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RESUMO

A combinacdo de ingredientes prebidticos e probidticos em um sé produto, o
leite fermentado simbidtico, pode trazer ao consumidor as vantagens nutricionais
relacionadas a estes ingredientes. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia de goma acdcia e inulina na viabilidade de bactérias probidticas em
leite fermentado. Diferentes concentragdes de goma acdcia e inulina foram
investigadas de acordo com um Planejamento Composto Central com trés
réplicas no ponto central, totalizando 11 experimentos. Como indculo, foi
empregado o fermento comercial composto por, Lactobacillus acidophilus La3,
Bifidobacterium animalis Bb-12 e Streptococcus thermophilus. A presenga de
goma acdcia e inulina ndo influenciaram significativamente a produgdo de 4cido
latico durante a fermentacdo (p > 0,05). Entretanto as menores variacdes de pH
ocorreram quando concentracdes de goma acidcia em torno de 30 g/L. foram
empregadas (p < 0,05). Durante 64 dias de armazenamento a 10 °C, a viabilidade
de L. acidophilus e S. thermophilus no leite fermentado nao foi influenciada
significativamente (p > 0,05) pela presengca de goma acécia e inulina. Por outro
lado, o aumento da concentracio de inulina favoreceu significativamente
(p <0,05) a sobrevivéncia de Bifidobacterium no leite fermentado armazenado
por 64 dias. Com excec¢do dos produtos com baixa concentracdo de inulina,
todas as demais formulagdes mantiveram os niveis de bactérias probidticas
acima de 10°UFC.g"'. A elasticidade e firmeza das amostras analisadas ndo
foram influenciadas pela presenca de goma acécia e inulina (p > 0,05) durante os
64 dias de armazenamento a 10 °C. A anélise sensorial de preferéncia e intencao
de compra mostrou, para um nivel de significancia de 5 %, uma diferenca nao
significativa entre as amostras de leite fermentado com e sem a adicdo de inulina

€ goma acicia.

Palavras-chaves: leite fermentado simbidtico, probidtico, prebidtico, inulina, goma acécia.



ABSTRACT

The combination of probiotic and prebiotic ingredients in just one product, the
symbiotic fermented milk, can bring to consumers the benefits related to these
nutritional ingredients. The purpose of this study was to evaluate the influence of acacia
gum and inulin on the viability of probiotic bacteria in fermented milk. Different
concentrations of acacia gum and inulin were investigated, according to a Central
Composite Design with three replicates at central point, which means a total of 11 trials.
A commercial starter culture, containing Lactobacillus acidophilus La),
Bifidobacterium animalis Bb-12 and Streptococcus thermophilus was employed as
inoculum. The presence of acacia gum and inulin did not influence significantly the
production of lactic acid during the fermentation (p > 0.05). Meanwhile the smallest
variations of pH occurred when the concentrations of acacia gum around 30 g/L were
employed (p < 0.05). During 64 days of storage at 10 °C, the viability of L. acidophilus
and S. thermophilus on fermented milk was not influenced significantly (p > 0.05) by
the presence of acacia gum and inulin. Furthermore, the increased inulin concentration
enhanced significantly (p < 0.05) the survival of Bifidobacterium in fermented milk
stored for 64 days. Except for the products with low concentration of inulin, all other
formulations maintained the population of probiotic bacteria above 10° cfu.g”. The
elasticity and firmness of the samples analized were not affected by the presence of gum
acacia and inulin (p > 0.05) during the 64 days of storage at 10 °C. Moreover, the
addition of the prebiotics ingredients, acacia gum and inulin, did not interfere
significantly (p > 0.05) in the sensorial preference and purchase intention of fermented

milk.

Keywords: symbiotic fermented milk, probiotic, prebiotics, inulin, acacia gum.
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1 INTRODUCAO

O mercado dos produtos ditos sauddveis vem aumentando a cada ano, novos
ingredientes e novos produtos estdo sendo desenvolvidos pela inddstria com apelo de
reduzir problemas de satde e proporcionar uma vida mais saudavel (MOIRA, 2003).
Neste contexto aparecem os alimentos funcionais definidos como um alimento
semelhante em aparéncia ao alimento convencional, a ser consumido como parte da
dieta usual, capaz de produzir comprovados efeitos metabodlicos e fisioldgicos uteis a
manutencdo de uma boa sadde fisica e mental, além das suas funcdes nutricionais
basicas (LAJOLO, 2001). Atualmente, existem cinco segmentos de mercado onde
encontrar alimentos funcionais: bebidas, produtos l4cteos, produtos de confeitaria,
panificacdo e cereais matinais. Os produtos lacteos sdo considerados sauddveis pelos
consumidores e fazem parte da dieta alimentar cotidiana na maioria dos paises
(HELLER, 2001). Sao excelentes veiculos para as bactérias probidticas e ingredientes

prebidticos, podendo ser interessantes produtos simbidticos.

Simbidticos sdo alimentos ou suplementos alimentares contendo
microorganismos probidticos e ingredientes prebidticos, resultando em produtos com as
caracteristicas funcionais dos dois grupos que em sinergia vao beneficiar o hospedeiro
(GIBSON, 1999, FULLER; GIBSON, 1997, SAAD, 2006). O alimento simbidtico age
através de duas estratégias para aumentar a populacdo de microorganismos benéficos no
trato intestinal: a primeira € pelo consumo de bactérias prdbidticas; a segunda é
aumentando o nimero de microorganismos benéficos ja residentes no trato intestinal
através do consumo de prebidticos, que vao estimular as bactérias endégenas especificas
do hospedeiro no seu sitio de colonizagdo (COLLINS; GIBSON, 1999,
SCHREZENMEIR; VRESE, 2001, TUOHY et al., 2003). Para produzir o efeito
desejado, as substincias fisiologicamente ativas devem estar presentes nos alimentos
funcionais, em quantidade suficiente e adequada at¢é o momento da ingestdao

(SGARBIERI; PACHECO, 1999).

O intestino humano contém mais de 400 espécies diferentes de bactérias,
incluindo as Dbenéficas, como Lactobacillus e Bifidobacterium, presentes
respectivamente no intestino delgado e grosso dos seres humanos. A variacdo da

composi¢do e estabilidade da microbiota intestinal pode variar de individuo para
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individuo, influenciando a resposta da atuacdo de microorganismos probidticos

(TANNOCK, 1998, BOURLIOUX; KOLETZO; GUARNER, 2003).

Os frutooligossacarideos (FOS) e a inulina s@o considerados prebidticos uma vez
que promovem seletivamente o crescimento de probidticos como Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium. Essa caracteristica faz com que os FOS promovam

beneficios a saide humana, desde a redugdo de colesterol sérico até o auxilio na

prevengao de alguns tipos de cancer (BORGES, 2001, ADA, 1999).

Ozer, Akin e Ozer (2005) verificaram que a adi¢do de inulina e lactulose num
iogurte suplementado com Bifidobacterium bifidum e Lactobacillus acidophilus nao
afeta o crescimento das cepas caracteristicas do iogurte, mas estimula o crescimento de

Bifidobacterium bifidum no produto.

Wyatt, Bayliss, Holcroft (1986) observaram um aumento da propor¢do de
microbiota benéfica apds a ingestdo de 10 g/dia de goma acécia na dieta de voluntérios.
Mais recentemente, Cherbut er al. (2003), apontaram um aumento significativo no
nimero de bifidobactérias e de bactéria lacticas nos seres humanos que consumiram de
10 a 15 gramas didrias de goma acdcia durante dez dias. Esse efeito mostrou-se muito
significativo ja que a populagdo inicial de bifidobactérias era muito baixa. Outro estudo
com seres humanos mostrou que a dose de 6 g/dia de goma acdcia consumidos durante
quatro semanas apresentou maior beneficio no crescimento de Bifidobacterium do que o
estudo realizado com os FOS, porém, de acordo com os mesmos autores, se
administradas em conjunto, essas duas fibras apresentam um efeito de sinergistico sobre

o crescimento de bifidobactérias (ROCHAT et al., 2001).

Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia do uso de prebidticos
goma acédcia e frutooligossacarideo na viabilidade de bactérias probidticas
Bifidobacterium e Lactobacillus acidophilus num leite fermentado durante a

fermentacdo e armazenamento do produto.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos do trabalho foram:

e Avaliar o efeito da temperatura de fermentacao no pH, na acidez e na viabilidade

dos organismos probidticos no leite fermentado;

e Determinar a influéncia de inulina e goma acidcia no pH e acidez tituldvel

durante a fermentacao e durante o armazenamento do leite fermentado;

e Avaliar a influéncia de inulina e goma acédcia na viabilidade das bactérias

probidticas e na textura do leite fermentado durante o armazenamento;

e Comparar as caracteristicas sensoriais do leite fermentado adicionado de inulina

e goma acdcia com o leite fermentado sem adi¢ao de prebidticos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

A melhoria da dieta dos consumidores pode aumentar a expectativa e qualidade
de vida da populagao. O mercado dos produtos ditos sauddveis vem aumentando a cada
ano, novos ingredientes e novos produtos estdo sendo desenvolvidos pela inddstria com
apelo de reduzir problemas de saide e proporcionar uma vida mais saudavel (MOIRA,

2003).

Segundo o “Institute of Medicine of the U.S. National Academy of Sciences”,
qualquer alimento ou ingrediente alimentar que possa exercer efeito benéfico no
organismo pode ser considerado alimento funcional (SIMHON et al., 1982). A tabela 1
apresenta exemplos de compostos ativos e seus efeitos fisioldgicos, presentes em alguns

alimentos.
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TABELA 1 - COMPOSTOS ATIVOS, EFEITOS FISIOLOGICOS E PRINCIPAIS FONTES

DE ALIMENTOS

Compostos ativos Efeitos Fontes

Terpendides

Carotendides Atividade antioxidante e Frutas (melancia, mamao, meldo, damasco,
anticancerigena (Utero, prostata, seio, péssego), vegetais (cenoura, espinafre,
c6lon, reto e pulmao) abobora, brocolis, tomate, inhame, nabo)

Fitoesterdis Redugio dos niveis de colesterol total e~ Oleos vegetais, sementes, nozes, algumas
LDL-colesterol frutas e vegetais

Glucosinolatos Detoxificacao do figado, atividade Brocolis, couve-flor, repolho, rabanete,
Anticancerigena e antimutagénica palmito e alcaparra

Fenélicos

Acido fenélico

Flavonéides

Isoflavonas

Catequinas

Antocianinas

Atividade antioxidante

Atividades antioxidante, redu¢do do
risco de cancer e de doenga
cardiovascular

Inibicdo do actimulo de estrogénio,
reducdo das enzimas carcinogénicas

Atividade antioxidante, reducdo do
risco de doenca cardiovascular

Atividade antioxidante, prote¢do contra
mutagénese

Frutas (uva, morango, frutas citricas),
vegetais (brdcolis, repolho, cenoura, berinjela,
salsa, pimenta, tomate, agrido), cha

Frutas citricas, brocolis, couve, tomate,
berinjela, soja, abébora, salsa, nozes, cereja
Leguminosas (principalmente soja), legumes
Uva, vinho tinto, morango, cha verde, cha

preto, cacau

Frutas (amora, framboesa)

Acidos graxos
Omega3
Omegab

Oligossacarideos

Polissacarideos

Prebiéticos

Probioticos

Reducdo do risco de céncer e de
doengas cardiovasculares, reducdo da
pressdo arterial

Reducdo do risco de cancer e dos niveis
de colesterol

Regulacdo do transito intestinal e da
pressdo arterial, redug@o do risco de
cancer e dos niveis de colesterol total e
triglicerideos, redu¢do da intolerancia a
lactose

Regulacio do transito intestinal,
reducdo do risco de cancer e dos niveis
de colesterol total e triglicerideos,
estimulo ao sistema imunolégico

Peixes de dgua fria, 6leo de canola, linhaga e
nozes

Frutas, verduras, leguminosas cereais,
integrais
Raiz de chicoéria, cebola, alho, tomate,

aspargo, alcachofra, banana, cevada, cerveja,
centeio, aveia, trigo, mel

Togurte, leite fermentado

FONTE: adaptado de FAGUNDES; COSTA, 2003
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O termo alimento funcional foi introduzido, inicialmente, no Japao, em meados
de 1980, referindo-se a alimento processado, contendo ingredientes que auxiliam as
funcdes especificas do organismo, além de serem nutritivos (HASLER, 1998). Até essa
data, o Japao era o tunico pais que havia formulado um processo de regulamentagao
especifico para os alimentos funcionais, conhecidos como Alimentos para Uso
Especifico na Saude - FOSHU (Foods for Specified Health Use). Estes alimentos sdao
qualificados e trazem um selo de aprovacdo do Ministério da Saudde e Previdéncia

Social Japonés (COSTA; BOREM, 2003).

Para os paises da comunidade européia, tais como Bélgica, Holanda, Reino
Unido e Suécia, foram elaboradas normas préprias baseadas em consensos entre 0s

cientistas, autoridades governamentais e industrias (CANDIDO; CAMPOS, 1995).

No Brasil a legislagdo estabelece critérios especificos para que um alimento
possa ser considerado como funcional. A portaria n” 398 de 30/04/99, da Secretaria de
Vigilancia Sanitdria do Ministério da Satde no Brasil fornece a definicdo legal de
alimento funcional: "todo alimento ou ingrediente que, além das funcdes nutricionais
basicas, quando consumido como parte da dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou
fisiolégicos e/ou efeitos benéficos & saude, devendo ser seguro para consumo sem

supervisao médica."

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria publicou duas resolugdes

relacionadas aos alimentos funcionais (BRASIL, 1999a; BRASIL, 1999b):

a) aprova o regulamento técnico que estabelece as diretrizes basicas para andlise
e comprovacdo de propriedades funcionais e/ou de satde alegadas em rotulagem de

alimentos (Resolu¢do ANVISA/MS n’ 18, de 30/04/1999).

b) aprova o regulamento técnico de procedimentos para registro de alimento com
alegacdo de propriedades funcionais e ou de saide em sua rotulagem (Resolucdo

ANVISA/MS n° 19, de 30/04/1999).

Nessas resolucdes, faz-se distingdo entre alegacdo de propriedade funcional e

alegacao de propriedade de satide, como segue:

e Alegacdo de propriedade funcional: é aquela relativa ao papel metabdlico

ou fisiolégico que uma substancia (seja nutriente ou ndo) tem no
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crescimento, desenvolvimento, manutenc@o e outras fun¢des normais do

organismo humano,

e Alegacdo de propriedade de sadde: é aquela que afirma, sugere ou
implica a existéncia de relacdo entre o alimento ou ingrediente com
doenca ou condicdo relacionada a saide. Nao sdo permitidas alegacdes

de satde que facam referéncia a cura ou prevencao de doencas.

Dessa forma, de acordo com a Sociedade Brasileira de Alimentos Funcionais
(SBAF), os novos alimentos que surgirem no mercado deverdo trazer em seu rétulo qual
o beneficio para a fisiologia do organismo e porque reduzem o risco de certa doencga,

informacdo que devera ser comprovada através de pesquisas cientificas.

Atualmente, existem cinco segmentos de mercado onde pode-se encontrar
alimentos funcionais: bebidas, produtos lacteos, produtos de confeitaria, produtos de
panificacdo e cereais matinais. O crescimento e desenvolvimento desse mercado estdo
garantidos pelo consumidor que mostra grande interesse por esses produtos.
Regulamentacdo, controle e comunicagdo, baseados em pesquisas cientificas ajudardo a
construir a confianga de consumidores e produtores em uma cadeia de alimentos mais

sauddvel, segura e eticamente correta.

De acordo com a Federacao das Industrias do Estado de Sao Paulo (FIESP), as
estimativas apontam que o mercado mundial de alimentos funcionais movimentou em
2005, cerca de US$ 60 bilhdes na Europa, Estados Unidos e Japdo. No Brasil, esses
novos produtos respondem por pelo menos US$ 600 milhdes e o conjunto de alimentos
funcionais ja representa cerca de 6 % da producao nacional da industria de alimentagcdo

(REBELO, 2006).

Um alimento natural pode ser genuinamente funcional, ou tornar-se funcional
pelo aumento de concentragdo, adi¢do ou substituicdo de um componente, em funcao da
presenca de componentes bioativos, nutrientes ou ndo nutrientes, contidos nos alimentos

que exercem efeito benéfico para a saide (ROBERFROID, 1988).

Lajolo (2001) define alimento funcional como um alimento semelhante em
aparéncia ao alimento convencional, a ser consumido como parte da dieta usual, capaz
de produzir comprovados efeitos metabdlicos e fisioldgicos uteis a manuten¢do de uma

boa saude fisica e mental, além das suas funcdes nutricionais basicas.
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O campo dos alimentos funcionais, todavia, estd no inicio. As alegagcdes sobre os
beneficios a saide dos alimentos funcionais devem ser baseadas em critérios cientificos
comprovados (CLYDESDALE, 1997). O efeito de um alimento funcional pode ser
tanto na manutenc¢do do estado sauddvel das pessoas, como na reduc¢do do risco de
ocorréncias de enfermidades (TORRES, 1999). De acordo com Abdalla (2000), sido
necessarios mais estudos clinicos para estabelecer a eficicia das substancias
biologicamente ativas, em diferentes populacdes, assim como estudos toxicoldgicos,
para assegurar que altas doses destas substancias nao apresentem efeitos negativos para

os individuos.

Para produzir o efeito desejado, as substincias fisiologicamente ativas devem
estar presentes nos alimentos funcionais, em quantidade suficiente e adequada
(SGARBIERI; PACHECO, 1999). Os niveis seguros de ingestdo de alimentos
funcionais serdo considerados, quando estes forem avaliados no contexto de uma dieta
sauddvel, e somente serdo estabelecidos quando estudos clinicos tiverem sido
documentados na literatura cientifica. Pesquisas com animais tém proporcionado
alguma indicacdo da ingestdao desejada, entretanto, esses dados sdo dificeis de serem

extrapolados para o homem (ADA, 1999).

