucedidas. Essa técnica foi evoluida o suficiente para o que hoje
entendemos como starter cultures em bioprocessos (IVEY; MASSEL; PHISTER, 2012).

Atualmente, a fermentacdo de alimentos ndo ¢ desejada apenas por seu potencial
preservativo, mas também pelo aumento da qualidade nutricional de alimentos (BOEKEL et
al., 2010; POUTANEN; FANDER; KATINA, 2009) e as novas propriedades organolépticas e
reoldgicas adquiridas durante o processo (MARILLEY et al., 2004; SMIT; SMIT; ENGELS,
2005), através de acidificacdo, alcoolizagdo, protedlise ou conversdo de aminoacidos
(HUNGERHOLTZ, 2013; LEROY e VUYST, 2004). Durante a fermentagdo, a atividade
enzimatica da matéria-prima e a atividade metabolica dos microrganismos podem modificar
as propriedades nutricionais e bioativas do alimento de uma maneira que traga consequéncias
benéficas a saude humana. Um exemplo claro disso ¢ que queijos sdo mais facilmente
digeridos por pessoas intolerantes a lactose, uma vez que durante a precipita¢do da caseina na
fabricagdo de queijos, parte da lactose originaria do leite fica retida no soro do leite
(SAVAIANO, 2014).

Além dessas novas propriedades, estd sendo cada vez mais compreendido que os
efeitos benéficos dos alimentos fermentados estdo muito pouco relacionados com a matéria
prima em si e extremamente conectados com os resultados da fermentacdo e a carga
microbiana presente, provendo propriedades adicionais que vao além da nutrigdo bésica
(MARCO et al., 2017). Estudos clinicos em humanos apontam efeitos benéficos relacionados
com a ingestdo de comidas fermentadas, como controle de peso (MOZAFFARIAN et al.,
2011) e redugdo do risco de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares e diabetes tipo 2
(CHEN et al.,, 2014). A intera¢do intestino-cérebro tem sido um campo cada vez mais
estudado, havendo indicagdes de que o consumo de alimentos fermentados pode alterar o
humor ¢ a atividade cerebral (TILLISCH et al., 2013; HILIMIRE; DEVYLDER;
FORESTELL, 2015).

Por fim, os compostos produzidos em determinados tipos de fermentagcdes mostram
efeitos moduladores benéficos da saude humana. O &cido lactico, por exemplo, produzido por
LABs durante a fermentagdo lactica, ¢ um metabdlito que pode chegar em até 1% em

determinadas bateladas. Em estudo realizado por Iraporda e colaboradores (2015), o acido
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lactico (lactato) mostrou reducgdo da secrecdo de citocininas pro-inflamatorias, além de alterar
o potencial redox através da redugdo de espécies reativas de oxigé€nio presas em enterocitos

intestinais (KAHLERT et al., 2016).

1.4 Produtos Simbioéticos

Produtos simbidticos sdo definidos como uma sele¢ao de probidticos e prebioticos que
jé& tem efeitos benéficos comprovados, como aumentar a viabilidade de ativacdo de fungdes
metabolicas em bactérias benéficas a saude humana - especialmente do género lactobacilli e
bifidobactéria - em todo o trato intestinal (PANDEY; NAIK; VAKIL, 2015). Um produto
simbiotico afeta beneficamente a saide de quem o consome através do aumento da
sobrevivéncia e da implementagdo de microrganismos benéficos - oriundos de fontes dietarias
- no trato gastrointestinal. Isso ¢ possivel através de estimulos seletivos no desenvolvimento e
na atividade metabolica de um numero restrito de bactérias promotoras de satide (CENCIC e
CHINGWARU, 2010). Tais produtos foram desenvolvidos para superar os problemas
encontrados pelos probiodticos: a passagem pelo trato intestinal superior, que apresenta
barreiras quimicas e mecanicas, dificultando o estabelecimento dos agentes probidticos no
organismo (PANDEY; NAIK; VAKIL, 2015).

O termo “probidtico” vem do grego e significa “para a vida”, sendo usado para
descrever microrganismos nao-patogénicos e seus efeitos benéficos derivados ao organismo
hospedeiro (PANDEY; NAIK; VAKIL, 2015), podendo ser a combina¢cdo de uma Unica
espécie/cepa ou uma mistura de diversos microrganismos - sendo que os efeitos do produto
podem variar dependendo da utilizagdo da cepa sozinha ou em conjunto (CHAPMAN;
GIBSON; ROWLAND, 2011). Eles atuam na ativagdo de processos metabdlicos, melhorando
a situacdo da saude do hospedeiro pelo aumento da efetividade do sistema imunolédgico e
prevenindo 0 aparecimento de patologias e doengas degenerativas
(CHOCKCHAISAWASDEE et al., 2005; THAMER E PENNA, 2006). A aceitacdo dos
probidticos € ampla e vem crescendo ao redor do mundo, sendo este tipo de produto ja bem
aceito nos Estados Unidos, Japdo, Europa e Australia (SIRO et al., 2008). O segmentos de
produtos lacteos € o maior dentro do setor de probioticos, contribuindo com até 74% de
participacao no mercado (FROST-SULLIVAN, 2007), sendo estes a alternativa tecnoldgica
mais adequada ao consumidor que procura produtos inovadores, diferentes e benéficos para a

saude e para o bem estar (ARAUJO et al., 2010).



20

Dentre os objetivos da ingestdo de probidticos estdo a melhoria e a manutencao da
microbiota intestinal, uma vez que crescentes evidéncias cientificas apontam a relacdo entre a
manutengdo saudavel da microbiota e a prevencdo de doengas no trato gastrointestinal,
incluindo infecg¢des, desordens inflamatorias no intestino e até mesmo certos tipos de cancer
(HAENEL E BENDIG, 1975; MITSUOKA, 1982; SALMINEN; OUWEHAND; ISOLAURI,
1998). Os efeitos mais bem documentados da ingestdo de probidticos é a prevengdo da
diarréia, da constipacdo, das mudangas na conjuga¢ao salina da bile e aumento de atividades
anti-bacterianas. Além desses efeitos, eles também contribuem para a sintese de determinados
nutrientes ¢ aumentam sua biodisponibilidade, e alguns probidticos podem inclusive

apresentar atividade antioxidante (HARISH e VARGHESE, 2006).