O desenvolvimento de alimentos funcionais constitui uma real oportunidade de
contribuicdo para a melhora da qualidade da dieta e selecdo de alimentos que podem
afetar positivamente a satide e bem estar dos individuos. E importante destacar que um
alimento pode ser funcional para uma populagcdo em geral, ou para grupos particulares,
definidos por suas caracteristicas genéticas, sexo, idade ou outros fatores (PALOU;

SERRA, 2000).

3.2 PROBIOTICOS

Alimentos contendo bactérias probidticas sdo classificados na categoria de
alimentos funcionais, ja que fornecem beneficios a saide além da nutricdo basica do
individuo (STANTON et al., 2003). O termo probidtico, de origem grega, significa
“para a vida”, e tem sido empregado das maneiras mais diversas ao longo dos ultimos
anos (GUARNER; SCHAAFSMA, 1998). De acordo com Fuller e Gibson (1997),

probidtico é definido como um suplemento alimentar contendo bactérias vidveis que
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afetam beneficamente o hospedeiro pela melhoria do balanco da microbiota intestinal.

Atualmente probidticos sdo definidos como microorganismos vivos que administrados

em dose adequada, conferem beneficios a saide do hospedeiro (SANDERS, 2003).

Culturas probidticas tém sido intensamente estudadas e empregadas em diversos

tipos de alimentos. A tabela 2 apresenta uma relacdo das principais espécies de

microorganismos utilizados comercialmente com apelo probiético.

TABELA 2 - MICROORGANISMOS UTILIZADOS COM APELO PROBIOTICO

Para humanos

Para animais

Lactobacillus acidophilus

L. rhamnosus

L. casei Shirota

L. delbrueckii bulgaricus

L. reuteri

Bifidobacterium adolescents

B. bifidum

B. breve

B. longum

B. infantis

Streptococcus thermophilus

Saccharomyces buolardii

Lactobacillus acidophilus

L. casei

L. delbrueckii bulgaricus

L. reuteri

Bifidobacterium bifidum

Bacillus subtilis

Streptococcus thermophilus

Pediococcus pentosaceus

Enterococcus faecium

Saccharomyces cerevisiae

Aspergillus oryzae

Torulopsis spp.

FONTE: Tannock, 1998

Microorganismos probidticos como Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus

reuteri e certas cepas de Lactobacillus casei também tém sido investigados para uso

medicinal (De ROOS; KATAN, 2000, VRESE; MARTEAU, 2007).
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Ha no intestino humano mais de 400 espécies diferentes de bactérias, incluindo
Lactobacillus e Bifidobacterium, presentes respectivamente no intestino delgado e
grosso dos seres humanos. A variagdo da composicdo e estabilidade da microbiota
intestinal pode variar de individuo para individuo, influenciando a resposta da atuagdo
de microorganismos probidticos (TANNOCK, 1998, BOURLIOUX; KOLETZO;
GUARNER, 2003). Segundo Penna et al. (2000), os microorganismos somente influem
no ecossistema onde se encontram quando suas populacdes sdo superiores a 10’ UFC/g,
porém no caso especifico da microbiota intestinal de criancas recém-nascidas, tais
valores podem ser menores.

A quantidade e freqii€ncia de consumo de probidticos necessdrios para assegurar
os beneficios funcionais a eles atribuidos ainda € uma questdo ndo totalmente conclusa
pela literatura, Gilliland, Reilly e Kim (2002) recomendam a ingestdo semanal minima
de 300 a 500 g de produtos l4cteos fermentados contendo entre 10° a 10’ UFC/mL, ou
seja, entre 1 milhdo e 10 milhdes de células probidticas por mililitro de produto. Varios
estudos afirmam que o produto probidtico deve ser ingerido diariamente e em
quantidade que garanta que as bactérias chegardo ao trato intestinal em numero
suficiente para realizar efeitos benéficos ao corpo humano (SAMONA; ROBINSON,
1991, TAMIME; MARSHALL; ROBINSON, 1995). Concentracdes acima de 10°
organismos vidveis por grama de produto durante toda vida de prateleira sao
recomendaveis (LEE; SALMINEM, 1995).

De acordo com a ANVISA (2002), a quantidade minima vidvel de
microorganismo probidtico deve estar na faixa de 10% a 10° UFC na por¢do didria, o que
equivale ao consumo de 100 g de produto contendo entre 10° a 10" UEC de
microorganismos probidticos. Valores menores podem ser aceitos desde que
comprovada sua eficdcia. Deve ser apresentado laudo de andlise do produto que
comprove a quantidade minima vidvel do microorganismo até o final do prazo de
validade. A quantidade do probidtico em unidades formadoras de coldnias (UFC),
contida na por¢ao didria do produto pronto para consumo, deve ser declarada no rétulo,
proximo a alegacao.

Lactobacillus casei Shirota, uma das bactérias probidticas mais usadas na
producdo de leite fermentado e de bebidas lacteas dcidas é um exemplo de
microorganismo que sobrevive e se multiplica no trato gastrintestinal. Estudos mostram
que a recuperacdo desta bactéria a partir das fezes, apds a ingestdao do leite fermentado,

é da ordem de 10’ bactérias por grama (YUKI et al., 1999).
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Os beneficios a saide produzidos, muitas vezes sdo comuns a diversos
probidticos (KLAENHAMMER, 2000). Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium
spp, tem demonstrado caracteristicas como: controle do pH do intestino através da
liberacdo de dcidos que restringem o crescimento de patdgenos e bactérias putrefativas,
alivio a intolerancia a lactose e propriedades anticarcinogénicas e anticolesterolemicas
(TRINDADE, 2001, ROLFE, 2000, GOMES; MALCATA, 1999).

Em criangas, o efeito de bifidobactérias parece ser muito significante contra
diarréias virais, sugerindo que um mecanismo imunoldgico seja responsdvel pelos

efeitos benéficos (SAAVEDRA, 2000).

Estudos de Mclntosh (2003) associam os iogurtes adicionados de bactérias
probidticas como alimentos com significativa capacidade para redugdo de precursores
de cancer. Nao ha evidéncias experimentais diretas da supressdo do cancer humano
como resultados do consumo de produtos lacteos fermentados, existem evidéncias
indiretas baseadas em estudos laboratoriais e vasta literatura (HIRAYAMA; RAFTER,
2000). O efeito antitumoral, relacionados a determinados probidticos € atribuido a
inibicdo de atividade mutagénica provocada pela diminui¢io de vdrias enzimas
envolvidas na geracdo de substancias carcinogé€nicas e/ou mutagénicas (REID et al.,

2003).

A administracdo oral de Lactobacillus casei Shirota (LcS) tem sido relacionada
com o aumento da imunidade inata, estimulando a atividade de células “Natural Killer”
(MATSUZAKI; CHIN, 2000).

A tabela 3 apresenta um resumo dos principais beneficios atribuidos aos
microorganismos probioticos.

Muitas pesquisas no campo de probidticos ainda sdo necessdrias para a
compreensdo do papel dos probidticos no trato intestinal e consequentemente na satude
humana (SAARELA et al., 2000). Deve-se observar que, para comprovagao dos efeitos
benéficos dos probidticos, exames clinicos devem ser feitos e avaliados (STANTON et

al., 2003, SANDERS, 2003).
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TABELA 3 - CAUSAS E MECANISMOS DOS EFEITOS BENEFICOS ATRIBUIDOS AOS

PROBIOTICOS

Efeito benéfico

Possiveis causas e mecanismos

Melhor digestibilidade

Degradagao parcial das proteinas, lipidios e carboidratos

Melhor valor nutritivo

Niveis elevados das vitaminas do complexo B e de alguns
aminodcidos essenciais como metionina, lisina e triptofano

Melhor utilizacio da lactose

Niveis reduzidos de lactose no produto e maior
disponibilidade de lactase

Acdo antagbnica contra agentes
patogénicos entéricos

Disturbios tais como diarréia, colites mucosa e ulcerosa,
diverticulite e colite antibidtica sdo controlados pela acidez
Inibidores microbianos e inibi¢ao da adesdo e ativacao de
patégenos

Colonizacdo do intestino

Sobrevivéncia ao dcido gastrico, resisténcia a lisozima e a
tensdo superficial do intestino, adesdo ao epitélio intestinal,
multiplicacdo no trato gastrintestinal, modulacdo imunitdria

Acdo anticarcinogénica

Conversao de potenciais pré-carcinogénicos em compostos
menos perniciosos
Estimulagdo do sistema imunitario

Acao hipocolesterolémica

Producio de inibidores da sintese do colesterol
Utilizacd@o do colesterol por assimilacdo e precipitacdo como
sais biliares desconjugados

Modulagao imunitaria

Melhor producdo de macréfagos, estimulagdo da producdo
de células supressoras

FONTE: Moraes; Colla, 2006
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3.3 PRODUTOS LACTEOS PROBIOTICOS

Os produtos lacteos sdo usados como veiculos para as bactérias probidticas
benéficas, sdo considerados sauddveis pelos consumidores e fazem parte da dieta
alimentar cotidiana na maioria dos paises (HELLER, 2001). Vérios fatores podem afetar
a viabilidade das bactérias probidticas nos produtos lacteos fermentados, incluindo o
acido l4ctico e o peroxido de hidrogénio produzido pelos fermentos tradicionais
(SANDERS, 1998, MOREIRA; ABRAHAM; DE ANTONI, 2000). Lactobacillus
delbueckii subsp. bulgaricus produz dcido latico ndo s6 durante a fermentagdo, mas
também durante a estocagem refrigerada, fenomeno conhecido na industria como “pds-
acidificacdo” e muitas vezes responsavel pela perda de viabilidade de cepas probidticas

(SHAH et al., 1995).

Rybka e Fleet (1997) verificaram que iogurtes com altas populacdes de
Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus tenderam a ser mais dcidos (pH < 4) e
continham populacdes de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium menores que 10°
UFC/g. As populagdes de Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus e Streptococcus
thermophilus excederam a 10’ UFC/g em 54 ¢ 68 % das amostras respectivamente,
enquanto as populacdes de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium excederam 10°
UFC/g apenas em 24 % e 14 % das amostras respectivamente. Dave e Shah (1997)
também verificaram que a viabilidade de Lactobacillus acidophilus foi afetada pela
presenca do Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, enquanto bifidobactérias

mostraram melhor estabilidade no iogurte durante 35 dias de armazenamento.

O aumento das concentragdes de sacarose adicionadas ao leite antes da
fermentacao pode inibir as bactérias do iogurte levando a longos tempos de fermentagao
e a um baixo desenvolvimento de acidez. Isto se deve aos efeitos osmoéticos dos solutos
no leite e a baixa atividade de dgua (OLIVEIRA; DAMIN, 2003). O conteudo de
oxigénio dissolvido no produto ou permeado através da embalagem também pode
interferir na viabilidade das cepas probidticas, particularmente as bifidobactérias,
anaerébias estritas (ISHIBASHI; SHIMAMURA, 1993, LANKAPUTHRA; SHAH,
1994).

Embora a interacdo entre microorganismos possa reduzir a viabilidade de cepas
probidticas, tal combinacdo € necessdria jd que probidticos como bifidobactérias,

desenvolvem-se lentamente no leite devido a sua baixa atividade proteolitica e
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adicionalmente, produzem d&cidos acético e lactico (nas propor¢des molares 3 : 2)
durante a fermentacdo, o que pode criar importantes restricdes organolépticas: um
produto com sabor e aroma de vinagre que terd obviamente uma aceitacao limitada por

parte dos consumidores (HOIER, 1992).

Muitas publicacdes mostram que o uso de culturas de Bifidobacterium spp.
combinadas com culturas de Lactobacillus acidophilus ou com culturas de outras
bactérias lacticas, como exemplo Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e
Streptococcus thermophilus (HOIER, 1992, SAMONA; ROBINSON; MARAKIS,
1996) pode trazer varias vantagens como melhores velocidades de crescimento, redugao
do tempo de fermentacdo e auséncia de certos defeitos organolépticos. Levando em
conta esses fatos, recomenda-se uma selecdo cuidadosa das cepas a serem utilizadas.
Como exemplo, Brandao et al. (2006) verificaram que soro de leite fermentado por
Bifidobacterium apresentou pH 6,3 apds 3 h de incubacdo a 42 °C, enquanto o produto
fermentado com Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus
thermophilus, Bifidobacterium spp e Lactobacillus acidophilus apresentou pH 4,2.
Haddadin, Awaished e Robinson (2004) produziram iogurtes com contagens acima de
10 UFC/mL de probidticos (Lactobacillus casei, Lactobacillus — gasseri e
Bifidobacterium infantis) e altas concentracdes de espécies tradicionais do iogurte
(Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) que foram
armazenados a 4°C mostrando viabilidade dos probidticos durante os 15 dias de

armazenamento.

Alteragdes nas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais nos produtos l4cteos
contendo bactérias probidticas podem ou nao ocorrer, dependendo das espécies
empregadas. A escolha da cepa é muito importante para o sucesso do iogurte ou leite

fermentado probidtico (LOURENS-HATTING; VILJOEN, 2001).

Gupta, Mital e Garg (1997) verificaram que a adicdo de
Lactobacillus acidophilus na producdo de iogurte ndo alterou as caracteristicas de
composi¢do, textura e atributos sensoriais comparados ao iogurte padrdo. A
aceitabilidade sensorial das amostras foi de 7,4 a 7,8 respectivamente numa escala

hedodnica de nove pontos.

Almeida, Bonassi e Roga (2001) estudaram as caracteristicas fisico-quimicas de

bebidas lacteas preparadas com trés concentragdes de soro de queijo Minas Frescal (30,
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40 e 50 %) empregando dois tipos de culturas l4cticas: uma tradicional para iogurte
(YC-180) contendo cepas mistas de Streptococcus salivarus subsp. thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e
outra (ABY-1) contendo cepas mistas de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus  acidophilus, Bifidobactéria e Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus. Os autores ndo verificaram diferenca significativa nas caracteristicas

fisico-quimicas dos dois tipos de bebidas.

Alem dos varios tipos de leite fermentado, microorganismos probidticos também

tém sido empregados em diversos tipos de queijos.

Um queijo petit-suisse foi produzido com culturas probidticas de Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium longum. As bactérias probidticas continuaram vidveis em
concentracdes apropriadas (superiores a 6 Log UFC/g) para todas as formulacdes
estudadas até o 21° dia de armazenamento a 4 °C sendo que os melhores resultados
foram obtidos para B. longum (superiores a 7 Log UFC/g). A reducdo do pH das
diferentes formulagdes estudadas durante o armazenamento nao influenciou a

viabilidade das culturas probidticas MARUYAMA et al., 2006).

O queijo Minas Frescal € um bom veiculo para as bactérias probidticas, por sua
baixa acidez, alta atividade de dgua (aw) e qualidade nutricional. Segundo estudo de
Jurkiewicz (1999), a adi¢do de culturas probidticas de Lactobacillus acidophilus ao
queijo Minas Frescal contribuiu para o aumento da protedlise do queijo durante o
armazenamento a 5 °C, formando peptideos de baixo peso molecular e aminodcidos.
Entretanto este fato nao influenciou significativamente as caracteristicas sensoriais do
queijo que manteve uma concentracio de Lactobacillus acidophilus de 10° UFC/g

durante a estocagem do produto em refrigeracao.

Okasaki et al. (2001) produziram um queijo Minas Frescal contendo dcido latico
e cultura probidtica ABT (Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis e
Streptococcus thermophilus). Até o 21° dia de armazenamento a populagdo de
Lactobacillus acidophilus permaneceu entre 107 e 108 UFC/g, a populagdo de
Bifidobacterium spp. entre 10° ¢ 10’ UFC/g e a de  Streptococcus thermophilus em 10°
UFC/g.
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Alegro et al. (2001) verificaram a influéncia do emprego de culturas probidticas
compostas pelos microorganismos Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis
isolados e em co-cultura na tecnologia de fabricacdo de queijo Minas frescal sobre as
caracteristicas do produto ao longo de 21 dias de armazenamento em refrigeracdo de
5°C. O queijo minas frescal probidtico mostrou-se com propriedades sensoriais, de
textura e microbioldgicas adequadas, sendo apropriado como veiculo para Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium lactis. Entretanto o melhor desenvolvimento das culturas
probidticas ocorreu quando em co-cultura, associado ao fato desse queijo ter se
comportado da forma mais estdvel dentre os queijos estudados ao longo do

armazenamento.

Buriti, Rocha e Saad (2005) adicionaram Lactobacillus acidophilus em queijo
Minas Frescal e avaliaram as implicagdes nas propriedades de textura e sensorial
durante a estocagem e comprovaram que esta incorporagdo resulta num alimento
probidtico. Em outro estudo, Buriti et al. (2005) demonstraram que a adi¢do de
Lactobacillus paracasei ao queijo minas frescal resultou num produto com grande

potencial para alimento funcional.

O sorvete também tem sido avaliado como veiculo para culturas probidticas.
Andrighetto e Gomes (2003) desenvolveram um sorvete probidtico contendo
Lactobacillus acidophilus. Os picolés elaborados com leite acidéfilo, embalados e
armazenados durante 60 dias a vinte e cinco graus Celsius negativos mantiveram uma
populacdo de Lactobacillus acidophilus de 8,3 x 10’ UFC/g sem ter suas caracteristicas

sensoriais alteradas.

Andrade et al. (2004) também trabalharam com desenvolvimento de sorvete
probidtico utilizando Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium bifidus e
frutooligossacarideos como prebidtico chegando a um produto com contagens de

5,6 x 10" UFC/g e 7,8 x 10’ UFC/g respectivamente e boa aceitacdo sensorial.

Corrales, Henderson e Morales (2007) avaliaram a viabilidade dos probidticos
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis em sorvete batido. O produto
apresentou contagem de Lactobacillus acidophilus e de Bifidobacterium lactis acima do
minimo necessdrio para ser considerado probidtico até o 90° dia de armazenamento a
30 °C negativos e na avaliacdo sensorial ndo houve diferenca significativa entre o

produto com ou sem probidticos.
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A producdo de buttermilk contendo Bifidobacterium animalis subsp. lactis
também ¢é vidvel devido a compatibilidade dessa cultura com as culturas aromaticas
mesofilicas empregadas em sua producdo. As contagens de Bifidobacterium animalis
subsp. lactis tendem a ser mais elevadas, quando esta bactéria é adicionada
conjuntamente a cultura mesofila, antes da fermentagdo. O numero de células vidveis
Bifidobacterium animalis subsp. lactis atendeu a legislacdo em todas as amostras,

permanecendo acima de 7,5 Log UFC/mL no produto armazenado por 28 dias a 6 °C

(ANTUNES et al., 2007).