As cepas probidticas precisam possuir certas caracteristicas para receberem esse titulo.
As bases teoricas para a selecdo de microrganismos com potencial probidtico incluem

seguranga ¢ aspectos tecnoldgicos e funcionais, que estdo ilustrados na Figura 2, adaptado de

Saarela e colaboradores (2000).

Figura 2 - As bases tedricas para a escolha de microrganismos com potencial probioético incluem seguranga,
propriedades funcionais (aderéncia, sobrevivéncia, capacidade de colonizagdo etc) e propriedades tecnologicas

(crescimento na matéria prima, estabilidade, resisténcia a fagos etc)

estabilidade
em acido
e bile

aderéncia em
células intestinais
humanas

efeitos a saude
clinicamente
comprovados

caracteristicas
de cepas

seguranca para uso\ Probioticas persisténcia no
alimentar e clinico trato intestinal
humano

produgio de
contra bacténias| sybstancias

cariogénicas e
patogénicas

antimicrobianas

Fonte: Adaptado do artigo “Probiotic bacteria: safety, functional and technological properties”, por Saarela e

colaboradores (2000).

O Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) em instrugdo

normativa, estabelece que probiodticos sdo cepas de microrganismos viaveis, agindo como
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auxiliares na recomposi¢do da microbiota no trato digestério de animais, contribuindo para
seu equilibrio (BRASIL, 2004). J4 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
disponibiliza uma lista de espécies de microrganismos com comprovada atividade probiotica,
dentre elas Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animallis incluindo a subespécie B.
lactis, que sdo as espécies utilizadas no presente trabalho. Além disso, a ANVISA também
especifica em resolu¢do a quantidade minima vidvel de microrganismos que deve haver na
por¢do diaria do produto que alegue potencial probidtico, sendo na faixa de 10° e 10°
Unidades Formadoras de Colonia (UFC) (BRASIL, 2002).

De acordo com Gibson e colaboradores (2004), que ja definiu em 1995 prebidticos
como “ingredientes alimentares nao-digestiveis que afetam de forma benéfica a saude de
quem os consome através do estimulo seletivo no crescimento e/ou atividade de um ou um
nimero restrito de bactérias benéficas no c6lon”, atualmente os define como “ingredientes
seletivamente fermentesciveis que permitem mudangas especificas, tanto na composi¢cdo
quanto na atividade, da microbiota gastrointestinal, conferindo efeitos benéficos a saude do
hospedeiro, mediante sua satide e bem estar (GIBSON et al., 2004). Quando adicionados a
alimentos, prebidticos conferem modulacdo da composi¢do da microbiota de quem os
consome (ROBERFROID, 2002).

E bem estabelecido o conhecimento acerca da influéncia das bactérias colonizadoras
da microbiota na satde de seu hospedeiro (STEER et al., 2000). Isso traz a atengdo aos
probiodticos como agentes reguladores e moduladores da microbiota, com o intuito de oferecer
beneficios a saude (ARYANA ¢ MCGREW, 2007; LOSADA e OLLEROS, 2002). No
entanto, o efeito dos prebidticos se mostra indireto uma vez que seletivamente alimentam um
numero especifico de microrganismos, alterando seu metabolismo. Ou seja, ndo ¢ o prebiodtico
em si que beneficia o hospedeiro, mas sim a microbiota modulada por ele, e as bactérias do
género bidifobacterium e lactobacillus sdo as mais positivamente afetadas (TEITELBAUM e
WALKER, 2002).

Dentre os prebidticos disponiveis no mercado, pode-se citar a inulina, os carboidratos
frutrooligossacarideos (FOS) e galactooligossacarideos (GOS), e a lactulose. Em um
individuo saudével, esses produtos nao sdo absorvidos no intestino delgado e seguem para
fermentagdo pela microbiota do c6lon, sendo transformados em acidos graxos de cadeia curta
(HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2012). Nesse segmento, a inulina ¢ um produto
proeminente, consistindo de 2 a 60 subunidades de frutose unidas por ligacdes beta(2-1) com
glicose como acucar terminal (ROBERFROID et al., 1998), sendo uma fibra solivel e

fermentescivel, ndo sendo digerida por enzimas do trato digestivo humano e assim nao
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contribuindo em calorias na dieta. Ela estimula o crescimento de bactérias benéficas no
intestino, que por sua vez, suprimem o crescimento de possiveis bactérias patoldgicas
(KOLIDA e GIBSON, 2007; JUSKIEWICZ et al., 2008).

A Figura 3 apresenta a formula estrutural da inulina.

Figura 3 - Férmula estrutural da inulina (frutano)
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Fonte: Wikipedia / Dominio Publico

A inulina possui efeito bifidogénico, ou seja, estimula o crescimento e atividade de
bactérias do género bifidobacterium, que por consequéncia estimula o sistema imunolégico do
hospedeiro, alivio de possiveis constipagdes, supressao de bactérias patogénicas, reducao das
chances de desenvolver osteoporose devido a reducao comprometida de minerais (KAUR e
GUPTA, 2002). Os frutanos sdo encontrados em plantas de diversas familias, como Liliaceae,
Gramineae e Compositae, € muitos membros dessas familias sdo usualmente consumidos
como vegetais em diversas culturas, como alho, aspargos, alcachofra, cebola e raiz da chicoria
- sendo esta ultima a fonte mais comum de inulina (VAN LOO et al., 1995; LEENHEER,
1996).

Essa fibra também ja foi estudada por outros possiveis beneficios a satide humana,
como aumento da resisténcia contra infec¢des gastrointestinais (SAUER et al.,, 2007;
WENDY et al., 2008), aumento da absor¢ao de célcio pelo organismo (DAHL et al., 2005;
WEAVER et al., 2005) e ajuda na preveng@o de hipertensdo arterial (RAULT-NANIA et al.,
2008) e de cancer de colon (DAVIS e MILNER, 2009; GIBSON; MCCARTNEY;
RASTALL, 2005; POOL-ZOBEL e SAUER, 2007).