Novas técnicas estdo sendo desenvolvidas com o objetivo de aumentar a
sobrevida das cepas probidticas durante o processamento e posterior ingestdo, que vao
desde o encapsulamento de probidticos com substancias prebidticas a manipulacdo

genética (ROSS et al., 2005).

Sun e Griffiths (2000) verificaram que células de Bifidobacterium imobilizadas
em goma gelana, nome genérico do polissacaridio produzido pela fermentagcao
controlada do microorganismo Pseudomonas elodea, e xantana apresentaram maior
viabilidade do que as células livres em iogurte pasteurizado apds armazenamento
refrigerado por cinco semanas (FADINI e al., 2003). Segundo O’Riordan et al. (2001)
a imobilizacdo de cepas de Bifidobacterium em amido ndo influenciou a sobrevivéncia
do probidtico. No trabalho de Desmond et al. (2002) a goma acdcia mostrou-se eficiente
na imobilizacdo e protecio ao Lactobacillus paracasei durante secagem e
armazenamento quando comparada ao controle também seco e imobilizado, sem adi¢do

de goma acécia.

3.4 PREBIOTICOS

Prebidticos sdo componentes alimentares ndo digeriveis que afetam
beneficamente o hospedeiro, por estimularem seletivamente a proliferacdo ou atividade
de populacdes de bactérias desejaveis no célon. Adicionalmente, o prebidtico pode
inibir a multiplicacdo de patogenos, pois fermentado no intestino converte-se em
nutrientes necessdrios para um melhor desenvolvimento das bifidobactérias e
lactobacilos, aumentando favoravelmente a microbiota bacteriana e garantindo

beneficios adicionais a saide do hospedeiro. Esses componentes atuam mais
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freqlientemente no intestino grosso, embora eles possam ter também algum impacto

sobre 0s microorganismos do intestino delgado (SAAD, 2006).

Qualquer componente alimentar fermentescivel que atinja o cdélon sem ser
digerido apresenta potencial como prebidtico. Atualmente os prebidticos conhecidos sao
carboidratos nao digeriveis, como a lactulose, lactitol vdrios oligossacarideos
(frutooligossacarideos, glicooligossacarideos, transgalactooligossacarideos), a inulina e

amido resistente (GIBSON; FULLER, 2000, ANN et al., 2007, PEREIRA, 2007).

Os critérios considerados na qualificagdo de um alimento como prebidtico sdo:
auséncia de hidrdlise ou absor¢@o no intestino delgado, capacidade de ser metabolizado
seletivamente por bactérias benéficas, capacidade de alterar beneficamente a microbiota
intestinal e inducdo de efeito fisiol6gico que seja importante para saide (GIBSON;

FULLER, 2000).

A fermentacdo dos prebidticos pode promover algumas funcdes fisiologicas
especificas através da liberacdo de metabolitos das bactérias, em especial os dcidos
graxos de cadeia curta (acetato, propionato, butirato, lactato etc) no trato intestinal. Os
acidos graxos de cadeia curta podem atuar diretamente ou indiretamente sobre as células
intestinais e participar no controle de processos como a inflamacao, a carcinogénese, a
absor¢do de minerais e a eliminagdo de compostos nitrogenados, podendo ainda atuar
no alivio da constipacdo e na redugdo de infec¢des intestinais, redu¢do do nivel de
colesterol no sangue e diminuicdo do risco de osteoporose, obesidade e doencas

cardiovasculares (MARTI DEL MORAL; MORENO-ALIAGA; HERNANDEZ, 2003).

Alguns fatores relacionados a reducdo do risco de desenvolvimento de cancer
devido ao consumo de prebidticos sdo: diminui¢do da retencdo de substincia téxica
ingerida ou produzida no trato gastrintestinal durante processos digestivos; reduciao do
tempo do transito intestinal, promovendo uma ripida elimina¢do do bolo fecal, com
reducdo do tempo de contato do tecido intestinal com substidncias mutagénicas ou
carcinogénica; e formacdo de substincias protetoras pela fermentacdo bacteriana dos

compostos da alimentacdo (ANJO, 2004).
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3.4.1 Frutooligossacarideo e Inulina

Os oligossacarideos e polissacarideos ndo digeriveis, porém fermentdveis sao
reconhecidos como fibras alimentares. Os frutooligossacarideos (FOS) sdo
oligosacarideos resistentes, isto é, carboidratos complexos de configuragcdo molecular
que os torna resistentes a acao hidrolitica da enzima salivar e intestinal fazendo com que
esses atinjam o cdlon produzindo efeitos benéficos sobre a microbiota (MORAES;

COLLA, 2006).

A oligofrutose e os FOS s3o termos sindnimos utilizados para denominar
frutanos com grau de polimerizacido (nimero de unidades de monossacarideos) inferior
a 10. Seus nomes derivam de oligossacarideos (carboidratos com menos de 10
subunidades de monossacarideos) compostos predominantemente de frutose. O termo
oligofrutose é mais freqiientemente empregado na literatura para descrever frutanos de
cadeia curta, obtidos por hidrélise parcial da inulina da chicéria. O termo FOS tende a
descrever misturas de frutanos de cadeia curta, sintetizados a partir da sacarose (SAAD,

2006).

A inulina é um carboidrato, constituido de subunidades de frutose (2 a 150),
ligadas entre si e a uma glicose terminal, apresentando um grau médio de polimerizacao
de 10 ou mais, sendo a oligofrutose um componente natural da inulina (CAUSEY et al.,
2000, DEN HOND; GEYPENS; GHOOS, 2000, SAAD, 2006).

A inulina, extraida principalmente da raiz da chicéria, € considerada fibra
alimentar presente em produtos de origem vegetal. Apresenta propriedades fisiolégicas
similares aos FOS (HARTEMINK; VANLAERE; ROMBOUTS, 1997, NITSCHKE;
UMBELINO, 2002).

Os FOS podem ser obtidos a partir da hidrélise da inulina pela enzima inulase ou
sintetizado a partir da sacarose por atuacdo da enzima frutosiltransferase, enzima
fingica obtida por Aspergillus niger. Os frutooligosacarideos estdo presentes também
em alimentos de origem vegetal, como cebola, alho, tomate, banana, cevada, aveia,
trigo, mel e cerveja. SAo chamados agicares ndo convencionais e t€ém tido impacto na
inddstria devido as suas excelentes caracteristicas funcionais sendo também aplicados
como fibras alimentares. Além de apresentarem pequenas quantidades de agucares
livres podendo ser consumidos por diabéticos (NITSCHKE; UMBELINO, 2002,
ROBERFROID, 2007, PASSOS; PARK, 2003).
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Sdo vdrias as aplicagdes do FOS na indistria de alimentos, podendo ser usado
sem restricoes na maioria delas. Em iogurtes este polissacarideo € utilizado como
prebidtico na proporcao de 2 a 3 % em volume, também utilizado como agente de corpo
e textura com poder adogante relativo, e em conjunto com edulcorantes de alta

intensidade (MORENO; MONTESANTI, 2002).

Os FOS e a inulina s3o considerados prebidticos uma vez que promovem
seletivamente o crescimento de probidticos como Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium. Essa caracteristica faz com que os FOS promovam beneficios a saude
humana, desde a reducgdo de colesterol sérico até o auxilio na prevencao de alguns tipos
de cancer. Doses de 4 a 5 gramas ao dia com valor caldrico de 1,5 kcal/g sdo suficientes
para estimular o crescimento de Bifidobacterium (BORGES, 2001) e doses de 3 a 10
gramas didrias promovem reducdo da pressdo sanguinea, efeito benéfico no
metabolismo de lipidios, melhora da satde gastrintestinal e redu¢do do colesterol sérico

(ADA, 1999).

Rycroft et al. (2001), avaliando as propriedades fermentativas de alguns
prebidticos, verificaram que xilooligossacarideos e lactulose produziram os maiores
aumentos no numero de bifidobactérias, enquanto os frutooligossacarideos (FOS)
propiciaram o desenvolvimento de lactobacilos, e que a mistura deles pode aumentar
sua funcionalidade. Rastall e Maitin (2002) também verificaram que a utilizacdo de
frutooligossacarideos (FOS) resultou num aumento populacional de lactobacilos.
Segundo Bielecka, Bierdrzycka e Majkowska (2002) a oligofrutose apresentou efeito
bifidogénico na estimulagdo das bifidobactérias. Bortolozo e Quadros (2007)
desenvolveram iogurte fermentado por Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus
thermophilus adicionado de 5 % de inulina e 0,05 % de sucralose caracterizando-o
como prebidtico para fins especiais, sendo uma alternativa para uma alimentacdo mais
sauddvel, que pode ser consumido por pessoas com dieta de restricio em gordura e

acucares.

A inulina e a oligofrutose extraidas da chicéria sdo classificadas legalmente
como ingredientes alimenticios (e ndo como aditivos) em todos os paises da Unido
Européia, bem como na Suica e na Noruega. As autoridades na Austrdlia, Canad4,
Israel, Japao e Nova Zelandia chegaram a mesma conclusdo. Nos Estados Unidos, foi

confirmado o estatus GRAS (Generally Recognized As Safe) para inulina e oligofrutose
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(NEVEN, 2001). Devido a gama de apelos saudaveis da inulina e oligofrutose, esses
produtos vém sendo aplicados como fibra alimentar também em balas e confeitos,
preparacdes com frutas, sobremesas lacteas, queijos frescos, paes, chocolates, sorvetes,
molhos, e na preparacdo de xaropes de frutose (KAUR; GUPTA, 2002). Também
podem ser utilizados em produtos cdrneos, € até em racdes animais com OS MeSmos

efeitos prebidticos observados nos seres humanos (BONDT, 2003, GIBSON, 1999).

Os beneficios da ingestdo de fibras estdo sendo estudados e jid possuem
resultados interessantes, porém, excessos de fibras podem impedir a absor¢do de
nutrientes e sais minerais. A indicagdo para ingestdao suplementar de fibras deve ser

acompanhada para ndo trazer um resultado indesejado (MADEIRA; MOURA, 1999).

As propriedades da inulina e oligofrutoses sdo similares, assim, a aplicacdo de
inulina ou oligofrutoses se dd em fun¢do dos atributos desejados no produto final. A
inulina € mais indicada quando se pretende obter produtos com menor teor de gordura
(sorvetes, bolo e sopas), enquanto oligofrutoses sdo adequadas para iogurtes de baixa
caloria, docura e para mascarar o sabor residual de adogantes de alta intensidade
utilizados em preparagdes alimentares. Recomenda-se que a inulina e oligofrutoses
sejam utilizadas simultaneamente com probiéticos em alimentos para obtengao do efeito

simbidtico (HAULY; MOSCATTO, 2002).

Hauly, Fuchs e Prudencio-Ferreira (2005) estudaram a influéncia de
frutooligossacarideo (oligofrutose e inulina) nas caracteristicas de fermentado de soja
com Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus e Streptococcus thermophilus. As
amostras foram armazenadas por 28 dias a 4 °C. O fermentado de soja suplementado
apresentou pH de 4,63 e acidez de 0,37 %, maior viscosidade, coesividade e adesividade
e menor dureza que o sem suplementacdo. O indice de aceitagdo do fermentado de soja

suplementado com prebidticos foi de 71,20 %.

Fuchs et al. (2005) indicaram que a suplementac¢do com oligofrutose e inulina do
fermentado de soja com Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus e Streptococcus
thermophilus, pode ser feita adicionando-se 14,24 % de oligofrutose; 4,43 % de inulina
e tempo de fermentacdo de 6 horas. O produto obtido nestas condi¢cdes mostrou-se como

uma boa opc¢ao para o consumo de derivados de soja e substancias prebidticas.
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3.4.2 Goma Acacia

A goma ardbica, também conhecida como goma acécia, considerada fibra
alimentar, consiste em uma exudacdo da casca da drvore acécia espinhosa que se

desenvolve proximo ao deserto de Saara, na Africa.

Assim como outras fibras soliveis, a goma acdcia nao € digerida no estdmago,
apenas digerida no intestino onde € exposta a microbiota intestinal. Fermentada
converte-se em nutrientes necessarios para um melhor desenvolvimento das
bifidobactérias e lactobacilos, aumentando favoravelmente a microbiota bacteriana. Um
dos pontos positivos do aumento da populacio de bactérias € a inibicao do crescimento
de microorganismos patogé€nicos, com isso, o sistema imunoldgico se fortalece,
prevenindo casos de infecc@o gastrointestinais e até mesmo de cancer de célon. De
acordo com o Kravtchenko, Michel e Cherbut (1997), a ingestdo de goma acécia pode

também contribuir na reducdo da taxa de colesterol.

Wyatt, Bayliss, Holcroft (1986) observaram um aumento da propor¢do de
microbiota benéfica apds a ingestao de 10 g/dia de goma acécia na dieta de voluntérios.
Mais recentemente, Cherbut et al. (2003), apontaram um aumento significativo no
nimero de bifidobactérias e de bactéria lacticas nos seres humanos que consumiram de
10 a 15 gramas didrias de goma acdcia durante dez dias. Esse efeito mostrou-se muito
significativo ja que a populagdo inicial de bifidobactérias era muito baixa. Outro estudo
com seres humanos mostrou que a dose de 6 g/dia de goma acdcia consumidos durante
quatro semanas apresentou maior beneficio no crescimento de Bifidobacterium do que o
estudo realizado com os FOS, porém de acordo com os mesmos autores se
administradas em conjunto, essas duas fibras apresentam um efeito de sinergia sobre o

crescimento de bifidobactérias (ROCHAT et al., 2001).

A modificagdo da microbiota intestinal devido a ingestdo de goma acdcia pode
ser explicada pelo fato que nem todas as bactérias possuem as enzimas para degradar as
moléculas das fibras e pela reducdo do pH no intestino que favorece o crescimento de
bactérias acidoéfilas e lacticas (SALYERS; PALMER; WILKINS, 1978, MAY et al.,
1994, MICHEL et al., 1998, TULUNG; REMESY; DEMIGNE, 1987). Em todos os
estudos fica claro que para se obter os efeitos bifidogénicos da ingestdo de goma acécia,

ha a necessidade da administracio continua e de alguns dias de adapta¢do do organismo
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a substancia (TULUNG; REMESY; DEMIGNE, 1987, WYATT; BAYLISS;
HOLCROFT, 1986).

3.5 SIMBIOTICOS

Simbidticos sdo alimentos ou suplementos alimentares contendo
microorganismos probidticos e ingredientes prebidticos, resultando em produtos com as
caracteristicas funcionais dos dois grupos que em sinergia vao beneficiar o hospedeiro

(GIBSON, 1999, FULLER; GIBSON, 1997, SAAD, 2006).

O alimento simbidtico age através das duas estratégias para aumentar a
populacdo de microorganismos benéficos no trato intestinal: a primeira é pelo consumo
de bactérias probidticas; a segunda € aumentando o nimero de microorganismos
benéficos ja residentes no trato intestinal através do consumo de prebidticos, que vao
estimular as bactérias endogenas especificas do hospedeiro no seu sitio de colonizagao

(COLLINS; GIBSON, 1999, SCHREZENMEIR; VRESE, 2001, TUOHY et al., 2003).

Virios estudos tém sido realizados, com o objetivo de comprovar o efeito de
simbidticos em humanos e animais, mas ainda necessitam de maior comprovagao

cientifica (BORGES; SALGARELLO; GURIAN, 2003).

Maiorka et al. (2001) investigaram o efeito da substituicdo de antibidticos por
prebidtico, probidtico e simbidtico em dietas de fortificacdo para frangos de corte. Os
resultados desse experimento permitiram concluir que a substitui¢do de antibidticos por
simbidticos na racdo de frangos é a melhor alternativa, pois nio compromete o

desempenho do organismo das aves.

Em estudos com leitdes, resultados demonstraram que a adi¢do de probidtico
(Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis) e prebidtico frutooligossacarideo (FOS) a
racdo resultou em desempenho dos leitdes semelhantes aqueles que receberam a dieta
basal com antibiético prevenindo um aumento na colonizagdo por bactérias nocivas do

sétimo para o décimo quarto dia ap6s desmame (BUDINO, 2004).

Na medida em que estudos sobre prebidticos e probidticos sdo apresentados e
comprovados, a tendéncia do mercado € absorver mais rapidamente essas inovacoes

(TUOHY et al., 2003).
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Ozer, Akin e Ozer (2005) verificaram que a adi¢do de inulina e lactulose num
iogurte suplementado com Bifidobacterium bifidum e Lactobacillus acidophilus nao
afeta o crescimento das cepas caracteristicas do iogurte, mas estimula o crescimento de

Bifidobacterium bifidum no produto.

Bortolozo e Quadros (2007) desenvolveram iogurte fermentado por
Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus adicionado de 5 % de inulina e
0.05 % de sucralose caracterizando-o como prebidtico para fins especiais, sendo uma
alternativa para uma alimentacdo mais saudavel, que pode ser consumido por pessoas

com dieta de restricdo em gordura e acucares.

Quintana e Ramon (2007) produziram leite de cabra fermentado por
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus adicionado de 4,5 % de inulina com boa aceitacdo sensorial em teste de

aceitacdo com escala hedonica de nove pontos.

Thamer e Penna (2005) estudaram o efeito do teor de soro, sacarose e
oligofrutoses sobre a populacdo de bactérias lacticas em formulagdes de bebidas
fermentadas. As bebidas lacteas formuladas foram consideradas probidticas pelas
contagens elevadas de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus acidophilus variando de
9,00 x 10° a 9,65 x 10" UFC/g e 1,15 x 10°* a 2,55 x 10" UFC/g respectivamente. As
maiores populacdes de microorganismos probiéticos foram observadas nos tratamentos
com menor teor de acidez e elevado teor de sélidos. Houve predominancia de
Streptococcus thermophilus sobre os demais microorganismos. Nao foi possivel
observar o estimulo do crescimento das bifidobactérias pelo aumento da concentragdo
de FOS e o produto se manteve com contagens de probidticos acima do limite desejado.
O efeito prebiotico da oligofrutose pode ter sido prejudicado pelo tratamento térmico de

85°C por 20 min usado na elaboragdo de bebidas l4cteas.