Na industria de alimentos, a inulina ¢ utilizada como um substituto para gorduras. O

p6 da inulina, quando dissolvido em 4gua, gera um liquido de textura cremosa que pode ser
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incorporado em alimentos para substituir gorduras em at¢ 100% (FRANCK, 2002). Ela
também melhora a estabilidade de emulsdes e espumas, podendo substituir também outros
estabilizantes alimentares e melhorando sabor e textura de produtos ja existentes (FRANCK e
COUSSEMENT, 1997).

A ANVISA regulamenta a quantidade minima de inulina em uma porc¢ao didria do
produto para que este possa alegar que “contribui para o equilibrio da flora intestinal”, que ¢

de 3g para alimentos solidos e 1,5g para alimentos liquidos (BRASIL, 2008).

1.5 Alimentos Funcionais

Nos tltimos anos, a demanda do consumidor no campo da produgdo de alimentos tem
mudado muito. Os consumidores vém apresentado mais consciéncia em relacdo as escolhas
alimentares, acreditando que a alimentagdo impacta diretamente em sua satde (MOLLET e
ROWLAND, 2002; YOUNG, 2000). Atualmente, os alimentos ndo sdo vistos como apenas
para saciar a fome ou prover os nutrientes basicos para o ser humano, mas também prevenir
doengas relacionadas a nutricdo ¢ melhorar o bem-estar fisico ¢ mental do consumidor
(MENRAD, 2003). E nesse contexto que os alimentos funcionais desempenham um papel
importante uma vez que a busca por esses produtos tem aumentado, especialmente por conta
dos altos precgos referentes ao sistema de saide e aos medicamentos, o aumento estavel da
expectativa de vida em diversos paises e a busca pela manuten¢do da qualidade de vida em
idades avangadas (KOTILAINEN et al., 2006; ROBERFROID, 2000).

O termo “alimento funcional” foi primeiro cunhado por cientistas japoneses - que
estudavam a relacdo entre nutricdo, satisfagdo sensorial, fortificagdo e modulagdo dos
sistemas bioldgicos (BURDOCK et al., 2006) - em 1984 para descrever alimentos fortificados
com ingredientes especiais que promoviam efeitos fisiolégicos benéficos (HARDY, 2000;
KWAK e JUKES, 2001; STANTON et al., 2005). Atualmente, o termo “alimento funcional”
define produtos alimenticios que conferem efeitos benéficos além dos valores nutricionais
basicos da comida (KOLETZKO et al., 1998). Alimentos funcionais podem ser naturalmente
ou artificialmente enriquecidos com substancias de comprovados efeitos benéficos para a
saude humana: probidticos, prebidticos, acidos graxos, flavondides, vitaminas etc. Dessa
forma, muitos produtos naturais podem ser considerados funcionais, como leite, vegetais e
0leos de peixes (CLAUS et al., 2014). Niva (2007) também define alimentos funcionais como
“alimentos com ingredientes tecnologicamente desenvolvidos e que proporcionem um efeito

benéfico especifico”. Sdo vistas diversas definicdes do termo, e atualmente nao ha consenso
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sobre a mais aceita, sendo que, na maioria dos paises, ndo ha uma definicdo legislativa em
relacdo ao mesmo (ROBERFROID, 2002; ALZAMORA et al., 2005; MARK-HEBERT,
2004; NIVA, 2007).

No Brasil, a ANVISA oferece uma lista de alegagdes de propriedades funcionais e
retne diversos ingredientes, como 4cidos graxos, fibras fermentesciveis e espécies probioticas

(BRASIL, 2008).
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral: Elaborar uma bebida lactea com propriedade simbiotica e

funcional, aproveitando um dos coprodutos da industria queijeira.

Objetivos Especificos:
e Avaliar as mudancgas fisico-quimicas na bebida lactea com diferentes
concentragdes de soro;
e Analisar a viabilidade de bactérias acido-lacticas probioticas ao longo do
tempo e a influéncia da adi¢do de inulina nessa viabilidade;
e Avaliar a influéncia de diferentes concentragdes de soro de leite da bebida

lactea na aceitagao sensorial da mesma.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Leite

O leite comercial utilizado no trabalho foram da marca Betania, tipo integral com 3%
de gordura, previamente submetidos ao procedimento de esterilizagdo pelo método Ultra High
Temperature (UHT). Nao foi feito tratamento térmico adicional no leite, e ele ja seguiu para

os reservatorios de fermentagdo onde foi misturado ao soro de leite.

3.1.2 Soro de Leite

Dez litros de soro de leite foram cedidos pela Fazenda Felipa, localizada no municipio
de Morada Nova (Latitude: -5.106944 e Longitude: -38.372778) no estado do Ceara. O
mesmo foi oriundo de precipitagdo enzimatica para fabricagdo de queijo coalho. Antes de ser
usado, o soro foi tratado termicamente no Laboratorio de Nutrigdo, no Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Ceara (UFC), pasteurizado a 85 °C por

30 minutos, de acordo com a metodologia descrita por Caldeira et al (2010).

3.1.3 Agentes Fermentadores e Processo Fermentativo

O fermento lacteo utilizado foi da marca BioRich® e era composto por culturas de
bactérias Lactobacillus acidophilus (cepa LA-5®) e Bifidobacterium animalis subsp. lactis
(cepa BB-12®). Essas espécies estdo garantidas na lista da ANVISA de produtos com
alegacdo de propriedade funcional confirmada e o fabricante garante que estas cepas
sobrevivem durante a passagem pelo trato gastrointestinal (BRASIL, 2008).

O processo fermentativo foi conduzido de acordo com o recomendado pelo fabricante.
Um saché de 400mg de fermento foi adicionado por litro da mistura de leite e soro a 43+2 °C,
apés o tratamento térmico do soro de leite. A fermentacdo ocorreu em estufa BOD
(Biochemical Oxygen Demand) por 5h a 4542 °C, até que o pH da bebida atingisse valores
entre 4,5 e 5,0, considerando a metodologia aplicada por Almeida et al (2001). Apos esse
periodo, as formulagdes foram estocadas a 442 °C para interromper o processo fermentativo,

como descrito por Caldeira et al (2010).
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3.1.4 Inulina

A inulina da raiz da chicoria (Chicoryum intybus L.) utilizada no trabalho foi da marca
Fiber Bem, importada da Holanda em pacote de 500g. O aspecto do produto era o0 mesmo que

o descrito por Franck (2002), como um p6 branco e sem odor.