Thamer e Penna (2006) caracterizaram bebidas lacteas a base de soro de leite,
fermentadas pelos probidticos Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium spp.
acrescidas de prebidticos frutooligossacarideos quanto a sua composi¢do centesimal.
Com a variacdo do teor de soro, de agucar e de frutooligossacarideos concluiu-se que
houve influéncia na variacdo do tempo de fermentagdo, o valor de pH 4,8 foi um
parametro adequado para finalizar a fermentacdo das bebidas e quanto maior o teor do

soro de leite, menor a acidez e o teor de proteinas do produto final.
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Aragon-Alegro et al (2007) desenvolveram mousse de chocolate simbidtico com
microorganismos probidticos (Lactobacillus paracasei subsp. paracasei) e ingrediente
prebidtico (inulina). Os produtos foram monitorados durante estocagem de 28 dias a
5°C. O mousse de chocolate mostrou-se um O6timo veiculo para o probidtico
Lactobacillus paracasei e a inulina ndo interferiu na viabilidade do microorganismo que

manteve um nivel de 10’ UFC/g até o 28° dia de armazenamento.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

O desenvolvimento experimental deste trabalho foi constituido de duas etapas.
Na primeira, foi avaliada a influéncia da temperatura de fermentacdo no crescimento
microbiano e na produg¢do de 4cido latico por bactérias probidticas durante a
fermentacdo de leite pasteurizado. Na segunda etapa, foi avaliada a influéncia de goma
acdcia e inulina na viabilidade de bactérias probidticas, no pH, na acidez e na textura do
leite fermentado durante sua vida de prateleira. Uma avaliacdo sensorial do produto

final também foi realizada.

O trabalho foi realizado nas instalacdes de pesquisa do Departamento de
Engenharia Quimica e de Alimentos da Escola de Engenharia Maud, sendo que alguns

testes foram realizados nos laboratérios da Faculdade de Tecnologia Termomecanica.

4.2 PREBIOTICOS

Utilizaram-se como ingredientes prebidticos:

4.2.1 Inulina
A inulina enriquecida (Orafti™ Synergy1, Bélgica), composto de cerca de 50 %
de inulina (grau de polimerizacdio de 10 a 60) e 50 % de oligofrutose (grau de

polimerizacdo de 2 a 7), obtido através da hidrdlise parcial da inulina da chicéria.

4.2.2 Goma acicia

A goma acécia (Fibregum B IRX 61380, Colloides Naturels International,
Franca) consiste em um polimero contendo os seguintes acticares (% molar): galactose
(38), arabinose (46), raminose (4), dcido glucurdnico (6,5) e dcido metil glucurénico
(5,5). Seu peso molecular € 882 kDa, possui baixa viscosidade, auséncia de odor e sabor

e estabilidade a baixo pH.
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4.3 CULTURA LACTICA

Foi utilizada a cultura liofilizada (BioRich; Chr. Hansen, Dinamarca) composta
de Streptococcus thermophilus (1 0" UF C/g), Lactobacillus acidophilus La5 (1 0’
UFC/g) e Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 (10° UFC/g). Cada envelope do

produto contendo um grama foi armazenado sob refrigeragao.

4.4 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Na primeira etapa do trabalho, trés temperaturas de fermentacdo foram

avaliadas: 37 °C, 39 °C e 41 °C. Os ensaios foram realizados em quadruplicata.

Durante a fermentacdo, foram determinados o pH e a acidez tituldvel em
intervalos de 30 minutos. A concentracdo de Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium animalis utilizada no in6culo foi determinada 24 horas
ap6s o término do processo de producdo. Os resultados foram avaliados através de

analise de variancia.

Na segunda etapa do trabalho, foram realizados 11 ensaios, de acordo com um
Planejamento Composto Central, para dois fatores com trés pontos centrais (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1995). As varidveis independentes, goma acécia (X;) e
inulina (X,) foram estudadas em 5 niveis (-o, -1, 0, 1, o). O valor codificado de a foi

calculado de acordo com a equacdo 1.

1/

a=2" =2 =141 (1)

Onde n € o nimero de varidveis independentes.

Os niveis codificados e reais das varidveis independentes estdo apresentados na
tabela 4. As combinagdes dos 11 ensaios estdo apresentadas na tabela 5. Os resultados
do planejamento foram avaliados através do software Minitab™ versdo 15 (Minitab

INC State College, EUA).
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TABELA 4 - NIVEIS E VALORES DAS VARIAVEIS INDEPENDENTES UTILIZADOS
NO PLANEJAMENTO COMPOSTO CENTRAL

Niveis
Varidveis independentes Codificadas - 1,41 -1 0 + 1 + 1,41
Concentragdo de goma acéacia (%) X1 0 0,44 1,50 2,56 3,00
Concentracdo de inulina (%) X5 0 0,44 1,50 2,56 3,00

TABELA 5 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO COMPOSTO CENTRAL

Concentragdo de goma acéacia Concentracdo de inulina
Ensaios Codificadas N&do-Codificadas Codificadas Néo-Codificadas

(%) (%)
1 -1 0,44 -1 0,44
2 +1 2,56 -1 0,44
3 -1 0,44 +1 2,56
4 +1 2,56 +1 2,56
5 -1,41 0,00 0 1,50
6 +1,41 3,00 0 1,50
7 0 1,50 -1,41 0,00
8 0 1,50 +1,41 3,00
9 0 1,50 0 1,50
10 0 1,50 0 1,50
11 0 1,50 0 1,50

Para cada combinacdo das varidveis foi produzido um lote de leite fermentado.
Em intervalos de 21 dias, foram realizadas andlises de concentragdo de
microorganismos, de textura, de pH e da acidez do produto ao longo de 64 dias de

armazenamento a 10 °C.

A temperatura de armazenamento de 10 °C foi estabelecida para atender ao
limite maximo definido no Padrdo de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados
(RESOLU(;AO n° 5, Ministério da Agricultura, de 13 de novembro de 2000, Publicada
no DOU de 27/11/00, Se¢ao I, pp. 9 a 12).
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4.5 PROCESSO DE PRODUCAO DO LEITE FERMENTADO

Conforme representado no fluxograma da figura 1, em cada ensaio, o leite
fermentado foi produzido a partir de um litro de leite pasteurizado tipo A (Fazenda Bela
Vista) acrescentando-se 30 g de leite em pd desnatado (Molico, Nestlé) e inulina na
quantidade definida para cada ensaio. Apds a adic@o de inulina, o leite foi aquecido até
90 °C e mantido nesta temperatura por 10 minutos. Em seguida, a mistura foi resfriada
em banho de gelo até atingir 50 °C, depois, a solugdo resfriada, adicionou-se goma
acdcia previamente diluida em 100 mL de dgua fervente. Ao ser atingida a temperatura
de fermentacdo estabelecida para cada ensaio, um grama de cultura probidtica foi
adicionado, e a mistura, distribuida em copos plasticos de 200 mL, colocando-se 50 mL
de produto em cada um deles. Os copos foram selados com tampa metélica, incubados
na temperatura de fermentacdo por 3 horas e, apds este periodo, armazenados a

temperatura de 10 °C.
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Leite Pasteurizado Tipo A

< Inulina

Y
Tratamento Térmico 90 °C/ 10 min

< Goma Acécia

A 4
Resfriamento T°C de fermentaciao

< Fermento lacteo

A 4
Incubacao T°C de fermentaciao

A\ 4
Resfriamento

\ 4

Armazenamento 10 °C

FIGURA 1 - DIAGRAMA DE BLOCOS CONTENDO AS PRINCIPAIS ETAPAS DE
PRODUCAO DO LEITE FERMENTADO
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4.6 ANALISES FISICO-QUIMICAS

As varidveis dependentes (respostas) pH e acidez tituldvel foram escolhidas por

serem importantes parametros de qualidade do iogurte.

4.6.1 Determinagdo de pH e acidez

Para o acompanhamento do pH e da acidez tituldvel durante a fermentagao, o
leite inoculado foi distribuido em tubos de ensaio de 50 mL, sendo colocado 30 mL em
cada um deles; esses tubos foram incubados na temperatura de fermentacdo. A cada 30
minutos uma amostra foi retirada para acompanhamento de pH e acidez titulavel. Para
acompanhamento do pH e acidez tituldvel durante o periodo de armazenamento do leite
fermentado, foi utilizada uma amostra correspondente a um copo selado contendo

50 mL do produto refrigerado.

O pH foi determinado em potencidometro (MICRONAL B474), conforme
metodologia descrita na Association of Official Analytical Chemists (A. O. A. C., 1998)
e a acidez expressa em porcentagem (%) de &cido l4ctico, determinada segundo

metodologia do Instituto Adolfo Lutz (1985).

4.7 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Para a enumeracdo de cepas probidticas, vdrios meios de culturas foram
avaliados. Em ensaios preliminares foram testados os meios MRS (Oxoid), M17
(Oxoid), Reinforced Clostridial Agar (Oxoid) e Raka Ray Agar (Oxoid), em diferentes
temperaturas e tempos de incubagdo, condi¢des de oxigénio e formas de inoculacdo. A
partir desses ensaios preliminares foram definidos os meios de cultura e as condigdes

para crescimento dos microorganismos utilizados como indculo do leite fermentado.

4.7.1 Meios de Cultura
4.7.1.1 M17 Agar (Oxoid)

O meio de cultura M17 Agar foi utilizado para enumeracio de Streptococcus
thermophilus. Para cada litro de meio esterilizado foram adicionados 52,5 mL de

solucdo de lactose 10 % esterilizada por filtragio em membrana 0,45 mm.
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4.7.1.2 MRS (De Man, Rogosa e Sharpe) Agar (Oxoid)

O meio de cultura MRS (De Man, Rogosa e Sharpe) Agar foi utilizado para

enumeracao de Lactobacillus acidophilus.

4.7.1.3 MRS (De Man, Rogosa ¢ Sharpe) Agar (Oxoid) com adicdo de solucdes A, B e
C

O meio de cultura MRS (De Man, Rogosa e Sharpe) Agar com adicio de
solucdes A, B e C foi utilizado para enumeracao de Bifidobacterium animalis. Para cada
litro de meio de cultura esterilizado foram adicionados 5 mL de solu¢do A, 10 mL de
solucdo B e 5 mL de solugdo C. A solucdo A consiste em solu¢do do antibidtico
Dicloxacilina (American Generics — Laboratério Syntofarma), 100 mg/L, esterilizada
por filtracio em membrana 0,45 mm; a solu¢do B, em solucdo de cloreto de litio
(Laboratério Synth), 2 g para cada 18 mL de dgua destilada, esterilizada por filtracao
em membrana 0,45 mm; e a solucdo C — solu¢do de L-cisteina (Casa Americana),

100 g/L, esterilizada por filtragdo em membrana 0,45 mm (CHR. HANSEN, 1999).

4.7.2 Procedimento

Foram realizadas dilui¢des decimais seriadas do leite fermentado em &4gua

peptonada 0,1 % até a diluicdo de 107

a) Para a contagem de Streptococcus thermophilus, aliquotas de 1 mL das
dilui¢des 107, 10° e 10 foram transferidas para placas de Petri descartdveis. Sobre
cada amostra foi adicionado o meio de cultura Agar M17, contendo solugdo de lactose a
10%. As placas, em duplicata, foram incubadas em aerobiose a 37 °C durante 48 horas.
As coldnias com diametro de cerca de 1 mm com colora¢do branca, forma circular e

borda lisa foram enumeradas como Streptococcus thermophilus (Figura 2).
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FIGURA 2 - MORFOLOGIA DAS COLONIAS DE Streptococcus thermophilus
CULTIVADAS EM MEIO M17 ADICIONADO DE SOLUCAO DE LACTOSE 10 % APOS
48 horas DE INCUBACAO A 37 °C

b) Para a contagem de Lactobacillus acidophilus, aliquotas de 0,1 mL das
diluicdes 10, 107 e 10 foram transferidas para placas de Petri contendo meio de
cultura MRS, espalhadas com auxilio da al¢a de Drigalski. As placas, em duplicata,
foram incubadas a 43°C durante 72 horas em jarras de anaerobiose, contendo gerador de
anaerobiose Anaerogen (OXOID). As colonias de Lactobacillus acidophilus (Figura 3)
apresentavam diametro de cerca de 3 mm, colora¢do branca, leitosa, achatadas e com

borda irregular (JURKIEWICZ, 1999).

FIGURA 3 - MORFOLOGIA DAS COLONIAS DE Lactobacillus acidophilus CULTIVADAS
EM MEIO MRS APOS 72 horas DE INCUBACAO A 43 °C
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c¢) Para a contagem de Bifidobacterium animalis, aliquotas de 1 mL das dilui¢des
10*, 10° e 10° foram transferidas para placas de Petri. Sobre cada amostra foi
adicionado o meio de cultura MRS contendo as solu¢des A, B e C. As placas, em
duplicata, foram incubadas a 37 °C durante 72 horas em jarras de anaerobiose contendo
gerador de anaerobiose Anaerogen (OXOID). As colonias de Bifidobacterium animalis
(Figura 4) apresentavam diametro entre 2 e 3 mm, coloracdo branca, leitosa e forma de

lentilha.

FIGURA 4 - MORFOLOGIA DAS COLONIAS DE Bifidobacterium animalis CULTIVADAS
EM MEIO MRS ADICIONADO DE SOLUCOES A, B E C APOS 72 horas DE INCUBACAO
A37°C

A tabela 6 apresenta um resumo das condic¢des utilizadas para enumeragdo dos
microorganismos. A confirmagdo das colonias tipicas foi realizada por exame

microscopico de morfologia.

TABELA 6 - CONDICOES UTILIZADAS PARA ENUMERACAO DOS
MICROORGANISMOS NO LEITE FERMENTADO

Meio de Temperatura Disponibilidade Técnica de Tempo de
Bactéria cultura de incubagéo de oxigénio inoculagéo incubagdo
(¢C) (h)
Streptococcus
thermophilus M17 37 Aerobiose Pour plate 48
lactose
Lactobacillus
acidophilus Lab MRS 43 Anaerobiose Superficie 72
Bifidobacterium
animalis Bbl2 MRS A+B+C* 37 Anaerobiose Pour plate 72

* Solugdes especificadas no item 4.7.1.3
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4.8 ANALISE DE TEXTURA

Para andlise de textura, durante o periodo de armazenamento do leite
fermentado, foi utilizada uma amostra correspondente a um copo selado (65 mm de
altura e 75 mm de didmetro), contendo 50 mL do produto refrigerado a 10 °C. Nos dias
1, 22, 43 e 64, de armazenamento, as amostras, em duplicata, foram submetidas a
andlise de textura em texturOmetro TA-TX2i (Stable Micro Systems, Haslemer, Reino
Unido), utilizando-se probe cilindrico de acrilico de diametro de 35 mm, forca de
gatilho de 0,10 N, velocidade de penetracdo do probe de 1 mm/s, distancia de
penetracdo de (40 mm). As amostras foram retiradas do refrigerador momentos antes do
teste. Os dados foram coletados através do programa Texture Expert for Windows —

versdo 1.20 (Stable Micro Systems).

Os resultados foram avaliados utilizando-se planilha eletronica Excel®
(Microsoft, 1997) em termos de forca méxima (Fy,,x) da amostra obtida quando 5 % da
deformacdo maxima foi aplicada. A constante de elasticidade (E) foi calculada a partir
da aplicacdo da lei de Hooke na parte linear da curva for¢a versus deformacgao (equagdo

2):
F=EAL (2)

Sendo: F, a forca aplicada, e AL, o deslocamento ocorrido pela aplicacdo desta

forca.
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4.9 ANALISE SENSORIAL

Para o procedimento de andlise sensorial foi utilizado o teste de preferéncia com
escala Hedonica de 9 pontos (DUTCOSKY, 1996). Os resultados foram avaliados
através de Andlise de Variancia (ANOVA) e teste de média de Tukey, comparando-se o
padrdao com todas as outras amostras. O leite fermentado foi produzido e armazenado a
10 °C por 24 horas e submetido a avaliacdo sensorial. Trabalhou-se com quatro
amostras de leite fermentado probidtico: uma amostra padrdo P, sem adicdo de
prebidtico; uma amostra A, com adi¢do de 3 % de goma acécia; uma amostra B, com
adicao de 3 % de inulina e uma amostra C com 1,5 % de goma acdcia mais 1,5 % de
inulina. Sessenta provadores realizaram o teste, sendo que cada um recebeu um grupo

de prova com as 4 amostras codificadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira etapa do trabalho, foi avaliada a influéncia da temperatura no
crescimento microbiano, no pH e na producio de 4cido latico por bactérias probidticas
durante a fermentacdo de leite pasteurizado. Na segunda etapa, avaliou-se a influéncia
de goma acdcia e inulina na viabilidade de bactérias probidticas, no pH, na acidez e na

textura do leite fermentado durante 64 dias de armazenamento a 10 °C.

5.1 INFLUENCIA DA TEMPERATURA DE FERMENTACAO

Os valores de pH e acidez tituldvel obtidos durante os processos fermentativos,
realizados a 37, 39 e 41 °C estdo apresentados nas tabelas 7 e 8, e figuras 5 e 6

respectivamente.

TABELA 7 - VALORES MEDIOS E DESVIO PADRAO (DP) DE pH DO LEITE DURANTE
A FERMENTACAO EM DIFERENTES TEMPERATURAS

37°C 39°C 41°C
Tempo  (h) pH' DP pH' DP pH' DP
0,5 6,1 ° 0,2 6,11 0,08 6,19 ° 0,06
1,0 5,8 ¢ 0,2 5,68 2 0,09 5,84 @ 0,07
1,5 5,5 ° 0,2 5,21 ° 0,07 5,28 0,09
2,0 5,1 ° 0,1 5,01 ° 0,08 5,07 ® 0,03
2,5 4,98 ° 0,09 4,84 " 0,06 4,86 " 0,03

"Média de 4 repeticdes auténticas.
Médias de pH seguidas de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem significativamente
(p >0,05).

TABELA 8 - VALORES MEDIOS E DESVIO PADRAO (DP) DE % DE ACIDO LATICO
NO LEITE DURANTE A FERMENTACAO EM DIFERENTES TEMPERATURAS

37°C 39°C 41°C

Tempo (h) 1gtail(;'ol DP lﬁataiué'o1 DP lﬁataiué'o1 DP
0,5 0,27 ° 0,01 0,33 ° 0,02 0,30 ® 0,01
1,0 0,38 ° 0,03 0,45 * 0,01 0,41 ® 0,01
1,5 0,51 ° 0,06 0,59 * 0,03 0,59 * 0,03
2,0 0,61 ° 0,05 0,67 *° 0,02 0,66 ° 0,03
2,5 0,63 ° 0,03 0,71 * 0,01 0,70 ® 0,04

"Média de 4 repeticdes auténticas.
Meédias de % de 4cido ldtico seguidas de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem significativamente
(p >0,05).
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Verifica-se nas tabelas 7 e 8 que os menores valores de pH e maiores

porcentagens de dcido latico, sdo obtidos para temperaturas de fermentacdo de 39 e

41°C. A 37 °C a acidificagdo do meio foi menor (p < 0,05), o que provavelmente é

decorrente de se trabalhar mais distante da temperatura Otima de crescimento de

Streptococcus thermophilus, que ocorre entre 40 e 43 °C. Quando Streptococcus

thermophilus € empregado na fermentacdo de leite, na presenca ou ndo de bactérias



54

probidticas, é comum a fermentacdo ser realizada a 42 +1°C. Por outro lado, a
temperatura de 37 °C é normalmente empregada quando Lactobacillus acidophilus ou
Bifidobacterium sao utilizados isoladamente na fermentacdo de leite (GUPTA; MITAL;
GARG, 1997, ZACARCHENCO; MASSAGUER-ROIG, 2004).

As figuras 5 e 6 representam as curvas de variacdo de pH e acidez durante todo
processo de fermentacdo. Verifica-se também que no intervalo de 0,5 a 2,0 h de
fermentacdo, a variacdo de pH e acidez segue um modelo linear. Os coeficientes dos
modelos estdo apresentados nas tabelas 9 e 10.

Os valores dos coeficientes angulares apresentados na tabela 9, representam a
variacdo média de pH por hora de fermentagdo, no periodo de 0,5 a 2 h. Observa-se que
a maior variacdo de pH ocorre a 41 °C, correspondendo a 0,784 unidades de pH por

hora. A 37 °C a variagao € de 0,682 unidades de pH por hora de fermentacao.

TABELA 9 - COEFICIENTES DO MODELO LINEAR DE pH EM FUNCAO DO TEMPO

DE FERMENTACAO
Temperatura de Coeficiente linear Coeficiente angular R’
fermentacgédo
37 °C 6,53 - 0,682 0,998
39 °C 6,45 - 0,754 0,975
41 °C 6,58 -0,784 0,974

TABELA 10 - COEFICIENTES DO MODELO LINEAR DE ACIDEZ (%) EM FUNCAO DO

TEMPO DE FERMENTACAO
Temperatura de Coeficiente linear Coeficiente angular R’
fermentacgéo
37 °C 0,155 0,230 0,998
39 °C 0,220 0,232 0,989
41 °C 0,175 0,252 0,975

Os valores dos coeficientes angulares apresentados na tabela 10, representam a
velocidade de producdo de 4cido ldtico por hora de fermentagdo, no periodo
considerado. A maior velocidade de producdo, 0,252 g de 4cido latico por 100 mL de
leite fermentado por hora, também ocorre a 41 °C.

Embora a produgio de 4cido latico tenha sido menor a 37 °C, o tempo necessario

para coagulacdo do leite (tempo final de fermentacdo) foi de 2,5h para as trés
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temperaturas avaliadas. Neste ponto o leite fermentado a 37 °C atinge pH 5,0 e acidez
de 0,63 %. Ja o pH e a acidez dos leites fermentados a 39 e 41 °C ndo apresentaram
diferenca significativa (p > 0,05), atingindo aproximadamente 4,8 e 0,70 %
respectivamente.

De acordo com Antunes, Motta e Antunes (2003) durante a produgdo de iogurte,
o pH 4,6 é geralmente fixado para o término da fermentacdo. Este valor é considerado o
ideal para promover a coagulacdo das proteinas do leite e, conseqiiente, formacao de
gel. A diferenca de pH observada em relacdo ao presente trabalho pode ser justificada
pela fixacdo do tempo maximo de fermentagdo e pela auséncia da cepa de Lactobacillus
bulgaricus, pois a simbiose desta com o Streptococcus thermophilus permite uma
acidificacdo maior do meio no mesmo intervalo de tempo. Durante a fermentacao,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus produz proteases que quebram a estrutura
da caseina liberando aminodcidos e peptideos, estimulando o crescimento de
Streptococcus thermophilus que produz &4cido férmico, reduzindo a quantidade de
oxigénio disponivel no meio e estimulando o crescimento do Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus (TAMIME; ROBINSON, 1999). E possivel a fermentacio apenas
com Lactobacillus bulgaricus, esse produto apresenta normalmente pH entre 3,6 a 4,3 e
acidez entre 0,6 a 1,5 g de acido latico em 100 g de produto (PEREIRA; ALMEIDA;
SAUER, 2007).

O pH pode influenciar de forma significativa a atividade metabdlica das
bactérias, podendo favorecer um determinado grupo em detrimento de outro. No caso da
fermentacdo do iogurte, bactérias do género Lactobacillus crescem e toleram valores de
pH mais baixos do que as pertencentes ao gé€nero Streptococcus (VEDAMUTHU,
1991). Por outro lado, bactérias do género Bifidobacterium nao apresentam boa
sobrevivéncia em ambientes com baixo pH (ZACARCHENCO; MASSAGUER-ROIG,
20006).

A tabela 11 apresenta as concentracdes de Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium animalis e Streptococcus thermophilus determinadas ap6s 24 h do
término da fermentacdo nos produtos armazenados a 10 °C. Os resultados mostraram
que a temperatura de fermentacdo ndo influenciou a concentracdo final dos
microorganismos avaliados (p > 0,05). Os produtos fermentados apresentaram uma
concentracdo de Streptococcus thermophilus de cerca de 9 Log UFC/g e de 7 Log

UFC/g de Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus.
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TABELA 11 - VALORES MEDIOS E DESVIO PADRAO (DP) DA CONCENTRACAO DE
MICROORGANISMOS NO LEITE FERMENTADO DETERMINADOS 24 h APOS SUA
PRODUCAO

L. acidophilus B. animalis S. thermophilus
Temperatura (Log UFC/mL) (Log UFC/mL) (Log UFC/mL)
(°C) Média® DP Média' DP Média' DP
37 7,3 ¢ 0,1 7,3° 0,2 9,41 ° 0,04
39 7,2 ° 0,1 6,9° 0,6 9,30 ° 0,06
41 7,2 ¢ 0,2 7,0° 0,2 9,33° 0,08

"Média de 4 repeticdes auténticas.

Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem significativamente
(p >0,05).

Considerando que o leite fermentado a 37 °C apresentou uma acidez cerca de
10 % menor que o leite fermentado nas demais temperaturas € uma concentracio
equivalente de bactérias probidticas, a temperatura de 37 °C foi adotada para as

fermentacoes realizadas na segunda etapa deste trabalho.
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5.2 AVALIACAO DA INFLUENCIA DE INULINA E GOMA ACACIA

5.2.1 Variagdo do pH e acidez tituldvel durante a fermentagao

Os valores de pH e acidez titulavel obtidos em intervalos de 30 minutos, para os
11 ensaios realizados de acordo com o planejamento composto central, estdo

apresentados nas tabelas 12 e 13 respectivamente.

Para avaliar a influéncia da goma acicia e inulina no pH ao longo da
fermentagdo, foram calculadas, para cada ensaio, as diferencas entre o valor de pH no
tempo 0,5h e o valor de pH em determinado tempo (Tabela 14). Dessa forma as

variacoes que ocorrem inicialmente devido a matéria prima sdo eliminadas.

Da mesma forma, para determinar a influéncia dos fatores na acidez tituldavel ao
longo da fermentacgdo, foram calculadas, para cada ensaio, as diferencgas entre o valor de

acidez em determinado tempo e o valor de acidez no tempo 0,5 h (Tabela 15).

TABELA 12 - VALORES DE pH DO LEITE DURANTE A FERMENTACAO

Goma acéacia Inulina
Ensaio (g/L) (g/L) pH do meio

(x1) (x2) 0,5 h 1,0 h 1,5 h 2,0 h 2,5 h 3,0 h
1 4,4 4,4 6,20 5,76 5,19 4,99 4,73 4,69
2 25,6 4,4 6,16 5,74 5,47 5,18 4,94 4,80
3 4,4 25,6 6,30 5,94 5,56 5,23 4,96 4,81
4 25,6 25,6 5,90 5,59 5,27 4,97 4,84 4,72
5 0 15,0 6,08 5,78 5,47 5,03 4,86 4,73
6 30,0 15,0 6,24 6,06 5,64 5,48 5,19 4,88
7 15,0 0 6,12 5,66 5,21 5,01 4,79 4,70
8 15,0 30,0 6,28 6,01 5,62 5,38 5,08 4,85
9 15,0 15,0 6,18 5,60 5,26 5,18 4,78 4,65
10 15,0 15,0 6,22 5,65 5,25 5,15 4,80 4,77
11 15,0 15,0 6,25 5,66 5,28 5,11 4,90 4,75
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TABELA 13 - VALORES DE % DE ACIDO LATICO DURANTE A FERMENTACAO

Goma Acacia Inulina
Ensaio (g/L) (g/L) % Acido léctico
(x21) (x2) 0,5h 1,0h 1,5h 2,0h 2,5h 3,0h
1 4,4 4,4 0,20 0,28 0,42 0,53 0,61 0,62
2 25,6 4,4 0,18 0,25 0,33 0,44 0,54 0,58
3 4,4 25,6 0,16 0,24 0,32 0,41 0,53 0,60
4 25,6 25,6 0,22 0,28 0,39 0,47 0,56 0,61
5 0 15,0 0,22 0,28 0,35 0,45 0,59 0,62
6 30,0 15,0 0,17 0,19 0,27 0,33 0,41 0,53
7 15,0 0 0,24 0,29 0,44 0,52 0,60 0,61
8 15,0 30,0 0,17 0,21 0,28 0,33 0,47 0,54
9 15,0 15,0 0,24 0,33 0,40 0,52 0,59 0,60
10 15,0 15,0 0,22 0,27 0,35 0,50 0,55 0,55
11 15,0 15,0 0,16 0,24 0,28 0,42 0,51 0,50
TABELA 14 - VARIACAO DE pH DO LEITE DURANTE A FERMENTACAO
Goma Acacia Inulina
Ensaio (g/L) (g/L) Variagdo de pH
(21) (x2) 1,0 h 1,5 h 2,0 h 2,5 h 3,0 h
. 4,4 4,4 0,44 1,01 1,21 1,47 1,51
2 25,6 4,4 0,42 0,69 0,98 1,22 1,36
3 4,4 25,6 0,36 0,74 1,07 1,34 1,49
4 25,6 25,6 0,31 0,63 0,93 1,06 1,18
s 0 15,0 0,30 0,61 1,05 1,22 1,35
6 30,0 15,0 0,18 0,60 0,76 1,05 1,36
! 15,0 0 0,46 0,91 1,11 1,33 1,42
8 15,0 30,0 0,27 0,66 0,90 1,20 1,43
? 15,0 15,0 0,58 0,92 1,00 1,40 1,53
10 15,0 15,0 0,57 0,97 1,07 1,42 1,45
1L 15,0 15,0 0,59 0,97 1,14 1,35 1,50

TABELA 15 - VARIACAO DE ACIDEZ DO LEITE DURANTE A FERMENTACAO

Goma Acéacia Inulina
Ensaio (g/L) (g/L) Variagdo de acidez (%)

(x1) (x2) 1,0 h 1,5 h 2,0 h 2,5 h 3,0 h
1 4,4 4,4 0,08 0,22 0,33 0,41 0,42
2 25,6 4,4 0,07 0,15 0,26 0,36 0,40
3 4,4 25,6 0,08 0,16 0,25 0,37 0,44
4 25,6 25,6 0,06 0,17 0,25 0,34 0,39
5 0 15,0 0,06 0,13 0,23 0,37 0,40
6 30,0 15,0 0,02 0,1 0,16 0,24 0,36
7 15,0 0 0,05 0,2 0,28 0,36 0,37
8 15,0 30,0 0,04 0,11 0,16 0,30 0,37
9 15,0 15,0 0,09 0,16 0,28 0,35 0,36
10 15,0 15,0 0,05 0,13 0,28 0,33 0,33
11 15,0 15,0 0,08 0,12 0,26 0,35 0,34
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Os dados de variacdo de pH (Tabela 14) e variagcdo de acidez (Tabela 15) foram
analisados de acordo com o Planejamento Composto Central, utilizando o programa
Minitab™, versdo 15. Os coeficientes dos modelos quadréticos para variacdao de pH e

acidez estdo apresentados nas tabelas 16 e 17 respectivamente.

Para os tempos de fermentacdo 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 h foram possiveis os ajustes de
modelos quadréticos da variacdo de pH em funcdo da concentracdo de goma acécia (X;)
e inulina (X). Para 3 h de fermenta¢ao ndo foi possivel o ajuste do modelo, ja que todos

os coeficientes sdo estatisticamente nao significativos (p > 0,05).

Na tabela 17, verifica-se que para todos os tempos de fermentagdo, os
coeficientes dos modelos de variagdo de acidez sdo estatisticamente ndo significativos
(p > 0,05), indicado que a goma acdcia e a inulina ndo influenciaram a producdo de
acido latico durante a fermentacao.

A significancia dos modelos ajustados de variacdo de pH foi determinada através

de analise de variancia (Tabelas 18 a 21).



TABELA 16 - COEFICIENTES DO MODELO DE VARIACAO DE pH EM FUNCAO DAS VARIAVEIS
AVALIADAS E VALOR p PARA OS DIFERENTES TEMPOS DE FERMENTACAO

1,0 h 1,5 h 2,0 h 2,5 h 3,0 h
Termo Coef p-valor Coef. p-valor Coef. p-valor Coef. p-valor Coef. p-valor
Constante 0,580 0,000 0,953 0,000 1,061 0,000 1,348 0,000 1,493 0,000
X1 -0,030 0,144 -0,055 0,119 -0,097 0,004 -0,096 0,007 -0,056 0,127
X2 -0,057 0,018 -0,085 0,031 -0,061 0,036 -0,059 0,053 -0,023 0,480
%, -0,150 0,000 -0,156 0,005 -0,056 0,072 -0,096 0,013 -0,070 0,110
x,° -0,088 0,006 -0,066 0,120 nc nc nc nc -0,035 0,374
X1x X2 nc Nc nc nc nc nc nc nc -0,040 0,396

nc — termo nao considerado no ajuste do modelo

TABELA 17 - COEFICIENTES DO MODELO DE VARIACAO DA % DE ACIDO LATICO EM FUNCAO
DAS VARIAVEIS AVALIADAS E VALOR p PARA OS DIFERENTES TEMPOS DE FERMENTACAO

1,0h 1,5h 2,0h 2,5h 3,0h
Termo Coef p-valor Coef. p-valor Coef. p-valor Coef. p-valor Coef. p-valor
Constante 0,060 0,001 0,160 0,002 0,247 0,001 0,327 0,000 0,373 0,000
X1 -0,011 0,285 -0,013 0,493 -0,021 0,395 -0,033 0,162 -0,016 0,264
X2 -0,003 0,756 -0,021 0,281 -0,032 0,212 -0,018 0,410 0,001 0,925
%, -0,003 0,810 -0,013 0,571 -0,009 0,737 0,002 0,928 0,013 0,434
%57 -0,000 1,000 0,008 0,731 0,003 0,918 0,014 0,564 0,008 0,628

X1+ Xp -0,003 0,855 0,020 0,451 0,018 0,609 0,005 0,867 -0,008 0,690
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TABELA 18 - ANALI§E DE VARIANCIA PARA O MODELO DA VARIACAO DE pH EM
1 h DE FERMENTACAO

Fonte Soma Quadréatica Graus de Média Quadratica p-valor
Liberdade
Regressao 0,1721 4 0,0430 0,002
Residuo 0,0152 6 0,0025
Falta de ajuste 0,0150 4 0,0038 0,026
Erro puro 0,0002 2 0,0001
Total 0,1874 10
R*=91,9%

TABELA 19 - ANALISE DE VARIANCIA PARA O MODELO DA VARIACAO DE pH EM
1,5 h DE FERMENTACAO

Fonte Soma Quadréatica Graus de Média Quadratica p-valor
Liberdade
Regressao 0,2230 4 0,0558 0,016
Residuo 0,0450 6 0,0075
Falta de ajuste 0,0433 4 0,0108 0,073
Erro puro 0,0017 2 0,0008
Total 0,2680 10
R*=83,3%

TABELA 20 - ANALISE DE VARIANCIA PARA O MODELO DA VARIACAO DE pH EM
2,0 h DE FERMENTACAO

Fonte Soma Quadratica Graus de Média Quadratica p-valor
Liberdade
Regressao 0,1255 3 0,0418 0,007
Residuo 0,0311 7 0,0044
Falta de ajuste 0,0213 5 0,0042 0,612
Erro puro 0,0098 2 0,0049
Total 0,1566 10
R” =80,2%

TABELA 21 - ANALISF: DE VARIANCIA PARA O MODELO DA VARIACAO DE pH EM
2,5 h DE FERMENTACAO

Fonte Soma Quadréatica Graus de Média Quadréatica p-valor
Liberdade
Regressao 0,1596 3 0,0532 0,006
Residuo 0,0363 7 0,0052
Falta de ajuste 0,0337 5 0,0068 0,169
Erro puro 0,0026 2 0,0013
Total 0,1959 10

R>=81,5%
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Verifica-se nas tabelas 19 a 21 que os modelos de variacdo de pH (ApH) em
funcdo da concentracdo de goma acécia e inulina, para 1,5; 2,0 e 2,5 h de fermentacdo
apresentam um bom ajuste, j4 que p < 0,05 para a regressdo, p > 0,05 para falta de
ajuste e o menor valor para o coeficiente de determinacdo (R%) ¢ de 80,2 %
(porcentagem de variagdo explicada pelo modelo). O modelo obtido em 1h de
fermentagdo apresenta falta de ajuste significativa (p < 0,05), o que pode ser explicado
pela pequena variacdo dos resultados obtidos no ponto central, entretanto este modelo
apresenta o melhor coeficiente de determinacio (R* = 91,9 %). Assim a variagio de pH
em determinado tempo (horas) de fermentacdo (ApH);, em funcdo da concentragdo
codificada de goma acécia (X;) e inulina (X3), pode ser descrita pelas equagdes 3, 4, 5 e

6.