3.1.5 Leite de Coco

Foi utilizado leite de coco comercial pasteurizado da marca Sococo, cujos ingredientes
sdo extrato vegetal de coco, agua, conservadores INS 202, INS 211 e INS 223, acidulante INS
330, espessantes INS 466, INS 412 e INS 415, estabilizante INS 460, emulsificantes INS
435 e INS 471, nao contendo gluten.

3.1.6 Doce de Leite

O doce de leite utilizado no presente trabalho foi preparado no Laboratério de
Laticinios no Departamento de Tecnologia dos Alimentos da Universidade Federal do Ceara
(UFC). A acidez do leite comercial UHT foi corrigida até 13 graus Dornic, utilizando
bicarbonato de sodio. Foi incorporado 20% de agtcar (p/v) ao leite, que foi entdo levado a
fogo médio até que se atingisse 71 graus Brix (medido com auxilio de refratdmetro portatil)
de acordo com a metodologia descrita no comunicado técnico “Tecnologias de Fabricagdo dos
Doces de Leite Pastoso em Tabletes” da EMBRAPA Amazonia Oriental (VIEIRA;
LOURENCO JR, 2004).

3.1.7 Preparo da bebida

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Bebidas
Lacteas, as mesmas sdo definidas como o produto obtido a partir de leite e/ou derivados,
fermentado ou ndo, com ou sem adi¢do 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, 2000). Dessa maneira, foram elaboradas 3 (trés) formulagdes de bebida
lactea com 80% de base lactea que variava na propor¢do soro de leite/leite. Os outros

ingredientes permaneceram padronizados.
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Os reservatorios utilizados para a preparacao das bebidas eram de vidro, com tampa
rosqueada e capacidade para 3 litros. As amostras foram transferidas para garrafas PET de 2
litros para andlise sensorial. O restante permaneceu no mesmo reservatorio para analises
fisico-quimicas.

A Figura 4 indica a metodologia e cronologia de produgdo para as bebidas lacteas. J4 a
Figura 5 indica as quantidades de cada ingrediente utilizado na formulagdo da bebida, com
énfase nos ingredientes que variam entre os tratamentos € que foram submetidos a
fermentagdo (leite integral e soro de leite). Também ¢ indicado os outros componentes que
foram adicionados apds a fermentacdo ser interrompida e cujas quantidades ndo variam entre

os tratamentos (leite de coco, inulina e doce de leite).

Figura 4 — Fluxograma de preparacao das bebidas lacteas

* O soro de leite foi tratado termicamente (pasteurizacdo a 85 °C por
30 minutos) de acordo com a metodologia descrita por Caldeira ef al
(2010)).

J

B 5 e N\
* O leite UHT fo1 adicionado, de acordo com cada formulacdo, ao soro
tratado termicamente. Aguardou-se que a temperatura da mistura
chegasse aos 43+2 °C

» Adicionou-se o fermento lacteo como indica o fabricante (um saché
de 400mg para cada litro da mistura) quando a temperatura for 43+2
0@

J

~

* Levou-se a mistura lactea inoculada para estufa BOD onde o processo
fermentativo ocorreu por 5 horas.

J

» A mistura fermentada foi armazenada em geladeira a 442 °C e a
adicdo dos outros ingredientes e da fibra prebiotica se deu apos a
interrupgdo da fermentagio.

€€€€<

Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 5 — Trés formulagdes da bebida lactea e suas respectivas composigdes

FORMULACAO DAS BEBIDAS LACTEAS FERMENTADAS

Amostra Al Amostra A2 Amostra A3

1000ml de Soro de Leite 1500mlde Soro de Leite S00mlde Soro de Leite
1000ml de Leite Integral S00mlde Leite Integral 1500ml de Leite Integral
400ml de Leite de Coco 400ml de Leite de Coco 400ml de Leite de Coco o
50g de Inulina 50g de Inulina 50g de Inulina } Adlcnonados N
200g de Doce de Leite 200g de Doce de Leite 200g de Doce de Leite aposafermentacho

Fonte: Elaborado pela autora

Foram ainda elaboradas bebidas sem inulina, para que fosse possivel comparar a
viabilidade e manutencao das bactérias acido-lacticas em ambos os tratamentos. O restante da
formulacao manteve-se padronizado. As bebidas sem inulina foram submetidas as analises

microbioldgicas.

3.2 Métodos de Analise Fisico-Quimica

As analises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratorio de Laticinios e no
Laboratorio de Frutos e Hortalicas do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

As andlises de pH, acidez em &cido latico, perda por desseca¢do (umidade) e residuos
por incineragdo (cinzas) foram realizadas de acordo com o livro Métodos Fisico-Quimicos
Para Andlise de Alimentos (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008) em cada uma das 3
formulagdes de bebida lactea, em triplicada. As analises foram realizadas uma semana ap6s o
preparo da bebida.

A andlise de viscosidade aparente foi feita utilizando viscosimetro rotacional da marca
Thermo Scientific®, modelo HAAKE Visco Tester 6L, utilizando a haste 1.2 e a velocidade
de 60rpm.

Os resultados das analises fisico-quimicas foram submetidos a analise estatistica

ANOVA e teste de médias (Tukey) com 5% de significancia.
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3.3 Métodos de Analise Microbioldgica

As andlises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Ceara
(UFC), que fornecia frascos estéreis de vidro para transporte e alocagdo das amostras
destinadas a analise (Figura 5).

Para quantificacao de bactérias acido-lacticas, foi utilizado o método de contagem em
placas da American Public Health Association (APHA) descrita no Capitulo 19 da 4a Edi¢ao
do Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (HALL;
LEDENBACH; FLOWERS, 2001) e no Capitulo 8 da 7a Edi¢ao do Standard Methods for the
Examination of Dairy Products (FRANK; YOUSEF, 2004), também descrita por Silva et al
(2017). As analises foram realizadas uma vez por semana durante os tempos 0, 7, 14 ¢ 21 do
produto, a partir da data de fabricagdo do mesmo para averiguar a viabilidade das bactérias
acido-lacticas ao longo do prazo de validade do produto. Foram analisadas também amostras
da bebida lactea sem inulina, para que a manutencao ¢ viabilidade das bactérias acido-lacticas
pudessem ser comparadas.