ApH, =0,580—0,030X, —0,057X, —0,150X > — 0,088 X 2 3)
ApH,  =0,953-0,056X, —0,085X, —0,156X > —0,066X 2 (4)
ApH, =1,061-0,098X, —0,061X, —0,057 X 2 (5)
ApH, ; =1348—-0,096X, —0,059X, —0,096 X ? (6)

Como os modelos para 1,0 e 1,5h de fermentacdo apresentam grande
semelhanga, apenas a superficie de resposta para 1 h serd apresentada (Figura 7). Da
mesma forma, como as equacdes 3 e 4 sdo semelhantes, apenas a superficie de resposta

para o modelo com 2,0 h sera apresentada (Figura 9)
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FIGURA 7 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA O MODELO DE VARIACAO DO pH EM
1,0 h DE FERMENTACAO
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FIGURA 9 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA O MODELO DE VARIACAO DO pH EM
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FIGURA 10 - CURVAS DE CONTORNO PARA A EQUACAO 5
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Analisando a superficie de resposta e curvas de contorno para 1h de
fermentacdo (Figuras 7 e 8), verifica-se maior influéncia da goma acécia em relacio a
inulina na variacdo de pH. Para uma ampla faixa de concentracdo de inulina (de O a
27 g/L) e goma acédcia (de 2 a 26 g/L) ocorre uma variagdo de pH acima de 0,4
unidades. A superficie de resposta e as curvas de contorno para 2,0 h de fermentagdo
(Figuras 9 e 10) mostram também que a goma acécia apresentou maior influéncia na
variacao de pH que a inulina. Embora as diferencas observadas entre os ensaios sejam
pequenas, as menores variagdes de pH (< 0,9 unidades) ocorreram para concentragdes
de goma acécia acima de 25 g/L. Esse resultado pode ser decorrente da estrutura
quimica da goma acécia, que € constituida por uma fragdo de cadeias de polissacarideo
e uma fracdo de alto peso molecular contendo proteinas (glicoproteinas e
arabinogalactana-proteina), o que poderia ocasionar um efeito tampao (WHISTLER;
BEMILLER, 1997). A influencia da goma acécia foi verificada somente até 2,5 h, em
3 h de fermentacdo a goma acdcia ndo apresentou mais efeito significativo (Tabela 17)
sobre a variacdo de pH, possivelmente devido a maior producdo de acido e quebra do
tampdo. Esses resultados sugerem que uma concentracdo de goma acdcia acima de
30 g/L poderia reduzir a variagdo do pH durante a fermentacao e dessa forma favorecer
a sobrevivéncia das bactérias probidticas. Conforme verificado no item 5.2.3, as
concentracdes de goma acdcia avaliadas neste trabalho ndo influenciaram o crescimento

e a sobrevivéncia das bactérias probidticas.

A influéncia da inulina no pH e acidez do meio também foi avaliada por Ozer,
Akin e Ozer (2005). Os autores verificaram que a presenca de 1 % de inulina em iogurte
AB ndo influenciou significativamente o pH e a producao de 4cido latico do produto,
embora o prebidtico tenha contribuido com o aumento da sobrevivéncia de
Bifidobacterium. Resultados semelhantes foram obtidos por Shin et al. (2000) quando
cultivaram duas linhagens de Bifidobacterium em leite desnatado contendo 5 % de
inulina. Por outro lado, Fuchs et al. (2005) verificaram que inulina e oligofrutose
influenciam o pH final de bebida de soja fermentada por L. bulgaricus e S.
thermophilus, enquanto o primeiro promove uma redugio, a oligofrutose promove o
aumento.

O teor de sdlidos totais também pode influenciar o pH e acidez tituldvel durante
a fermentacdo (THAMER; PENNA, 2006; OLIVEIRA; DAMIN 2003), entretanto a

natureza do solido adicionado ird determinar a caracteristica desta influéncia. No
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presente estudo, verifica-se na figura 10 que os leites fermentados elaborados com
menor concentragdo de inulina e goma acécia, portanto, menor teor de sélidos totais,

apresentaram maior variacdo de pH.

Os leites fermentados produzidos com diferentes concentragdes de goma acdcia
e inulina apresentaram ao final de 3,0 h de fermentacdo, em média, pH 4,76 = 0,07 e
acidez de 0,58 = 0,04 % (Figura 11). Tais caracteristicas sdo fundamentalmente
decorrentes dos microorganismos utilizados como in6culo. Em iogurtes produzidos com
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus, com ou sem a presenca de

bactérias probidticas é comum o pH atingir valores abaixo de 4,5 e a acidez acima de

1,1% (OZER; AKIN; OZER, 2005).

6,5
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)
- L 0,40 a:,
L 55 | 3
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4,5 T T T T T T 0,00
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FIGURA 11 — CURVA DA MEDIA DE pH E % DE ACIDO LATICO EM FUNCAO DO
TEMPO DE FERMENTACAO (®* pH E M ¢ DE ACIDO LATICO)



5.2.2 Variagdo do pH e acidez tituldvel durante o armazenamento

O leite fermentado simbidtico foi armazenado por 64 dias a 10 °C e a cada 21
dias foram retiradas amostras para acompanhamento do pH e acidez tituldvel. As tabelas

22 e 23 apresentam os resultados para os 11 ensaios realizados de acordo com o

Planejamento Composto Central.

A andlise dos coeficientes dos modelos para as duas respostas de interesse

(Tabelas 24 e 25) mostra que a presenca de goma acécia e a inulina ndo influenciou o

pH e a acidez dos produtos (p > 0,05) durante os 64 dias de armazenamento a 10 °C.

TABELA 22 - VALORES
ARMAZENAMENTO A 10 °C

DE pH DO LEITE FERMENTADO DURANTE O

Goma Acacia Inulina PH
Ensaio (9/L) (g/L)
(x1) (x2) 1° Dia 22° Dia 43° Dia 64° Dia
1 4,4 4,4 4,46 4,17 4,19 4,24
2 25,6 4,4 4,53 4,20 4,28 4,24
3 4,4 25,6 4,42 4,22 4,25 4,20
4 25,6 25,6 4,55 4,16 4,19 4,20
5 0 15,0 4,55 4,23 4,20 4,17
6 30,0 15,0 4,78 4,38 4,40 4,36
7 15,0 0 4,50 4,20 4,19 4,21
8 15,0 30,0 4,60 4,30 4,25 4,24
9 15,0 15,0 4,58 4,22 4,18 4,18
10 15,0 15,0 4,43 4,14 4,22 4,19
11 15,0 15,0 4,50 4,24 4,22 4,24

TABELA 23 — VALORES DE % ACIDO LATICO NO LEITE FERMENTADO DURANTE O

ARMAZENAMENTO A 10 °C

Goma Acacia Inulina Acidez
Ensaio (g/L) (g/L) ($ 4c. latico)
(x1) (x2) 1° Dia 22° Dia 43° Dia 64° Dia
1 4,4 4,4 0,61 0,64 0,76 0,81
2 25,6 4,4 0,60 0,63 0,76 0,87
3 4,4 25,6 0,61 0,62 0,64 0,81
4 25,6 25,6 0,62 0,65 0,87 0,88
5 0 15,0 0,62 0,63 0,86 0,87
6 30,0 15,0 0,61 0,68 0,89 0,86
7 15,0 0 0,59 0,62 0,76 0,85
8 15,0 30,0 0,57 0,67 0,86 0,87
9 15,0 15,0 0,61 0,62 0,78 0,90
10 15,0 15,0 0,55 0,60 0,85 0,87
11 15,0 15,0 0,63 0,66 0,69 0,83
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TABELA 24 - COEFICIENTES DO MODELO DE pH EM FUNCAO DAS VARIAVEIS
AVALIADAS DURANTE O ARMAZENAMENTO A 10 °C

1° dia 22° dia 43° dia 64° dia

Termos Coef P Coef P Coef P Coef P

Constante 4,503 0,000 4,200 0,000 4,207 0,000 4,203 0,000
X7 0,065 0,105 0,023 0,453 0,0391 0,081 0,034 0,135
X5 0,015 0,667 0,019 0,529 0,007 0,717 -0,005 0,813
Xlz 0,051 0,250 0,030 0,409 0,038 0,130 0,025 0,323
x22 -0,006 0,884 0,003 0,943 -0,001 0,948 0,005 0,846
X1+ Xp 0,015 0,762 -0,023 0,594 -0,038 0,199 -0,000 1,000

TABELA 25 - COEFICIENTES DO MODELO DE ACIDEZ (% ACIDO LATICO) EM
FUNCAO DAS VARIAVEIS AVALIADAS DURANTE O ARMAZENAMENTO A 10 °C

1° dia 22° dia 43° dia 64°

Termos Coef P Coef P Coef P Coef P

Constante 0,597 0,000 0,627 0,000 0,773 0,000 0,867 0,000
X -0,002 0,868 0,011 0,265 0,034 0,299 0,014 0,287
X, -0,001 0,922 0,009 0,373 0,016 0,600 0,005 0,710
X12 0,012 0,354 0,010 0,377 0,030 0,436 -0,006 0,703
XZZ -0,005 0,683 0,005 0,636 -0,003 0,937 -0,008 0,589
X1+ Xo 0,005 0,741 0,010 0,469 0,058 0,225 0,003 0,890

As médias de pH e acidez de todos os ensaios para os diferentes dias de

armazenamento estdo apresentadas na figura 12. Verifica-se que a medida que o tempo

de armazenamento do produto avanca, a acidez se eleva e o pH diminui, indicando que

as bactérias laticas continuaram a produzir 4cido mesmo na temperatura de 10 °C. Este

fendmeno € conhecido como pés-acidificagdo, ou seja, a acidez produzida apds o

periodo de incubacdo, durante o resfriamento, estocagem e distribui¢do até o consumo

(TAMIME; ROBINSON,1991). Essa acidez varia durante o armazenamento em maior

ou menor grau, dependendo da acidez inicial do produto, da temperatura de

armazenamento e do poder acidificante da cultura (SALINAS, 1986).
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FIGURA 12 — VALORES MEDIOS DE pH E % DE ACIDO LATICO DOS LEITES
FERMENTADOS DURANTE O ARMAZENAMENTO A 10°C (® pH E M 9% DE
ACIDO LATICO)

Durante os 64 dias de armazenamento o pH do leite fermentado variou em média
de 4,5 +0,1 para 4,22 £ 0,05 e a acidez de 0,60 + 0,02 % para 0,86 + 0,03 % (Figura
12). Vinderola et al. (2000) também verificaram uma pequena varia¢ao do pH (de 4,8 a
4,5) e acidez (de 0,65 a 0,80 %) durante 49 dias de estocagem a 4 °C de leite fermentado
por S. thermophilus, L. acidophilus e B. bifidum. Esta variacdo pode ser considerada
pequena quando comparada com produtos produzidos com culturas tradicionais de
iogurte (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus). Os produtos obtidos
com culturas probidticas, em geral apresentam uma acidificagio menor, pois tais
culturas caracterizam-se pela baixa capacidade de acidificacdo durante a estocagem,
podendo dessa forma, melhorar o sabor do produto final (GOMES; MALCATA, 1999).

Damin et al. (2006), avaliaram a pds-acidificacdo de iogurtes comerciais
produzidos com Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus durante 9 dias de armazenamento a 5 °C, obtendo neste
periodo uma variacdo de pH de 4,10 a 3,37. Rodas et al. (2001), ao avaliarem 136
amostras de iogurtes comerciais, determinaram um pH médio de 4,0 = 0,1. No presente
estudo os produtos apresentaram ao final de 64 dias de armazenamento, em média, pH
4,22 + 0,05, e variacao de 0,3 unidades ao longo de todo armazenamento.

Zacarchenco e Massaguer-Roig (2004) verificaram que o leite fermentado

apenas com Streptococcus thermophilus apresentou pH 4,4 apés um dia de estocagem e
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4,2 ap6s 21 dias a 4 °C, valores semelhantes aos obtidos no presente estudo. Os autores
verificaram ainda, que os leites fermentados apenas com Lactobacillus acidophilus ou
Bifidobacterium longum apresentaram pH mais elevado (4,7 e 5,0 respectivamente) ao

final de 21 dias de estocagem.
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5.2.3 Anélises microbioldgicas
As concentragdes de Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium animalis, no leite fermentado armazenado a 10 °C durante 64 dias estao

apresentadas nas tabelas 26, 27 e 28, respectivamente.

TABELA 26 - CONCENTRACAO DE Streptococcus thermophilus NO LEITE
FERMENTADO DURANTE O ARMAZENAMENTO A 10 °C

Goma Acéacia Inulina Concentracao
Ensaio (g/L) (g/L) (Log UFC/g)
(x1) (x2) 1° Dia 22° Dia 43° Dia 64° Dia

1 4,4 4,4 9,28 8,57 7,95 7,45
2 25,6 4,4 9,20 8,77 7,50 7,46
3 4,4 25,6 9,14 9,19 8,38 7,79
4 25,6 25,6 9,11 8,95 7,54 7,55
5 0 15,0 9,29 9,10 8,02 7,76
6 30,0 15,0 9,15 9,17 8,12 7,79
7 15,0 0 9,20 9,01 7,82 7,91
8 15,0 30,0 9,50 9,10 8,43 8,19
9 15,0 15,0 9,29 9,04 7,46 7,39
10 15,0 15,0 9,17 9,07 8,71 8,55
11 15,0 15,0 9,23 9,29 8,09 7,47

TABELA 27 - CONCENTRACAO DE Lactobacillus acidophilus NO LEITE FERMENTADO
DURANTE O ARMAZENAMENTO A 10 °C

Goma Acécia Inulina Concentracao
Ensaio (g/L) (g/L) (Log UFC/g)
(x1) (x2) 1° Dia 22° Dia 43° Dia 64° Dia

1 4,4 4,4 7,47 7,16 6,84 6,64
2 25,6 4,4 7,29 7,24 6,95 6,52
3 4,4 25,6 7,44 7,27 6,91 6,85
4 25,6 25,6 7,27 7,22 6,71 6,64
5 0 15,0 7,38 7,50 6,89 6,34
6 30,0 15,0 7,23 7,04 6,80 6,77
7 15,0 0 7,07 7,36 6,80 6,57
8 15,0 30,0 7,55 7,10 7,03 6,80
9 15,0 15,0 7,17 7,25 6,93 6,46
10 15,0 15,0 7,30 7,00 6,90 6,75
11 15,0 15,0 7,24 7,13 6,70 6,60




72

TABELA 28 - CONCENTRACAO DE Bifidobacterium animalis NO LEITE FERMENTADO
DURANTE O ARMAZENAMENTO A 10 °C

Goma Acéacia Inulina Concentracao
Ensaio (g/L) (g/L) (Log UFC/g)
(x1) (x2) 1° Dia 22° Dia 43° Dia 64° Dia

1 4,4 4,4 7,03 6,52 6,62 5,80
2 25,6 4,4 6,77 6,21 6,65 5,59
3 4,4 25,6 6,91 6,93 6,59 6,52
4 25,6 25,6 6,83 6,83 6,55 6,58
5 0 15,0 7,08 7,10 6,90 6,61
6 30,0 15,0 6,46 6,89 6,61 6,71
7 15,0 0 6,71 6,99 6,77 5,63
8 15,0 30,0 6,67 6,57 6,64 6,50
9 15,0 15,0 7,01 6,80 6,40 nd
10 15,0 15,0 6,75 6,92 6,68 6,51
11 15,0 15,0 6,96 7,03 6,50 6,20

nd.- valor néo disponivel

As tabelas 29, 30 e 31, apresentam os coeficientes do modelo e p-valor obtidos

na andlise do Planejamento Composto Central.

TABELA 29 - COEFICIENTES DO MODELO DA CONCENTRACAO DE Streptococcus
thermophilus EM FUNCAO DAS VARIAVEIS AVALIADAS PARA OS DIFERENTES DIAS
DE ARMAZENAMENTO A 10 °C

1° dia 22° dia 43° dia 64° dia
Termos Coef p-valor Coef p-valor Coef p-valor Coef p-valor
Constante 9,230 0,000 9,133 0,000 8,086 0,000 7,803 0,000
X3 -0,038 0,436 0,115 0,920 -0,143 0,443 -0,023 0,893
X, 0,024 0,616 0,007 0,160 0,166 0,378 0,103 0,560
Xlz -0,030 0,596 -0,055 0,537 -0,072 0,739 -0,101 0,628
X22 0,034 0,553 -0,095 0,306 -0,044 0,836 0,035 0,863

Xix X, 0,012 0,854 -0,110 0,319 -0,097 0,705 -0,062 0,800
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TABELA 30 - COEFICIENTES DO MODELO DA CONCENTRACAO DE Lactobacillus
acidophilus EM FUNCAO DAS VARIAVEIS AVALIADAS PARA OS DIFERENTES DIAS
DE ARMAZENAMENTO A 10 °C

1° dia 22° dia 43° dia 64° dia
Termos Coef p-valor Coef p-valor Coef p-valor Coef p-valor
Constante 7,236 0,000 7,126 0,000 6,843 0,000 6,603 0,000
X, -0,070 0,187 -0,077 0,211 -0,027 0,526 0,034 0,601
X, 0,078 0,148 -0,034 0,549 0,019 0,647 0,081 0,246
Xlz 0,049 0,410 0,064 0,360 -0,006 0,904 -0,013 0,862
X22 0,051 0,388 0,044 0,517 0,028 0,568 0,051 0,519
Xix Xy 0,002 0,971 -0,032 0,688 -0,077 0,228 -0,022 0,809

TABELA 31 - COEFICIENTES DO MODELO DA CONCENTRACAO DE Bifidobacterium
animalis EM FUNCAO DAS VARIAVEIS AVALIADAS PARA OS DIFERENTES DIAS DE
ARMAZENAMENTO A 10 °C

1° dia 22° dia 43° dia 64° dia
Termos Coef p-valor Coef p-valor Coef p-valor Coef p-valor
Constante 6,901 0,000 6,916 0,000 6,526 0,000 6,355 0,000
X, -0,152 0,040 -0,088 0,464 -0,052 0,326 -0,001 0,990
X, -0,014 0,803 0,054 0,646 -0,039 0,453 0,368 0,010
Xlz -0029 0,672 -0,134 0,846 0,082 0,211 0,0925 0,429
X22 -0,069 0,338 -0,027 0,357 0,057 0,364 -0,205 0,123
Xix Xy 0,045 0,590 0,052 0,753 -0,017 0,808 0,068 0,581

Verifica-se nas tabelas 29 e 30, que para todos os tempos de armazenamento 0s
coeficientes dos modelos ndo sdo significativos p > 0,1, indicando que a adi¢do de goma
acécia e inulina ndo influenciaram significativamente a sobrevivéncia de Lactobacillus
acidophilus e Streptococcus thermophilus, no leite fermentado durante os 64 dias de
armazenamento a 10 °C.

Virios autores também verificaram que prebidticos, como a inulina e FOS, néo
influenciam a sobrevivéncia de Lactobacillus e Streptococcus thermophilus no
alimento. No trabalho de Fuchs et al. (2006), a adicdo de 1 % de inulina e 5 % de
oligofrutose em iogurte ndo influenciou a sobrevivéncia de Lactobacillus casei,
Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus durante 28 dias de
armazenamento a 4 °C. Aragon-Alegro et al. (2007) e Buriti, Komatsu e Saad (2007)

verificaram que a inulina ndo influenciou a sobrevivéncia de Lactobacillus paracasei
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em mousse de chocolate e de Lactobacillus acidophilus em mousse de maracujd,
respectivamente. Akalin, Fernderya e Akbulut (2004), verificaram que a concentracdo
de Streptococcus thermophilus em iogurte contendo 2 % de FOS ndo apresentou
diferenca significativa em relacdo ao produto sem o prebidtico.

Para Bifidobacterium, a andlise do Planejamento Composto Central, mostra que
o termo linear da inulina (X;), em 64 dias de armazenamento, € significativo
(p =0,010), indicando a influéncia deste fator na sobrevivéncia do microorganismo no
leite fermentado (Tabela 31). A andlise de varidncia do modelo, considerando o = 0,1,

mostra que a regressao € significativa (p = 0,056) e a falta de ajuste € ndo significativa

(p =0,595) (Tabela 32).

TABELA 32 - ANALISE DE VARIANCIA PARA O MODELO DA CONCENTRACAO DE
Bifidobacterium animalis EM 64 DIAS DE ARMAZENAMENTO

Fonte Soma Quadréatica Graus de Média Quadréatica p-valor
Liberdade
Regresséo 1,473 5 0,295 0,056
Residuo 0,203 4 0,051
Falta de ajuste 0,155 3 0,052 0,595
Erro puro 0,048 1 0,048
Total 1,676 9
R*=0,88

Dessa forma, a influéncia de goma acédcia e inulina na concentragdo de
Bifidobacterium animalis no leite fermentado armazenado por 64 dias pode ser

representada pela equacgdo 7:

Log (UFC/g) = 6,355 — 0,001X; + 0,368X,+0,0925X,%-0,205X,°+0,068X,X,  (7)

A superficie de resposta e as curvas de contorno correspondentes a equagao 7

estdo representada na figura 13 e 14, respectivamente.



7,0

65
Log UFC/g

6,0
30

20

10

10
20

Goma acacia (g/L)

Inulina (g/L)

75

FIGURA 13 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA O MODELO DA CONCENTRACAO DE

Bifidobacterium animalis EM 64 DIAS DE ARMAZENAMENTO
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FIGURA 14 - CURVAS DE CONTORNO PARA O MODELO DA CONCENTRACAO DE

Bifidobacterium animalis EM 64 DIAS DE ARMAZENAMENTO

Através da andlise da superficie de resposta e curvas de contorno, figuras 13 e 14

respectivamente, verifica-se pouca influéncia da goma acédcia na concentragdo de
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Bifidobacterium animalis. Por outro lado, o aumento da concentracdo de inulina
favoreceu a sobrevivéncia do microorganismo. Para uma concentragdo de inulina 25 g/L
a populacdo do microorganismo permanece acima de 6,5 Log UFC/g e abaixo
7,5 g de inulina/L, a concentracdo de Bifidobacterium animalis atinge valores abaixo de
6,0 Log UFC/g em 64 dias de armazenamento a 10 °C.

A influéncia de inulina na sobrevivéncia de Bifidobacterium bifidum também foi
verificada por Ozer, Akin e Ozer (2005), entretanto diferente do observado no presente
estudo o aumento da sobrevivéncia do microorganismo em iogurte AB, ocorreu durante
14 dias de armazenamento em temperaturas abaixo de 6 °C. Nenhum efeito da inulina
na sobrevivéncia de L. acidophilus foi verificado. Capela, Hay e Shah (2006)
verificaram que a presenca de 2 % de inulina aumentou a sobrevivéncia conjunta de L.
acidophilus, L. casei, B. longum e L. rhamnosus em 1,15 Log UFC/g em 4 semanas de
armazenamento a 4 °C. A influéncia da inulina, individualmente, sobre cada
microorganismo ndo foi determinada. O prebidtico que mais favoreceu a sobrevivéncia
dos microorganismos, diferenca de 1,42 Log UFC/g em relacdo ao controle, foi o FOS
(Frutooligossacarideo). Shin et al. (2000), também verificaram maior influéncia do FOS
sobre o crescimento e sobrevivéncia de Bifidobacterium em relag@o a inulina. O efeito
do FOS foi observado para concentragdes a partir de 1 %, enquanto 5 % de inulina
foram necessdrias para o estimulo do microorganismo. Segundo os autores, carboidratos
com menor grau de polimerizacdo, como o FOS, sio melhores substratos para
Bifidobacterium. O aumento da sobrevivéncia de Bifidobacterium animalis e de
Bifidobacterium longum em iogurte contendo 2 % de FOS armazenado por 28 dias a
4 °C também foi verificado por Akalin, Fernderya e Akbulut (2004).

No presente estudo a inulina apresentou influéncia na sobrevivéncia de
Bifidobacterium apenas em 64 dias de armazenamento, o que pode ser decorrente das
baixas concentragdes avaliadas (maximo 3 %) e ainda das caracteristicas do produto
comercial empregado Orafti™ Synergyl, composto de cerca de 50 % de inulina (grau
de polimerizacdo de 10 a 60) e 50 % de oligofrutose (grau de polimerizacdo de 2 a 7)
(ROBERFROID, 2007). Alem desses fatos, o erro experimental na metodologia
utilizada para quantificar Bifidobacterium animalis possivelmente ndo permitiu avaliar
pequenas diferengas que ocorreram entre os ensaios do Planejamento Composto Central

em tempos de armazenamento inferiores a 64 dias.

Embora em alguns estudos a acdo de prebidticos ndo seja comprovada no
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alimento, em muitos casos, seu efeito é comprovado em meio de cultura e in vivo,
(COLLINS; GIBSON, 1999; KOLIDA; GIBSON, 2007). Rochat et al. (2001) ao
estudarem a sinergia dos prebidticos no estimulo da microbiota intestinal humana,
demonstraram que a ingestao de uma mistura de dois prebidticos (frutooligossacarideos
e goma acdcia) estimula mais efetivamente o crescimento das bifidobacterias do que a
ingestdo destes prebidticos separadamente. Cherbut et al. (2003) realizaram um estudo
para comprovar que a goma acicia € uma fibra dietética bifidogénica com alta
tolerancia digestiva. O efeito prebidtico foi comprovado através do aumento da
concentracdo de bifidobactérias e bactérias l4cticas totais nas fezes de individuos que
consumiram o produto por 10 dias. Além de bifidobactérias e lactobacilos nenhum outro
grupo de bactérias analisadas apresentou crescimento da populagdo.

Os dados da literatura comprovam que existe influéncia dos prebidticos no
crescimento e sobrevivéncia de bactérias probidticas quando os resultados sao medidos
pela andlise do crescimento das culturas desejadas nas fezes. Porém ndo existem muitos
dados sobre o aumento da populacdo de probidticos nos produtos simbidticos durante a
estocagem de alimentos. Nas condi¢des aqui estudadas, a presenca de goma acicia no
leite fermentado ndo afetou a contagem dos microorganismos probidticos, Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium animalis e a inulina influenciou apenas a sobrevivéncia
de Bifidobacterium.

Durante os 64 dias de armazenamento do leite fermentado a 10 °C, a reducdo
média da populacdo de Bifidobacterium animalis, Lactobacillus acidophilus e
Streptococcus thermophilus foi de 0,6; 0,7 e 1,4 Log UFC/g (p < 0,05) respectivamente.
Para Bifidobacterium até o 42° dia de armazenamento a variacdo média da populacdo
nao foi significativa (p > 0,05) enquanto os demais microorganismos apresentaram uma
variagdo ndo significativa at€¢ o 22° dia de armazenamento (p > 0,05) (Tabela 33).
Zacarchenco e Massaguer-Roig (2006), também verificaram que as populacdes de
S. thermophilus e B. longum mantiveram-se constantes nos leites fermentados até
21 dias de estocagem a 4 °C, entretanto a populacdo de L. acidophilus apresentou
reducao de um ciclo logaritimico no mesmo periodo.

Com exce¢do dos produtos com baixa concentracdo de inulina, todas as demais
formulagdes do Planejamento Composto Central mantiveram os niveis de bactérias
probidticas exigidos pela legislacdo (acima de 10° UFC/g), durante os 64 dias de

armazenamento a 10 °C.
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TABELA 33 - CONCENTRACAO MEDIA DOS MICROORGANISMOS NO LEITE
FERMENTADO EM DIFERENTES TEMPOS DE ARMAZENAMENTO A 10 °C

Log (UFC/g)*

Microorganismo 1° dia 22° dia 42° dia 64° dia

Bifidobacterium 6,8 £ 0,2° 6,8 £ 0,2° 6,6 £ 0,1° 6,2 * 0,5
Lactobacillus 7,3 0,1 7,2 *0,1° 6,9 £ 0,1° 6,6 +0,2°
Streptococcus 9,2 £ 0,1 9,0 £ 0,2 8,0 £ 0,4° 7,8 £ 0,4°

* Média de 11 determinagdes * desvio-padrao.
a,b,c Médias, com letras diferentes na mesma linha, apresentam diferenga significativa (p < 0,05)

Segundo Akalin, Fenderya e Akabulut (2004) a viabilidade de Bifidobacterium
no alimento depende da espécie. Assim como no presente trabalho, os autores
verificaram que a populacdo de Bifidobacterium animalis permaneceu constante em
iogurte armazenado por 28 dias a 5 °C, entretanto a populacdo de Bifidobacterium
longum foi reduzida em 99 % no mesmo periodo.

Outros fatores como a concentracdo de dcido e a presenca de peroxido de
hidrogénio, produzido por bactérias tradicionais de iogurte, também podem influenciar a
viabilidade de microorganismos probidticos (SHAH; LANKAPUTHRA, 1997;
GROSSO; FAVARO-TRINDADE, 2004). De modo geral, linhagens de Lactobacillus
acidophilus toleram melhor ambientes dcidos que bifidobactérias (SAKALI et al., 1987;
SHAH et al., 1995).

Bactérias laticas adicionadas ao leite fermentado podem inibir as bactérias
probidticas, assim como os probidticos podem inibir as bactérias laticas (VINDEROLA;
MOSCHIUTTTI; REINHEIMER, 2002). Por outro lado, a presenca de Streptococcus
thermophilus pode favorecer a sobrevivéncia de Bifidobacterium, devido a sua alta
capacidade de utilizacdo de oxigénio, reduzindo o nivel de O, dissolvido no leite
(VINDEROLA et al.,, 2000). No presente estudo, ambas as bactérias probidticas
apresentaram boa sobrevivéncia durante o armazenamento, o que pode ser decorrente de
um pH mais elevado devido a auséncia de Lactobacillus bulgaricus. Em média o pH
variou de 4,5 £ 0,1 a 4,22 £ 0,05, durante os 64 dias de armazenamento a 10 °C.

O sucesso da adi¢do de culturas probidticas depende das espécies e linhagens
usadas; das interagdes metabdlicas com bactérias laticas; das condi¢des de fermentagdo;
do pH do produto; da presenca de oxigénio e da temperatura de estocagem

(VINDEROLA; REINHEIMER, 1999).
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5.2.4 Analises de textura

O leite fermentado simbiético foi armazenado por 64 dias a 10 °C e a cada 21
dias foram retiradas amostras para acompanhamento da Elasticidade e Firmeza. As

tabelas 34 e 35 apresentam os resultados obtidos.

A andlise dos coeficientes dos modelos para as duas respostas de interesse
(Tabelas 36 e 37) mostra que a presenca de goma acdcia e a inulina ndo influenciou a
elasticidade e firmeza dos produtos (p > 0,05) durante os 64 dias de armazenamento a

10 °C.

TABELA 34 — VALORES DE ELASTICIDADE DO LEITE FERMENTADO DURANTE O
ARMAZENAMENTO A 10 °C

Goma Acacia Inulina Elasticidade
Ensaio (g/L) (g/L) (N/mm)

(x1) (x2) 1° Dia 22° Dia 43° Dia 64° Dia
1 4,4 4,4 0,114 0,161 0,180 0,181
2 25,6 4,4 0,123 0,153 0,167 0,179
3 4,4 25,6 0,064 0,098 0,098 0,099
4 25,6 25,6 0,105 0,166 0,174 0,171
5 0 15,0 0,103 0,160 0,166 0,175
6 30,0 15,0 0,010 nd 0,076 0,141
7 15,0 0 0,101 0,155 0,179 0,177
8 15,0 30,0 0,048 nd 0,102 0,147
9 15,0 15,0 0,134 0,185 0,211 0,216
10 15,0 15,0 0,094 0,162 0,148 0,207

nd — valor ndo disponivel

TABELA 35 - VALORES DE FIRMEZA DO LEITE FERMENTADO DURANTE O
ARMAZENAMENTO A 10 °C

Goma Acéacia Inulina Firmeza
Ensaio (g/L) (g/L) (N)

(x1) (x2) 1° Dia 22° Dia 43° Dia 64° Dia
1 4,4 4,4 0,229 0,283 0,296 0,287
2 25,6 4,4 0,229 0,272 0,279 0,293
3 4,4 25,6 0,161 0,202 0,199 0,200
4 25,6 25,6 0,216 0,283 0,284 0,282
5 0 15,0 0,211 0,271 0,270 0,285
6 30,0 15,0 0,100 nd 0,174 0,231
7 15,0 0 0,218 0,274 0,290 0,292
8 15,0 30,0 0,149 nd 0,210 0,241
9 15,0 15,0 0,251 0,300 0,316 0,329
10 15,0 15,0 0,200 0,289 0,259 0,207

nd — valor ndo disponivel
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TABELA 36 - COEFICIENTES DO MODELO DE ELASTICIDADE EM FUNCAO DAS
VARIAVEIS AVALIADAS DURANTE O ARMAZENAMENTO A 10 °C

1° dia 22° dia 43° dia 64° dia

Termos Coef P Coef P Coef P Coef P

Constante 0,1121 0,001 0,1667 0,000 0,1738 0,002 0,1966 0,001
X1 0,0130 0,192 0,0123 0,195 0,0129 0,403 0,0147 0,261
X5 -0,0164 0,125 -0,0151 0,136 -0,0215 0,206 -0,0249 0,102
Xlz 0,0054 0,602 0,0019 0,839 0,0016 0,927 -0,0040 0,776
X22 -0,0164 0,178 -0,0202 0,110 -0,0165 0,381 -0,0311 0,095
X1+ Xp 0,0080 0,407 0,0187 0,100 0,0220 0,222 0,0186 0,202

TABELA 37 - COEFICIENTES DO MODELO DE FIRMEZA EM FUNCAO DAS
VARIAVEIS AVALIADAS DURANTE O ARMAZENAMENTO A 10 °C

1° dia 22° dia 43° dia 64° dia

Termos Coef P Coef P Coef P Coef P

Constante 0,2221 0,000 0,2843 0,000 0,0279 0,000 0,2720 0,003
X7 0,0132 0,279 0,0151 0,155 0,0150 0,322 0,0183 0,503
X5 -0,0204 0,135 -0,0198 0,089 -0,0251 0,143 -0,0281 0,329
Xlz 0,0037 0,777 0,0011 0,916 0,0034 0,836 0,0144 0,655
X22 -0,0166 0,264 -0,0221 0,105 -0,0150 0,401 -0,0152 0,638
X1+ Xp 0,0137 0,291 0,0231 0,074 0,0255 0,158 0,0188 0,519

Durante os 64 dias de armazenamento a elasticidade do leite fermentado variou
em média de 0,09 £ 0,04 N/mm para 0,17 = 0,03 N/mm e a firmeza de 0,20 £ 0,05 N
para 0,27 = 0,04 N.

Fagan et al., (2006) estudaram o efeito da adicdo de fibras na cinética de
coagulacdo do leite. A adi¢do de 1 a 3 % de goma acécia diminuiu significativamente o
tempo para formacgao do gel e este apresentou uma rede de caseina mais aberta do que o
gel de controle. A adi¢do de 2 % de inulina foi necessdria para diminuir o tempo para

formacdo do gel e tempo para firmeza do codgulo.

Gel-Nagar et al., (2002) observaram que o acréscimo de inulina em sorvete de
iogurte com baixo teor de gorduras aumenta significativamente sua viscosidade devido
as interacdes da fibra solivel com a parte aquosa do produto. A funcionalidade da

inulina estd baseada em seu efeito sobre solu¢des aquosas a varios niveis de s6lidos. A

medida que a concentragdo de inulina aumenta, a viscosidade aumenta gradativamente.