A ANVISA também requer andlises referentes a seguranga alimentar dos alimentos.
Para leites fermentados (com ou sem adi¢cdes € com bactérias lacteas vidveis nos numeros
minimos) e para bebidas lacteas (com ou sem adigdes), sdo requeridas analises
microbioldgicas para Salmonella sp/25mL e coliformes a 45 °C/g (BRASIL, 2001). A anélise
de coliformes foi feita utilizando o método de Nimero Mais Provavel (NMP) da American
Public Health Association (APHA), American Water Works Association (AWWA) e Water
Environment Federation (WEF), descrita na sessao 9221 do Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (HUNT E RICE, 2005), e também descrita por Silva et
al (2017). As andlises de Salmonella foram realizadas pelo método de presenca/auséncia ISO
6579:2002 para Salmonella em alimentos. Esse método ¢ aplicavel em produtos voltados para
alimentacdo humana ou animal, e & amostras ambientais da area em que a comida esta sendo

produzida (SILVA et al., 2017).
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Figura 6 — Frascos estéreis fornecidos pelo Laboratério de Microbiologia de Alimentos para transporte
de amostras, ja rotulados e preenchidos com a bebida lactea.

Fonte: a autora

3.4 Métodos de Analise Sensorial

A andlise sensorial do produto foi realizada no Laboratorio de Analise Sensorial do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Ceara (UFC), que
conta com oito cabines individuais para os provadores e sala de apoio para a preparacdo das
amostras. Estas eram servidas em copos descartaveis de SOmL em nimeros codificados com 3
digitos, juntamente com um copo de 200mL de agua, o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexo 1) e a ficha de avaliagdo sensorial (Anexo 2). A Figura 5
representa a disposicao desses materiais na cabine individual para andlise sensorial.

Foram consultados 60 provadores ndo treinados de idades entre 18 e 60 anos, de
ambos os géneros, para avaliagdo do produto em escala hedonica de 9 pontos (9-gostei
muitissimo, 5-Nem gostei nem desgostei e 1-desgostei muitissimo) para cada um dos
seguintes atributos: cor, aparéncia, aroma, sabor, consisténcia e aceitacdo global. Também
foram avaliadas as intengdes de compra entre as amostras (sendo a escala de 5- certamente
compraria, 3- tenho duvida se compraria e 1-certamente ndo compraria), bem como teste de
idealidade para o atributo acidez (sendo 0-acidez ideal, +4- acidez extremamente mais forte
que o ideal e -4-acidez extremamente menos forte que o ideal).

Foi utilizado delineamento completo balanceado e o tratamento estatistico de analise
de variancia (ANOVA) e teste de médias (Tukey), ambos com 5% de significancia, foram

realizados com o software Minitab 18. Os histogramas de frequéncia foram construidos no
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software Microsoft Excel 2010. A disposicdo de elementos na cabine de analise sensorial

realizada para o presente trabalho ¢ apresentada na Figura 6.

Figura 6 — Disposi¢do dos elementos na cabine de analise sensorial. Da esquerda para direita: brinde para o
voluntario, bandeja com as trés amostras a serem avaliadas, copo com agua, borracha, lapis, Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido (TCLE) e ficha de analise sensorial

Fonte: a autora
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises Fisico-Quimicas

Os resultados das andlises fisico-quimicas foram sumarizados na Tabela 1 e estdo
expressos nas seguintes unidades: grama (g) de acido lactico por cento (m/v) para acidez
titulavel, centipoise (cP) para viscosidade, residuo por incineragdo por cento (m/v) para cinzas
e umidade a 105 °C por cento (m/m). O pH ¢ adimensional. Os resultados representam as
médias das triplicatas realizadas por tratamento em cada andlise juntamente com seus
respectivos desvios padrdes. Apenas os valores de cinzas ndo apresentaram diferencgas

significativas entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 1 - Resultados das analises fisico-quimicas para cada tratamento e seus respectivos desvios padrdes.
Letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). As amostras sdo

reconhecidas como Al: 1:1 soro de leite/leite, A2: 3:1 soro de leite/leite, A3: 1:3 soro de leite/leite.

ANALISES | AMOSTRA A1 (1:1) AMOSTRA A2 (3:1) AMOSTRA A3 (1:3)
pH 4,35+0,01° 4,67+0,01° 431+0,01°
ACIDEZ TITULAVEL 0,557 + 0,038" 0,455 + 0,004° 0,662 + 0,008
VISCOSIDADE 120,66 + 0,57° 50,66 + 0,57° 171,33 +4,51°
CINZAS 0,67 + 0,003" 0,70 + 0,004* 0,68 +0,128°
UMIDADE 80,88 = 0,04° 81,64 = 0,04 80,77 +0,31°

Fonte: Elaborado pela autora

Os valores de pH, acidez titulavel, cinzas e umidade estdo de acordo com trabalhos de
Menezes (2011), Santos et al (2008) e Thamer e Penna (2005), e com o padrdo aceito para
bebidas lacteas fermentadas de acordo com os respectivos trabalhos.

O pH mais elevado da amostra A2, bem como seu menor teor de acido lactico e maior
teor de umidade, sdo resultados da maior propor¢ao de soro de leite em sua base lactea. A
substitui¢do do leite pelo soro causa o aumento do teor relativo da dgua no produto, uma vez
que ha diminui¢do dos constituintes solidos presentes no leite (OLIVEIRA et al., 2006). As
amostras com igual propor¢do de leite e soro (Al) ou maior propor¢do de leite (A3),
obtiveram resultados semelhantes e sem diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05)
nas analises de pH e umidade, justamente por ndo haver tanta diluigao com soro.

A diluicao também explica os resultados estatisticamente diferentes para viscosidade,
uma vez que a amostra mais concentrada (A3) mostrou-se mais viscosa que a amostra
parcialmente diluida (Al), e esta, por sua vez, mostrou-se mais viscosa que a amostra mais

diluida com soro (A2).
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4.2 Analise Microbiolégica

Nao foram detectados coliformes termotolerantes ou Salmonella em quantidades
significativas em nenhuma das amostras em nenhum tempo analisado. Isso deve ser um
reflexo do tratamento térmico prévio nos ingredientes frescos (leite e soro de leite), bem como
o pH é&cido (entre 4,3 e 4,6) do produto final, o qual inibe o crescimento de microrganismos
patogénicos e alteradores dos alimentos de origem animal (ORDONEZ, 2005).

A Tabela 2 apresenta os resultados das anélises microbioldgicas para bactérias acido-
lacticas viaveis ao longo de 21 dias, para tratamentos com e sem adi¢do de inulina. O tempo
TO representa a contagem no dia de fabricacdo do produto e cada contagem seguinte ocorreu
em intervalos de uma semana. Todas as amostras atendem a legislacdo no que diz respeito a
quantidade minima viavel de bactérias probidticas para que seja possivel alegar a propriedade
funcional da bebida, considerando a por¢ao como 100mL e que todas as bactérias presentes na

contagem sejam probioticas (BRASIL, 1999).

Tabela 2 - Resultados das analises microbioldgicas de bactérias acido-lacticas viaveis (UFC/mL) a cada sete dias
a partir da data de fabricacdo do produto. As amostras B sdo referentes ao tratamento sem inulina, enquanto as
amostras A contém a fibra prebidtica (A1/B1: 1:1 soro de leite/leite, A2/B2: 3:1 soro de leite/leite, A3/B3: 1:3

soro de leite/leite).

Amostras TO T1 T2 T3
Al 1,3x 10° 2,0x 10° 3,2x 10’ 9,3x10’
A2 1,5x 10’ 4,5x 10 1,8 x 10° 1,8 x10°
A3 1,9 x 10’ 2,0x 10° 7,6 x 107 1,4x10°
B1 1,0 x 107 2,7 x 107 5,3x 10° 2,2x 10’
B2 5,0x 10° 1,9 x 107 1,3x 10’ 4,4x10’
B3 1,3x 10’ 43 x 107 2,4x 107 3,8x10’

Fonte: Elaborado pela autora

De acordo com a Tabela 2, as bebidas lacteas no tratamento com adi¢do de inulina
apresentaram, no prazo final de analise, maior quantidade de bactérias acido-lacticas viaveis
quando comparadas com as bebidas no tratamento sem inulina, Em trabalhos realizados por e
Bruno e colaboradores (2002) e Shin e colaboradores (2000) a adi¢ao de frutooligossacarideos
(FOS) e fibras prebiodticas mostrou diminui¢do do tempo geracional de bactérias comerciais
do género Bifidobacterium em produtos lacteos, o que pode explicar o crescimento bacteriano
superior no tratamento com inulina, A maior ingestdo de carga probiodtica fornece maior
garantia de colonizacdo do trato intestinal por essas bactérias, € a inulina j& mostra manter a

viabilidade das mesmas desde a fabrica¢dao do produto.
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Pode-se notar maior quantidade de bactérias acido-lacticas vidveis presentes ao final
das amostras 2 dentro de cada tratamento (A2 e B2), sendo estas as amostras com maior teor
de soro de leite e, por consequéncia, menor acidez. Resultados similares, onde bactérias
probioticas cresceram de forma mais satisfatoria em tratamentos de menor acidez, ja foram
reportados por Thamer et al (2005), que também fala da sensibilidade de Bifidobacterium e L.
acidophilus ao abaixamento do pH, sendo estas bactérias utilizadas na elaboracdo da presente
bebida lactea, o que explica os resultados observados quando compara-se as Tabelas 1 e 2.

Bebidas lacteas fermentadas comerciais apresentam, em média, valores em torno de
10 UFC/mL para bactérias acido-lacticas viaveis durante todo o prazo de validade do
produto, de acordo com Andrade (2010). Mesmo que esses nimeros nao sejam constantes
durante todo o prazo de validade de todas as amostras de bebida lactea do presente trabalho,
eles sdo expressivos na contagem final (T3), e em 66,6% das amostras (com e sem inulina)
durante os 21 dias de andlise do produto (excluindo as amostras Al e A3, que em TI
apresentaram 2,0 x 10° UFC/mL).

O maior nimero de bactérias acido-lacticas nos tratamentos com inulina indica
consumo de carboidratos, podendo ser oriundos da inulina, do leite de coco e do doce de leite.
Uma vez que a fermentagdo ndo ocasiona aumento da biomassa por nao haver rendimento
energético significante, ha indicios de respiragdo aerdbia por parte dos microrganismos
mesmo em condicoes adversas, como temperaturas de resfriamento durante o

acondicionamento.

4,3 Analise Sensorial

A Tabela 3 resume as médias de cada atributo para cada formulagdo da bebida lactea,
dentro da escala hedonica de 9 pontos (1- desgostei muitissimo e 9- gostei muitissimo) e seus
respectivos desvios padrdes, Na andlise de variancia e teste de médias (Tukey p<0,05),
nenhuma média diferiu significantemente.

Tabela 3 - Resultados das médias da analise sensorial para seis atributos em escala hedonica de 1- desgostei

muitissimo a 9- gostei muitissimo, Letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p<0,05),

ATRIBUTOS AMOSTRA A1 (1:1) AMOSTRA A2 (3:1) AMOSTRA A3 (1:3)
COR 7,73 £ 1,47° 7,76 £ 1,50° 7,86 £1,28"
APARENCIA 7,58 +1,33% 7,58 +£1,41° 7,73 £1,37*
AROMA 7,40 + 1,63" 7,08 £1,73* 7,18 £ 1,56"
SABOR 6,90 + 1,86" 6,41 £2,43* 7,03 £ 1,70°
CONSISTENCIA 7,05 £ 1,82 6,65+ 1,99° 7,11 +£1,69°
IMPRESSAO GLOBAL 6,91 +1,38" 6,48 £2,07* 7,13 £1,53*

Fonte: Elaborado pela autora
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De acordo com a Tabela 3, 72,22% dos atributos avaliados receberam médias
superiores a 7, que, na escala hedonica utilizada, representa “gostei moderadamente”, Os
atributos cor e aparéncia receberam as melhores avaliagdes entre os demais analisados,
atingindo médias superiores a 7,5 e chegando muito préximo a 8 (referente na escala hedonica
a “gostei muito”), Os 27,7% das médias restantes se enquadram no conceito 6 da escala,
referente a “gostei ligeiramente”, O atributo pior avaliado foi o sabor, para todas as amostras,

mas ainda reflete aceitacao do produto dentro da escala heddnica,

Em ntimeros brutos, as médias da amostra A3 foram as mais elevadas (com exce¢ao
da média do aroma para a amostra A1) e ela ndo apresenta nenhuma média abaixo de 7, Sem a
utilizagcdo de andlise de varidncia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05) pode-se dizer que a
amostra A3 foi a mais bem aceita, mas nenhuma média difere significantemente entre si. Isso
quer dizer que a amostra com maior teor de soro foi estatisticamente tdo bem aceita quanto a
com menor teor de soro, possibilitando a elaboragdo de um produto que incorpore mais desse
residuo da industria queijeira e ainda tenha ampla aceita¢do sensorial. O soro de leite foi o
unico material do trabalho sem custo que aquisi¢do, uma vez que foi doado e que ¢
comumente considerado residuo da producao de queijos. Dessa forma, a maior incorporagao
desse produto na bebida lactea ocasionaria redugdo nos custos de producao além da agregacao

de valor ao produto em questao.

O Gréfico 1 representa o histograma de frequéncia para os votos apurados no teste de
idealidade para acidez. Do total de 180 avaliagdes (60 provadores avaliando 3 amostras),
49,44% representaram a idealidade, concentrando nessa categoria a maioria das avaliagcdes. A
amostra Al teve 55% das suas avaliagdes na categoria “ideal” da escala, contra os 46,6%
tanto para as amostras A2 e A3, sendo a melhor avaliada nesse aspecto. Esse resultado pode
indicar que o maior equilibrio entre as quantidades de leite e soro de leite influencia de forma

benéfica a aceitacao sensorial do produto, apesar da proximidade das avaliagdes.
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Grafico 1 - Histograma dos resultados do teste de idealidade para a acidez da bebida lactea, onde 0 representa a
idealidade, valores negativos sendo mais fracos que o ideal e valores positivos sendo mais fortes que o ideal,
para as amostras Al (1:1 soro de leite/leite), A2 (3:1 soro de leite/leite) e A3 (1:3 soro de leite/leite),

Teste de Idealidade para Acidez
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Fonte: Elaborado pela autora

O Grafico 2 representa o histograma de frequéncia para as avaliacdes de intencdo de
compra que varia em escala de “1- certamente ndo compraria” a “5S- certamente compraria”. A
amostra Al foi a que reuniu maior inten¢do de compra na categoria 5, ¢ juntamente com a
categoria 4 (“provavelmente compraria”) apresentou 50% das avaliagdes de intengdo de
compra positiva. A amostra A3 reuniu somente na categoria “4- provavelmente compraria”
43,3% das avaliagdes, mas ndo apresentou quantidade tdo significativa na categoria 5, que

enquadra inten¢ao de compra positiva e certa.

Grafico 2 - Resultados da inteng¢do de compra para cada amostra, sendo 1- certamente ndo compraria e 5-
certamente compraria para as amostras Al (1:1 soro de leite/leite), A2 (3:1 soro de leite/leite) e A3 (1:3 soro de

leite/leite),
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Fonte: Elaborado pela autora
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A amostra A2 reuniu o maior nimero de avaliagcdes nas categorias “2- Provavelmente
ndo compraria” e “l- Certamente ndo compraria”, totalizando 35%. Em comparacdo com as
avaliagdes nas mesmas categorias para Al (28,3%) e A3 (25%), a amostra A2 apresenta o
maior indice de intengdo de compra negativa. Em niimeros brutos, essa amostra também foi a
pior avaliada na andlise sensorial, como mostra a Tabela 3 — possivelmente por conta do

maior teor de soro de leite na base lactea, mas sem diferenga estatistica significativa.

Dentre as amostras elaboradas, a amostra Al seria a escolhida para ser produzida e
melhorada através de pesquisas, uma vez que incorpora mais soro que a amostra A3 (melhor
avaliada em numeros brutos), sem diferenciar significativamente dela na maioria das analises,
principalmente quando comparada com a amostra A2. Ela se distancia dos fatores que fizeram
a amostra A2 ser pior avaliada e suas andlises fisico-quimicas sdo menos significativamente

semelhantes que as da amostra A3.
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5 CONCLUSAO

Pode-se concluir que a bebida lactea fermentada teve boa aceitagdo sensorial pela
avaliacdo em escala heddnica, foi majoritariamente avaliada com acidez ideal e apresentou
razoavel intengdo positiva de compra. Nao havendo diferenca estatistica significativa em
qualquer média de qualquer atributo analisado na analise sensorial, afirma-se que a
incorporagdo de maiores quantidades de soro de leite na bebida lactea ainda teria boa
aceitagdo sensorial, diminuindo os custos de produgdo uma vez que essa matéria prima ainda
ndo ¢ devidamente valorizada. A viabilidade dos microrganismos probidticos durante os 21
dias de analise do produto atendem a regulamentacao para alegacdo de atividade probidtica,
assim também podendo alegar propriedade funcional. Pelas andlises microbioldgicas, a
inulina auxiliou na viabilidade das bactérias acido-lacticas, uma vez que tratamentos com
inulina apresentaram maior contagem no prazo final de analise do produto. As andlises fisico-
quimicas sdo condizentes com trabalhos prévios e se mostram dentro do encontrado para
bebidas lacteas fermentadas, apresentando coeréncia em relagao as formulagdes diferentes. A

amostra A1 (1:1 soro de leite/leite) seria a escolhida para elaboragdo de um produto final.
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6 PERSPECTIVAS

Como perspectivas futuras, deve-se fazer analise de proteina total nas amostras,
analise de pH ao longo do tempo para avaliar o processo fermentativo, analise do teor de
lactose antes e depois da fermentagdo bem como analise do teor de gordura do produto final,
afim de caracterizd-lo de forma mais completa. Também deve-se avaliar a aceitagdo de
bebidas fermentadas por outras culturas de microrganismos, bem como adicionadas de outros
extratos vegetais. E importante também caracterizar a viabilidade de cada cepa probidtica
separadamente através de métodos diferenciados de cultivo para cada género de bactéria

acido-lactica, afim de reconhecer o efeito da fibra prebidtica em cada uma delas.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé estad convidado a participar, sem qualquer tipo de pagamento, da pesquisa intitulada:
“DESENVOLVIMENTO DE BEBIDA LACTEA SIMBIOTICA E FUNCIONAL SABOR COCO COM DOCE
DE LEITE”. Vocé néo deve participar contra sua vontade. Leia atentamente as informagbes abaixo e faga
qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

O material a ser sensorialmente avaliado € uma bebida lactea fermentada por bactérias acido-lacticas
probidticas do género Bifidobacterium e Lactobacilus, constituida de leite integral e soro de leite bovino em
diferentes concentragdes, leite de coco, doce de leite e inulina (fibra pré-bidtica extraida da raiz da chicéria).
N&o apresenta beneficios imediatos. Os riscos se apresentam somente as pessoas intolerantes ou alérgicas
a algum dos componentes do produto. O objetivo do presente trabalho é utilizar um co-produto da
fabricagdo de queijos, o soro de leite, que ainda é indevidamente descartado e é considerado extremamente
poluente, de forma alternativa e voltada para o aproveitamento alimentar. No entanto, este mesmo
co-produto contém de 55% a 60% dos nutrientes do leite, incluindo proteinas e agucares, com baixissimo
teor de gordura. O trabalho também busca desenvolver um produto funcional, ou seja, que ofereca
beneficios a saide de quem o consome, se consumido periodicamente a longo prazo. Os dados recolhidos
da analise sensorial serdo utilizados no desenvolvimento somente nesta pesquisa para a elaboragao do
trabalho de conclusdo de curso da referida responsavel pela pesquisa e em possiveis artigos e trabalhos
que impulsionem o uso desse co-produto de forma alternativa e agradavel ao consumidor, com as
identidades dos participantes mantidas em sigilo para este ou qualquer outro fim.

Endereco dos responsaveis pela pesquisa:

Nome: Raissa Feitosa Bezerra

Institui¢gao: Universidade Federal do Ceara

Enderec¢o: Avenida Mister Hull, 2977, Bloco 858, Campus do Pici - Fortaleza - CE
Telefones para contato: (85) 3264 0933/ (85) 99148 9009

ATENGAO: Se vocé tiver alguma consideragéo ou divida, sobre a sua participagéo na pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ — Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 -
Rodolfo Tedfilo, fone: 3366-8344. (Horario: 08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira).

O CEP/UFC/PROPESQ ¢ a instancia da Universidade Federal do Ceara responsavel pela avaliagéo e
acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos.

O abaixo assinado , anos, RG:

, declara que é de livre e espontédnea vontade que esta como

participante de uma pesquisa. Eu declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e que, apds sua leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu conteido, como
também sobre a pesquisa, e recebi explicagcbes que responderam por completo minhas duvidas. E declaro,

ainda, estar recebendo uma via assinada deste termo.

Fortaleza, [/ [
Nome do participante da pesquisa Data Assinatura
Nome do pesquisador Data Assinatura
Nome do profissional Data Assinatura

que aplicou o TCLE
1/1



ANEXO 2

FORMULARIO PARA ANALISE SENSORIAL

Nome:

Data:

Sexo: ( ) Feminino ( ) Masculino

Grau de escolaridade:

Idade: ( ) 18-25 ( )26-35 ( )36-56 ( )acima de 57

Por favor, antes de avaliar as amostras responda este questionario.

1) Com que frequéncia vocé consome produtos licteos?

( ) Semanalmente ( ) Ocasionalmente ( ) Quinzenalmente

( ) Nao consumo

3- O quanto vocé gosta de leite fermentado?
() Gosto muitissimo ( ) Gosto moderadamente ( ) Nao gosto 4- O quanto vocé gosta de c6co ou produtos derivados de coco (leit(
( ) Gosto muito ( ) Gosto ligeiramente

2) Com que frequéncia vocé consome produtos com coco?
( ) Semanalmente( ) Ocasionalmente( ) Quinzenalmente
( ) Nao consumo

doce etc)?
( ) Gosto muitissimo ( ) Gosto moderadamente ( ) Nao gosto
( ) Gosto muito ( ) Gosto ligeiramente

6- Por favor, avalie cada uma das amostras servidas utilizando a escala abaixo para descrever o quanto vocé gostou
ou desgostou com relacio a cor, aparéncia, aroma, sabor, consisténcia e impressao global

Amostra

Cor | Aparéncia | Aroma

Sabor

Consisténcia | Intengao Global

9.Gostei muitissimo
8. Gostei muito

7. Gostei moderadamente
6. Gostei ligeiramente

5. Nem gostei e nem desgostei

4. Desgostei ligeiramente

3. Desgostei moderadamente
2. Desgostei muito

1. Desgostei muitissimo

7- Por favor, avalie a ACIDEZ, CONSISTENCIA, SABOR DE COCO E SABOR DOCE DE LEITE do produto e
indique, utilizando a escala abaixo, 0 qudo préximo do ideal esta a consisténcia de cada amostra.

Amostra

Acidez

Consisténcia

Sabor de coco Sabor de doce de leite

+4 Extremamente mais forte que o ideal
+3 Muito mais forte que o ideal

+2 Moderadamente mais forte que o ideal
+1 Ligeiramente mais forte que o ideal

-0 Ideal

8- Avalie a sua inten¢do de compra

Amostra

Intengao de compra

5.Certamente compraria

4 .Provavelmente compraria
3.Tenho duvida se compraria

-1 Ligeiramente menos forte que o ideal

-2 Moderadamente menos forte que o ideal
-3 Muito menos forte que o ideal

-4 Extremamente menos forte que o ideal

2.Provavelmente nio compraria
1.Certamente nio compraria