No trabalho de Buriti, Cardarelli e Saad (2008), avaliou-se o efeito da adi¢do do

probidtico Lactobacillus paracasei e da fibra prebidtica inulina sobre o perfil de textura
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e as caracteristicas sensoriais de queijo fresco cremoso. O perfil de textura instrumental
foi determinado ap6s 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento. A presenca de Lactobacillus
paracasei e inulina nos queijos nao alterou significativamente o perfil de textura
(p > 0,05). Esperava-se que a adi¢dao de inulina no queijo pudesse produzir uma maior
variacdo nos parametros de textura instrumental, particularmente na firmeza, uma vez
que, de acordo com Murphy (2001), ja foi comprovado que a inulina é capaz de atuar
como modificador de textura em produtos alimenticios. Segundo 0 mesmo autor, a
funcionalidade tecnoldgica da inulina estd baseada no seu efeito em solucdes aquosas
com vdrios teores de sélidos; em baixas concentragdes, a inulina causa um significante
aumento da viscosidade e pode ser utilizada como um modificador reoldgico,

conferindo ao produto a mesma sensacdo cremosa oferecida pelos lipidios.

No presente estudo, a adicdo de inulina ao leite ndo influenciou
significativamente a firmeza e a elasticidade do leite fermentado, possivelmente devido
as baixas concentracdes utilizadas, maximo 3 %, e as caracteristicas do produto
comercial, Synergyl, composto de cerca de 50 % de inulina e 50 % de FOS.
Mendoza et al. (2001) verificaram que a adicdo de inulina em lingliica seca
fermentada com baixo teor de gordura proporcionou uma melhoria da textura
do produto, que apresentou reducdo da firmeza, porém com elasticidade e
adesividade similares as de lingiiicas convencionais. Wang, Rosell, Benedito De Barber
(2002) verificaram que a adicdo de inulina na fabricacdo de pdes aumentou a
firmeza do miolo, porém ndo interferiu na coesividade e elasticidade da

massa.

A goma acécia dissolve-se facilmente em dgua quente e origina solu¢des pouco
viscosas, podendo ser utilizada em concentracdes de até 10 % como fibra solivel, sem
modificar a textura (THEBAUDIN, 1997, PHILLIPS; OGASAWARA; USHIDA,
2007). Atualmente no Brasil, os preparados para refresco que contém fibras, sdo
formulados com goma acécia. Por possuir baixa viscosidade em solugdo (cerca de 100
cps a 25 % ou 5 cps a 1 %), quando empregada na concentragdo de 55 %, a goma
acdcia se equipara a concentracdo média de 5 % de outras gomas convencionais. Tais
caracteristicas justificam o fato da goma acdcia ndo ter influenciado a firmeza e a
elasticidade do leite fermentado simbidtico, ja que a mdxima concentracao utilizada foi

de 3 %.
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5.2.5 Analise sensorial

a) Teste de preferéncia indireta

O teste de preferéncia utilizado foi com a Escala Hedodnica de 9 pontos, de gostei
extremamente até desgostei extremamente (DUTCOSKY, 1996). Este teste representa o
somatério de todas as percepcOes sensoriais e expressa o julgamento, por parte do
provador, sobre a qualidade do produto. Quatro amostras de leite fermentado foram
avaliadas, sendo: P (formulagao padrao, sem prebiotico); A (com 3 % de goma acicia);
B (com 3 % de inulina) e C (com 1,5 % de inulina e 1,5 % de goma acécia). O indice de
aceitacdo médio (notas iguais ou superiores a 6) para os leites fermentados foi de 90 %,
sendo 85 % para amostra P, 92 % para amostra A, 90 % para amostra B e 93 % para

amostra C, conforme mostra a figura 15.

% de provadores

FIGURA 15 — DISTRIBUICAO DAS NOTAS DOS PROVADORES PARA OS LEITES
FERMENTADOS SIMBIOTICOS (P: FORMULACAO PADRAO, A: GOMA ACACIA, B:
INULINA E C: MISTURA DE GOMA ACACIA E INULINA)

A tabela 38 apresenta as notas médias da andlise sensorial para o teste de

preferéncia indireta dos lotes de leite fermentado avaliados.
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TABELA 38 - NOTAS MEDIAS DA ANALISE SENSORIAL DOS LEITES
FERMENTADOS

Leite fermentado (*)

P A B C

Notas médias 7,2 7,4 7,4 7,6

(*) - (P: FORMULACAO PADRAO, A: GOMA ACACIA, B: INULINA E
C: MISTURA DE GOMA ACACIA E INULINA)

Pela observacdo dos resultados da tabela 38, verifica-se uma aceitacdo muito
proxima das quatro amostras de leite fermentado, entre 7,2 a 7,6. As amostras A e B
obtiveram exatamente a mesma pontuacdo e a amostra C obteve a maior pontuacao.
Entretanto, através da andlise de varidncia (ANOVA) dos resultados (Tabela 39), pode-
se afirmar que ndo existe diferenca significativa na preferéncia das amostras, ja que o F
encontrado 0,55 foi menor que o F tabelado 2,60 (F < Fiico), a0 nivel de significancia
de 5 %, para o grupo total de provadores. Pode-se afirmar também que os provadores
possuem o mesmo conceito de avaliacdo para os leites fermentados produzidos, ou seja,
respondem de forma homogénea a ficha de avaliacdo, pois F encontrado 1,68 foi menor

que o valor tabelado 2,76 ao nivel de significancia de 5 %.

TABELA 39 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA PARA O TESTE DE
PREFERENCIA INDIRETA DOS LEITES FERMENTADOS

Fonte de variagdo SO G1 MO F F critico
Amostra 5,78 3 1,93 0,55 2,60
Provador 205,75 59 3,48 1,68 2,76
Residuo 367,47 177 2,07

Total 579 239

b) Intencao de compra das amostras

Esta andlise de intencdo de compra do leite fermentado pelos provadores foi
realizada para comprovagdo do resultado de preferéncia apresentado. Para a andlise de
resultados foi utilizado o seguinte critério de pontuacdo para as amostras: 3 (SIM - eu
certamente compraria este produto), 2 (Talvez - eu talvez compraria este produto) e 1
(NAO — eu certamente nio compraria este produto). O indice de intencdo de compra
médio (provadores que consideraram SIM e TALVEZ) foi de 93 %, sendo 88 % para a

amostra P, 95 % para a amostra A, 92 % para a amostra B e 97 % para a amostra C,
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conforme mostra a figura 16.

% de provadores

Sim Talvez

Nao

FIGURA 16 — PORCENTAGEM DE INTENCAO DE COMPRA DOS LEITES
FERMENTADOS SIMBIOTICOS (P: FORMULACAO PADRAO, A: GOMA ACACIA, B:
INULINA E C: MISTURA DE GOMA ACACIA E INULINA)

A avaliagdo foi realizada para o grupo total de degustadores. Foi solicitado
também aos provadores que observassem bem as caracteristicas visuais das amostras. A
tabela 40 mostra as médias das notas da andlise sensorial para inten¢do de compra dos

lotes de leite fermentado avaliados.

TABELA 40 - NOTAS MEDIAS DA INTENCAO DE COMPRA DOS DEGUSTADORES
PARA OS LEITES FERMENTADOS

Leite fermentado

P A B C

Notas Médias 2,5 2,6 2,6 2,7

(*) - (P: FORMULACAO PADRAO, A: GOMA ACACIA, B: INULINA E
C: MISTURA DE GOMA ACACIA E INULINA)

Pela observacdo dos resultados da tabela 40, pode-se verificar uma aceitacdo
bem proxima das quatro amostras de leite fermentado, entre 2,5 a 2,7. As amostras A e
B obtiveram exatamente a mesma pontuagdo e a amostra C obteve a maior pontuacdo. A
andlise de variancia (ANOVA) dos resultados (Tabela 41) mostra que ndo existe
diferenca significativa na intencao de compra entre as amostras, ji que o F encontrado
1,09 foi menor que o F tabelado 2,60 (F < Fico), a0 nivel de significancia de 5 %, para
o grupo total de provadores. Pode-se afirmar também que os provadores possuem o
mesmo conceito de avaliacdo para os leites fermentados produzidos, ou seja, respondem

de forma homogénea a ficha de avaliagdo, pois F encontrado 1,19 foi menor que o valor
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tabelado 2,76 ao nivel de significancia de 5 %.

TABELA 41 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA PARA TESTE DE INTENCAO DE
COMPRA DOS LEITES FERMENTADOS

Fonte da variagdo SO Gl MO F F critico
Amostras 1,43 3 0,47 1,09 2,60
Provador 25,83 59 0,43 1,19

Residuo 65,07 177 0,36

Total 92,33 229

Portanto, a andlise sensorial de preferéncia e inten¢do de compra entre as quatro
amostras de leite fermentado (amostra padrdo P, sem adicdo de prebidtico, amostra A,
com adi¢do de 3 % de goma acécia, amostra B, com adi¢do de 3 % de inulina e amostra
C com 1,5 % de goma acécia mais 1,5 % de inulina) mostra estatisticamente que, para
um nivel de significancia de 5 %, nao h4 diferenca significativa entre as amostras.

Madureira e Penna (2004) avaliaram a influéncia dos teores de soro (40, 50 e
55 %), sacarose (6, 7 e 8 %) e oligofrutoses (1, 2 e 3 %) nas caracteristicas
microbioldgicas e sensoriais de bebidas lacteas funcionais e concluiram que as amostras
com maiores aceitabilidades sensoriais foram preparadas com maiores teores de
sacarose e solidos totais. Embora as amostras avaliadas no presente trabalho tenham
apresentado uma diferenca ndo significativa (p > 0,05), as maiores notas foram

atribuidas para os produtos com prebidticos, ou seja, com maior teor de solidos totais.

Em mousse de chocolate contendo Lactobacillus paracasei, Aragon-Alegro et
al. (2007) verificaram que a adi¢do de 5 % de inulina ndo interferiu nas caracteristicas
sensoriais do produto. Em suco de laranja com cenoura, Freitas e Jackix (2004),
verificaram que a adi¢cdo de 1 a 19 % de FOS nao influenciou os atributos sensoriais do

produto.
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6 CONCLUSOES

X/
L X4

X/
L X4
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A temperatura de fermentacdo (37, 39 e 41 °C) ndo influenciou a concentragcdo
final de Lactobacillus acidophilus, Streptococcus  thermophilus e

Bifidobacterium animalis no leite fermentado.

Os prebidticos goma acdcia e inulina nao influenciaram a produgdo de 4cido

l4tico durante a fermentacao.

As menores variacoes de pH durante a fermentacdo ocorreram quando
concentracdes de goma acdcia acima de 25 g/L. foram adicionadas ao leite

fermentado.

A adicdo dos prebidticos goma acdcia e inulina ndo influenciou
significativamente a sobrevivéncia de L. acidophilus e S. thermophilus, no leite

fermentado durante os 64 dias de armazenamento a 10 °C.

A adi¢do de inulina favoreceu a sobrevivéncia de Bifidobacterium no leite
fermentado armazenado, com exce¢do dos produtos com baixa concentragdo de
inulina, todas as demais formulacdes mantiveram os niveis de bactérias

probidticas exigidos pela legislagio (acima de 10° UFC/g) por 64 dias a 10 °C.

A presenca de goma acdcia e a inulina ndo influenciou a elasticidade e firmeza

dos produtos (p > 0,05) durante os 64 dias de armazenamento a 10 °C.

A andlise sensorial de preferéncia e inten¢do de compra do leite fermentado
mostrou que nao hd diferenca significativa entre as amostras de leite fermentado

com e sem a adi¢do de inulina e goma ac4cia.
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ANEXO IT - INULINA

RAFTILOSE®Synergy 1
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Description

ORAFTI
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Chicory inulin
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Oligofructose

« i3 an anriched chicary inulin powder® containing a carafully selected DP distribution (DP
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= s exactly the same product as the one used in the clinical research thal shows that the
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* patent pending ranges mainly between 2 and 8.
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ANEXO II - INULINA
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ORAFT
Labelling
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N.D. = Mot Detectable  MIA = Not Applicable
1} including diatary fibra
) measured by ADAC Method 987 .08
1) based on a calorc value of 1.5 keallg for pure inulin and oligofruciose. To be adapled 1o local
regulations.
4) in accordance with Garman regulations
Other Information see also our Technical Brochures
Aspact  fine whits powdar
Behaviour  hygroscopic .
Tasle  slighlly sweet (~25% comp. o sucrosa), wilthoul aferasie

Solubibty in water
‘Wattability in water
Disparsabdly in waler
Propedies and Applications
Particla 5aes

Dansity
Labelling - ingredients List
Salely

Packaging
Opbimal storage condiions
Maximum durability
Transpod condilions

Irradiation
GMOD

Koshar
Halal

Plani afigin

Produced by

Aoul 5% al roam Lempenaune

Fairly good

Fairly good, requires stirring

Sea our Technical Brochuras,

Max, 26% = S0pm — max. 20% > 125um

Approx. BOO +1- 50 g

aEnnched Inuline ar «inubn, oligolrucioses

Safe. Mol loxic. Not dangarous.

Exoessive consumplion may cause laxative affects
I, like other fine powdirs, wihish miked with sir and ignited,
capable of causing an explosion

Paper bags 25 kg on pallets 1000 kg

Cool and dry, in its onginal airight packaging.

Sea packaging (minimum 18 months wpon delivery)
According o document Transpor Condilions”

Mot irradiated
Mot containing GMOs or GMO-derved componants
Not produced using GMO-based lechnology .

Caertified, Orhodox Linion
Caortified, Halal Feed and
Food Inspection Authority
Buitable for vepelarians &
vEgans

QRAFTI - addrass on
fired page

| Represanted by :

S —

To Wi beted of Cur Grovwiecign, His: indcrmroilion & relalin Bul shouid o7 D2 D0nesiened &5 B wemanty nf any kisd

Hpeofioainng mighi be subject o changs wilfhoul oo

P4 L Ah-dALT
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ANEXO III - INFORMATIVO BIORICH

01 de Junho de 2001
EBH/AWLHP/Bb-12-1L
Aos Clientes da Chr Hansen

Taxononia de Bifidobacterivm Bh-12

Por mais de uma década, a Chr Hansen usou esta cepa para produtos, comao: Bh-12, Bh-
12,17, Trevis® e outros, Nos fomos os primeiros a perceber as excelentes propricdades
dessa linhagem, mas também oz primeires a nos deparar com as dificuldades andmicas,

Inicialmente, erroneamente nos classificamos essa cepa como Rifdebacterium bifidum.
Subsegilentemente, vimos que o nome Biffdobacterium aninalis era mais correto, embora o
cepa ndo fosse um Bifdobacterium animalis tipico. Ela difere de Bifidobacterium amnimalis
em viirios aspectos, como descrite por Meile et al {1997), que sugeriram tratar-s¢ de uma
nova especie: Bifidobacterium laciis, Este nome de espécie foi, mais tarde, validado na lista
no. 62 na USAE (1997). Muito tem sido discutido sobre o status de Bifidobacterium lactis
desde a publicagio e Meiles et al (1997), Baseado nesses resultados, o Comité Intemacional
de Bacteriologia Sistemitica ( Intemational Commitiee on Systematic Bacteriology) |
Subcomité de Taxonomia de Bifidebacreriom, Lactobacillus e organismos afins decidiu que
Bifidotacteriam lactis nfio pode ser reconhecido como espécie ( Minutes, [JSEM, 2001).

Hoje, a taxonomia correta de Bifidobacterium Bb-12 & Bifidobacterium anbmalis { Syn,
Bifidobacterium faciis). que ¢ o nome que Chr Hansen utilizard nos cerlificados de
identificagdo apds | janeiro de 2001,

Indifereme o discussio taxendmica de anos, a cepa Bb-12 ndo mudou. A Chr Hansen
determinou o gendtipe da Bh-12 através dos mesmos controles de qualidade feitos para
todas as linhagens em produgBo, desde fue ela tenha foi colocada no mercado ¢ nenhuma
mudanga no gendtipo fol observada,

Eu espere que esta mudanga de nome ndio Thes cause nenhum inconveniente.
Atenciosamente

Chr. Hansen AJS
Gerenciamento de Pesquisa ¢ Desenvolvimento

J-.'g:.'ln Bech Hansen

Girupo VP

Ref: Meile et al, (1997) System. Appl. Microbiol. 20, 57-64
List mo, 62 (1997, Int. J. Syst. Bacteriol. 47, %15-916
Cai et al. (2000 Microbiol. Immnul, 44, 815-820
Minutes (20015 Int, ). Sysi. Evol, Microbiol. 1, 25%-261
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ANEXO 1V - FICHA DE AVALIACAO SENSORIAL

ANALISE SENSORIAL DE IOGURTE

Sexo: ] Feminino [J Masculino

Idade: anos

Vocé estd recebendo 4 amostras de iogurte.
Por favor prove as amostras e assinale na escala abaixo a sua opinido sobre os produtos.

Gostei extremamente
Gostei muito

Gostei regularmente
Gostei ligeiramente
Indiferente

Desgostei ligeiramente
Desgostei regularmente
Desgostei muito
Desgostei extremamente

Gostei extremamente
Gostei muito

Gostei regularmente
Gostei ligeiramente
Indiferente

Desgostei ligeiramente
Desgostei regularmente
Desgostei muito
Desgostei extremamente

Gostei extremamente
Gostei muito

Gostei regularmente
Gostei ligeiramente
Indiferente

Desgostei ligeiramente
Desgostei regularmente
Desgostei muito
Desgostei extremamente

Gostei extremamente
Gostei muito

Gostei regularmente
Gostei ligeiramente
Indiferente

Desgostei ligeiramente
Desgostei regularmente
Desgostei muito
Desgostei extremamente

Uo000000o
Uo000000o
000000000
Uo000000o

Vocé compraria este produto? Vocé compraria este produto? Vocé compraria este produto? Vocé compraria este produto?
[ sim ] sim [ sim ] sim
[] Né&o [] Né&o N&o [] Né&o

O

[] Talvez [] Talvez [] Talvez [] Talvez
Com que frequéncia vocé consome iogurte?

[] Frequentemente [] Raramente

[C] Ocasionalmente [] Nunca

Comentérios:




