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RESUMO

As industrias de laticinios geram grande quantidade de residuos, principalmente o soro de
queijo e de ricota, que séo altamente poluentes. A utilizag&o do soro de ricota para a produgéo
de bebidas lacteas transforma este residuo em matéria-prima, agregando valor e diminuindo
custos de tratamento do efluente gerado. A adicdo de substancias que venham a atribuir
caracteristicas funcionais pode tornar a bebida lactea mais atrativa ao consumidor. Dessa
forma, o objetivo deste trabalho foi elaborar uma bebida lactea fermentada funcional com
incorporacdo de soro de ricota, prebidticos(s), probidticos(s) e antioxidante(s), possibilitando
a reducdo da quantidade de soro incorporado as aguas residuarias dos laticinios da regido.
Para isso, foram produzidas bebidas lacteas conforme delineamento fatorial completo 22, com
2 variaveis independentes em dois niveis equidistantes (-1 e +1), trés repeticbes no ponto
central (nivel 0) acrescido de 4 pontos axiais (-a. e +a), onde o = = (2")4, sendo n o nlimero
de variaveis independentes. As concentracdes de soro de ricota e leite em p6 foram as duas
varidveis avaliadas em 5 niveis (-1,41, -1, 0, +1, +1,41) resultando em 11 amostras. As
formulacdes foram submetidas a analises de pH, acidez, proteina, gordura, agucares redutores,
cinzas e minerais, perfil reoldgico, avaliacdo sensorial e contagem de coliformes a 36° e a
45°C e dos grupos especificos de bactérias laticas (Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
spp. lactis e Sreptococcus termophilus). Apds a andlise sensorial, a formulacdo mais aceita foi
determinada por metodologia de superficie de resposta para preparo das formulacGes com
antioxidantes. Nesta segunda etapa do estudo, foram preparadas 5 formula¢bGes contendo
vitamina C, E e/ou resveratrol e estas foram avaliadas durante 45 dias para determinacdo da
atividade antioxidante. Os resultados obtidos na primeira etapa mostram ser possivel a
elaboracdo de bebida lactea fermentada prebidtica e probidtica com até 70% de soro de ricota,
atendendo a legislacdo vigente (IN n°® 16 de 23 de agosto de 2005) e com resultados
satisfatorios na analise sensorial, com indice de aceitabilidade superior a 70% em todas as
formulacdes produzidas conforme planejamento experimental. Desta forma, a bebida lactea se
mostrou uma forma viavel para a utilizacdo de soro de ricota como matéria-prima, diminuindo
o efluente gerado em laticinios e, consequentemente, reduzindo gastos com seu tratamento e 0
impacto ambiental gerado pelo seu descarte inadequado. Ainda, na segunda etapa do estudo, a
elaboracdo de bebida lactea com adicdo de substancias antioxidantes mostrou que a vitamina
C possui maior capacidade antioxidante, além de manter-se mais estavel em relacdo ao
resveratrol, & vitamina E e sua combinacdo. Os testes realizados através de voltametria ciclica
ndo possibilitaram que a melhor condi¢do fosse obtida. Nas duas metodologias utilizadas, a
complexidade da matriz dificultou a analise dos resultados. Desta forma, mais estudos sdo
necessarios para verificar a atividade antioxidante deste tipo de amostra.

Palavras-chave: bebida lactea fermentada, analises fisico-quimicas, analises microbioldgicas,
analise sensorial, atividade antioxidante.



ABSTRACT

The dairy industries generate a large quantities of waste, especially cheese whey and ricotta
cheese whey, which are very pollutants. The use of ricotta cheese whey for the fermented
dairy beverages production turns this waste into raw material adding value and decreasing
cost of wastewater treatment. The addition of substances with functional features can make
fermented milk beverages more attractives to consumers. Thus, the objective of this work was
preparing a functional fermented dairy beverage with functional incorporation of ricotta
cheese whey, prebiotic(s), probiotic(s) and antioxidant(s), enabling the reduction of the
amount of whey incorporated into the dairy wastewate. For this, fermented milk beverages
were produced by a full 22 factorial design with 2 independent variables in two equidistant
levels (-1 and +1), three replicates at the center point (level 0) and 4 axial points (-a + o),
being o = = (2n) ¥* and n the number of independent variables. Ricotta cheese whey
concentrations and powder milk were the two variables evaluated in 5 levels (-1.41, -1, 0, +1,
+1.41) resulting in 11 samples. The formulations were subjected to analysis of pH, acidity,
protein, fat, reducing sugars, ash and minerals, rheological profile, sensory analysis and
enumeration of coliforms at 36° and 45° C and specific groups of lactic acid bacteria
(Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium and Streptococcus thermophilus). After the
sensory analysis, the best formulation was determined by response surface methodology for
preparation of formulations with antioxidants. In the second 5 formulations containing
vitamin C, vitamin E and/or resveratrol were prepared and the antioxidant was evaluated for
45 days. The results obtained in the first stage of the study show that is possible a preparation
of a prebiotic and probiotic fermented dairy beverage prebiotic and probiotic containing up to
70 % ricotta cheese whey, according to current legislation (IN No. 16 of August 23, 2005) and
with satisfactory results in the sensory analysis, with acceptability index over 70% in all
formulations produced as experimental design. Thus, the milk drink proved to be a viable way
to use ricotta cheese whey, reducing the effluent generated at dairy industries, consequently,
reducing spending on his treatment and environmental impact generated by inappropriate
disposal. Also, in the second stage of the study, the dairy drink with antioxidants showed that
vitamin C has greater antioxidant capacity and remain more stable compared to resveratrol,
vitamin E and their combination. Tests conducted by cyclic voltammetry did not allow that
the best condition was reached. The complexity of the matrix difficult to analyze the results in
the two experimental methodologies. Thus, further studies are needed to verify the antioxidant
activity of this type of sample.

Keywords: fermented dairy beverage, physico-chemical analysis, microbiological analysis,
sensory analysis, antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

A atividade das indUstrias de laticinios pode causar impactos ambientais em funcgéo da
geracao de efluentes liquidos com elevada carga organica, principalmente o soro de queijo.
Ha alguns anos este era considerado inaproveitavel, sendo utilizado na alimentacdo animal ou,
simplesmente, eliminado através de esgotos. Em busca de reducdo dos custos de tratamento
deste efluente, foram criados produtos que possibilitassem a utilizacdo do soro de queijo,

transformando-o em matéria-prima (TEIXEIRA, 2002).

Segundo dados divulgados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2013), em 2012 foram captados pelas indUstrias 22,338 bilhGes de litros em todo o pais, sendo
0 estado do Rio Grande do Sul o segundo maior captador. Conforme a Associacdo Brasileira
das Industrias de Queijo (ABIQ, 2013), a producdo de queijos inspecionados cresceu 245 mil
toneladas de 2000 a 2010 e, consequentemente, a producdo de soro de queijo, uma vez que
para cada quilograma de queijo produzido sdo gerados em média 9 litros de soro de queijo
(ANTUNES, 2003). Esta quantidade expressiva leva a busca por uma melhor utilizacdo do

soro de queijo.

A producdo de ricota, uma das alternativas encontradas para melhor aproveitamento
do soro de queijo, tem como subproduto o soro de ricota, cuja carga poluente ainda é elevada
em funcdo da grande concentracdo de lactose (cerca de 30.000 a 50.000 ppm de demanda
bioquimica de oxigénio — DBO — e 80.000 mg/L de demanda quimica de oxigénio — DQO). A
utilizacdo deste residuo como ingrediente em outros produtos, assim como é feito com o soro
de queijo, é uma solugdo viavel para a diminui¢do do residuo gerado e, consequentemente,

reducdo do custo de producéo.
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O aproveitamento do soro de queijo para producdo de bebida lactea vem se tornando
cada vez mais comum, fato que se comprova nos balcdes dos supermercados, onde existe uma
grande variedade deste tipo de produto. Por possuir alto teor de lactose, o soro de ricota pode
ser facilmente fermentado, constituindo-se assim uma matéria-prima acessivel para
elaboracdo de bebidas fermentadas. Apesar de varios autores brasileiros terem estudado
formas de utilizacdo biotecnoldgica do soro de queijo (ALMEIDA et al. 2001; THAMER e
PENNA, 2006; KRUGER et al. 2008; MADRONA et al. 2009; MENESES, 2011; CASTRO,
2012), a avaliacdo de possibilidades de aproveitamento do soro de ricota é escassa.

A bebida lactea tem uma imagem saudavel, sendo considerada um produto nutritivo e
de baixo custo. Os produtos lacteos fermentados tem ampla aceitacdo devido as suas
propriedades organolépticas e um baixo custo de producéo para o fabricante, o que resulta em
um menor preco final para o consumidor (LUIZ, 2008). Desta forma, justifica-se o estudo de

sua producao também com soro de ricota.

Os alimentos simbioticos — que contém prebidticos e probidticos — ja sdo bastante
difundidos; o consumidor conhece seus beneficios e busca produtos com esta propriedade. Ja
0s antioxidantes, como vitamina C e vitamina E, utilizados anteriormente como auxiliares na
conservacao de determinados produtos, estdo entrando neste mercado devido a sua capacidade
de auxiliar na prevencdo de doencas e no rejuvenescimento celular. A capacidade de
inativacdo de radicais livres destes e outros antioxidantes em estudos mais recentes, como 0
resveratrol — presente em algumas plantas, na casca da uva, amendoim, castanhas, etc. —, tem
atraido o interesse de estudiosos devido a seu potencial antioxidante, anti-inflamatorio,
antiagregante plaquetario, antimutagénico, anticancerigeno, cardioprotetor e fortalecedor do
sistema imunitario e efeitos antienvelhecimento. Consideram-se, assim, alimentos funcionais
também aqueles que possuem antioxidantes (VELEZ-MARIN et al. 2012; OOMEN et al.
2009; MATOS et al. 2012; FERNANDES, 2006).

Ainda, diversos micro-organismos sdo utilizados na fabricacdo de bebidas lacteas,
entre eles, os Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (S. thermophilus) e Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus (L. bulgaricus). Sua producdo € relativamente simples e a
substituicdo do soro de queijo por soro de ricota pode ser feita utilizando o mesmo processo
de fabricagdo. O consumidor, cada vez mais, procura adquirir alimentos saudaveis em busca
de uma melhor qualidade de vida. Desta forma, a utilizacdo de probidticos, prebidticos,

compostos com fungdo antioxidante, vitaminas e minerais, aumenta o interesse do
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consumidor pelo produto, sendo uma boa opg¢éo para agregar valor a bebida lactea produzida

com soro de ricota.

Desta forma, o objetivo geral deste trabalho foi desenvolver uma bebida lactea
fermentada com propriedades funcionais utilizando soro de ricota in natura, a fim de

viabilizar a utilizacdo deste residuo produzido em laticinios da regido do Vale do Taquari, RS.
Os objetivos especificos foram:

- Elaborar uma bebida lactea fermentada com incorporacdo de soro de ricota,
prebidticos(s), probidticos(s) e antioxidante(s);

- Possibilitar a utilizacdo do soro de ricota em formulagfes lacteas, como alternativa
para a reducdo da quantidade de soro incorporado as aguas residudrias dos laticinios da

regiao;

- Avaliar o produto elaborado através de andlises fisico-quimicas, reoldgicas,

microbioldgicas e sensoriais;
- Avaliar a vida de prateleira da formulacédo produzida através de analises;

- Estudar a atividade antioxidante da bebida lactea adicionada de substancias

conhecidas por possuir esta propriedade, particularmente resveratrol, vitamina C e vitamina E.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A industria de laticinios e a geracao de efluentes

A industria de alimentos sempre desempenhou um importante papel na economia
brasileira, representando uma das mais tradicionais estruturas produtivas existentes no pais.
Dentre os diversos setores da indlstria alimenticia, o setor de laticinios € um dos mais
importantes, tanto no aspecto econdmico quanto no social, destacando-se entre os quatro
principais. Neste segmento encontram-se empresas de laticinios de diversos portes, desde
beneficiadoras de volumes reduzidos de leite até grandes multinacionais e cooperativas
centrais capazes de processar diariamente centenas de milhares de litros de leite
(CARVALHO, 2010; JERONIMO, 2012).

Estima-se que a participacdo dos laticinios no faturamento total da inddstria de
alimentos seja de aproximadamente 10%. Entre 2000 e 2008, enquanto a producdo mundial de
leite de vaca cresceu em média 2,1% ao ano, no Brasil esse crescimento foi de 4,0% ao ano. O
aumento da producdo lactea brasileira nos Gltimos anos deve-se ao aumento do subsidio dado
a esse setor e os altos custos de producdo em paises membros da Unido Europeia
(CARVALHO et al., 2006).

No pais, foram produzidos 32,3 bilhdes de litros de leite em 2012. No Estado, a
producéo de leite apresentou crescimento de 4,4% na producéo leiteira em 2012. No Vale do
Taquari o crescimento foi de 12% na comparacdo entre 2011/2013 e, ao todo, a producéo
acumulou 364,4 milhdes de litros de leite. (CARVALHO, 2010).
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Dentre as industrias alimenticias, a contribuicdo dos laticinios na polui¢do dos corpos
hidricos € muito expressiva, visto que o beneficiamento do leite gera consideravel carga
poluidora decorrente da presenca de grande quantidade de compostos organicos em suspenséo
nas aguas residuarias (MATQOS, 2010). Uma fabrica com producdo média de 10.000 litros de
soro de leite por dia polui o equivalente a uma populagédo de 5.000 habitantes (ROHLFES et
al., 2011).

As caracteristicas do efluente podem variar, dependendo do produto elaborado, da
tecnologia de fabricacdo empregada, da aplicacdo adequada de boas préticas de fabricacao,
entre outros. O beneficiamento do leite gera efluente com demanda quimica de oxigénio
(DQO) em torno de 3.000 mg/L; ja em industrias com producdo de queijo sem
aproveitamento do soro, este valor pode chegar a 50.000 mg/L com teor de lipidios de 1.500
mg/L (VALENTE, 2012). Baldasso (2008) sugere que a carga poluente representada pela
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) pode chegar a 60.000 mg/mL, o que é cerca de 100

vezes maior do que a DBO do esgoto doméstico.

Levando em consideragdo que a agua residuaria gerada na atividade dos laticinios
pode variar de 1 a 5 vezes o volume de leite processado, o tratamento inadequado pode gerar
grandes impactos ambientais se elas ndo forem adequadamente tratadas e dispostas no
ambiente. Existem inGmeras op¢Oes de sistemas de tratamento de efluentes, muitas delas
onerosas e complexas e outras de baixo custo e simples (MATOS, 2010). Seja qual for o

sistema de tratamento escolhido, o custo impactara nos precos dos produtos fabricados.

2.2 Soro de queijo e soro de ricota

2.2.1 Soro de queijo

Conforme Jerdnimo et al. (2012) sdo trés os efluentes gerados pelas industrias de
laticinios: o soro, o leitelho e o leite acido. Destes, o primeiro é o de maior importancia, tanto
pelo volume produzido e pela propria caracteristica de matéria-prima de qualidade e de amplo
espectro de possibilidades de reutilizagdo, quanto pelo seu enorme poder poluente
(JERONIMO, 2012).

O soro de queijo € um subproduto da industria de queijo e da caseina resultante da

separacao das caseinas e da gordura do leite, contendo mais da metade dos sélidos presentes
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no leite original (incluindo a maioria da lactose, minerais e vitaminas hidrossoltveis e 20%
das proteinas do leite). Sua composi¢édo varia de acordo com a variedade do queijo produzido,
sendo classificado de acordo com os niveis de acidez em soro doce — com pH de
aproximadamente 6,4 — e soro acido — com pH em torno de 4,5 (ORDONEZ, 2005).

A quantidade de soro gerada no processo de fabricacdo de queijo depende do tipo de
queijo produzido e da quantidade de agua adicionada no processo (SGARBIERI, 1996). Em
geral, para cada quilograma de queijo produzido s&o gerados 9 litros de soro (ANTUNES,
2003).

O soro ainda € pouco aproveitado no setor tecnolédgico alimenticio, representando um
grande desperdicio nutricional e financeiro. Grandes volumes sdo enviados para alimentacéo
de suinos ou para sistemas de tratamento de efluentes com baixa eficiéncia ou altos custos.
Este desperdicio, aliado ao valor nutritivo do soro de queijo, direciona a atencdo do meio
cientifico ao seu estudo, para a criagdo de alternativas economicamente viaveis com o
aproveitamento das proteinas (alto valor nutricional e comercial), gordura residual e,
principalmente, a lactose, principal responsavel pelo impacto causado nos mananciais
(JERONIMO, 2012).

2.2.2 Soro de ricota

A producdo de ricota € uma das alternativas para melhor utilizacdo de soro de queijo.
Ela pode ser produzida de diversas maneiras. A base para todos os metodos € a
desestabilizacdo da albumina do soro através do aumento da acidez, pela utilizacdo de acido
acético ou latico em concentragbes adequadas, em conjunto com 0 aguecimento
(FOSCHIERA, 2004). O soro resultante deste processo € acido, apresenta menor teor de
lactose e maior teor de calcio e &cido latico que o soro doce (OLIVEIRA, 2009).

A composicdo quimica do soro de ricota estd apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1 — Composi¢do quimica do soro de ricota

Componentes Composicao (%)
Gordura 0,00
Proteina 0,45
Lactose 4,75
Extrato seco 5,68

Fonte: Teixeira, 2002.

Na producdo da ricota, o processo de fabricacdo extrai a maioria das proteinas, porém
ainda permanece em grandes quantidades a lactose, que é o sélido mais abundante no soro
(VENTURINI FILHO, 2010; ORDONEZ, 2005; PORTO et al. 2005). O soro de ricota é
considerado um grande poluente devido a alta DBO e demanda quimica de oxigénio (DQO),
com valores de 50 g.L™* e 80 g.L™?, respectivamente (SANSONETTI et al., 2009). Teixeira
(2002) sugere gue a lactose que permanece no soro de ricota contribui com cerca de 30.000 a
50.000 ppm de DBO, causando um enorme impacto ambiental quando descartado

inadequadamente.

2.2.3 O soro de queijo e de ricota como subproduto

O aproveitamento dos subprodutos da indUstria de laticinios, em especial do soro de
queijo e de ricota, apresenta como principal dificuldade o fato do soro ser visto como residuo
e ndo como materia-prima. Dessa forma, ndo ha uma preocupacado em se buscar uma maior
conservacdo e estabilidade do mesmo, com a aplicacdo de baixas temperaturas ou

concentracdo para garantir sua qualidade (ROHLFES et al., 2011).

O uso de soro de queijo traz reducdo de custos com ingredientes, mas os principais
beneficios sdo as caracteristicas sensoriais e nutricionais favoraveis que conferem ao produto,
além da amenizacdo do problema da poluicdo ambiental. O soro de queijo vem sendo
utilizado na elaboracdo de formulacGes de doce de leite, iogurtes, bebidas lacteas, etc.
(RAMOQOS, 2010). Tambeém é necessario encontrar alternativas para a utilizagdo do soro
remanescente da producdo de ricota, evitando o problema de poluicdo ambiental que o
descarte inadequado causa. Além do ponto de vista ambiental, a utilizacdo do soro de ricota
torna-se importante do ponto de vista econémico e nutricional (VENTURINI FILHO, 2010;
ORDONEZ, 2005; PORTO et al. 2005).
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A utilizacdo do soro de ricota pela converséo da lactose tem sido estudada, eliminando
seu carater poluidor e valorizando-o (SANSONETT]I, 2010). Assim, a utilizacao deste residuo
como um ingrediente em outro subproduto, pode ser uma solucdo vidvel para reduzir os

residuos gerados e, consequentemente, reduzir o custo de producéo.

A utilizacdo do soro de ricota em bebidas fermentadas ou ndo, é uma op¢do muito
atrativa para utilizacdo do soro na alimentacdo humana, devido ao menor custo de producéo e
0 aumento do valor nutricional do produto (VENTURINI FILHO, 2010). Por possuir alto
teor de lactose, o soro de ricota pode ser facilmente fermentado, constituindo-se assim uma
matéria-prima acessivel para elaboracdo de bebidas fermentadas (TEBALDI, 2005). Apesar
de varios autores brasileiros terem estudado maneiras de utilizar biotecnologicamente o soro
de queijo (ALMEIDA et al., 2001; THAMER e PENA, 2006; KRUGER et al., 2008;
MADRONA et al., 2009; MENESES, 2011; CASTRO, 2012) a avaliacdo do potencial de uso
de soro de ricota é escassa (TEIXEIRA, 2002; TEBALDI, 2005; GERHARDT et al., 2013).

Teixeira (2002) obteve melhor aceitacdo sensorial em bebidas lacteas fermentadas
probidticas contendo L. acidophilus e Bifidobacterium com 50% de soro de ricota. Tebaldi
(2005) produziu bebidas lacteas com soro de ricota adicionadas de extrato hidrossolavel de
soja em varias concentrac@es e fermentadas com S. thermophilus e L. bulgaricus (EZAL —
MYE 96, Rhodia Food) que se mantiveram com boa qualidade microbiana até o 28° dia de

experimento, obtendo melhor aceitacdo a bebida contendo 70% de soro.

Gerhardt et al. (2013) produziram bebidas lacteas probidticas com colageno
hidrolisado e diferentes concentracGes de soro de ricota, obtendo indice de aceitagcdo superior
a 70% em 7 das 11 amostras produzidas. A concentracdo do soro de ricota variou de 44,36% a
70% nas amostras aceitas, o que indica que a quantidade de soro ndo interferiu no aspecto

sensorial.

2.3 Bebidas lacteas fermentadas

Conforme a Instrugdo Normativa n° 16 de 23 de agosto de 2005 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, a bebida lactea fermentada é um produto lacteo obtido
através da mistura de leite e soro de queijo, adicionado ou ndo de outras substancias
alimenticias, e fermentado por micro-organismos ou adicionado de leite fermentado. Este

produto deve ter base lactea minima de 51% e contagem total de bactérias laticas viaveis de
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10 unidades formadoras de col6nia por grama (UFC/g) durante todo o prazo de validade e

ndo deve ser tratada termicamente apds a fermentagcdo (BRASIL, 2005).

Os ingredientes obrigatdrios das bebidas lacteas fermentadas sdo: leite, soro de queijo
e cultivo de bactérias lacteas ou leite fermentado. Opcionalmente podem ser utilizados creme
de leite, solidos de origem lactea, manteiga, gordura anidra do leite, caseinatos alimenticios,
proteinas lacteas, leitelno e outros produtos de origem lactea; aclcares e/ou glicidios,
maltodextrina, edulcorantes, frutas, mel, cerais, gorduras vegetais, chocolate, amidos, gelatina
ou outras substancias alimenticias (BRASIL, 2005).

As bebidas lacteas fermentadas com adi¢do devem conter, no minimo, 1 g/100 g de
proteinas de origem lactea (BRASIL, 2005) quando analisadas conforme a Instrucéo
Normativa n® 68, de 12 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006). Os critérios microbiol6gicos
sdo apresentados no Quadro 1. Estes resultados referem-se a analises realizadas conforme a
Instrucdo Normativa n° 62 de 26 de agosto de 2003 (BRASIL, 2003).

Quadro 1 — Critérios microbiologicos de bebidas lacteas fermentadas

Micro-organismo nt c2 md | me¢ | Toleranciapara ?mostra
indicativa

Coliformes a 35° (UFC/g) 5 2 10 100 4

Coliformes a 45° (UFC/g) 5 2 <3 10 4

In - nimero de unidades aleatérias em cada lote e analisadas individualmente.
2c - nimero méaximo aceitavel de amostras com resultados situados entre m e M
m - limite entre lote aceitavel e lote com qualidade intermediaria aceitavel

4M — limite entre o lote de qualidade intermediaria aceitavel e inaceitavel
SAmostra indicativa — Unica amostra analisada

Fonte: Brasil, 2005.

Atualmente a elaboracdo de bebidas fermentadas tem sido uma 6tima opcao para a

utilizacdo de soro de queijo, pois o produto pode ser utilizado de forma integral.

O fluxograma de fabricacéo da bebida lactea fermentada € mostrado na Figura 1.
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Figura 1 — Fluxograma de fabricacao de bebida lactea fermentada

| Mistura de leite e soro de queijo padronizado |

!

| Adicdo de agUcar, espessante, estabilizante |

!

| Pré-aquecimento e homogeneizacao |
!
!

| Adigdo de fermento e homogeneizagio |
!

!
| Resfriamento até 40 — 45°C |

!
| Adicdo da cultura latica |

!

| Incubacdo a 42° até pH 4,5 |
!

| Resfriamento até 20°C |

!
| Adicao de polpa de frutas, aromas e corantes |

!
Envase, armazenamento refrigerado e
distribuicéo

Fonte: OLIVEIRA, 2009.

Conforme EPAMIG, [s.d.], o preparo da bebida lactea deve ser feito,
preferencialmente, logo apos a fabricacdo do queijo e o0 soro deve ser coado para remocdo de
residuos da massa de queijo. Para a producdo de 100 litros de bebida lactea fermentada,
utilizam-se 42,2 litros de soro de queijo. Doze quilogramas de agucar e 300 g de gelatina ou
700 g a 1 kg de amido sdo adicionados ao soro e aquecidos a 65°C, para total inativacdo do
coalho. Apds, adiciona-se 42,2 litros de leite fresco e aquece-se a 85°C por 15 a 30 minutos
ou a 90°C por 5 minutos. O resfriamento deve ser feito até a temperatura de fermentacéo, que
pode ser rapida (43°C, aproximadamente 5 horas) ou lenta (35°C a 38°C, de 12 a 24 horas).
Adiciona-se o fermento termofilico para iogurte (composto de L. bulgaricus e S.
thermophilus) em dose recomendada pelo fabricante e procede-se a fermentacéo até pH 4,6 ou
acidez de 60 a 65°D, resfriamento, quebra do coagulo e adi¢do da polpa e corantes. A bebida
preparada desta forma e armazenada entre 5°C e 10°C ¢ vélida por 30 dias (EPAMIG, s.d.).

Diversos estudos utilizaram diferentes formas de preparo da bebida lactea para avaliar
efeitos da concentracdo de soro de queijo, espessantes, agucar, diferentes polpas de frutas, etc.
(LIMA, 2011; DIAS, 2008; SANTOS et al., 2006; MENEZES, 2011; CUNHA et al., 2008;
TEIXEIRA, 2002).
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Lima (2011) avaliou bebidas lacteas adicionadas de polpa de abacaxi e graviola
elaboradas com soro de leite nas concentracdes de 20%, 30% e 40%, além de amostras
comerciais de mesmo sabor. As bebidas formuladas continham leite (40% a 60%) e soro de
queijo minas frescal (20% a 40%) pasteurizados, agucar cristal (8%), cultura latica mista
composta por S. thermophilus, L. acidophilus e Bifidobacterium (0,3%) e polpa de abacaxi ou
graviola (12%). A mistura leite, soro de queijo e acucar cristal foi tratada termicamente a
90°C por 10 minutos e resfriada a 45°C para adicdo da cultura latica. A fermentacdo foi
conduzida a 45°C por 4-5 horas até atingimento de pH 4,6. Apds resfriamento a 4°C por um
dia, foi feita a quebra do coagulo e adicdo da polpa. Neste estudo as bebidas foram avaliadas
microbiologicamente antes da analise sensorial e, as formulacBes mais aceitas foram
submetidas a andlises fisico-quimicas. A bebida formulada com 30% e soro de queijo e sabor
abacaxi obteve aceitacdo sensorial similar a bebida comercial. No produto formulado om
polpa de graviola, a formulacdo com 40% de soro obteve o melhor desempenho, inclusive
com maior aceitacdo do que os produtos comerciais. Todas as amostras foram consideradas e
acordo cm a legislacdo vigente em relacdo aos padrbes fisico-quimicos e microbioldgicos
(LIMA, 2011).

Dias (2008) estudou a influéncia da base lactea e da cultura latica na velocidade de
producdo de &acido latico e crescimento das bactérias laticas, produzindo quatro formulacdes.
A um substrato composto de leite desnatado em p6 e soro de queijo em po reconstituidos a
60% ¢ 40%, adicionou a cultura “A”, composta por L. bulgaricus e S. thermophilus, e cultura
“B”, composta por L. acidophilus, S. thermophilus e Bifidobacterium denominadas,
respectivamente, de Tratamento 1 e Tratamento 3. Para o tratamento 2 e 4 adicionou as
culturas “A” e “B” a um substrato composto de leite desnatado em pd, soro de queijo em po e
extrato soltvel de soja reconstituidos a 60%, 20% e 20%, respectivamente. As culturas e
bases lacteas empregadas influenciaram no resultado final do processo. O Tratamento 4
atingiu o pH 4,6, estabelecido como fim da fermentacdo, em menor tempo (2h30min). O
Tratamento 1 necessitou de mais tempo para atingir o mesmo pH 3h30min. O extrato soltvel
de soja contém substancias como rafinose, estaquiose, aminoacidos e proteinas que estimulam
0 crescimento das bactérias. Os Tratamentos 3 e 4 (cultura probidtica) apresentaram a maior
velocidade de producdo de acido latico em relacdo a cultura tradicional. Desta forma, percebe-
se que a cultura contendo L. acidophilus, S. thermophilus e Bifidobacterium tem maior
capacidade de acidificacdo que a cultura tradicional. Aliada a utilizacdo de extrato de soja,
apresentou o melhor desempenho no que se refere ao tempo de fermentacao (Dias, 2008).
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Santos et al. (2006) desenvolveram uma bebida lactea fermentada a base de soro de
queijo mussarela e polpa de umbu. Utilizou-se leite pasteurizado com teor de gordura
padronizado a 3% em quantidade suficiente para se obter um minimo de proteinas lacteas
igual a 1,5% misturado ao soro de queijo a 20%, 30% ou 40%. Esta mistura foi fermentada
com cultura termofilica para iogurte a 43°C até acidez de 0,7% em acido latico
(aproximadamente 4,5 horas). Foram adicionados 12% de acucar e 12% de polpa de umbu as
misturas fermentadas. Todas as amostras apresentaram aceitacdo sensorial considerada igual
estatisticamente (P< 0,05), porém a amostra com 60% obteve a maior nota e, considerando a
maior utilizacdo de soro, foi selecionada como a melhor formulacao neste estudo (SANTOS
et al., 2006).

Menezes (2011) preparou uma bebida lactea fermentada probidtica com soro de queijo
e polpa de cajd. Em seu estudo, a cultura probidtica, composta por fermento comercial
BioRich (L. acidophilus LA-5®; Bifidobacterium BB-12® e S. thermophilus) adicionado ao
leite desnatado previamente pasteurizado, foi incubada previamente por 4 horas em estufa a
42°C. Para o preparo da bebida, o agUcar, o leite e 0 soro de queijo foram homogeneizados e
pasteurizados em banho-maria a 65°C por 30 minutos, sendo mistura resfriada a 40°C para
adicdo do inéculo. A fermentacdo ocorreu em estufa a 42°C por 4 a 5 horas. Apds este

periodo, as amostras foram resfriadas a 4°C e foi feita a adicdo da polpa de caja.

Cunha et al. (2008) pasteurizaram a mistura de leite e actcar a 95 °C por 5 minutos e o
soro a 65°C por 30 minutos. Apos abaixamento da temperatura a 40°C, prepararam a bebida
lactea fermentada como 30% de soro de queijo com utilizacdo de cultura latica composta por
S. thermophilus, L. acidophilus (LA-5) e Bifidobacterium (Bb-12) com fermentacdo a 40°C
até pH 4,6. Apos, as bebidas foram resfriadas a 4°C, batidas lentamente e armazenadas a 5 +
1°C.

Santos et al. (2008) elaboraram bebidas lacteas fermentadas com leite pasteurizado
comercial com teor de gordura padronizado a 3% e soro de queijo desengordurado obtido pela
producdo de queijo mussarela pasteurizado a 65°C por 30 minutos. Foram avaliados quatro
niveis de substituicdo de leite por soro de queijo: 20%, 40%, 60% e 80% (m/m),
respectivamente, nas formulacdes A, B, C e D. A base lactea foi aquecida a 90°C por 10
minutos, resfriada a 43°C e adicionada de 2% de indculo (iogurte comercial integral sem
acucar ativado em leite em po6 desnatado reconstituido a 11% m/v e esterilizado em autoclave

a 121°C/15min). A fermentacdo ocorreu a 43°C até que a acidez da mistura chegasse a 0,7%
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m/m, expresso em &cido latico). Apds a quebra e homogeneizacdo da massa as bebidas foram
resfriadas até temperatura ambiente, adicionadas de polpa de manga, engarrafadas e

armazenadas a 5°C.

Teixeira (2002) preparou bebidas com 50, 60 e 70% de soro de ricota fabricada com
soro de queijo minas frescal. O estabilizante Dairymix-1 (composto de uma mistura de
hidrocoloides com funcdo estabilizante-espessante da marca Germinal) e o aglcar cristal
foram adicionados em concentracdo de 0,3% e 9%, respectivamente, antes da pasteurizagéo.
As misturas foram pasteurizadas a 90°C por 3 minutos, resfriadas a 43°C e adicionadas da
cultura latica composta por L. bulgaricus, L. acidophilus, Bifidobacteria e S. thermophilus. A
incubacdo ocorreu a 43°C por 4 a 5 horas, até acidez de 0,50% de &cido latico e pH 4,50.
Apos resfriamento a 18°C, foi feita a quebra da massa, acondicionamento em potes plasticos e
refrigeragéo (7 = 1 °C).

A bebida lactea tem uma imagem saudavel e € considerado um produto nutritivo e
barato. Produtos lacteos fermentados tém ampla aceitacdo devido as suas propriedades
organolépticas e um baixo custo de producdo para o fabricante, o que resulta em um pre¢o
final inferior ao consumidor (LUIZ, 2008).

2.4 Fermentacao latica e as bactérias laticas

A fermentacdo latica € um importante método de conservacao dos alimentos utilizado
na producdo de subprodutos do leite, na fermentacdo de vegetais e conservacao de forragens.
Consiste na oxidacdo anaerébica parcial de carboidratos, produzindo &cido latico,
principalmente, e outras substancias organicas (GAVA et al., 2008). As bactérias laticas,
responsaveis pela fermentacdo latica, sdo divididas em cinco géneros: Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus e Lactobacillus (OLIVEIRA, 2009). As bactérias
citadas atuam sobre substratos que contenham glicidios, como, por exemplo, o leite € 0 soro
de queijo, que contém lactose (EVANGELISTA, 2008).

As bactérias laticas sdo classificadas de acordo com a via metabolica utilizada na

fermentacdo da glicose e concentracdo dos produtos formados, conforme segue:

- Homofermentativas: utilizam a rota mais comum, a via de Embden-Meyerhof, oxidando a

glicose e gerando adenosina trifosfato (ATP) e energia contida em dinucleotideo de adenina
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nicotinamida (NADH). Estas espécies convertem 90 a 95% da glicose em acido latico
(OLIVEIRA, 2009).

- Heterofermentativas: utilizam a via das pentoses, formando menos de 1,8 mols de &cido
latico/mol de glicose e quantidades significativas de etanol, acetato e didxido de carbono
(OLIVEIRA, 2009).

- Via das bifidobactérias: a quebra da glicose resulta em 1 mol de lactato e 1,5 mol de acetato,

podendo algumas linhagens produzir &cido férmico ou succinico (OLIVEIRA, 2009).

As bactérias laticas sdo encontradas em diversos ambientes, inclusive na microbiota
natural de humanos e animais, porém tém exigéncia nutricional complexa e bastante variavel
de aminodcidos, peptideos, vitamina, minerais, acidos graxos e agucares fermentesciveis. Em
sua maioria sdo consideradas benéficas, fornecendo protecdo contra infecgdes intestinais,
além da propriedade de conservacao dos alimentos ja mencionada (OLIVEIRA, 2009).

Desta forma, a principal funcdo das bactérias laticas nos alimentos € a acidificacdo do
produto até um pH préximo de 4, impedindo o desenvolvimento de bactérias indesejaveis pela
producdo de &cidos organicos. Além disso, as bactérias laticas conferem caracteristicas
sensoriais especificas no alimento, modificando sabor, textura, e aroma (PIARD et al., 2011).

2.4.1 Cultivos iniciadores

As culturas utilizadas podem ser classificadas em culturas tecnoldgicas ou
terapéuticas. As tecnoldgicas tém apenas a funcdo de transformar e conservar o produto
lacteo, ndo resistindo ao ambiente acido do estdmago ou a bile; as terapéuticas conseguem

sobreviver e chegar aos intestinos, trazendo beneficios ao individuo (OLIVEIRA, 2009).

A selecdo de bactérias utilizadas em produtos lacteos como iogurte, bebida lactea e
leites fermentados é feita a partir de sua capacidade de produzir acido latico a partir da lactose
(além de outros metabolitos responsaveis por sabor e aroma no produto), além do tipo de
produto desejado. No iogurte costuma-se utilizar S. thermophilus e L. bulgaricus em conjunto,
pois crescem simbioticamente, o que acelera o metabolismo e, consequentemente, a produgédo
de acido latico. O L. bulgaricus produz diversos aminoacidos a partir das proteinas laticas,

entre eles, valina, &cido glutamico, triptofano, e metionina, e alguns peptideos, que estimulam
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o0 crescimento do S. thermophilus. O crescimento do L. bulgaricus € estimulado pela producéo
de formiato, produzido pela S. thermophilus (ORDONEZ, 2005).

Bifidobacterium produzem pouco &cido, prolongando o tempo de fermentagdo, assim
outras culturas devem ser utilizadas para atingir o nivel de acidez desejavel para conservacao
do produto. Porém, esta bactéria tem pouca toleréncia a acidez, desta forma néo se desenvolve
em pH &cido. Algumas alternativas, como a adi¢do de outra cultura com maior capacidade
acidificante somente ap6s o crescimento desejado da Bifidobacterium e a microencapsulagéo,
devem ser utilizadas para que a bactéria se encontre em quantidade suficiente para ser
considerada funcional (OLIVEIRA, 2009).

Kriger et al. (2008), utilizaram culturas mistas de S. thermophilus, L. bulgaricus,
Lactobacillus acidophilus (L. acidophilus) e Bifidobacterium no desenvolvimento de bebida
lactea probidtica com soro de queijo e extrato hidrossollivel de soja. Durante o tempo de
estocagem estas bebidas apresentaram decréscimo consideravel de pH, que foi atribuido ao L.

acidophilus, que possui grande capacidade de producéo de acido latico.

Zacarchenco e Massaguer-roig (2004) desenvolveram quatro formulacdes de leites
fermentados: C1, contendo S. thermophilus; C2, contendo Bifidobacterium longun; e C3, com
L. acidophilus; e C4, a partir da mistura de C1, C2 e C3. Em relacdo ao pH, a formulacdo C1
obteve os menores valores e a formulacdo C2, os maiores. Isso se deve a limitada capacidade
de producdo de acidos organicos pelas bifidobactérias, principalmente sob refrigeracdo. Em
C1, o pH diminuiu ao longo do tempo de armazenamento (21 dias). Neste estudo, S.
thermophilus apresentou a melhor capacidade de acidificagdo, que se manteve durante o

tempo de estocagem sob refrigeracao.

2.5 Alimentos funcionais

O consumidor atual busca a prevencdo de doencas ao invés da cura e tem maior
ciéncia sobre a relacdo entre saude e nutricdo. Aliado a isso, 0s altos custos com tratamento
médico e o envelhecimento da populacdo, tém, consequentemente, aumentado o consumo de

alimentos funcionais, o que causa um crescimento deste mercado (SANDERS, 1998).

Alimentos funcionais sdo aqueles que promovem o crescimento, desenvolvimento ou

manutencdo das fung¢des normais do organismo humano, podendo ser naturalmente funcionais
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ou modificados de forma a tornarem-se funcionais pela adicdo de substancias funcionais
(OLIVEIRA, 2009). Probidticos, prebidticos, fibras, ferro, selénio, acidos graxos m-3 e -6,
6leo vegetal, oligossacarideos, poliois, fotoquimicos, antioxidantes, vitaminas A, C, D e E,
contidos em alimentos convencionais, fortificados, enriquecidos, séo considerados funcionais
(PALERMO, 2008).

Costuma-se classificar o alimento funcional de acordo com os componentes bioativos
nele presentes, a exemplo dos probidticos, fibras, vitaminas, minerais, peptideos e proteinas.
Os recentes desenvolvimentos na area de probioticos, prebidticos e simbidticos é resultado do
interesse na saude intestinal, no que se refere a microbiota responsavel pelo funcionamento
adequado do intestino (SAAD et al. 2011).

Padilha e Pinheiro (2004) citam os alimentos funcionais como possiveis instrumentos
na prevencao e controle do cancer de mama, afirmando que fatores dietéticos tem papel
importante como causadores ou facilitadores deste tipo de doenca, apesar dos mecanismos
ndo estarem completamente esclarecidos. Além disso, mencionam propriedades

anticarcinogénicas, antioxidantes e anti-inflamatérias.
A respeito dos alimentos funcionais, Barroso e Rubert (2011) afirmam:

O uso dos alimentos como veiculo de promogédo do bem-estar e saiide e, 20 mesmo
tempo, como redutor dos riscos de algumas doengas, tem incentivado as pesquisas
de novos componentes naturais e o desenvolvimento de novos ingredientes,
possibilitando a inovacdo em produtos alimenticios e a criacdo de novos nichos de
mercado. Os produtos lacteos estdo inseridos neste contexto, pois além de serem
considerados nutritivos, saudaveis e de grande aproveitamento a nivel mundial
podem ser utilizados em pesquisas para o desenvolvimento de novos produtos
devido sua ampla utilidade e funcionalidade de aplicagéo.

Os produtos lacteos representam o maior segmento deste tipo de alimentos, incluindo
produtos como leites fermentados, bebidas lacteas fermentadas ou ndo, sobremesas lacteas.
Produtos lacteos sdo considerados funcionais naturalmente pela sua alta concentracdo de
célcio, sendo os fermentados contendo probidticos e/ou prebidticos amplamente estudados por
ampliarem esta caracteristica. Estes produtos foram responsaveis por 60% do mercado de
alimentos funcionais da Europa em 2009 e representam um mercado crescente no Brasil
(OLIVEIRA, 2009).
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2.5.1 Prebidticos

Os prebioticos sdo ingredientes alimentares ndo digeridos por enzimas digestivas
normais. Assim, chegam até o intestino, onde sdo utilizados como alimento de bactérias
benéficas, e, consequentemente, auxiliam no crescimento destes micro-organismos e
melhoram a saude do hospedeiro. Além destas caracteristicas, tém a capacidade de alterar a
microbiota intestinal de forma benéfica ao hospedeiro. Oligossacarideos de cadeia curta séo
0s mais estudados por serem mais resistentes no trato gastrointestinal superior e a fermentacao
no intestino grosso (FERREIRA, 2012). A polidextrose, uma fibra muito soltvel em agua e
com baixo valor calorico, € um exemplo de prebiotico. Por ser um agente de volume, é

utilizada também na substituicdo de acucares e gorduras (BUENO, 2012).

Prebioticos tém sido utilizados em combinacdo com bifidobactérias, a exemplo de
fruto-oligossacarideos (FOS) e inulina. Estas fibras contribuem para o equilibrio intestinal e
ndo sdo aproveitadas pelo organismo, desta forma nédo alteram o valor calérico do alimento e
ndo aumentam o nivel de agucar no sangue, além de poder aumentar a absorcao de calcio
(GALLINA et al., 2011). Bdrigo et al. (2007) perceberam o aumento do conteldo de
bifidobactérias devido a suplementacdo com FOS, durante o estudo sobre acdo de prebidticos
sobre proteinas em pacientes com neoplasia hematologica (leucemias, linfomas e mielomas).
Além dos citados, existem resultados in vitro e in vivo demonstrando a atividade prebiotica de
transgalacto-oligossacarideos, lactulose, isomalto-oligossacarideo, xilo-oligossacarideo, glico-
oligossacarideo e oligossacarideos de soja (GIBSON e FULLER, 2000).

Estudos mostram efeitos positivos na suplementacdo galato-oligossacaridos e fruto-
oligossacarideos em criangas com risco de atopia, como alteracdes da flora intestinal
promovendo efeito bifidogénico, reducdo da incidéncia de doencas alérgicas (eczema atdpico,
broncoespasmo de repeticdo e urticaria) (SCHOLTENS et al., 2008; ARSLANOGLU et al.,
2008; MORO, 2006).

2.5.2 Probidticos

Probioticos sdo micro-organismos vivos que, ingeridos em quantidades adequadas,

trazem beneficios a salde do hospedeiro. Para serem classificados como probidticos, estes
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micro-organismos necessitam possuir algumas caracteristicas (O°’MAY ¢ MACFARLANE,
2005):

- auséncia de toxicidade ou patogenicidade;

- propriedades adequadas a fim de que sejam produzidos e incorporados em alimentos

sem perder sua viabilidade e funcionalidade;
- viabilidade durante a vida atil do produto;

- habilidade de sobreviver as defesas inatas do corpo no trato gastrintestinal superior,

incluindo a sobrevivéncia a exposicdo a acidez gastrica e aos sais biliares;

- habilidade de colonizar a mucosa intestinal e capacidade de exercer um efeito de

melhoria da satde do hospedeiro.

Micro-organismos que tém sido usados como probidticos em humanos incluem
leveduras, — particularmente Saccharomyces boulardii —, bacilos, enterococos, bifidobactérias
e bactérias lacticas (O’MAY e MACFARLANE, 2005).

Estudos demonstram que as bactérias laticas auxiliam no controle de patégenos, na
modulagdo da constipagdo intestinal e de diarreias, na diminuicdo dos sintomas de
intolerdncia a lactose, no fortalecimento do sistema imune e em controle de céancer. L.
acidophilus e varias espécies do género Bifidobacterium, micro-organismos probioticos, estdo

presentes na flora normal dos seres humanos, vivendo simbioticamente (OLIVEIRA, 2009).

Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis proporcionam balanceamento das
instabilidades temporarias na microbiota intestinal, além de inibir a invasdo e a colonizagdo
de microrganismos patogénicos indesejados; aumentam a concentracdo de acidos organicos
de cadeia curta, diminuindo o valor do pH; e diminuem a concentracdo de aménia, de indois e
de outras substancias putrefativas no intestino; propriciam o aumento da producdo de
anticorpos e tém efeito anticarcinogénico (producdo de substancias que inibem a divisdo e 0
crescimento das células do tumor) e anticolesterolémico (desconjugacdo de sais biliares)
(BALLUS et al., 2010). Contudo, diversos autores afirmam que a necessidade da ingestéo
regular de células vidveis de bactérias probidticas é de, no minimo, 10 UFC/g do produto
para a obtencdo dos efeitos benéficos (SHAH, 2000; VINDEROLA et al., 2000;
ZACARCHENCO e MASSAGUER-ROIG, 2004; THAMER e PENNA, 2006). Ja a Agéncia
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Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2008) define que a concentracdo de probidticos
deve estar situada entre 108 e 10° UFC na recomendacéo diaria dos produto pronto para o

consumao.

Os micro-organismos probidticos tém sido largamente utilizados em alimentos
inovadores. Macedo (2005) produziu um embutido fermentado analogo ao salame utilizando
Lactobacillus paracasei, que se manteve estavel durante 150 dias de armazenamento, com
nimero de células viaveis acima de 108 UFC/g. Gaino et al. (2012) produziram um requeijio
cremoso utilizando Lactobacillus casei que se manteve com contagem em torno de 107

durante 28 dias de armazenamento.

Teixeira (2002), em seu estudo sobre a utilizacdo de soro de ricota em bebidas lacteas,
utilizou a cultura de L. acidophilus e Bifidobacterium, porém ndo atingiu a quantidade
minima de unidades formadoras de colénia para ser considerada funcional. Cunha (2008)
produziu bebidas lacteas e leites fermentados com S. thermophilus, L. acidophilus e
Bifidobacterium, atingindo o limite minimo de 10® UFC/g. Ramos (2013) produziu bebidas
lacteas com 15, 20 e 25% de polpa de cajd e 40% de soro de queijo fermentadas por
Lactobacillus acidophilus que mantiveram por 28 dias a contagem minima de bactérias laticas

exigida na legislacéo.

Conforma a ANVISA, “a quantidade minima vidvel para os probiodticos deve estar
situada na faixa de 10% a 10° Unidades Formadoras de Colonias (UFC) na recomendagéo

diaria do produto pronto para o consumo, conforme indicacdo do fabricante” (ANVISA,
2008).

2.5.3 Simbidticos

A combinagdo entre prebioticos e probioticos resulta no conceito de simbidticos
(PALERMO, 2008, 151). Os prebidticos servem de alimento aos probiéticos, promovendo um
maior crescimento destes micro-organismos no intestino e trazendo beneficios ao hospedeiro.
A esse respeito, Palermo (2008), considera:

O mercado nacional tem sentido uma maior demanda por esses produtos e a
indUstria de alimentos tem contribuido para atender as exigéncias cada vez maiores,

da populacdo, nutricionistas, nutrélogos e médicos interessados em ter uma
alimentacdo mais saudavel (PALERMO, 2008, 151).
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Thamer e Penna (2005) utilizaram um composto de fruto-oligossacarideos e inulina na
producdo de bebidas lacteas probioticas, obtendo maior crescimento de Streptococcus
thermophilus em maiores concentragdes de soro e prebidticos, ndo tendo estas concentraces
influenciado na populacédo de bifidobactérias.

Matta et al. (2012) produziram bebidas a base de arroz com potencial como um novo
alimento simbiotico ndo latico. Os componentes utilizados foram farinha de arroz, citrato
trissodico, enzima alfa-amilase e cultura latica probidtica adicionando diferentes
concentracBes de goma acécia, fruto-oligossacarideo e farinha integral de aveia de acordo
com o planejamento fatorial 2 com 4 réplicas no ponto central. Ao final de 22 dias de
estocagem, as bebidas apresentaram entre 10° a 10°°UFC de micro-organismos probioticos
por porcdo diaria de 100mL. Bifidobacterium animalis subsp. lactis (B. lactis) adaptou-se
melhor ao produto, apresentando populacdo maior que a de L. acidophilus. As formulacGes
com teores reduzidos de goma acécia (1,4%) e de farinha de aveia (0,8%) obtiveram
contagem de L. acidophilus inferior a 108 UFC/mL. A bebida a base de arroz apresenta

potencial como um novo alimento simbidtico ndo latico.

Estudos tém enfatizado o curto periodo de vida dos probidticos e a contribuicdo dos
prebidticos no aumento da viabilidade dos micro-organismos presentes no célon (FUCHS et
al., 2005; GIBSON, 2004).

2.5.4 Antioxidantes

Antioxidantes sdo substancias capazes de impedir ou inibir a oxidacdo. Em baixa
concentracdo, podem prevenir ou reduzir o dano oxidativo. Entre os mais estudados, estdo o0s
antioxidantes enzimaticos - superoxido dismutase, catalase e as glutationa peroxidase — e 0s
antioxidantes quimicos — vitaminas A, C e E, flavonoides, carotenoides, etc. - e alguns
produtos sintéticos - Ebselen, N-acetilcisteina e Trolox (TEOFILO et al. 2011).

Quando h& desequilibrio entre a produgéo de espécies reativas de oxigénio, nitrogénio
e enxofre e a remocdo destas pelo sistema de antioxidante do organismo, ocorre estresse
redox. As especies reativas incluem ndo so radicais, mas também intermediarios neutros e

carregados e outros capazes de formar radicais livres no organismo (OLIVEIRA, 2009).
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As vitaminas sdo compostos com capacidade antioxidante que, comparadas a outras
substancias presentes no organismo, sdo muito pequenos e simples. Elas intervém em quase
todos 0s processos no corpo humano, portanto, sdo indispensaveis para 0 metabolismo das
células. As vitaminas hidrossoliveis — C e complexo B — sdo constituintes das moléculas
proteicas funcionais — frequentemente enzimas -, atuando como coenzimas em reacOes
catalisadas. As vitaminas lipossoluveis — A, D, E e K — ndo sao facilmente absorvidas a partir
dos alimentos, desta forma sdo armazenadas nos tecidos gordurosos e no figado (PALERMO,
2008).

A vitamina C, conhecida como &cido ascérbico, é encontrada, principalmente, em
frutas citricas e vegetais como brdcolis, couve, repolho, entre outros. E uma molécula
hidrossoluvel que reage com os radicais livres formando &cido dehidroascorbico pela enzima
dehidroascorbato redutase (VELEZ-MARIN et al. 2012). Por n&o ser estocada no organismo,
¢ importante sua ingestdo diaria. O mecanismo do acido ascérbico em diversas de suas
atividades ainda ndo foi completamente desvendado. Na maioria das vias ele se liga aos
principais metais ou cofatores em seu menor estado de valéncia. A vitamina C participa da
biossintese do colageno, sintese da adrenalina, formacao de acidos biliares, absor¢édo do ferro,
entre outras vias. Seu papel como antioxidante tem recebido atencdo especial, pois se
presume que esta vitamina esteja envolvida na prevencdo de aterosclerose, nas
coronariopatias e na prevencdo e tratamento do cancer (PALERMO, 2008; BAYNES;
DOMINICZAK, 2000).

A vitamina E — ou tocoferol — esta presente em 6leos vegetais, nozes, gema de ovo,
vegetais folhosos e legumes e exerce a importante funcdo de proteger as demais substancias
contra oxidacdo. Seu efeito antioxidante ocorre particularmente nas membranas, portanto, esta
associada a sua estrutura lipidica (PALERMO, 2008; BAYNES e DOMINICZAK, 2000).

Polifenois sdo antioxidantes quimicos, possuindo um anel aroméatico com um ou mais
substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. Sdo encontrados em plantas,
podendo sua concentracdo variar devido a fatores genéticos e ambientais. A uva é rica nestes
compostos, entre eles flavonoides, estilbenos, acidos fendlicos e taninos (VELEZ-MARIN et
al. 2012).

O resveratrol, um estilbeno presente na uva, tem sido alvo de interesse em estudos

sobre sua atividade antioxidante desde a correlagdo de consumo de vinho tinto e menor
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incidéncia de doencas cardiovasculares. A partir disso, outras atividades biologicas lhe foram
atribuidas, como a propriedade anticancerigena, anti-inflamatéria e antiviral (VELEZ-
MARIN et al. 2012). Oomen et al. (2009) realizaram estudos in vitro e in vivo, que
comprovaram efeitos neuroprotetores do resveratrol, que possui a capacidade de promover o

envelhecimento saudavel do cérebro devido a sua atividade antioxidante.

Matos et al. (2012) obtiveram efeitos antiaterogénicos e anti-inflamatérios utilizando
resveratrol em coelhos, cuja atividade foi observada pela comparagdo entre um grupo de
coelhos alimentados normalmente e um grupo alimentado com dieta hipercolesterolémica.
Fernandes (2006) concluiu que a ingestdo de resveratrol por Drosophila melanogaster

aumentou sua longevidade em relacdo aos grupos controle.

Dias (2009) adicionou 0,12 mg.mL™* resveratrol a leites fermentados probiéticos e
prebioticos obtendo bons resultados nas analises sensoriais. Pereira et al. (2012) realizaram a
incorporacdo de frutas a iogurte como forma de atribuir atividade antioxidante. Neste estudo
foi detectada a presenca de tocoferol em todas as amostras através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia e a atividade antioxidante através do método espectrofotométrico utilizando
DPPH.

Além do resveratrol, os polifendis catequina, quercetina e epiquercetina tem efeitos
cardioprotetores, provavelmente devido a diminuicdo da agregacdo plaquetaria e dificultando
a formacdo de coagulo (PASTEN e GRENETT, 2006).

Zeraik et al. (2008) determinaram a atividade antioxidante de suco de maracuja,
garapa e cha mate através do método de DDPH, bem como diversos outros autores
(ROESLER et al. 2007; VILA et al. 2008; JARAMILLO et al. 2011; SILVA et al. 2012) ja o

fizeram em outro alimentos.

2.5.4.1 Determinacéo da atividade antioxidante

Com base nos estudos citados, percebe-se que a determinagdo da atividade
antioxidante é realizada, com maior frequéncia, através do método indireto de sequestro do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). O DPPH é um radical livre estavel em fungéo da
deslocalizacéo do elétron desemparelhado por toda a molécula. A solucéo deste composto tem

coloracdo violeta e banda de absorcdo de cerca de 520 nm. A molécula pode ser reduzida a
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hidrazina — quando sequestrado por um antioxidante — cuja deteccdo ¢ feita pela mudanca de

cor para amarelo palido. O radical pode ser visto na Figura 2 (ALVES et al. 2010).
Figura 2 — Formas radicalar (1) e ndo radicalar (2) do DPPH
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Fonte: ALVES et al. 2010.
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O decaimento da absorbancia entre 515 e 528 nm, quando uma solucdo do

NO,

antioxidante ¢ misturada a uma solucédo alcodlica de DPPH, é medida em espectrofotdmetro,
podendo ser o potencial calculado através das leituras obtidas (ALVES et al. 2010).

A atividade antioxidante pode ser analisada através de métodos eletroanaliticos, uma
vez que estes se baseiam nas propriedades elétricas de uma solucdo do analito em uma célula
eletroquimica, podendo fornecer diversas informagBes que caracterizam determinados

sistemas com baixos limites de deteccdo (SKOOG, 2002).

A voltametria ciclica € uma técnica muito utilizada para obter informacao qualitativa
de uma reacdo eletroquimica, através do diagnostico de mecanismos de reacdo
eletroquimicos, identificacdo de espécies eletroativas presentes em solucdo ou analise semi-
quantitativa da cinética das reacfes (MALTOS et al. 2010).

A voltametria ciclica € uma ferramenta para a avaliacdo e quantificacdo do potencial
de oxidacdo de compostos antioxidantes, atraves da medida de oxidacdo por aplicacdo de um
potencial, sendo possivel quantificar os valores de resposta de corrente. A avaliagdo do
comportamento da solugéo eletrolitica (eletrolito e analito a ser analisado) é feita pela anélise
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dos picos de corrente presentes no intervalo de varredura de potenciais frente ao eletrodo de
trabalho utilizado. Esses picos de corrente sdo associados as reacdes eletroquimicas de
oxidagéo e reducdo do sistema (MALTOS et al. 2010).

A voltametria envolve o uso de uma célula com trés eletrodos: eletrodo de trabalho,
eletrodo de referéncia e eletrodo auxiliar. Apds a primeira varredura, a direcdo do potencial é
invertida, assim € possivel avaliar novamente o produto da reacdo redox (MALTOS et al.
2010).

Conforme Reis et al. (2009), a exatiddo e a seletividade dos métodos convencionais
podem ser comprometidas em funcdo dos diferentes mecanismos de acdo antioxidante de um
composto (poder redutor, quelacdo e/ou capacidade de estabilizar radicais livres). Ensaios
combinados e métodos alternativos podem ser necessarios e 0s métodos eletroquimicos sao

uma excelente alternativa.

A respeito da utilizacdo de voltametria ciclica para determinacdo da atividade

antioxidante em alimentos, Maltos et al. (2010) afirmam:

La voltametria ciclica es una herramienta muy util para la evaluacion y
cuantificacion del potencial de oxidacion de compuestos antioxidantes, ya que se
fundamenta en la medicién de la oxidacion mediante la aplicacién de un barrido de

potencial, siendo posible cuantificar la respuesta dada en valores de corriente.

Existem poucos estudos que utilizem a voltametria ciclica na avaliacdo da atividade
antioxidante em alimentos, o que justifica o estudo da eficacia deste método (MALTOS et al.
2010; NOH et al. 2011; SIA et al. 2010).

Noh et al. (2011) analisaram a atividade antioxidante de carne através de voltametria
ciclicaem 0, 3, 6 e 9 dias. Em seu estudo, os autores homogeneizaram 10 g de carne moida
com &gua deionizada. Apos centrifugacdo por 3 minutos, filtraram através de papel filtro
Whatmann n° 1 e aplicaram 250 pL do filtrado em um eletrodo interdigitado. A voltametria
ciclica foi realizada e o potencial redox foi variado entre 0,075 V e 0,703 V com taxa de
varredura de 0,3 V.s. O sistema detectou muitos sinais electroquimicos na carne, nao ficando
claro como as diversas substancias existentes na matriz afetaram a analise, pois as reaccGes

eletroquimicas na carne sdo complexas.
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2.6 A importéncia da avaliagdo do shelf life

A vida de prateleira ou shelf-life é o periodo em que um produto apresenta condicGes
sensoriais e microbioldgicas de ser consumido. O controle de qualidade possibilita, desta
forma, avaliar se 0os métodos de conservacdo do alimento estdo sendo eficientes, permitindo a
determinacdo do shelf-life do produto e assegurando a obtencdo de um alimento estavel e
seguro (BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998).

Evangelista (2008) afirma que o controle de qualidade deve ser visto como um
investimento, pois traz maior indice de rentabilidade comercial. Segundo o mesmo autor, 0
controle de qualidade propicia “o reconhecimento e a remogdo de falhas surgidas em qualquer
das etapas de fabricagdo”, garantindo “a elaboragdo de um produto alimenticio de agradavel
categoria”, que apresenta sempre um mesmo padrio e transmite ao consumidor maior
confianca. Esta pratica garante ainda economia com perda de matéria-prima
(EVANGELISTA, 2008).

O ar, a luz, as rea¢Bes quimicas e os micro-organismos sdo fatores responsaveis pela
alteracé@o ou deterioragdo dos alimentos. O ar promove a oxidacdo de gorduras, pigmentos e
vitaminas. A luz tem papel importante na formacdo de radicais livres, os quais aceleram
reacdes de decomposicdo (BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998). Micro-organismos ocasionam
alteracdes nos alimentos como fermentacGes, decomposi¢do de hidratos de carbono com
desprendimento ou ndo de gases, formando produtos ndo-toxicos; putrefaces, decomposicao
anaerobia de substancias nitrogenadas com desprendimento de gases de mau cheiro e algumas
vezes com producdo de toxinas; e alteragbes de aparéncia, modificacdo do ponto de vista
visual (CAMARGO, 1986).

Os micro-organismos nos alimentos podem ser causadores de alteracfes quimicas que
resultam no que ¢ chamado de “deterioracdo microbiana”, que sdo alteragdes de cor, odor,
sabor, textura e aspecto dos alimentos. Alguns podem representar risco a saude (micro-
organismos patogénicos), podendo chegar ao alimento por diversas vias e refletindo
condi¢cbes inadequadas de higiene durante a producdo, armazenamento, distribuicdo e
manuseio domestico (FRANCO; LANDGRAF, 2008).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Equipamentos para desenvolvimento do produto e controle de qualidade

Este estudo foi desenvolvido nos Laboratérios de Quimica, Controle de Qualidade,

Analise Sensorial e Biotecnologia do Centro Universitario UNIVATES.

3.2 Obtencao do soro de ricota

O soro de ricota foi obtido no laticinio da empresa Comercial Lacmax. Utilizou-se
soro de ricota na forma liquida proveniente de soro de queijo lanche. O lote obtido foi

congelado a -18° C em frascos de polietileno até a utilizacéo.

3.3 Desenvolvimento da bebida lactea fermentada

Inicialmente determinou-se que a bebida lactea seria composta por aglcar cristal
(sacarose, Caiano), leite em po integral (Elegé), polidextrose (Sabormax), soro de ricota,
sorbato de potéssio (Synth), polpa de morango (Borsato), preparado sabor morango e
fermento lacteo (BioRich) e que os componentes antioxidantes seriam adicionados a
formulacéo que apresentasse melhor aceitacéo sensorial. O fluxograma apresentado na Figura

3 mostra o planejamento inicial dos experimentos.
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Figura 3 — Planejamento dos experimentos

1 Definicéo da formulagdo bésica

2 Testes com os fermentos lacteos

Preparo das formulagdes conforme
planejamento experimental

!

Incorporacdo dos componentes
4 antioxidantes a formulagéo
selecionada

Foram realizados experimentos preliminares para determinacdo das quantidades de
acucar, polpa de morango e preparado sabor morango de forma a atingir aroma, sabor e cor
agradaveis e proximos as bebidas lacteas comercializadas na regido. Neste teste preliminar
utilizou-se a cultura latica comercial BioRich composto por Lactobacillus acidophilus LA-
5®, Bifidobacterium BB-12® (B. lactis) e S. termophilus, em funcdo da facilidade de
aquisicdo e de utilizacdo, visto que é fabricada para uso doméstico e ainda possui bactérias
laticas probidticas. Nesta etapa foi determinado o procedimento para elaboracdo de todas a
bebidas.

Ap0s a definicdo da formulacdo bésica, estas foram preparadas com a cultura BioRich
e cultura nu-trish® L. Casei-01, da Chr. Hansen, contendo Lactobacillus casei subsp.

paracasei para definicdo da cultura a ser utilizada nos experimentos seguintes.

Devido ao tempo de incubacdo para atingimento do pH desejado ser relativamente
longo quando da utilizagdo da cultura pura diretamente na base lactea, realizou-se a ativacdo

prévia dos micro-organismos em leite a 12% de sélidos para posterior incorporacao deste
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indculo nas formulacdes. Para determinacdo do tempo de incubacdo do inoculo (determinacédo
do pico de crescimento das bactérias) foi feita previamente a curva de crescimento do
fermento lacteo. A ativacdo dos micro-organismos (cultura BioRich e cultura nu-trish® ) foi
realizada em leite em pd integral reconstituido a 12% de solidos e incubagdo a 37°C. O
plagueamento em placas de agar MRS (Man, Rogosa & Sharpe), a 35°C por 72 horas,
conforme ZACARCHENCO e MASSAGUER-ROIG (2004), nos tempos de 0, 1, 2. 3,5e 7
horas, forneceu a quantidade de microrganismos em cada periodo e o pico de crescimento
para determinacdo o tempo de incubacao.

Apbs definicdo das concentracbes de acgucar, polpa de morango e preparado sabor
morango, formulacdes foram produzidas variando a concentracdo de leite em pd e soro de

ricota, de acordo com delineamento experimental (TABELA 2).

Através do planejamento experimental do tipo 2", onde n é o nimero de variaveis
independentes estudadas, as duas variaveis concentracdo de soro de ricota e leite em p6 foram
avaliadas em 5 niveis (- 1,41; - 1, 0; + 1; + 1,41) resultando em 11 amostras elaboradas nas

mesmas condic¢des de processamento.

Tabela 2 — Delineamento experimental das amostras com as concentra¢des de soro de ricota e

leite em pb
Variavel codificada Variavel real
Formulacéo
Leiteem pé  Sorodericota Leiteem pd (%) Soro de ricota (%)
A -1 -1 7 35,8
B -1 1 7 64,2
C 1 -1 9,5 35,8
D 1 1 9,5 64,2
E -1,41 0 6,5 50
F 1,41 0 10 50
G 0 -1,41 8,25 30
H 0 1,41 8,25 70
| 0 0 8,25 50
J 0 0 8,25 50
K 0 0 8,25 50
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A caracteristica prebiotica foi atribuida mediante a adi¢cdo de polidextrose, em
concentracdo minima de 1,5%, conforme exigéncia da ANVISA para alimentos liquidos
(ANVISA, 2008). O leite em p6 foi adicionado como forma de conseguir atingir a
composicdo exigida na legislacdo (BRASIL, 2005). A Tabela 3 contém a composigdo

completa das 11 formulagdes do planejamento experimental.

Tabela 3 — Composicgéo das 11 formulagfes

Formulacéo A B C D E F G H | J K
Sacarose! (%0) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Leite em po (%) 7 7 9,5 9,5 6,5 10 825 825 825 825 825
Polidextrose (%) 4,5 4,5 2 2 5 1,5 325 325 325 325 325
Agua (%) 342 58 342 58 20 20 40 0 20 20 20

Soro de ricota (%0) 358 642 358 642 50 50 30 70 50 50 50

Inéculo cultura
latica (%) 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Solucéo de sorbato

de potassio? (%) 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05

Polpa de morango®

(%) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

Preparado sabor
morango* (%)
1Sacarose utilizada na forma de aglcar cristal

2Solugéo de sorbato de potassio 0,06g/mL

3Polpa de morango comercial congelada adicionada de 1% de pectina
“Preparado comercial sabor morango

7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5

O preparo das amostras foi feito da seguinte forma: homogeneizacdo e pasteurizacao
da mistura de acucar cristal (sacarose) em proporcdo de 5% em todas as amostras, leite em pd
(6,5% a 10%), a polidextrose (1,5% a 5%), o soro de ricota (30% a 70%) e a agua (0% a 40%)
a 90°C por 5 minutos; resfriamento das formulacOes até a temperatura de 43 °C para a adicao
do indculo e incubacgéo a 43 °C até atingimento de pH 4,6. Apos resfriamento rapido até 20°C,
foram adicionados o conservante sorbato de potassio (solu¢do 0,06 g/mL), a polpa de
morango (2,5%) e o preparado sabor morango (7,5%). As amostras foram armazenadas em
frascos hermeticamente fechados sob refrigeragdo a 5 °C até o momento das analises. O

fluxograma do processo pode ser visto da Figura 4.
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Figura 4 — Fluxograma do processo de elaboracédo das 11 amostras de bebida lactea

Acucar cristal
Leite em po
Polidextrose

Soro de ricota

0,4 g de fermento lacteo
+
100 g de leite em pé
reconstituido a 12% de sélidos

Agua
1 !
Incubacao em temperatura de 37 Homogeneizacdo e pasteurizacao
°C por 2 horas a 90°C/5 min.
!
| Resfriamento até 43°C |
!
> \ Adicdo do indculo e homogeneizagdo \
!
| Fermentacdo a 43° C até pH 4,6 |
!
| Resfriamento até 20°C |
!
| Adig#o de polpa e preparado de morango |
!

| Envase e armazenamento refrigerado a 5°C |

As Figuras 5 e 6 ilustram o procedimento de pesagem e pasteurizagdo para 0 preparo

das 11 formulagdes.

Figura 5 — Pesagem dos componentes solidos




Figura 6 — Pasteurizacao da mistura

3.4 Avaliacéo da vida de prateleira
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As amostras foram armazenadas durante um periodo de 45 dias para a avaliacdo de sua

vida de prateleira através de andlises fisico-quimicas e microbioldgicas realizadas conforme

mostrado no Quadro 2.

Quadro 2 — Periodicidade das analises realizadas

Andlise 1 d_ia dg 7 di_as d? 14 d_ias Qe 21 d_ias Qe 28 d_ias Qe 35 d_ias Qe 45 d.ias cje

fabricacdo | fabricacdo | fabricacdo | fabricacdo | fabricacdo | fabricacdo | fabricacdo
Cinzas X X
Extrato seco X X
Lipidios X X
Proteinas X X
Lactose X X X X X
Sedimentacéo X X X X X
Sinerese X X X X X
Acidez X X X X X X X
pH X X X X X X X
Atividade de agua X X X X X X X
Viscosidade X X X
Minerais X
Coliformes X X
Bactérias laticas X X X X X
Anadlise sensorial X X
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Realizou-se analises fisico-quimicas de pH, acidez, proteina, gordura, lactose, extrato
seco, matéria mineral e minerais (calcio, sédio e potassio); analises microbioldgicas de
coliformes a 36° e a 45°C; contagem dos grupos especificos de bactérias laticas utilizadas (L.
acidophilus, Bifidobacterium, S. termophilus) e perfil reolégico conforme as metodologias

constantes no Quadro 3.

Quadro 3 — Metodologias utilizadas nas analises

Andlise

Metodologia

pH

Instrucdo Normativa n° 68, de 12 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006)

Atividade de 4gua

Conforme instru¢des do manual do equipamento Aqualab
Lite®

Acidez Instrucdo Normativa n° 68, de 12 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006)
Proteinas Instrucdo Normativa n° 68, de 12 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006)
Lipidios Instrucdo Normativa n° 68, de 12 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006)

Extrato seco

Instrucdo Normativa n° 68, de 12 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006)

Cinzas

Instrucdo Normativa n° 68, de 12 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006)

Carboidratos totais

Célculo da diferenca de 100 gramas de amostra e a soma total dos
valores encontrados de proteinas, lipideos, cinzas e

umidade
Lactose Metodologia adaptada de Miller (1959)
Sinerese Amaya-Llano et al. (2008)

Sedimentacdo

White et al. (2008)

Minerais

Manual de métodos fisico-quimicos para anélise de alimentos (BRASIL, 2008)
através de fotometria de chama

Bactérias laticas

Vinderola e Reinheimer (1999)

Coliformes a 36 e 45°C

IN n° 62 de 26 de agosto de 2003 (BRASIL, 2003)

Viscosidade

Viscosimetro rotacional Brookfield modelo DV-I+, série RV conforme
instrucbes do manual do equipamento
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3.4.1 Determinacéo do pH

A determinacdo do pH (medida da concentracdo de ions hidrogénio na amostra) foi
realizada pelo método eletrométrico com utilizagdo de pHmetro digital Digimed DM-20
conforme a Instru¢cdo Normativa N° 68, de 2 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006).

3.4.2 Atividade de agua

A atividade de 4gua (Aw) foi determinada utilizando o equipamento Aqualab Lite®
(BraseQ Brasileira de Equipamentos Ltda., SP, Brasil) conforme instru¢cbes do manual do

equipamento.

3.4.3 Acidez

A acidez foi quantificada em g de acido latico/ 100 g por titulometria com solucdo de
hidroxido de so6dio 0,1M até pH 8,3 — conforme a Instrucdo Normativa N° 68, de 12 de
dezembro de 2006 (BRASIL, 2006).

Pesaram-se 10 gramas da amostra em um béquer de 100 mL, em triplicata,
adicionando em seguida 50 mL de agua. Titulou-se com solucédo de hidréxido de sédio 0,1 M

até pH 8,3. Para o calculo da acidez das amostras, utilizou-se a equacéo a seguir (2):

V x fx0,9/P =g de &cido latico por cento m/v 2
onde:
V = n° de mL de solucéo de hidroxido de sodio 0,1 M gasto na titulacédo
P =n° g ou mL da amostra
0,9 = fator de conversao para o &cido lactico
f = fator da solucdo de hidroxido de sodio 0,1 M

3.4.4 Proteinas

Para as analises de proteinas foi utilizado o método de Kjeldahl modificado, com
digestdo da amostra em &cido sulfdrico para transformacdo do nitrogénio em sulfato de

amonio, e posterior destilacdo para liberacdo da aménia, fixada em solucéo de &cido borico e
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titulada com acido cloridrico, conforme a Instrucdo Normativa N° 68, de 12 de dezembro de
2006 (BRASIL, 2006).

Pesaram-se 2 gramas da amostra, em triplicata, em papel filtro e transferiu-se para o
tubo de digestdo. Preparou-se o “branco” utilizando somente o papel filtro. Adicionaram-se a
todos os tubos 25 mL de acido sulfurico concentrado e 6 gramas da mistura catalitica. Os
tubos foram aquecidos a 400°C, permanecendo por uma hora apos a solucdo tornar-se azul-
esverdeada e livre de pontos pretos. Apds o resfriamento, conectou-se o tubo ao conjunto de
destilacdo e mergulhou-se a extremidade afilada do refrigerante em 25 mL de acido bérico 4%
contido em um frasco de erlenmeyer, servindo este como suporte para adsor¢do da amonia.
Por meio do funil com torneira, adicionaram-se 40 mL de solucéo de hidroxido de sodio 40%.
Aqueceu-se a ebulicdo e destilou-se até obter cerca de 250 mL de destilado. Titulou-se o
material contido nos erlenmeyers com solucgdo de acido cloridrico 0,01 M utilizando solugédo
mista de vermelho de metila e verde de bromocresol 0,1% como indicador. O célculo para

determinacdo da concentracao de proteinas foi feito utilizando-se a seguinte equacao (3):

Proteinas por cento m/m = (V x 0,14 x 6,38) / P 3)
onde:
V = volume de &cido cloridrico 0,1 M gasto na titulacdo

P = n° de g da amostra

3.4.5 Lipidios

A determinacdo de lipidios foi realizada pelo método de Roese-Gottlieb, conforme a
Instrucdo Normativa N° 68, de 12 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006). Neste método, a
solubilizacdo da caseina e a neutralizacdo da acidez ocorrem pela adicdo de hidroxido de
amonio, seguida da quebra da emulsdo gordura-caseina pelo alcool etilico e extracdo da
gordura pela mistura éter etilico/éter de petréleo para extrair a gordura, que é determinada
gravimetricamente.

Pesou-se cerca de 5 gramas de amostra homogeneizada diretamente no frasco de
extracdo e adicionou-se 10 mL de &gua a 65 *+ 2°C, com auxilio de uma pipeta Pasteur,
lavando a amostra para o bulbo menor do frasco, e misturando completamente. Adicionou-se
2 mL da solugdo de aménia contendo aproximadamente 25 % (m/m) de NHs ao frasco de
Mojonnier e homogeneizou-se. Aqueceu-se 0 frasco a 65 + 2°C em banho-maria por 15
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minutos agitando ocasionalmente. Apos resfriamento acrescentou-se 10 mL de alcool etilico,
efetuou-se homogeneizacao cuidadosa, sem agitacao forte, mas deixando o liquido fluir entre
os dois bulbos, inclinando o frasco de extracdo sem que o liquido atinja a tampa. Adicionou-
se 25 mL de éter etilico, fechou-se o tubo com uma tampa de silicone e agitou-se
vigorosamente o frasco de extracdo por 1 minuto, com o frasco na posi¢do horizontal e o
bulbo menor voltado para cima. Adicionou-se 25 mL de éter de petroleo, reumidecendo a
tampa e agitando por 30 segundos com o frasco na posi¢cdo horizontal e o bulbo menor
voltado para cima. Lavou-se a tampa com a mistura de éteres, tendo cuidado para que a
solucdo de lavagem caia no interior do tubo. Aguardou-se 30 minutos mantendo o tubo em
repouso. Transferiu-se o sobrenadante para um tubo de destilador de lipidios, ja seco e
pesado. Lavou-se a saida do frasco com a mistura de éteres, recolhendo o material no tubo de
lipidios. Adicionou-se 5 mL de alcool etilico ao frasco de Mojonnier, 15 mL de éter etilico e
agitou-se vigorosamente o frasco de extracdo. Adicionou-se 15 mL de éter de petrdleo,
reumedecendo a tampa e agitando por 30 segundos com o frasco na posicdo horizontal e o
bulbo menor voltado para cima. O sobrenadante foi adicionado ao material ja extraido.
Adicionou-se ao frasco de Mojonnier 15 mL de éter etilico e agitou-se vigorosamente o frasco
de extracdo. Adicionou-se 15 mL de éter de petroleo, reumidecendo a tampa e agitando por 30
segundos com o frasco na posicdo horizontal e o bulbo menor voltado para cima. O
sobrenadante foi adicionado ao material ja extraido. O solvente foi removido por destilacéo.
Os tubos do destilador de lipidios foram transferidos para estufa a 102 + 2°C por 1 hora. Ap6s
resfriamento em dessecador, o tubo foi pesado e o procedimento de secagem repetido até
obtencdo de massa constante. A porcentagem de gordura na amostra foi calculada através da

seguinte equacao (4):

% de gordura = [(m1 — mz) — (M3 — ma4) x 100] / mo 4)

onde:

mMo= massa da amostra, em gramas;

m:= massa do béquer com gordura, em gramas;

m»= massa inicial do béquer, em gramas;

m3 = massa do béquer usado no teste em branco, em gramas;

m4 = massa inicial do béquer usado no teste em.
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3.4.6 Extrato seco e residuo mineral

O extrato seco e o residuo mineral fixo foram determinados por gravimetria,
respectivamente através de estufa a vacuo a 70°C e calcinagdo em mufla a 550°C, conforme a
Instrucdo Normativa N° 68, de 12 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006).

O extrato seco consiste na perda da umidade e volateis por dessecacdo e pesagem do
residuo assim obtido. Pesaram-se 10 gramas da amostra, em triplicata, em céapsulas de
porcelana previamente secas e com massa conhecida. Secou-se o material durante 24 horas
em estufa a vacuo a 70°C. Ap0s resfriamento em dessecador, a cdpsula foi pesada e o
procedimento de secagem repetido até obtencdo de massa constante. A porcentagem de

gordura na amostra foi calculada através da seguinte equacao (5):

100 - [(MC + MA — MF) / MA] x 100 = extrato seco % ou g/100 g (5)
onde:
MF = massa da capsula + amostra ap0s secagem
MC = massa da capsula
MA — massa da amostra

Na quantificacdo de residuo mineral fixo (cinzas), a matéria organica é eliminada a
temperatura de 550 °C e a massa de cinzas é pesada. Pesaram-se 10 gramas da amostra, em
triplicata, em cadinhos de porcelana previamente calcinados e pesados. Ap6s queima em
chapa de aquecimento, este material foi levado a mufla a 550°C até a obten¢do de cinzas sem
pontos pretos. Apos resfriamento em dessecador, pesaram-se as amostras e calculou-se a

guantidade de cinzas através da equacao (6) a seguir:

Cinzas por cento m/m = (100 x n) / P (6)
onde:
n =n° de gramas de cinzas (perda de massa em g);

P = n° de gramas da amostra.
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3.4.7 Carboidratos totais

O teor de carboidratos totais foi determinado pelo célculo da diferenca de 100 gramas

de amostra e a soma total dos valores encontrados de proteinas, lipideos, cinzas e umidade

(7).

Carboidratos por cento m/m=100—-P-L-C-U @)
onde:
P = concentracdo de proteinas (%);
L = concentracao de lipidios (%)
C =teor de cinzas (%)
U = teor de umidade (%)

3.4.8 Acucares redutores

A partir de uma solugdo padrdo de lactose 5 mg/mL, prepararam-se, em triplicata,
solucdes de lactose a 1, 2, 3, 4 e 5 mg/mL. Em paralelo, efetuou-se a dilui¢cdo necessarias das
amostas. Transferiu-se 100 pL de cada solucdo (padrdo e bebidas lacteas diluidas) para tubos
Falcon e acrescentou-se 1 mL de solucdo de acido dinitrossalicilico (DNS). Apos agitacdo
efetuou-se 0 aquecimento em banho-maria 100°C por 10 min. Apos resfriamento, procedeu-se
a leitura a 570 nm. As concentracfes de acUcares nas amostras foram calculadas apds
construcdo do grafico das leituras de absorbancias dos padrées e célculo da equacdo da reta

para a curva de calibracéo (8):

y=ax+b (8)
onde:
y = leitura de absorbancia da amostra diluida;
X = concentracéo a ser calculada;

a e b = valores dados pela equacao apos construcdo do gréafico.
3.4.9 Sinerese
O indice de sinerese foi determinado através do método descrito por Amaya-Llano et

al. (2008) com modificacdes. indice de sinerese é a proporgéo entre a massa do sobrenadante

e a massa total da amostra apos a centrifugacao a 1300 rpm por 10 minutos a 5 °C triplicata.
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Centrifugaram-se aproximadamente 10 g da amostra (em triplicata) a 1300 rpm por 10
minutos, em centrifuga refrigerada a 5 °C. Pesou-se o sobrenadante e calculou-se o indice de

sinérese expresso em %, através da seguinte equacado (9):

indice de sinerese (%) = (Ms / Mt) x 100 9)
onde:
Ms = massa do sobrenadante;

Mt = massa total da amostra.

3.4.10 Sedimentacéo

A sedimentacdo (%) foi determinada pela proporcdo entre a altura do liquido
sobrenadante e a altura total da amostra ap0s a refrigeracdo em tubos de vidro cilindricos a 5
+ 1 °C por 72 h. Foi empregado o método descrito por White et al. (2008).

Transferiu-se aproximadamente 15 g de amostra para tubos de vidro cilindricos
(diametro interno 15 mm, altura 120 mm) em triplicata. Os tubos foram mantidos fechados
sob refrigeracdo 5+ 1°C por 72 h. Determinou-se a sedimentacdo (%) através da equacao
(10):

Sedimentacao (%) = (As/ At) x 100 (10)
onde:
As = altura do sobrenadante
At = altura total da amostra

3.4.11 Minerais

Para a determinagéo de calcio, sodio, potassio foi utilizada metodologia disponivel no
Manual de Métodos Fisico-Quimicos para Andlise de Alimentos do Instituto Adolfo Lutz
(BRASIL, 2008). As cinzas das amostras foram diluidas em 2,5 mL &cido cloridrico
concentrado e avolumadas em baldo volumétrico de 25 mL com &gua purificada. Para as

determinacBes foram feitas mais dilui¢cBes, de acordo com a necessidade, com adicdo de
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supressor cloreto de lantanio para determinacdo de célcio e cloreto de césio para a
determinacdo de sodio e potéssio, sendo quantificados 0s minerais por emissdo atdmica em
fotdmetro de chama Digimed DM 61 aferido com solugdes padréo a 20 ppm.

Fosforo foi quantificado por método espectrofotométrico conforme a Instrucéo
Normativa N° 68, de 12 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006) utilizando-se
espectrofotdbmetro Genesys 10S UV/VIS. Transferiu-se 1, 2, 5, 8 e 10 mL da solucdo 0,1 mg
de fosforo por mL para baldes volumétricos de 50 mL. Adicionou-se 10 mL de reagente
vanado-molibdato de am6nio a cada baldo e também a um sexto baldo para leitura do branco.
Completou-se o volume com &gua purificada, homogeneizaram-se os baldes e efetuaram-se as
leituras a 420 nm apo6s 10 minutos. Cinzas preparadas a partir de 10 g da amostra foram
dissolvidas em 10 mL de &cido cloridrico e 2 mL de &cido nitrico, levadas a ebulicdo por
cerca de 5 minutos e, apds o resfriamento, avolumadas a 50 mL com &gua purificada.
Transferiu-se quantidade adequada das amostras digeridas para baldes volumétricos de 50 mL
e adicionaram-se 10 mL de reagente vanado-molibdato de aménio a cada baldo. Completou-se
o volume com &gua purificada, homogeneizaram-se os bal6es e efetuaram-se as leituras a 420
nm ap6s 10 minutos. Calculou-se a concentragdo de fosforo nas amostras conforme mostrado
na equacao (8). Nesta andlise, o ortofosfato, presente na amostra reage, em meio acido, com
solucdo de vanadato e molibdato de aménio, formando um complexo estavel de coloracdo

amarela, que é medida a 420 nm.

3.4.12 Determinac0es reoldgicas

A viscosidade foi determinada através do viscosimetro rotacional (Modelo DV-I+,
série RV, Marca Brookfield) utilizando o spindle 2 que foi inserido na amostra
homogeneizada, em temperatura estavel de 25° e sem bolhas conforme procedimento
operacional do aparelho. O reograma foi elaborado iniciando da menor rotacdo para a maior
(0,5; 1,0; 2,0; 2,5; 4,0; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0 e 100,0 rpm), repetindo em sentido inverso, com

30 segundos de espera entre as medidas.

3.4.13 Parametros microbiologicos

Para avaliagdo microbioldgica foram realizadas diluigdes em solucdo peptonada estéril
0,1%. As amostras foram avaliadas quanto a presenca de coliformes a 36°C e 45°C, de
acordo com a Instru¢cdo Normativa n° 62 (BRASIL, 2003), utilizando meio de cultivo Violet
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Red Bile Agar (VRBA) com plaqueamento em profundidade e aplicacdo de sobrecamada,
seguido de incubacdo a 36°C por 24 a 48 horas. Em seguida, foi feita a confirmacgédo de
presenca de coliformes a 36°C em caldo Bile Verde Brilhante (Brila) e de coliformes a 45°C

em caldo Escherichia coli (EC).

Para enumeracdo das bactérias laticas presentes foram utilizadas metodologias
adaptadas de Vinderola e Reinheimer (1999). Lactobacillus acidophilus foi enumerado por
plaqueamento em &gar Bile-MRS e incubagdo a 37°C por 72 horas. Bifidobacterium foi
quantificado em &gar LP-MRS, através do plaqueamento com aplicacdo de sobrecamada e
incubacdo anaerobia a 37°C por 72 horas. S. thermophilus foi plaqueado em agar M17 e
incubado a 37°C por 48 horas. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de

coldnias por grama de produto (UFC/g).

3.5 Analise sensorial

As amostras foram produzidas conforme as normas de Boas Préticas de Fabricacéo e
de Higiene e somente foram encaminhadas para avaliacdo apds a realizacdo de analises
microbiologicas de coliformes para confirmar que estariam proprias para 0 consumo,
conforme Instrucdo Normativa N° 62, de 26 de agosto de 2003 (BRASIL, 2003).

A analise sensorial das 11 amostras foi realizada conforme o Manual de Métodos
fisico-quimicos para analise de alimentos (BRASIL, 2008) no Laboratério de Analise
Sensorial da Univates, Lajeado — RS, Brasil, por uma equipe de 53 provadores ndo treinados,
composta por funcionarios e estudantes do Centro Universitario UNIVATES, no 1° e no 45°

dia de fabricacao.

Os provadores foram convidados a participar pela propria pesquisadora e
encaminhados a local adequado, onde receberam instrugdes sobre a pesquisa, seus objetivos,
desconfortos, beneficios e forma de degustacdo do produto, além do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido — TCLE (APENDICE A). A participacdo na avaliagdo nio envolveu
qualquer custo ao participante e ocorreu de forma espontanea. Considerou-se que todos 0s
voluntarios apreciavam e eram consumidores de bebidas lacteas, maiores de 18 anos de idade

e ndo apresentavam alguma afec¢do bucal nem suspeitavam de intoleréncia a lactose.
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No Laboratdrio de Analise Sensorial, em cabines individuais, climatizadas e com luz
branca, os provadores receberam as amostras identificadas com trés digitos aleatdrios e
acondicionadas em copos descartaveis, um copo com agua mineral para lavagem da cavidade
oral, uma caneta e a ficha de analise sensorial. Os atributos avaliados foram aparéncia, odor,
sabor, textura e impressao global do produto através de uma escala estruturada de nove
pontos, variando de 1 — desgostei muitissimo” — & 9 — gostei muitissimo — nos aspectos:
aparéncia, odor, sabor, textura e impresséo global. Ainda, foi avaliada a intencdo de compra,
variando de “certamente compraria” a “certamente ndo compraria”. A ficha de analise

sensorial pode ser vista no Apéndice B.

A coleta dos dados junto aos participantes da pesquisa foi realizada pela prépria
pesquisadora, sendo mantida a confidencialidade do provador. O armazenamento dos dados
da avaliacdo sensorial sera realizado pela orientadora sob sigilo pelo periodo de 5 anos em

local reservado, de acesso a equipe de pesquisa somente e, apds, serdo incinerados.

Para o calculo do Indice de Aceitabilidade (IA), foi adotada a seguinte equacdo (11),

conforme metodologia utilizada por Dessimoni-Pinto et al. (2010).

IA% = A x 100/B (11)
onde:
A = nota média obtida para o produto
B = nota maxima dada ao produto
O 1A com boa repercussao é considerado o igual ou superior a 70% (DESSIMONI-
PINTO et al., 2010).

3.6 Atividade antioxidante

Através de metodologia de superficie de resposta foi determinada a melhor condicéo
das variaveis concentracdo de leite em p6 e concentracdo de soro de ricota para o atributo
Aceitacdo Global 1d. Foi preparada quantidade suficiente desta formulagdo para posterior
adicdo dos componentes antioxidantes (resveratrol, vitamina C e vitamina E) conforme
mostrado na Tabela 4. A concentracdo destes compostos foi determinada com base na Ingestéo
Diaria Recomendada das vitaminas (RDA, 2006) e na concentracdo de resveratrol em sucos

de uva (FREITAS et al., 2010), bem como a dosagem usual diéria para suplementacdo com
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resveratrol fornecida pela Distribuidora de Insumos Farmacéuticos DEG (DEG, 2011) sendo
estes adicionados de forma que uma porcdo de 200 mL fornecesse a quantidade diaria

recomendada.

Tabela 4 — Formulagdes de bebida lactea preparadas com antioxidantes

Amostra Quant. Bebida Resveratrol VitaminaC  Vitamina E

(mL)* (9) (9) 50% (9)

AA gsp 500 0,075

AB gsp 500 0,075 0,0750

AC gsp 500 0,2250

AD gsp 500 0,2250 0,0750

AE gsp 500 0,0750

CONTROLE gsp 500

*gsp — quantidade suficiente para

As determinag6es foram conduzidas no tempo de estocagem 0, 7, 14, 21, 28, 36 e 45

dias a fim de avaliar o comportamento da atividade antioxidante durante o prazo de validade.

Para extracdo dos compostos antioxidantes das bebidas lActeas, utilizou-se
metodologia adaptada de Salvador (2011), sendo 10 mL da amostra adicionadas de 10 mL de
metanol. Apds centrifugacdo a 12.000 g por 5 minutos, o sobrenadante foi utilizado para as
determinac@es da atividade antioxidante através do método de sequestro do DPPH conforme
Mensor et al. (2001).

A cada conjunto de analises foi realizada a curva da vitamina C em metanol, utilizada
como padrdo e verificacdo da solucdo de DPPH, e as curvas dos antioxidantes nas mesmas
concentracOes utilizadas nas bebidas, como comparativo ao efeito esperado no produto. A
solucédo de DPPH foi preparada a 0,004% em metanol e utilizada na propor¢édo 2:1 de solucao
de extrato ou de extrato diluido. A curva padréo da vitamina C foi realizada nas concentracgoes
de 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125 pg/mL em metanol.

A atividade antioxidante de cada amostra foi calculada através da seguinte equagéo
(12):
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%AA = 100 — [(Aa — Ab) / Ac] x 100 (12)

onde:
Aa = absorbancia da amostra
Ab = absorbéancia do branco

Ac = absorbancia do controle negativo

Para a determinacdo da atividade antioxidante por voltametria ciclica utilizou-se uma
célula eletroquimica de trés eletrodos (eletrodo de trabalho de carbono vitreo, eletrodo de
referéncia de Ag/AgCl e contra-eletrodo de platina) e potenciostato Autolab / Ecochemie 128

N, conforme metodologia adaptada de Golcua et al. (2005).

A condutividade foi ajustada pela adi¢do de solucdo de KCI 0,1N até no minimo, 600
uS.cm, Utilizou-se 30 mL da bebida lactea em uma célula de vidro com os eletrodos
acoplados em uma gaiola de Faraday. Foram efetuados testes com varreduras até 1 V com
velocidade de varredura 0,1 V.st. Os experimentos foram realizados em triplicata, com leitura
direta da amostra com condutividade minima de 600 pS.cm, com tamponamento em pH 4,0
e com mistura de tampdo pH 4,0 e bebida lactea 10:1 para avaliar qual seria a melhor

condicéo.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Escolha da cultura latica e determinacao do tempo de incubacéo do indculo

No experimento preliminar de determinacéo da cultura ltica a ser utilizada, percebeu-
se que, além do maior tempo de fermentacdo, a cultura nu-trish® ndo atribuiu caracteristicas
organolépticas satisfatdérias na formulacdo, desta forma optou-se por continuar 0s
experimentos com a cultura BioRich. E vélido ressaltar que, sob o ponto de vista industrial,

aumentos no tempo de fermentacao se refletem no custo final dos produtos (MANZANO et
al., 2008).

A curva de crescimento do fermento BioRich em leite integral 12% de s6lidos pode

ser vista na Figura 7.

Figura 7 — Curva de crescimento da cultura BioRich

Tempo (h)
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De acordo com os resultados, pode ser visto que apds 2 horas ocorre decréscimo de
micro-organismos viaveis. Desta forma estabeleceu-se o tempo de 2 horas para ativacdo da

cultura.

4.2 Determinacdo do shelf-life das formulacdes preparadas conforme planejamento

experimental

A Tabela 5 mostra a composicéo centesimal das 11 formulagdes produzidas.



Tabela 5 — Resultados da composicéo centesimal das bebidas lacteas fermentadas

Extrato seco (g/100 g) Cinzas (g/100 g) Proteinas (g/100 g) Lipidios (g/100 g) Carboidratos totais (g/100 g)
Amostra 1 dia 45 dias 1 dia 45 dias 1 dia 45 dias 1 dia 45 dias 1 dia 45 dias

A 19,99 40,08 A% 20,34 +0,09 A 067 +0,024 067 £0004 214 £022 A 188 +011 A 049 +0,01%® 047 + 0,02"%* 1586 +0,24 17,98 + 0,19
B 22,37 40,35 A 22,88 +0,13 “* (0,82 + 0,00 A 0,84 + 0,01 A% 265 + 0,12 A* 224 +0,07 A9 054 0,024 050 + 0,04 A% 19,18 +0,25 20,14 + 0,20
C 21,39 40,06 B¢ 22,14 +0,12 A 0,89 + 0,01 8 0,93 + 0,01 * 2,72 £0,20 A* 230 +0,07 ¢ 041 +0,024" 039 001 1826 +0,23 19,29 + 0,08
D 20,94 10,20 B 2157 + 0,25 A° 0,97 + 0,10 A 0,89 + 0,00 B 288 +0,24 A 263 +0,12 A 061 +0,03 0,65 + 0,07 17,45 +0,20 18,28 + 0,31
E 21,32 40,61 A 2119 + 0,10 A% 069 + 0,01 B 0,70 £ 0,01 A* 244 +0,05 A4 203 +0,13 A4 0,65 + 0,04 A 063 + 0,04 A 1823 +0,69 18,40 + 0,35
F 20,66 10,08 A%f 2106 + 0,12 “* 090 +0,01”® 093 £+001" 326 £+028 “ 306 +006 “ 086 +008" 084 + 002" 1554 +0,39 17,26 + 0,36
G 23,92 10,14 A 20,73 £0,22 Bf 081 + 0,004 0,72 £ 0,00 A¥ 2,72 +0,15 A* 223 +0,04 A 0,64 + 0,027 054 + 0,038 2056 +0,29 17,97 + 0,24
H 21,75 40,46 A" 2208 +0,17 “* 0,89 +0,008° 0,92 +0,01 4 295 +0,02 A 240 +0,06 % 080 +0,05" 082 + 0,05 18,00 +0,43 18,64 + 0,23
| 19,29 40,14 B9 21,02 £0,19 A% 069 + 0,01 B 0,80 + 0,00 A 260 + 0,13 A* 2,23 +0,13 A< 0,49 + 0,04 A* 047 + 0,02 A%® 16,20 +0,29 18,32 + 0,26
J 21,01 40,23 ~* 21,30 + 0,30 A« 0,78 + 0,00 ~® 0,93 + 0,25 4 2,86 +0,03 A 236 +0,07 B¢ 036 +002" 040 + 0034 17,78 +0,18 18,53 + 0,38
K 20,34 10,07 ~f 20,74 £ 0,06 “ 0,78 + 0,00 8% (0,81 + 0,01 A¥ 285 +0,08 A 224 +0,06 ¢ 0,74 +0,05" 079 + 0,044 16,75 +0,01 17,6 £ 0,11

Abc — Médias seguidas por letras maitsculas iguais, na mesma linha e pardmetro, nao diferem estatisticamente; médias seguidas por letras minGsculas iguais, na mesma coluna, nao diferem estatisticamente conforme
Teste de Tukey (P < 0,05)
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4.2.1 Extrato seco

Conforme a Tabela 5, os resultados de extrato seco variaram entre 19,29% e 23,92%
no 1° dia de fabricagéo e 20,34% a 22,88% aos 45 dias de armazenamento.

Em relacdo a variacdo deste parametro nos dois periodos analisados, somente as
amostras C, G e | apresentaram resultados diferentes (P < 0,05) no 1° e 45° dia. Desta forma,
as demais amostras (A, C, D, E, F, H, J e K) tém resultados considerados iguais conforme

analise estatistica (P < 0,05).

Na analise estatistica realizada para comparacdo das 11 formula¢Ges no mesmo
periodo, percebe-se grande variacdo nos resultados. Apos um dia de fabricacdo, os resultados
de extrato seco mostram que: a formulacdo A apresenta resultados estatisticamente iguais as
formulacgdes F, | e K; o resultado da formulagdo B ¢é igual a H; a formulacdo C tem resultado
igual aD, E, F, H, Je K; aamostra D é igual a C, E, F, G e J; a formulacdo E é igual a C, D,
F, H, Je K; aformulacdo F é igual a A, C, D, E, J e K; a amostra G tem resultado é diferentes
de todas as demais formulacGes; a amostra H € igual a B, C, D, E, F, H e J; o resultado da
formulacdo | é igual a A; J éigual a C, D, E, F e K; e a formulacdo K é igual a A, D, F e J.
Aos 45 dias de fabricacdo, a formulacdo A é estatisticamente igual a G e K; a amostra B ¢
diferente de todas as demais; a amostra C € igual a H; a formulacdo D é igual aE, F, G, 1 e K;
a formulacdo E éiguala D, F, G, I, Je K; aamostra F é igual a E, G, I, J e K; a amostra G tem
resultados iguais a A, E, F, | e K; a formulacdo H ¢ igual a C; a formulacdo | é igual aE, F, G,
Je K; J é estatisticamente igual a D, E, Fe J; e Ké igual a A, E, G e |. Todos estes resultados

sdo referentes a um intervalo de confianca de 95% para o teste de Tukey.

Conforme estudos realizados, bebidas lacteas comerciais apresentam entre 16% e
26,90% de extrato seco (RODAS et al., 2001; SILVEIRA et al., 2011; ULSENHEIMER et
al., 2012), valores semelhantes aos encontrados neste estudo. Concentra¢cdes mais baixas
foram encontradas por Cunha et al. (2008) — 18,08% — em bebida lactea com 70% de leite e

30% de soro de queijo.

Almeida et al. (2001) produziram bebidas lacteas com soro de queijo minas frescal a
30, 40 e 50%, leite, sendo que a utilizacdo de leite fluido resultou em valores de extrato seco
bem inferiores aos encontrados neste estudo: 7,78 a 8,89%. Conforme o autor, a diferenga

encontrada em seu trabalho se deve ao fato da utilizacdo de diferentes teores de soro nas
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misturas, pois o teor de extrato seco do leite foi duas vezes maior que o do soro de queijo.
Esta diferenca influenciou o teor de extrato seco encontrado em cada bebida lactea elaborada
com os diferentes teores de soro. As bebidas com 30% de soro apresentaram maiores valores

de extrato seco em fungéo da maior quantidade de leite utilizada.

Thamer e Penna (2006) produziram 12 formulacGes de bebidas lacteas fermentadas
funcionais com teores de extrato seco entre 15,68 e 18,97%, inferiores aos encontrados neste
estudo, e afirmam que a quantidade de solidos totais da bebida lactea dependente da
quantidade de solidos totais encontradas na matéria-prima, assim como foi mencionado por
Almeida et al. (2001).

Em seu estudo Cunha (2007) percebeu que, até o 14° dia de armazenamento, menores
proporcdes de soro de queijo resultaram em bebidas com maiores teores de sélidos totais.
Apos 0 14° dia, a concentracdo de sélidos aumentou. Em uma segunda etapa do estudo, o
autor preparou bebida lactea fermentada composta por 70% de leite e 30% de soro de queijo e
leite fermentado com S. thermophilus, L. acidophilus La-5 e Bifidobacterium BB-12 e relatou
que a adi¢ao de soro resultou em uma bebida com menores teores de sélidos totais (P < 0,05).
O extrato seco do soro de ricota € aproximadamente 5,68% (Teixeira, 2002), enquanto do leite
é, no minimo, 11,4% (BRASIL, 2011), o que confirma o que foi relatado pelos autores. Os
valores superiores encontrados neste estudo provavelmente ocorreram em funcdo da

utilizacdo de leite em p6, aumentando o teor de solidos na bebida.

4.2.2 Teor de cinzas

Conforme mostrado na Tabela 5, o teor de cinzas variou de 0,67% a 0,97% no

primeiro dia de fabricagéo e 0,67% a 0,93% aos 45 dias de armazenamento.

A analise estatistica realizada demonstrou que as amostras C, D, E, H, | e K
apresentaram resultados diferentes (P < 0,05) no 1° e 45° dia. Na comparagdo entre as
diferentes amostras em cada periodo, assim como para extrato seco, as amostras apresentaram
grande variacdo. No primeiro dia de fabricacdo, A teve resultado igual a E e I; B apresentou-
se igual a C, F, H, J e K; a formulagdo C foi igual a B, D, F, G e H; a amostra D teve
resultado igual a C, F e H; a amostra E foi igual a A, B, E, 1 J e K; a formulagéo F apresentou

resultado igual a B, C, D, G e H; G apresentou 0s mesmos resultados que B, C, F, H,Je K; a
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amostra H teve resultados iguais a B, C, D, F e G; a formulacdo | apresentou 0s mesmos
resultados de A, E, J e K; e as amostras J e K tiveram os mesmos resultados que B, E, G, | e
K. Ja aos 45 dias de armazenamento, a formulacdo A apresentou resultados estatisticamente
iguais as formulagdes B, D, E, G, I, e K; os resultados das formulagdes B, D, G, | e K sdo
iguais a todas as demais formulacdes; as formulacdes C, F, e J somente diferem de A e E; a
formulacdo E é igual a A, B, D, G, H, | e K; e H somente difere de A. Estes resultados sdo

decorrentes de avaliagdo conforme teste de Tukey (P < 0,05).

Conforme Ulsenheimer et al. (2012) bebidas lacteas sabor morango comercializadas
na regido do Vale do Taquari apresentaram entre 0,41 e 0,60% de cinzas, resultados inferiores
aos encontrados no presente trabalho. Rodas et al. (2001) analisou 136 amostras de iogurtes
de frutas de 8 marcas adquiridas em supermercados da cidade de S&o Paulo cujo conteudo de

cinzas variou entre 0,50 a 0,92%.

Cunha (2007) preparou bebida lactea fermentada composta por 70% de leite e 30% de
soro de queijo e leite fermentado com S. thermophilus, L. acidophilus La-5 e Bifidobacterium
BB-12, obtendo valores de matéria mineral estatisticamente iguais (P < 0,05), indicando que a
adicdo de 30% de soro ndo afetou este parametro. Thammer e Penna (2006) obtiveram
variacdo de 0,53 a 0,61% neste parametro em bebidas lacteas funcionais fermentadas por

probidticos e acrescidas de prebidtico e elaboradas conforme 12 tratamentos.

Percebe-se que as formulacbGes de bebidas lacteas produzidas no presente estudo
possuem teor de cinzas relativamente maior que outros estudos, inclusive com iogurtes
comerciais, 0 que indica que possui maior teor de minerais. Essa diferenga possivelmente

ocorre devido a utilizacao de leite em p6 na formulacao.

4.2.3 Proteinas

Segundo a Tabela 5, as concentra¢des de proteinas variaram entre 2,14% a 3,26% no
primeiro dia de fabricacdo e 1,88% a 3,06% aos 45 dias de armazenamento. Somente as
amostras H, J e K apresentaram resultados diferentes (P < 0,05) no 1° e 45° dia. Estas
formulacdes eram idénticas a I, que apresentou também uma diminui¢do da concentracdo de
proteinas do 1° para o 45° dia, porém que ndo foi considerada uma diferenga estatistica (P <
0,05).
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Comparando-se as diferentes amostras em um mesmo periodo de armazenamento, as
diferencas foram menos evidenciadas do que para extrato seco e cinzas. Apés um dia de
armazenamento, a quantidade de proteinas de A apresentou-se igual somente a E; as amostras
B, C, G e | apresentaram resultados iguais a D, E, H, J e K; as formula¢des D e H tiveram
resultados iguais a B, C, E, G, J e K; E apresentou-se igual a A, B, C, G e I; F teve resultado
igual a D e H; J e K somente diferiram de A, E e F. Aos 45 dias de armazenamento, a
formulagdo A apresentou resultados iguais a E; as formulagdes B, E, G e | apresentaram
resultados iguais a C, H, J e K; as amostras C, H e J tiveram resultados iguaisa A, B, E, G, l e
K; D apresentou resultados iguais a C, H, J e K; a amostra F, que continha a maior quantidade
de leite em po e quantidade intermediaria de soro de ricota, apresentou a maior quantidade de
proteinas, diferindo estatisticamente de todas as demais formulag¢fes. Todos estes resultados
séo referentes a um intervalo de confianca de 95% para o teste de Tukey.

Bebidas lacteas comercializadas na regido do Vale do Taquari apresentam entre 0,68 e
1,17% de proteinas (ULSENHEIMER et al., 2012), valores inferiores aos encontrados neste
estudo. Thamer e Penna (2006) caracterizaram bebidas lacteas fermentadas e também
obtiveram teores médios de proteinas inferiores, entre 1,93 e 2,46%.

Cunha (2007) preparou bebida lactea fermentada composta por 70% de leite e 30% de
soro de queijo e leite fermentado com S. thermophilus, L. acidophilus La-5 e Bifidobacterium
BB-12. Neste estudo a adi¢cdo de soro resultou em uma bebida com menores teores de
proteinas (P < 0,05) em relagdo ao leite fermentado. Cunha et al. (2008) encontraram
concentracdo de proteinas de 2,23% em bebida lactea com 70% de leite e 30% de soro de
queijo. Almeida et al. (2001) encontraram valores de 1,94 a 2,14% em bebidas elaboradas
com teores de soro entre 30 e 50% e verificaram a diminuicdo do teor de proteinas a medida

que a quantidade de soro nas bebidas aumentou, porém esta diferenca ndo foi estatistica.

Teixeira (2002) desenvolveu bebidas lacteas fermentadas com adigéo de 50 a 70% de
soro de ricota e encontrou valores entre 2,05-1,73%, mais baixos que a média deste trabalho.
Isso se deve ao fato das formulagdes terem sido preparadas apenas com leite fluido e soro de
ricota. Em seu estudo, Silva et al. (2010) também encontraram resultados inferiores em uma

bebida lactea desenvolvida com adicdo de polen e soro de queijo como Unica base lactea.
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Gerhardt et al. (2013) encontraram concentracdes de proteinas 2,99 a 4,44% em
bebidas lacteas produzidas com soro de ricota e adicionadas de colageno hidrolisado,

responsavel pelas concentragcdes mais elevadas do que as encontradas no presente estudo.

A utilizacdo de leite em p6 no presente trabalho possibilitou a preparacdo de bebidas
lacteas com teor de proteinas proximo ao de iogurtes analisados por Rodas et al. (2001), que
analisou 136 amostras de 8 marcas adquiridas em supermercados da cidade de Sao Paulo,

encontrando contetdo de proteina entre 2,51 e 3,40%.

Thamer e Penna (2006), afirmam que apesar de o teor de proteinas geralmente ser
menor em bebidas lacteas, o valor nutricional do soro é indiscutivel. O soro possui diversas
proteinas (B-lactoglobulina, a-lactoalbumina, soroalbumina, imunoglobulinas, proteose-
peptonas, lactoferrina e transferrina), vitaminas (tiamina, riboflavina, &cido pantoténico,

vitamina B6 e B12) e minerais (calcio, magnésio, zinco e fosforo).

Ainda, levando em consideracdo que a origem das proteinas das bebidas formuladas
neste estudo é, basicamente, o leite e o soro de ricota, este se caracteriza como uma fonte
importante de amino&cidos essenciais (histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina, triptofano e valina). Aminoéacidos essenciais sdo aqueles néao
sintetizados pelo corpo humano e o leite possui todos eles (SGARBIERI, 1996). Levando em
consideracao que em muitos estudos citados as concentracdes encontradas foram inferiores, as
bebidas preparadas neste estudo mostram-se uma fonte interessante de aminoacidos

essenciais.

As concentracBes de proteinas estdo de acordo com a IN n° 16 de 23 de agosto de

2005, que institui o minimo de 1% (m/m) de proteinas em bebidas lacteas fermentadas.

4.2.4 Lipidios

Conforme mostrado da Tabela 5, os lipidios variaram entre 0,41 e 0,80% no primeiro
dia de fabricacdo e 0,39 a 0,84% aos 45 dias de fabricagdo. Quando comparados os resultados
do 1° dia de fabricacdo com os resultados do 45° de fabricacdo, apenas a formulagdo G
apresentou diferenca significativa entre os periodos (P < 0,05). Comprando as amostras entre
si no mesmo periodo de armazenamento, encontram-se diferencas entre elas. No primeiro dia

de fabricacgéo, as formulagdes A e | apresentaram-se iguais a B, C, D e J; B teve resultados
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iguais a D, E e G; a amostra C apresentou-se igual a A, B, | e J; a formulacdo D teve
resultados iguais A, B, E, G e I; E e G mostraram-se iguais a B, D e K, as amostras F e H
foram iguais a K; J apresentaram-se iguais a A, C e I; e a formulagdo K apresentou resultado
igual a KD, E, F, G, He I. Aos 45 dias de armazenamento, as amostras A e | apresentaram
resultados iguais B, C e G; B apresentou resultado igual A, C, E, G, | e J; as formulacdes C e
J mostraram-se iguais a A, B e I; D teve resultados iguais a E e G; a formulagdo E mostrou-se
igual a B, D E G; F, H e K apresentaram resultados diferentes de todas as demais; e G teve
resultados iguais a A, B, D, E e |, sendo todos avaliados mediante teste de Tukey (P < 0,05).

Cunha et al. (2008) encontraram concentracdo de lipidios de 1,91% em bebida lactea
com 70% de leite e 30% de soro de queijo. Silveira et al. (2011) encontraram valores menores
que 1,9% em bebidas lacteas fermentadas comerciais sabor morango. Rodas et al. (2001)
analisou 136 amostras de iogurtes de frutas de 8 marcas adquiridas em supermercados da
cidade de Séo Paulo cujas concentracdes de lipidios variaram entre 1,14 e 3,82%. Os valores
obtidos no presente estudo sdo inferiores aos encontrados na literatura citada, provavelmente

devido a alta concentracao de soro de ricota utilizada.

Almeida et al. (2001) percebeu a diminuicdo do teor de gordura em bebidas lacteas a
medida que se elevou a proporcdo de soro em relacdo ao leite. 1sso se deve ao fato de que o
soro possui um valor de gordura muito baixo. Cunha (2007) preparou bebida lactea
fermentada composta por 70% de leite e 30% de soro de queijo, obtendo menores teores de

lipidios na bebida preparada sem soro de queijo (P < 0,05).

Thamer e Penna (2006) afirmam que, em geral, bebidas lacteas apresentam menores
teores de lipidios do que iogurtes e leites fermentados. As gorduras desempenham diversas e
importantes funcdes no organismo, entretanto, o consumo de altas quantidades de gordura
estd relacionado com o aumento do risco da obesidade e de alguns tipos de céancer
(PINHEIRO e PENNA, 2004). Desta forma, os baixos teores de lipidios encontrados no

presente estudo reforcam o consumo de bebidas lacteas.

A Instrugdo Normativa n® 16 (Brasil, 2005) ndo fixa valores de matéria gorda para
bebidas lacteas fermentadas com adi¢do que possua caracteristicas organolépticas diferentes
das sem adicdo.
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4.2.5 Carboidratos

Carboidratos totais variaram entre 15,54% e 20,56% no primeiro dia de fabricagdo e
entre 17,26% e 20,14% aos 45 dias de fabricacéo.

Ulsenheimer et al. (2012) encontraram carboidratos entre 11,68 a 16,06%, resultados
proximos ao informado nos rétulos de 5 marcas de bebidas lacteas fermentadas sabor
morango analisadas: entre 12,00 e 16,50 g/100 g. Silveira et al. (2011) encontraram o valor
maximo de 11,8% nas 3 marcas comerciais de bebidas lacteas fermentadas analisadas. Rodas
et al. (2001) analisou 136 amostras de iogurtes de frutas de 8 marcas adquiridas em

supermercados da cidade de Séo Paulo. Os carboidratos totais variaram entre 12,41 e 20,84%.

Thammer e Penna (2006) obtiveram valores entre 12,93 e 16,27% para bebidas lacteas
fermentadas funcionais. Cunha (2007) preparou bebida lactea fermentada composta por 70%
de leite e 30% de soro de queijo e leite fermentado com S. thermophilus, L. acidophilus La-5
e Bifidobacterium BB-12, obtendo valores iguais de carboidratos para as duas formulagdes (P
< 0,05). Cunha et al. (2008) encontraram concentracdo de carboidratos de 13,29% em bebida
lactea com 70% de leite e 30% de soro de queijo. A quantidade de soro de queijo, leite, agUcar
e fruto-oligossacarideos adicionada a formulacdo varia nos produtos, o que influencia na

concentracdo final dos carboidratos.
A Figura 8 apresenta os resultados das analises de acUcares redutores.

Figura 8 — Resultados da determinacdo de agucares redutores
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A Figura 8 demonstra a reducdo da quantidade de acUcares redutores nas 11

formulagdes de bebidas lacteas durante os 45 dias de armazenamento. Essa diminui¢do é
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resultante da acdo das bactérias laticas, que tem acUcares redutores, principalmente a lactose,

como principal substrato no seu metabolismo.

A quantidade de agUcares redutores em todos os periodos variou de 69,01 a 314,81
g/L. Nas amostras, eles sdo provenientes do leite e do soro de ricota (lactose), da polpa e
preparado de morango (glicose e frutose) e da hidrolise da sacarose causada pela
pasteurizacdo feita no inicio do preparo das bebidas. Verificou-se que as quantidades de
acucares redutores para algumas amostras estdo acima da quantidade de carboidratos totais, 0
que pode ser atribuido a complexidade da matriz, o que pode ter causado interferéncia na

metodologia, que é muito sensivel.

Almeida et al. (2001) ndo perceberam diferenca entre os dois tipos de cultura
utilizados (YC-180, contendo cepas mistas de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e ABY-
1, contendo cepas mistas de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus
acidophilus, Bifidobactéria e Streptococcus salivarius subsp. thermophilus) durante o periodo

de armazenamento

4.2.6 Acidez

Os resultados das analises de acidez podem ser vistos na Tabela 6.



Tabela 6 — Resultados das analises de acidez das bebidas lacteas fermentadas durante o armazenamento

Acidez (g de &cido latico/ 100g)

Amostra 1 dia 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias 45 dias
A 0,80 £ 0,02 B« 0,76 £ 0,01 ©vd 0,76 £ 0,01 b« 0,80 £ 0,01 B¢ 0,82 £ 0,00 Acde 0,70 £ 0,00 FEde 0,70 £ 0,00 F
B 0,78 + 0,03 Bbee 0,74 £ 0,00 A« 0,74 £ 0,00 Adf 0,76 £ 0,01 ABd 0,79 £0,00 ¢P¢ 0,77 £ 0,01 ABCe 0,76 £ 0,02 A&
Cc 0,81 + 0,01 Bc 0,85+0,01 " 0,85+0,01 #e 0,85 £ 0,01 AB® 0,83 £ 0,00 Bede 0,80 £0,01 ©b 0,79 £0,01 ©b
D 0,87 £ 0,01 A8b 0,82 +£0,05 C® 0,83 + 0,02 BCa 0,87 £0,01 Ba 0,92+0,01 # 0,85+0,01 BCa 0,84 £ 0,02 BCa
E 0,77 £ 0,01 Bee 0,70 £ 0,01 ©bd 0,70 £ 0,01 °©f 0,73 £ 0,01 Ce 0,81 +0,00 Ade 0,69 £0,01 e 0,69 +0,01 ©bd
F 0,97 £ 0,03 A2 0,84 +0,04 0,86 + 0,01 BCa 0,88 £0,00 BCa 0,90 £ 0,00 B® 0,86 £ 0,01 BCa 0,85+0,01 BCa
G 0,71 £ 0,02 ¢ 0,72 £ 0,03 0,79 + 0,04 BbeC 0,82 + 0,01 ABbe 0,86 + 0,00 Abc 0,73+0,01 0,72 +0,02 ¢
H 0,83 + 0,00 ABbe 0,81 +0,01 BC*e 0,81 £ 0,01 BCcde 0,82 £ 0,00 A& 0,84 £ 0,02 A« 0,78 £ 0,02 ©bc 0,77 £ 0,02 ©bc
I 0,71 +0,01 °f 0,72 +0,02 M 0,75 0,01 ¢ 0,80 £ 0,02 B¢ 0,85 +£0,01 A« 0,77 £ 0,01 © 0,76 £ 0,01 ©
J 0,73 £ 0,01 BCef 0,71 +0,01 © 0,71 £ 0,01  Coef 0,75 £ 0,02 BCde 0,81 £ 0,04 Ade 0,77 £ 0,01 A& 0,76 £ 0,00 B¢
K 0,77 + 0,02 Ade 0,74 + 0,01 Bcd 0,74 + 0,01  BCdef 0,72 £ 0,01 © 0,72 + 0,00 °pf 0,76 + 0,02 ABc 0,75 + 0,02 B

Abc — Médias seguidas por letras maiUsculas iguais, na mesma linha e parametro, ndo diferem estatisticamente; médias seguidas por letras mindsculas iguais, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente conforme Teste de Tukey (P < 0,05).
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Conforme mostra a Tabela 6, os valores de acidez das 11 formulacdes variaram entre 0,71% e
0,97% no primeiro dia de fabricacdo e entre 0,69% e 0,85% aos 45 dias de fabricacdo. Estes
valores sé@o superiores aos encontrados por Ulsenheimer et al. (2012), que analisaram bebidas
lacteas comercializadas no Vale do Taquari. Os autores encontraram valores de acidez entre
0,49 a 0,65 g/100 g (ULSENHEIMER et al., 2012).

A amostra A apresentou resultados estatisticamente iguais no 1° e 21° de
armazenamento e no 35° e 45° dia (P < 0,05). Para formulacdo B, o resultado do 1° dia de
estocagem apresentou-se igual ao 21°, 28°, 35° e 45° dia de estocagem; o 7° e 0 14° dia de
armazenamento sé diferem do 1° e 28° dia; 0 21° e 45° dia somente diferem do 28° dia; e 0 28°
dia é igual ao 1° e ao 35° dia (P < 0,05). Na formulagdo C, a acidez do primeiro dia de
armazenamento apresentou-se diferente do 7° e 14° dia; 0 7° e 0 14° apresentaram-se iguais
somente ao 21° dia; o 21° dia teve resultados iguais ao 7°, ao 14° e ao 28° dia; 0 28° dia de
estocagem apresentou-se igual ao 1° e ao 21° dia; e 0 35° e 45° dia somente apresentou-se
igual ao 1° dia (P <0,05).

A formulagdo D apresentou resultado no 1° dia que somente diferiu do 7° dia; no 7°
dia, o resultado foi igual ao 14° 35° e 45° dia; os resultados do 14°, 35° e 45° dia diferem
apenas do 28°; 0 21° dia difere somente do 7° e 28° dia; e 0 28° dia é somente igual ao 1° dia
(P < 0,05). Na formulagdao C, o 7°, o 14° o 35° e o 45° dia apresentaram resultados
estatisticamente iguais; no 1°, 21° e 28° os resultados foram diferentes dos demais periodos (P
<0,05). A amostra F apresentou resultado diferente de todos os demais periodos no primeiro
dia; o 7° dia apresentou resultados diferentes do 1° e 28° dia; e o 14°, 21° 35° e 45° dia
apresentaram resultados iguais ao 7° e 28° dia, porém estes apresentaram resultados diferentes
entre si (P <0,05).

Os resultados da formulacdo G apresentaram-se iguais no 1° dia ao 7°, 35° e 45° dig;
no 14° dia somente foi igual ao 21° dia, enquanto o 21° apresentou semelhan¢a também com o
28° dia; j4 o 28° dia somente apresentou resultado igual ao 21° dia (P < 0,05). Para a
formulagéo H, o 1° dia apresentou-se igual ao 7°, 14°, 21° e 28° dia; 0 7° e 0 14° dia somente
tiveram resultado diferente do 28° dia enquanto este apresentou resultados iguais ao 1° e 21°
dia.

A formulacdo | apresentou resultado do 1° dia igual ao 7° dia; o 14° dia apresentou-se
igual ao 35° e 45° dia; e 0 21° e 28° dias sdo diferentes de todos os demais. J apresentou

resultado do primeiro dia diferente somente do 28° dia; 0 28° dia apresentou-se igual somente
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ao 35° dia; e 0 45° dia apresentou-se diferente somente do 7° e do 14° dia. Na formulagéo K,
os resultados de acidez mostram que o 1° dia somente é igual ao 35° dia; 0 7° e 14° dia
somente é diferente do 1° dia; o0 21° e 28° dia tem resultados iguais somente ao 7° e 14° dia; o
35° dia somente ¢ diferente do 21° dia; e 0 45° dia ¢ igual ao 7°. 14° e 35° dia (P < 0,05).

No 1° dia de armazenamento, as formulacbes A e E apresentaram resultados
estatisticamente iguais a B, C, D, E, H e J; B apresentou resultados iguaisa A, C, D, E, H, Je
I; C e J apresentaram resultados iguais a A, B, C, D, E, H, J e G; D e H somente mostraram
diferenca em relagéo a G e I;; F e K foram iguais a D, H e K; G somente teve 0 mesmo

resultado que C e J; e | apenas teve resultado igual a B (P < 0,05).

Cunha et al. (2008) encontrou acidez de 0,72% de acido latico em bebida lactea com

70% de leite e 30% de soro de queijo.

Em seu estudo, Almeida et al. (2001) obtiveram aumento da acidez em média em
todos os tratamentos durante 28 dias de armazenamento. De maneira geral, 0s sete primeiros
dias apresentaram o maior aumento da acidez. Os autores supdem que a cultura tenha entrado
em declinio por causa da acidez do meio. No presente estudo, foi observada a diminuigdo da
acidez durante os 45 dias armazenamento, havendo alguns periodos em que determinadas

amostras apresentaram o aumento da acidez. A Figura 9 ilustra este fato.

Figura 9 - Variacdo da acidez nas 11 formulagdes produzidas
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No estudo de Gerhardt et al. (2013) a acidez de bebidas lacteas com soro de ricota e

colageno variou entre 0,72 e 0,91% de acido latico.

Cunha (2007) utilizou S. thermophilus, L. acidophilus La-5 e Bifidobacterium BB-12
para preparar 3 diferentes formulagdes de bebidas lacteas, obtendo maiores valores de acidez
nas bebidas produzidas com 40% e 30% de soro até 14 dias de armazenamento, enquanto a
bebida formulada com 49% de soro obteve o menor resultado. Em uma segunda etapa do
estudo, o autor preparou bebida lactea fermentada composta por 70% de leite e 30% de soro
de queijo e leite fermentado com a mesma cultura latica obtendo valores iguais de acidez (P <
0,05). No presente trabalho ndo foi possivel verificar a relacdo entre a quantidade de soro e

variacdo da acidez.

Oliveira e Damin (2003) observaram que a acidez titulavel aumenta em funcéo do
aumento de solidos totais em leites fermentados produzidos com diferentes micro-
organismos. No presente estudo ndo foi possivel estabelecer relacdo entre solidos totais e

acidez.

Penna et al. (1997) utilizaram soro desmineralizado para otimizar a producdo de
iogurte e constataram o aumento da acidez a medida que adicionaram soro o que ndo foi

possivel evidenciar no presente estudo.

Segundo Thamer e Penna (2006), a acidez esta relacionada com o tipo de sélido
adicionado, a concentracdo de cultura lactea utilizada, a atividade desta cultura, ao valor
estabelecido para finalizar a fermentacdo, a quantidade de soro de queijo utilizada na
elaboracdo das bebidas lacteas, assim como ao tempo de armazenamento. A legislagdo nédo
fixa valores para acidez, porém Souza (apud CASTRO, 2013) considera ideal a acidez entre
0,7 e 0,9%. Os resultados obtidos no presente estudo estdo proximos a essa faixa e proximos a
alguns resultados observados na literatura (Gerhardt et al., 2013), porém acima de valores de
acidez encontrados para produtos similares analisados por Ulsenheimer et al. (2012) e Cunha
et al. (2008).

4.2.7 pH

Os resultados das analises de pH podem ser vistos nas Tabela 7.



Tabela 7 — Resultados das andlises de pH das bebidas lacteas fermentadas durante o armazenamento

pH
Amostra 1 dia 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias 45 dias
A 388 +004 B 4,09 + 0,02 A 4,05 + 0,01 A 402 £001 A 400 +020 Ab 403 +002 A 415 +0,03 Al
B 398 +0,04 Bud 417 +0,02 A 419 + 0,01 Aax 414 +0,02 A 404 +006 B 417 +0,01 A« 416 + 0,02 A
c 420 +0,01 A8 418 + 0,01 A8 4,17 + 0,03 ABede 413 +0,01 B 407 +0,05 Ca 424 +0,06 A 422 +0,01 A
D 422 +0,02 A 4,18 + 0,02 A8 412 +0,03 °f 403 +0,02 O 369 +001 Ea 414 +0,01  BC«d 4,16 + 0,01  BCbud
E 392 +0,07 Ak 406 + 0,01 A 412 + 0,01 A 399 +001 A 381 +033 A 418 +0,01 A 424 +0,08 B
F 405 + 0,05 A 412 +0,01 A 4,18 + 0,02 Abed 416 + 0,01 A 415 + 026 A 424 +0,01 A 427 +0,03 A
G 433 £0,03 ™ 427 +0,01 A 422 +0,03 A 407 +0,02 A8 377 +031 B 414 +0,01 A« 415 + 0,01  Abd
H 421 +0,02 A 426 + 0,01 A 423 +0,01 A 416 +0,02 A 406 +021 A 425 +0,00 A 422 +0,04  Adc
I 405 + 0,02 C 4,17 + 0,01 A 4,14 + 0,01 Adf 408 +0,01 A8 405 +0,07 B 412 +0,01 A8 412 +0,03 AB
J 424 + 0,01 A 426 + 0,01 A 422 +0,01 4 415 +0,02 A 425 +0,12 A 419 +0,01 A 418 +0,01 A
K 428 + 0,02 A® 424 + 0,03 A® 4,15 + 0,01 ABedef 413 + 001 A 411 + 014 B 414 + 0,00  AB« 413 + 0,02  AB«

Abc — Médias seguidas por letras mailsculas iguais, na mesma linha e parametro, nao diferem estatisticamente; médias seguidas por letras mintsculas iguais, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente conforme Teste de

Tukey (P <0,05).
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Conforme mostrado na Tabela 7, os valores de pH variaram de 3,88 a 4,33 no 1° dia de
armazenamento; de 4,06 a 4,27 no 7° de armazenamento; de 4,05 a 4,23 no 14° dia de
estocagem; de 3,99 a 4,16 no 21° dia de armazenamento; de 3,69 a 4,29 no 28° dia; de 4,08 a
4,25 no 35° dia de estocagem; e de 4,12 a 4,27 no 45° dia de armazenamento.

Percebe-se que este parametro apresentou variacdo incomum durante o
armazenamento. O esperado era uma acidificacdo constante ou, ao menos, a estabilidade do
pH durante os 45 dias de experimento. Segundo Thamer e Penna (2006), mesmo apds o
encerramento da fermentacdo esta continua lentamente durante o resfriamento. De acordo
com Cardarelli et al. (2007), é comum observar a reducdo do pH de produtos lacteos
fermentados, causados pelo processo natural de producdo de acido latico e outros acidos
organicos a partir da fermentacdo da lactose pela cultura starter e probiéticas (BURITI et al.
2005). Neste estudo o pH diminuiu apds o ponto de corte até 24 horas de armazenamento e,
para as amostras A, B e I, apresentou aumento (P < 0,05) até os 7 dias de armazenamento.
Conforme Franco e Landgraf (2008) a elevacdo do pH pode ser um indicador de
biodegradacdo de proteinas, que resulta em geracdo de aménia. Os aminoécidos sdo a
principal fonte de nitrogénio das bactérias, podendo um grande nimero de compostos
nitrogenados ser utilizado com esta fungdo por diferentes micro-organismos (JAY, 2005). A
degradacdo de proteinas ocorre pela acdo de enzimas que as hidrolisam a peptideos e em
seguida a aminoacidos, pois a estrutura da proteina intacta ndo é capaz de atravessar a
membrana celular. Todas as amostras apresentaram reducdo das proteinas no periodo. Mesmo
a diferenca ndo sendo considerada estatistica em todas as amostras, a degradacdo das

proteinas pode ser um motivo para 0 aumento do pH.

Os aminoacidos sdo a principal fonte de nitrogénio das bactérias, podendo um grande
namero de compostos nitrogenados ser utilizado com esta funcdo por diferentes micro-
organismos (JAY, 2005). A degradacdo de proteinas ocorre pela acdo de enzimas que as
hidrolisam a peptideos e em seguida a aminoacidos, pois a estrutura da proteina intacta ndo é
capaz de atravessar a membrana celular. Um indicador de biodegradacdo de proteinas € a
elevacdo do pH em decorréncia da formacdo de aménia (FRANCO; LANDGRAF,
2008).Desta forma, nos periodos em que ocorreu aumento do pH, pode ter ocorrido foi a
protedlise com geracdo de aminas, 0 que elevaram este parametro. Algumas bactérias,
dependendo da temperatura e do meio, podem utilizar as proteinas como fonte de energia, 0
que € comum em alimentos de origem animal. Esta hipotese vem de encontro com o0s

resultados de proteinas, que tiveram um decréscimo durante a estocagem.
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A analise estatistica mostrou que em alguns periodos a diferenca de pH nédo foi
significativa. A amostra A apresentou resultado considerado diferente apenas no primeiro dia
de armazenamento, tendo apresentado resultado iguais entre o 7° e 0 45° dia. A formulagéo B
apresentou resultados diferentes no 1° e 28° dia, sendo estes considerados iguais entre si. O
mesmo ocorreu para a amostra C no 21° e 28° dia. A amostra D teve resultados iguais no
primeiro e 7° dia; 0 7° e 0 14° dia apresentaram resultados iguais ao 35° e 45° dia; 0 21°e 0
28° dia apresentaram resultados diferentes de todos os demais. Na formulacdo E, apenas
houve diferenga no resultado do 45° dia. Todos os resultados de F, H e J apresentaram
resultados iguais nos diferentes periodos analisados. G apresentou resultados diferentes nos
dias 21 e 28, sendo estes iguais entre si. A amostra | apresntou resultado diferente de todos os
demais no 1° dia; no 7° e 14° dia os resultados fora iguais ao 21°, 35° e 45° dia, tendo 0 mesmo
ocorrido no 28° dia. Todos estes resultados sdo referentes a um intervalo de confianga de 95%

para o teste de Tukey.

Conforme Rodas et al. (2001) o limite de pH no qual o crescimento das bactérias
lacticas desenvolvem-se normalmente e sem prejuizo é entre 3,6 a 4,3. Apenas a amostra G,
no primeiro dia de fabricacdo, apresentou valor de pH ligeiramente fora deste intervalo. Vale
ressaltar que as bifidobactérias ndo toleram bem valores de pH abaixo de 5, desta forma, o pH
das amostras ndo favorece o desenvolvimento e a manutencdo deste tipo de micro-organismo

no produto.

O valor do pH tem sua importancia relacionada com o aspecto visual do produto final
durante sua conservagdo em temperaturas baixas. E fundamental que haja controle rigoroso
para que nao ocorra separacdo de fases, acidificacdo elevada influenciada pelo tempo de
fermentacdo, além de alteracBGes nas caracteristicas sensoriais que poderdo tornar o produto
indesejavel (VINDEROLA et al., 2000).

A legislacdo ndo fixa valores para pH, porém Souza (apud CASTRO, 2013) considera

ideal valores de pH entre 4,0 e 4,4.

Thammer e Penna (2006), encontraram valores de pH entre 4,72 e 4,83 ao analisarem
bebidas lacteas fermentadas. Rodas et al. (2001) analisaram 136 amostras de iogurtes de frutas
de 8 marcas adquiridas em supermercados da cidade de Sdo Paulo. O pH das amostras variou
de 3,60 a 4,30.

Cunha et al. (2008) encontrou pH de 4,53 em bebida lactea com 70% de leite e 30%

de soro de queijo. Almeida et al. (2001) efetuou o corte da fermentacdo de bebidas lacteas
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contendo Lactobacillus delbrueckii subesp. lactis, Lactobacillus delbrueckii subesp.
bulgaricus e Streptococcus salivarius subesp. thermophilus em pH em torno de 4,6. Ja para as
formulagdes contendo Lactobacillus acidophilus, Bifidobactéria, Streptococcus salivarius
subesp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus o término da
fermentacdo foi feito em pH acima de 5,0 para ndo afetar o desenvolvimento das

bifidobactérias, que ndo se adaptam bem em meios com pH inferior.

Gerhardt et al. (2013) obtiveram pH entre 4,43 a 4,78 em bebidas lacteas com soro de
ricota adicionadas de colageno utilizando os micro-organismos L. acidophilus, B. lactis, L.

bulgaricus e S. thermophilus. Neste estudo o ponto de corte foi em pH 4,8.

Kailasapathy et al. (2008) obtiveram um declinio do pH durante o estudo com
diferentes formulagGes de iogurte contendo Streptococcus thermophilus,Lactobacillus
acidophillus e Bifidobacterium lactis. Antunes et al. (2005) observaram uma pos-acidificacdo
expressiva em iogurtes sem gordura adicionados de concentrado proteico de soro de queijo, a

qual foi atribuida a presenca de L. bulgaricus na formulacéo.

Cunha (2007) obteve diminui¢do do pH durante 28 dias de armazenamento de bebidas
lacteas com até 49% de soro fermentadas por S. thermophilus, L. acidophilus La-5 e
Bifidobacterium BB-12. Em uma segunda etapa de seu estudo, realizou o comparativo entre a
bebida lactea fermentada composta por 70% de leite e 30% de soro e leite fermentado com as

mesmas bactérias laticas, obtendo valores de pH que néo diferiram entre si (P < 0,05).

Além dos micro-organismos utilizados e da temperatura de armazenamento, o pH de
“corte” da bebida lactea influencia o pH final do produto. Alguns estudos ndo citam o pH
utilizado como parametro para finalizar a fermentacdo e existem variacGes entre os pHs

guando sdo citados, o que gera resultados diversos nos estudos.

A acidez e o pH sdo fatores importantes a serem considerados durante o
armazenamento de produtos lacteos fermentados. Valores de pH muito baixos ou acidez
elevada podem diminuir a aceitagdo do produto em fungdo das alteragOes sensoriais e
estruturais indesejaveis, além da possibilidade da inviabilizacdo de bactérias probiéticas
(THAMER; PENNA, 2006; VINDEROLA et al., 2000).

4.2.8 Atividade de agua

Os resultados das andlises de atividade de agua podem ser vistos na Tabela 8.



Tabela 8 — Resultados das andlises de atividade de agua (Aw) das bebidas lacteas fermentadas durante o armazenamento

Atividade de 4gua
Amostra 1 dia 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias 45 dias
A 0,943 + 0,008 B2 0,957 + 0,002 ABa 0,960 + 0,002 AB® 0,960 + 0,004 ABa 0,960 + 0,010 AB¢ 0,972 + 0,002 A 0,951 + 0,008 B
B 0,936 + 0,005 B2 0,949 + 0,007 Be 0,943 + 0,029 B° 0,936 + 0,004 Bf 0,940 + 0,005 BP 0,974 + 0,001 A« 0,941 + 0,003 B°
Cc 0,938 + 0,005 ©2 0,948 + 0,007 B¢ (0,956 + 0,003 B® 0,951 + 0,006 Bed 0,949 + 0,006 B 0,976 + 0,001 Abcd 0,945 + 0,001 ¢
D 0,939 + 0,006 ©2 0,947 + 0,002 B 0,955 + 0,003 B® 0,951 + 0,005 Bed 0,948 + 0,004 BC® (0,975 + 0,002 A« 0,948 + 0,003 BC®
E 0,940 + 0,006 ©2 0,954 + 0,006 Cabe 0,966 + 0,002 B2 0,946 + 0,005 ©Pf 0,941 + 0,004 PP 0,977 + 0,004 Ab¢ 0,949 + 0,005 P
F 0,940 + 0,005 B2 0,951 + 0,008 Babe 0,953 + 0,001 Ba 0,948 + 0,005 Bee 0,944 + 0,007 B° 0,986 + 0,003 A 0,941 + 0,003 Bb
G 0,941 + 0,006 © 0,951 + 0,002 BC%c (0,957 + 0,001 Bab 0,952 + 0,005 B 0,944 + 0,001 0,973 + 0,002 A« 0,955 + 0,007 B
H 0,940 + 0,005 ©2 0,944 + 0,003 ¢ 0,952 + 0,002 B® 0,952 + 0,005 Bed 0,941 + 0,001 ©° 0,960 + 0,001 A 0,951 + 0,001 B
I 0,945 + 0,005 <@ 0,964 + 0,007 A8 0,969 + 0,004 A2 0,956 + 0,006 5 0,945 + 0,005 ©& 0,974 + 0,001 A« 0,947 + 0,003 ©®
J 0,940 + 0,004 @ 0,949 + 0,005 B¢ 0,954 + 0,001 B 0,949 + 0,005 B« (0,947 + 0,002 BC® 0,975 + 0,001 A 0,946 + 0,003 BC®
K 0,938 + 0,001 ¢ 0,946 + 0,005 BCac (0954 + 0,003 B 0,950 + 0,005 B« 0,946 + 0,005 BC%® 0,980 + 0,001 A 0,951 + 0,002 Ba

Abc — Médias seguidas por letras mailsculas iguais, na mesma linha e parametro, nao diferem estatisticamente; médias seguidas por letras minGsculas iguais, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente conforme Teste de

Tukey (P <0,05).
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Conforme a Tabela 8, a maior atividade de &gua em todas as formulacdes foi obtida
aos 35 dias de estocagem, variando entre 0,936 e 0,945 no primeiro dia de fabricagdo.
Segundo Oliveira e Damin (2003) a atividade de agua do leite e outros produtos como o

iogurte é alta, com valores acima de 0,98.

Oliveira e Damin (2003) obtiveram valores de atividade de agua em iogurtes entre
0,980 e 0,988. logurtes de leite de cabra com 10, 15 e 20% de polpa de umbu apresentaram
atividade de agua entre 0,96 e 0,97 (MARINHO et al., 2012).

A atividade de agua indica a intensidade das forcas que unem a &gua a outros
componentes ndo-aquosos e é o fator individual que mais influencia nas alteracGes dos
alimentos. Quanto menor a atividade de agua, menor a quantidade de agua disponivel para o
crescimento dos micro-organismos e para que possam ocorrer diferentes reacdes quimicas e
bioquimicas. A maioria dos micro-organismos cresce otimamente em valores elevados de
atividade de &gua (0,980 a 0,995) (OETTERER, 2006). Quando associado a um tratamento
térmico e controle da atividade de agua, a acidez se configura em um importante meio de
inibicdo dos micro-organismos que sobreviveram ao tratamento térmico (BARUFFALDI;
OLIVEIRA, 1998). No caso das bebidas lacteas fermentadas, a alta atividade de &gua é
compensada pela acidez elevada, pois valores de pH inferiores a 4,5 limitam o crescimento da
maioria dos micro-organismos indesejados. Desta forma, muitos estudos ndo realizam esta

analise em produtos lacteos fermentados.

4.2.9 Sedimentacao e sinerese

As Figuras 10 e 11 apresentam os resultados de sedimentacéo e sinerese.
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Figura 10 — Resultados das analises de indice de sedimentacdo das bebidas lacteas
fermentadas durante o armazenamento
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Os resultados de sedimentacdo nas amostras variaram de 0,00% a 14,89%. Os maiores
resultados foram observados no primeiro dia, quando também foram obtidos os menores
valores de pH. No entanto, no primeiro dia, as amostras B, C, D, E, F e K ndo apresentaram

sedimentacdo.

As formulagbes A, G e | apresentaram um declinio da porcentagem de sedimentacéo,
enquanto as amostras B, C, D, E, J e K apresentaram 0 aumento deste pardmetro durante os 45
dias de armazenamento. A amostra F apresentou aumento até o 21° dia seguido de declinio até
0 45° dia.

Gerhardt et al. (2013) obtiveram sedimentacdo de aproximadamente de até 4,5%
apenas em amostras com 0,5 e 0,65% de coladgeno utilizando a mesma metodologia
empregada neste estudo. Luiz (2008) avaliou este parametro em bebidas lacteas tratada
termicamente apos fermentacdo por 90 dias, as quais ndo apresentaram sedimentacdo até 28
dias de armazenamento. O presente estudo apresentou sedimentacdo em todas as amostras

pelo menos em um periodo analisado.
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Figura 11 — Resultados das andlises de indice de sinerese das bebidas lacteas fermentadas

durante o0 armazenamento
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Os resultados de sinerese nas amostras variaram de 0,94% na formulacdo D aos 45

dias a 10,20% na formulagéo I no primeiro dia de fabricag&o.

Gerhardt et al. (2013) obtiveram sinerese de aproximadamente 3,5 a 6,7% apenas em
amostras com 0,5 e 0,65% de colageno utilizando a mesma metodologia empregada neste
estudo. As demais formulacgdes, que possuiam mais colageno, ndo apresentaram sinerese. A
maior sinerese foi obtida na bebida com maior proporcéo de soro de queijo (49%) por Cunha
(2007). Manzano et al. (2008) obtiveram sinerese entre 0,00 ¢ 19,26% em “iogurtes” de soja,
sendo os melhores resultados obtidos com adicdo de 0,5% de gelatina (0,00%) e 0,25% de
gelatina e 0,25% de amido modificado (Amidomax 4800®), que ndo apresentaram diferenca
significativa entre si. Este autor realizou a analise de sinerese pela separacdo de soro por papel
filtro durante 4 h a 4°C em uma amostra com massa definida da amostra. Amaya-Llano et al
(2008) trabalharam com diferentes tipos de amido na producdo de iogurtes. A sinerese foi
determinada por centrifugagédo a 1250 rpm/10 min a 4°C. logurte adicionado de amidos
hidrolisados mostraram um aumento na percentagem de sinerese em compara¢do com o
controle. Alem disso, 0 autor sugere gque a sinerese aumenta com o tempo de armazenamento

do iogurte, o que pode ser aplicado também a bebidas lacteas.
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A comparagdo entre valores de sinerese de diferentes amostras é dificultada pela
utilizacdo de diferentes métodos. Além disso, hidrocoloides sdo adicionados nos produtos
lacteos, interagindo com as proteinas do leite e podendo resultar em alterac@es na estabilidade
e consisténcia do produto final (VEIGA et al., 2000).

Dannenberg e Kessler (apud ANTUNES et al.,, 2004) afirmam que ligagOes
intermoleculares adicionais podem ser formadas devido a rearranjos na rede produzidos por
forcas atrativas entre as moléculas de caseina ou micelas agrupadas. Assim, ocorre contracdo
do gel e expulsdo de liquido (sinerese). Branddo (apud SILVA, 2013) afirma que iogurtes
com baixa acidez (pH>4,6) favorece a separacédo de soro porque o gel néo foi suficientemente
formado e pH menor do que 4,0 provoca a contracdo do coagulo devido a reducdo da
hidratacdo das proteinas, também causando dessoramento. Percebe-se que diversos fatores
afetam a estabilidade do coagulo, afetando a sinerese do produto e, consequentemente, a
aceitacdo do produto. Lucey (2004) afirma que a temperatura de fermentagdo, muitas vezes
alta, baixos teores de sélidos e armazenamento em temperaturas inadequadas contribuem para

que produtos fermentados apresentem sinerese.

Silva (2013) sugere que o rompimento do gel de um iogurte deve ser feito na faixa de
pH de 4,6 a 4,7, pois abaixo deste pH, ocorre o dessoramento e o produto perde a textura
caracteristica, além de perder a acidez, que cai bruscamente, comprometendo a vida til do
produto. E provavel que seja um cuidado a ser tomado também para bebidas lacteas. Sugere-
se que estudos com bebidas lacteas também observem este ponto de forma a diminuir a

sinerese do produto final.

A adicdo de polissacarideos ao leite pode resultar na separacdo de fases enriquecidas
em polissacarideos e fases enriquecidas em caseina se a concentracdo de polissacarideos
excede a certas concentracdes (TUINIER et al., 2000). Nas formulagdes de bebidas lacteas
produzidas no presente estudo, ndo foi possivel perceber a relacdo entre a concentragdo de

polidextrose e sinerese e sedimentacdo, pois ndo ha somente uma variavel envolvida.
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4.2.10 Quantificacdo de minerais

Os resultados da quantificacdo de minerais sdo mostrados na Tabela 9.

Tabela 9 — Resultados das quantificagdes de minerais nas 11 formulacgdes elaboradas

Formulagdo  Sédio (mg/100 g) Potéssio (mg/100 g) Calcio (mg/100 g) (nﬁglslfgtgog)
A 59,32 +4,61 179,96 13,97 105,98 +1,98 83,9 +11,91
B 90,65 +4,16 250,62 £5,03 132,64 £3,05 85,8 +4,06
C 77,91 £5,25 219,74 £18,92 128,52 £7,5 89,88 £1,2
D 82,94 6,03 236,88 £14,2 132,04 £1,06 76,91 £14,4
E 63,99 £3,47 183,31 £7,05 117,32 £5,05 63,93 £1,38
F 90,65 +3,05 262,63 +6,12 138,65 +10,26 87,12 +3,13
G 71,97 £4,02 201,24 +4,16 123,27 £4,14 68,25 £10,58
H 108,89 +18,16 259,68 +35,78 130,06 +12,59 81,87 +7,1
| 77,97 £5,31 217,25 18,07 122,62 £2,29 75,42 £1,93
J 69,28 £14,2 205,17 £31,42 119,90 11,14 76,51 £2,29
K 75,31 4,15 216,61 £3,03 125,97 £1,99 67,5 +11,01

Conforme a Tabela 9, a composicédo de sddio variou entre 59,32 e 108,89 mg/100 g. A

Tabela Brasileira de Composicdo dos Alimentos (TACO, 2011), bebida lactea sabor péssego

possui 46 mg de sodio em 100 g do produto, valor inferior ao encontrado neste estudo.

A Tabela 9 mostra que a as formulagdes possuem entre 179,96 e 262,63 mg/100 g de

potéssio. A Tabela Brasileira de Composicdo dos Alimentos (TACO, 2011), bebida l&ctea

sabor péssego possui 62 mg de potassio em 100 g do produto, valor inferior ao encontrado

neste estudo.

Segundo a Tabela 9, a concentracdo de céalcio nas formulagdes variou de 105,98 a
138,65 mg/100 g. A Tabela Brasileira de Composi¢do dos Alimentos (TACO, 2011), bebida
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lactea sabor péssego possui 89 mg de célcio em 100 g do produto, valor inferior ao

encontrado neste estudo.

Conforme a Tabela 9, a variacdo da composicao de fosforo variou entre 63,93 e 89,88
mg/100 g. A Tabela Brasileira de Composicdo dos Alimentos (TACO, 2011), bebida lactea
sabor péssego possui 63 mg de fésforo em 100 g do produto, valor proximo ao encontrado

neste estudo.

4.2.11 Contagem de micro-organismos
4.2.11.1 Contagem de coliformes

Em relacdo a contagem de coliformes, nenhuma das amostras apresentou formacéo de
colbnias. Conforme Cesarino et al. (2000), estes micro-organismos muitas vezes estdo
ausentes em bebidas lacteas fermentadas devido ao baixo pH do produto e Tebaldi et al.
(2007) sugere que sua auséncia também é ser indicativa de boas condigdes higiénico-

sanitarias durante o processo de elaboragdo das bebidas.

Tebaldi et al. (2007) analisaram 20 amostras de bebidas lacteas fermentadas
comercializadas no sul de Minas Gerais que também ndo apresentaram contaminacado por este
micro-organismo. Ja Ferreira (2011), analisando 20 bebidas lacteas fermentadas pasteurizadas
comercializadas no Distrito Federal, obteve contagens de coliformes totais de até 460
NMP/mL. Destas, apenas uma amostra apresentou contagem de coliformes totais

termotolerantes.

4.2.12.2 Contagem de bactérias laticas

As Tabelas 10 a 12 apresentam as contagens das bactérias utilizadas nas 11

formulagdes durante os 45 dias de armazenamento.



Tabela 10 — Resultados das analises microbioldgicas de Lactobacillus acidophillus
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Formulacéo

Tempo de estocagem da bebida

1 dia 7 dias 14 dias 28 dias 45 dias
A 2,40x10° 4,55x10° 1,95x10* 4,15x10° 2,50x10?
B 3,40x10° 1,80x10”7 2,75x10°8 1,55x104 1,55x10°
C 4,15x10° 6,90x10% 6,95x10* 2,69x10* 1,45x104
D 8,50x10° 4,90x10° 1,98x10°¢ 1,40x108 4,00x10?
E 3,90x10° 6,65x10°° 1,06x10° 4,95x10° 1,10x10*
F 2,90x10° 4,00x10° 2,45x10°¢ 4,25x10° 4,50x10?
G 6,50x10° 1,17x108 8,35x10° 4,15x10° 4,90x10°
H 2,90x107 6,90x10° 1,23x10°¢ 1,25x108 3,80x10°
| 9,95x10° 6,10x10° 2,00x10°¢ 5,07x10° 2,05x10*
J 5,05x10° 1,16x108 9,22x10° 8,80x10° 3,00x10?
K 5,05x10° 7,70x10° 4,65x10° 4,35x10° 4,50x10?

*Resultados expressos em UFC/g

Conforme mostrado na Tabela 10, as contagens de Lactobacillus acidophilus tiveram

comportamentos diversos durante o periodo de estocagem. Enquanto as formulacdes A, B, E,

F e G apresentaram aumento da populacao de bactérias até o 7° dia, C, D, H, I, J e K sofreram

decréscimo durante os 45 dias. Nao foi possivel estabelecer relacdo entre as concentracdes de

leite, polidextrose ou soro nas amostras e 0 comportamento desta bactéria.

Tabela 11 — Resultados das analises microbioldgicas de Streptococcus thermophilus

Identificacdo da

Tempo de estocagem da bebida

amostra 1 dia 7 dias 14 dias 28 dias 45 dias
A 2,35x1010 3,25x10° 4,86x108 1,25x108 6,20x107
B 3,55x10° 5,10x107 9,82x108 4,90x108 6,15x107
C 6,00x107 2,60x107 8,14x108 7,20x108 4,40x108
D 4,75x107 2,24x108 6,28x108 7,20x108 2,30x1010
E 8,95x10° 2,35x108 4,05x108 6,00x108 2,10x107
F 2,85x108 1,95x10° 9,06x101 2,75x108 1,00x108
G 8,50x107 1,25x108 2,25x108 1,34x10° 3,25x108
H 7,10x108 7,95x107 2,47x101 4,35x10° 3,80x10°
| 2,25x107 2,82x108 5,70x108 6,95x108 4,58x10°
J 8,55x108 2,02x10° 4,18x108 8,15x108 4,65x108
K 4,00x10° 1,31x107 2,24x10° 6,95x108 3,30x108

*Resultados expressos em UFC/g

Segundo a Tabela 11, as formulagcbes A e E sofreram decréscimo na concentracéo de

Streptococcus thermophilus durante os 45 dias de estocagem, enquanto que a formulagédo D

somente apresentou acrescimo destas bactérias no mesmo periodo. As demais formulagdes
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tiveram comportamentos variados. N&o foi possivel estabelecer relacdo entre as concentraces

de leite, polidextrose ou soro nas amostras e 0 comportamento desta bactéria.

Tabela 12 — Resultados das analises microbiolégicas de B. animalis subsp. lactis

Identificacdo da

Tempo de estocagem da bebida

amostra 1dia 7 dias 14 dias 28 dias 45 dias
A 1,57x108 1,55x10° 6,60x10* 6,70x10° 4,55x10°8
B 4,05x108 1,40x107 2,14x107 1,65x10* 3,85x10*
C 8,40x10° 2,01x107 2,65x108 5,95x10° 5,45x10*
D 2,85x10° 3,65x10° 1,13x10° 8,30x10° 6,90x10*
E 9,40x108 1,80x108 6,75x10° 8,45x10° 5,65x10°
F 3,01x101 2,10x108 4,05x108 8,45x10° 1,55x10°
G 3,70x10°8 8,80x10° 1,03x10° 4,25x10* 3,85x10*
H 2,50x10°8 4,50x108 6,55x107 7,25x10° 7,00x10°
| 2,15x10° 5,20x107 1,95x10° 9,50x10° 1,12x10°
J 2,00x107 1,80x107 4,95x10° 4,45x10* 3,15x10*
K 1,80x10° 1,77x108 5,45x107 1,60x10° 2,05x10*

*Resultados expressos em UFC/g

A Tabela 12 mostra que as formulagbes A, B, D, E, F e J sofreram decréscimo na

concentragdo de Bifidobacterium animalis durante os 45 dias de estocagem. As demais

formulacdes tiveram comportamentos variados, mostrando crescimento até os 7 ou 14 dias e

depois, o decréscimo da quantidade desta bactéria. Desta forma, aos 28 dias, todas as

bactérias ja apresentavam declinio da populacdo. Néo foi possivel estabelecer relagédo entre as

concentracOes de leite, polidextrose ou soro nas amostras e 0 comportamento desta bactéria.

As Figuras 12 a 16 ilustram as quantidades totais das bactérias laticas nas diferentes

formulacdes.

Figura 12 — Gréfico das contagens das bactérias laticas no primeiro dia de estocagem
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Figura 13 — Gréfico das contagens das bactérias laticas no 7° dia de estocagem
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Figura 14 — Gréfico das contagens das bactérias laticas no 14° dia de estocagem
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Figura 15 — Gréfico das contagens das bactérias laticas no 28° dia de estocagem
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Figura 16 — Gréfico das contagens das bactérias laticas no 45° dia de estocagem
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Conforme mostrado nas Figuras 12 a 16, todas as formula¢6es produzidas podem ser
classificadas como fermentadas até 45 dias, pois possuem quantidade de UFC/g superior a
108, conforme exigido pela Instrucdo Normativa n° 16 de 23 de agosto de 2005 (BRASIL,
2005). Os resultados indicam que as formula¢Ges devem ultrapassar os 45 dias de validade
que foram planejados no que diz respeito a alegag¢do de “bebida lactea fermentada” em fungao
da alta concentracao de bactérias laticas apresentada ao 45° dia. Este resultado é reflexo de um
armazenamento adequado, fator crucial para a manutencdo do prazo de validade. Quando a
bebida é comercializada, muitas vezes ndo € armazenada adequadamente, o que diminui seu
shelf life.

Tebaldi et al. (2007) realizaram o plagueamento em agar MRS de quatro lotes de 5
marcas de bebidas lacteas fermentadas comerciais e somente uma apresentou contagem

superior a 106 UFC/g, estando de acordo com a legislacéo.

Thammer e Penna (2005), estudando o efeito do teor de soro, acUcar e
frutooligossacarideos sobre a populacdo de bactérias laticas em bebidas lacteas, observaram,
assim como neste estudo, uma predominéncia de Streptococcus thermophilus sobre os demais
micro-organismos. A viabilidade dos micro-organismos utilizados na producdo de alimentos
fermentados depende da interacdo entre as especies presentes, da cepa utilizada, tempo de
fermentagdo, condicBes de armazenamento e pos-acidificacdo, nutrientes disponiveis, entre
outros (THAMER e PENNA, 2006; VINDEROLA et al., 2000).

Quando analisada a populacdo de bactérias probidticas, percebe-se que a menor
contagem destes micro-organismos ocorreu na formulacdo K no primeiro dia de fabricagédo
(9,06 x 108 UFC/g). Conforme a Anvisa (ANVISA, 2008), a quantidade minima viavel para

0s probidticos deve estar situada na faixa de 10% a 10° UFC na recomendacdo diaria do
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produto pronto para o consumo. Levando em consideragdo que bebidas lacteas e leites
fermentados sdo apresentados em embalagens com doses individuais entre 100 e 200 g, todas
as formulacdes possuem populacdo muito superior a essa exigéncia. Desta forma, todas as

formulacdes podem ser consideradas probidticas.

Segundo Thamer e Penna (2005) as culturas probidticas crescem lentamente no leite
produzindo pouco &acido e resultando em um tempo de fermentacdo prolongado. Estes autores
relatam que o emprego de Streptococcus thermophilus aumentaria a taxa de crescimento de
probidticos, reduzindo o tempo de fermentacdo. Isso se da, segundo Lin et al. (2006), devido
diminuicdo do teor de oxigénio do meio, 0 que contribui para a manutencdo das

bifidobactérias.

Vinderola et al. (2000) estudaram a sobrevivéncia de probioticos em iogurtes sob
armazenamento refrigerado. Os resultados demonstraram que L. acidophillus é mais sensivel
as caracteristicas ambientais do iogurte do que B. bifidum. Por outro lado, B. bifidum foi mais
inibido em iogurte integral do que em iogurte com teor reduzido de gordura. Além disso, a
cultura starter utilizada também afetou a viabilidade das bactérias probidticas. Ao utilizar
duas culturas comerciais contendo S. thermophillus e L. bulgaricus (culturas denominadas
SID e SISD, cuja especificagdo completa ndo foi encontrada), a maior acidificacdo foi obtida
no iogurte com teor de gordura reduzido fermentado com cultura SISD e no iogurte integral
fermentado com cultura SID. No entanto, a maior reducdo de células viaveis ocorreu no
iogurte integral fermentado com cultura SISD, o qual ndo apresentou 0 menor pH. 1sso mostra
que a necessidade de selecionar a combinacdo adequada das bactérias probidticas com a
cultura starter em diferentes formulagdes de iogurte, pois o pH e a acidez ndo sdo o Unico

parametro para predizer a viabilidade destes micro-organismos.

Cunha (2007) utilizou S. thermophilus, L. acidophilus La-5 e Bifidobacterium BB-12
para preparar bebidas lacteas com 49%, 40% e 30% de soro de queijo e concluiu que as
contagens de células probioticas ndo foram influenciadas pela proporcéo de soro, sendo que
todas apresentaram contagens superiores a 106 UFC/mL, podendo ser classificadas como
bebidas probioticas. Em uma segunda etapa do estudo preparou também um leite fermentado
com as mesmas bactérias, que também obteve contagem superior a 10® UFC/mL. Kastner et
al. (2006) recomendam que mais estudos sejam realizados a fim de otimizar a sobrevivéncia

de bactérias probidticas.
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Martin-Diana et al. (2003) recomendam que a quantidade de micro-organismos
inoculados seja igual a desejada da no produto final, principalmente no que se refere as

bifidobactérias, que possuem baixo desenvolvimento em pHs muito &cidos

4.2.12 Viscosidade

A Tabela 13 apresenta a viscosidade apresentada pelas formulagdes durante o

armazenamento.



Tabela 13 — Viscosidade aparente das formulagdes obtidas em viscosimetro de Brookfield

Rotagéo

% (rpm) 0,5 1,0 2,0 25 4,0 5,0 10,0 20,0 50,0 100,0 50,0 20,0 10,0 5,0 4,0 2,5 2,0 1,0 0,5
o
g T:Tnggz(_je Viscosidade (cP)
1 dia 7840,0 4880,0 2800,0 2232,0 1500,0 1200,0 678,0 387,0 208,2 126,2 182,8 341,0 572,0 972,0 1175,0 1682,0 2010,0 3500,0 5680,0
A 21 dias 7302,5 45375 2520,6 1981,3 1314,1 1036,5 584,6 340,6 191,0 116,4 165,3 301,7 495,2 836,6 994,9 1437,3 1686,0 2839,3 4587,5
45 dias 5680,0 3280,0 1880,0 1584,0 1095,0 932,0 562,0 345,0 192,8 128,0 189,6 339,0 550,0 912,0 1065,0 1536,0 1800,0 3080,0 5080,0
1dia 7450,0 4260,0 2660,0 2173,0 1415,0 1132,0 636,0 361,5 189,5 120,5 174,0 326,0 552,0 952,0 1140,0 1696,0 2050,0 3680,0 6280,0
B 21 dias 6760,0 3720,0 1980,0 1584,0 1050,0 856,0 494,0 296,0 161,6 106,6 151,6 277,0 458,0 776,0 920,0 1360,0 1610,0 2820,0 4800,0
45 dias 5400,0 3080,0 1730,0 1448,0 995,0 840,0 506,0 313,0 176,0 120,8 173,6 306,0 492,0 820,0 965,0 1384,0 1630,0 2780,0 4640,0
1 dia 12072,8 7727,3 5490,9 4632,7 3136,4 2596,4 1509,1 897,3 464,7 2851 448,0 863,7 1438,2 2411,0 2827,3 3978,2 4627,3 7218,2 8509,1

C 21 dias 13280,0 8500,0 6040,0 5096,0 3450,0 2856,0 1660,0 987,0 511,2 313,6 492,8 950,0 1582,0 2652,0 3110,0 4376,0 5090,0 7940,0 9360,0
45 dias 14640,0 9860,0 6330,0 5208,0 3505,0 2872,0 1634,0 946,0 474,8 301,4 455,6 875,0 1474,0 2496,0 2950,0 4240,0 5000,0 8340,0 11520

1dia 11927,3 7490,9 4272,8 34473 2304,6 1898,2 1098,2 643,7 334,2 208,2 317,9 604,5 1010,9 1716,4 2040,9 2960,0 3527,3 6036,4 9345,5

D 21 dias 11688,7 7341,1 4187,3 3378,3 2258,4 1860,2 1076,2 630,7 327,4 204,0 201,7 3115 592,4 990,6 1682,0 2000,1 2900,8 3456,7 5915,6
45 dias 11000,0 6320,0 3460,0 2848,0 1925,0 1592,0 936,0 556,0 297,2 186,8 280,8 520,0 856,0 1436,0 1700,0 2432,0 2900,0 5020,0 8400,0

1dia 8160,0 4740,0 2890,0 2376,0 1600,0 1276,0 720,0 412,0 217,1 134,2 187,6 341,0 564,0 948,0 1130,0 1656,0 1960,0 3400,0 5560,0

E 21 dias 7601,1 4408,2 2601,0 2109,7 1401,7 1102,5 620,7 362,2 199,4 123,7 169,8 302,2 488,3 816,1 956,9 1414,9 1643,2 2757,8 4490,8
45 dias 6840,0 3740,0 2060,0 1688,0 1140,0 948,0 556,0 334,0 180,0 117,8 176,0 322,0 542,0 912,0 1085,0 1560,0 1880,0 3260,0 5600,0

1 dia 15080,0 9060,0 6390,0 5760,0 4055,0 3196,0 1764,0 981,0 478,0 278,0 469,2 923,0 1580,0 2748,0 3310,0 4824,0 5770,0 9660,0 11920,0

F 21 dias 14047,1 8425,8 5751,0 5114,4 3552,3 2761,4 1520,7 862,4 438,9 256,3 4246 817,9 1367,8 2365,7 2803,1 41215 4837,5 7835,4 9627,7
45 dias 15400,0 9480,0 5340,0 4368,0 2975,0 2472,0 1442,0 852,0 437,0 2742 418,4 798,0 1338,0 2280,0 2705,0 3928,0 4680,0 8140,0 13120,0

1dia 8072,8 4781,8 2627,3 2130,9 14273 1189,1 690,9 410,9 2188 136,4 207,7 390,9 654,5 1116,4 1331,8 1949,1 2309,1 4054,6 6836,4

G 21 dias 8880,0 5260,0 2890,0 2344,0 1570,0 1308,0 760,0 452,0 240,6 150,0 2284 430,0 720,0 1228,0 1465,0 2144,0 2540,0 4460,0 7520,0
45 dias 9280,0 5440,0 3120,0 2584,0 1785,0 1496,0 892,0 538,0 294,0 186,2 282,0 519,0 848,0 1412,0 1660,0 2368,0 2790,0 4720,0 7680,0

1 dia 8518,2 5054,6 2854,6 2218,2 1450,0 1152,8 634,6 361,0 202,2 122,0 178,2 330,9 554,6 963,6 1168,2 1723,6 2027,3 3600,0 5636,4

H 21 dias 9370,0 5560,0 3140,0 2440,0 1595,0 1268,0 698,0 397,0 222,4 134,2 196,0 364,0 610,0 1060,0 1285,0 1896,0 2230,0 3960,0 6200,0
45 dias 4280,0 2240,0 1230,0 1008,0 675,0 568,0 338,0 212,0 118,7 89,0 114,8 202,0 324,0 532,0 625,0 912,0 1070,0 1900,0 3360,0

1 dia 6300,0 4030,0 2440,0 2038,0 1415,0 1186,0 730,0 4113 213,0 145,0 216,3 360,0 590,0 988,0 1205,0 1690,0 1995,0 3365,5 5265,0

1 21 dias 5320,0 3220,0 1760,0 1424,0 935,0 772,0 436,0 253,0 131,2 83,4 122,0 237,0 410,0 724,0 875,0 1320,0 1600,0 2860,0 4320,0
45 dias 9480,0 5620,0 3200,0 2616,0 1810,0 1512,0 898,0 536,0 288,0 186,5 271,0 513,0 842,0 1404,0 1655,0 2376,0 2810,0 4840,0 7960,0

1dia 11018,2 7254,6 4563,7 3440,0 2113,6 1676,4 898,2 506,4 2775 169,7 251,7 473,7 7837 1330,9 1568,2 2269,1 2690,9 4581,9 6872,8

J 21 dias 12120,0 7980,0 5020,0 3784,0 2325,0 1844,0 988,0 557,0 305,2 186,6 276,8 521,0 862,0 1464,0 1725,0 2496,0 2960,0 5040,0 7560,0
45 dias 12200,0 7460,0 4260,0 3448,0 2320,0 1928,0 1108,0 639,0 322,8 204,0 307,2 583,0 974,0 1648,0 1970,0 2832,0 3360,0 5740,0 8400,0

1 dia 12763,6 7927,3 4554,6 3578,2 2395,5 1963,6 1131,0 661,8 3415 2233 324,0 616,4 1029,1 1745,5 2059,1 2981,8 3536,4 6000,0 8909,1

K 21 dias 14040,0 8720,0 5010,0 3936,0 2635,0 2160,0 1244,0 728,0 375,6 245,6 356,4 678,0 1132,0 1920,0 2265,0 3280,0 3890,0 6600,0 9800,0
45 dias 9040,0 4900,0 2750,0 2280,0 1565,0 1312,0 776,0 463,0 248,0 155,2 236,0 434,0 714,0 1200,0 1410,0 2048,0 2420,0 4220,0 7200,0
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Os maiores valores de viscosidade foram obtidos pela formulagédo F, que foi preparada
com a quantidade maxima de leite em pé utilizada no planejamento experimental (10%) e
quantidade intermediéria de soro de ricota (50%). Essa formulacdo foi a que mais recebeu
classificagdo “Certamente compraria” quando analisada a intengdo de compra na analise
sensorial. Apesar disso, os resultados do atributo “Textura” e “Aceitacdo global”, no primeiro
dia, ficaram ligeiramente abaixo das medias da formulacdo C, porém sem diferenca estatistica
(P < 0,05). Ainda, em relagdo ao Indice de Aceitabilidade, F obteve a 3* maior aceitagdo no

primeiro dia de armazenamento e a maior aceita¢do no 45° dia.

Ja os menores valores de viscosidade aparente foram apresentados pela formulacdo B,
que, apesar disso, nao foi a mais rejeitada na analise sensorial quanto a intencdo de compra e
também nao recebeu as menores notas nos atributo a “Textura” e “Aceitacdo global”. Essa
formulacdo continha a segunda menor quantidade de leite em p6 utilizada (7%) e a segunda

maior quantidade de soro utilizada (64,2%).

Percebe-se ainda, que as formulacdes comportaram-se de forma diferente durante o
armazenamento no que se refere a variacdo da viscosidade. As amostras A, B, D e E sofreram
reducdo deste parametro durante os 45 dias de armazenamento; as formulagdes C, | e J
apresentaram aumento de viscosidade; ja as formulacbes F e H sofreram reducdo da
viscosidade até 21 dias de armazenamento e novamente aumentaram esse parametro,
enquanto para a amostra K ocorreu o inverso. Fatores como o pH, a concentracdo de soro,
concentracdo de leite e de polidextrose afetam este parametro e a combinacgdo destes fatores
durante a vida de prateleira pode acarretar em comportamentos diversos, conforme ocorreu

neste estudo.

Almeida et al. (2001) produziram bebidas lacteas com soro de queijo minas frescal a
30, 40 e 50% de soro com viscosidade inicial entre 2000 e 3000 Cp aproximadamente. Apos
7 dias a viscosidade de todas as formulagdes aumentou e novamente declinou até os 28 dias,
guando a viscosidade foi aproximadamente a mesma que a inicial. Os autores concluiram que
o teor de solidos influenciou a viscosidade das bebidas, pois as bebidas elaboradas com 30%
de soro (e, desta forma, maior quantidade de leite que as demais) apresentaram 0s maiores

valores médios para a viscosidade.

A viscosidade aparente das amostras decresceu com o0 aumento da taxa de

cisalhamento indicando comportamento pseudoplastico, conforme pode ser observado na
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Tabela 13. O apéndice C mostra os graficos da viscosidade aparente em relacdo a taxa de
cisalhamento das 11 formulacdes nos 3 periodos analisados. Conforme Sinko (2008), a
medida que a taxa de cisalhamento € aumentada, as moléculas desordenadas passam
normalmente a alinhar seu eixo longitudinal na direcdo do fluxo, reduzindo, desta forma, a
resisténcia interna do material e permitindo uma maior velocidade de cisalhamento para cada

tensdo de cisalhamento sucessiva.

A Figura 17 apresenta o reograma da formulacéo K, como exemplo do comportamento
da viscosidade observado em todas as 11 formulag6es produzidas. A apéndice D apresenta 0s
reogramas de todas as formulagfes. Através do grafico apresentado na Figura 17, é possivel
perceber que a viscosidade € menor na segunda vez em que uma determinada taxa de
cisalhamento é aplicada (ap6s utilizacdo de velocidade de rotacdo de 100 rpm, quando as
mesmas rotacOes sdo aplicadas em ordem decrescente). Este fato é caracteristico de tixotropia,
caracteristica que pode ser observada nos reogramas mostrados na Figura 17 e no Apéndice D

(a curva descendente aparece deslocada a esquerda da curva ascendente).

Figura 17 — Reograma da formulagdo K nos 3 periodos analisados
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Cunha (2007) preparou bebidas lacteas fermentadas com 51% de leite e 49% de soro
de queijo, 60% de leite e 40% de soro e 70% de leite e 30% de soro utilizando S.
thermophilus, L. acidophilus La-5 e Bifidobacterium BB-12 que também apresentaram
comportamento pseudoplastico. Além disso, observou a menor viscosidade nas bebidas com
maior proporcao de soro. Em uma segunda etapa do estudo, 0 mesmo autor produziu bebida
lactea fermentada composta por 70% de leite e 30% de soro de queijo e leite fermentado
utilizando os mesmos micro-organismos. Ambos os produtos comportaram-se como fluidos

pseudoplésticos, com comportamento ndo-Newtoniano e apresentaram tixotropia.

4.2.13 Anéalise sensorial

A Tabela 14 informa as médias obtidas para cada amostra nos atributos analisados
apos 1 e 45 dias de fabricacéo.



Tabela 14 — Resultados médios das analises sensoriais das bebidas lacteas fermentadas nos diferentes atributos

Aparéncia Odor Sabor Textura Aceitacdo Global
Formulacéo
1dia 45 dias 1dia 45 dias 1dia 45 dias 1dia 45 dias 1 dia 45 dias
A 7,17 £ 1,574 7,09 + 1,58 721 £1,71% 7,30 £ 1,46 6,68 + 1,46" 6,75 + 1,59% 7,5 1,687 6,25 + 1,737« 6,70 + 1,344° 6,87 + 1,447
B 7,38 £1,33% 7,04 + 1477 7,08 £1,28% 6,85+ 1,65% 6,79 + 1,62/« 7,13 + 1,527 6,6 + 1,8 6,85 + 1,524 6,94 + 1,23/ 7,09 + 1,387
C 7,51 +£1,37% 7,25 +1,75" 7,04 £1,59% 6,94 + 1,70 7,06 + 1,614 7,09 + 1,57 7,68 + 1,5% 7,64 + 1,447 7,51 £ 1,277 7,25 + 1,417
D 7,38 £1,40% 7,23 + 1,714 7,09 £1,43% 6,89 + 1,58% 7,17 + 1,38 6,96 £ 1,56 7,47 £ 1,3~ 7,19 £ 1,62/ 7,40 + 1,17 7,06 + 1,514
E 7,30 £1,38% 6,23 + 1,81° 721 +1,32%% 6,81 +158% 6,68 + 1,5/ 6,70 + 1,76 6,49 + 1,69°¢ 6,19 + 1,697« 6,92 + 1,227 6,57 + 1,55%°
F 7,32 £1,48% 7,32 +1,817 7,36 £ 1,117 721+ 1,674 7,28 + 156" 7,26 £ 1,95% 7,53 + 1,58 7,74 + 1,68 7,45 £ 1,384 736 + 1,74
G 6,87 £ 1,57 7,26 + 1,55%% 6,87 £1,36"* 7,08 £ 1,62%% 7,21 + 154" 7,06 £1,61% 6,87 £ 1,624% 7,26 £ 1,2/ 7,15 £ 1,20 7,30 £ 1,29%
H 6,55 + 1,65%° 6,23 + 1,894 7,02 £1,55% 6,77 £+ 1,55% 6,72 + 1,65%* 6,62 £ 1,76" 6,72 + 1,547« 5,94 + 1,82/ 6,98 + 1,32/ 6,58 + 1,517
| 7,36 £ 1,16% 7,28 + 1,344 6,96 + 1,44% 704 +1,73% 6,87 + 1,65 7,06 + 1,6" 7,00 + 1,624 7,06 + 1,594 7,13 + 1,167 7,25 + 1,34%
J 7,02 £ 1,614 721 + 1,54 7,13 £1,66% 6,83 + 1,54 6,23 + 2,024° 6,55 £ 1,774 6,91 + 1,66”% 6,89 + 1,587 6,75 + 1,594« 6,89 + 1,564
K 7,23 + 1,46 7,30 + 1,384 7,15+ 1,32% 6,98 + 1,54 7,45 + 1414 6,83 + 1,674 7,38 + 1,35R%¢ 6,79 + 1,697 7,51 % 1,15%® 6,98 * 1,614

Abc — Médias seguidas por letras maidsculas iguais, na mesma linha e parametro, ndo diferem estatisticamente; médias seguidas por letras minGsculas iguais, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente conforme Teste de Tukey

(P <0,05).
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Conforme mostrado na Tabela 14, os valores médios no atributo aparéncia variaram
entre 6,55 e 7,51 no 1° dia de armazenamento e entre 6,23 e 7,32 no 45° dia. A analise
estatistica demonstrou que somente a amostra E apresentou diferenga nos dois periodos
analisados (P < 0,05). A comparagdo entre as amostras no mesmo periodo mostra que 0s
provadores perceberam pouca diferenca na aparéncia das amostras no primeiro dia de
armazenamento, pois, com excecdo da formulacdo H, todas as amostras apresentaram
resultados estatisticamente iguais e H apresentou resultados iguais as formulagdes G, J e K (P
<0,05). Aos 45 dias, as formulacdes A, B, C, F, I e J apresentaram resultados iguais a D, G e
K, que também apresentaram resultados semelhantes a H, sendo C semelhante somente a H (P
<0,05).

Os valores médios no atributo odor ndo apresentaram diferenca significativa nos
periodos analisados (P < 0,05). Os valores médios neste atributo variaram entre 6,87 e 7,36 no
1° dia de armazenamento e entre 6,77 e 7,30 no 45° dia. Gerhardt et al. (2013) encontraram
valores médios entre 6,7 e 7,3 em bebidas lacteas com soro de ricota e colageno, valores

muito proximos aos encontrados neste estudo.

Jé o atributo sabor apresentou diferenca significativa entre algumas amostras somente
no primeiro dia de fabricacdo. As formulacbes A, E e H apresentaram médias diferente de K e
iguais as demais; B e | mostraram-se iguais a todas as demais formulacdes; C, D, F, G e K
apresentaram-se diferentes de J (P < 0,05). Os valores médios neste atributo variaram entre
6,23 e 7,45 no 1° dia de armazenamento e entre 6,55 e 7,26 no 45° dia. Os valores médios
foram superiores aos encontrados por Gerhardt et al. (2013) em bebidas lacteas com soro de

ricota e colageno.

No atributo textura, no primeiro dia de fabricacdo, as formulacdes A, B e E
apresentaram-se iguais a G, H, | e J; a formulacdo C teve média igual aD, F, le K; D e F
mostraram-se iguais a C, D, G, J e K; as amostras G e J tiveram médias iguaisa D, E, F, H, I e
K; a formulagéo H teve resultado igual a A, B, E, H, I, J e K; | apresentou-se igual a todas as
demais amostras; e K apresentou-se diferentes de A, B e E. Os valores médios neste atributo
variaram entre 6,49 e 7,68 no 1° dia de armazenamento e entre 5,94 e 7,74 no 45° dia.
Gerhardt et al. (2013) encontraram meédias entre 5,4 e 7,5 em bebidas lacteas com soro de

ricota e colageno.
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Os valores médios no atributo aceitacdo global variaram entre 6,70 e 7,51 no 1° dia de

armazenamento e entre 6,57 e 7,36 no 45° dia.

Conforme pode ser visto na Figura 18, o indice de Aceitabilidade (IA) com base na
aceitacdo global variou entre 74,42 e 83,43 no primeiro dia de estocagem, respectivamente
nas amostras A e C/K, entre 72,95 e 81,76 aos 45 dias de armazenamento, nas amostras E e F,
respectivamente. Assim sendo, todas as formulacdes apresentaram IA superior a 70%,
indicando grande aceitagdo. As formulagdes A, B, G, | e J apresentaram maior aceitacdo aos
45 dias de estocagem, enquanto para as demais ocorreu 0 menor aceitacdo aos 45 dias.

Figura 18 — Indice de aceitabilidade (%)* das formulacBes
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O Apéndice E apresenta os comentarios dos provadores acerca das bebidas lacteas
analisadas. Percebe-se que alguns provadores ndo compreendem a diferenca entre iogurte e
bebida lactea e esperavam a mesmas caracteristicas nas formula¢6es analisadas. Ainda, alguns
comentaram sobre necessidade de mais sabor e acidez e mostraram preferéncia por bebidas
mais viscosas.

Na Tabela 15 é apresentada a distribuicdo da frequéncia de intencdo de compra das
bebidas lacteas fermentadas.
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Tabela 15 — Distribuicdo de frequéncia (em %) da intencdo de compra das bebidas lacteas

fermentadas
Possivelmente TaIvez' .
Formulagio Tempo de Certamer}te nao n&o compraria comprarjal Posswelr_nente Certam_ente
estocagem compraria (%) (%) talvez nao compraria (%) compraria (%)
compraria (%)
1 dia 1,89 24,53 24,53 28,30 20,75
A 45 dias 5,66 16,98 20,75 47,17 9,43
1dia 1,89 15,09 32,08 33,96 16,98
B 45 dias 1,89 15,09 22,64 43,40 16,98
1dia 7,55 5,66 24,53 39,62 22,64
¢ 45 dias 1,89 11,32 28,30 24,53 33,96
1 dia 3,77 9,43 18,87 39,62 28,30
° 45 dias 0,00 26,42 37,74 18,87 0,00
1 dia 0,00 24,53 26,42 35,85 13,21
. 45 dias 7,55 20,75 39,62 20,75 11,32
1dia 32,08 5,66 13,21 3,77 45,28
F 45 dias 7,55 7,55 13,21 20,75 50,94
1dia 7,55 5,66 30,19 33,96 22,64
¢ 45 dias 3,77 7,55 24,53 43,40 20,75
1 dia 5,66 11,32 32,08 35,85 15,09
H 45 dias 15,09 22,64 32,08 18,87 11,32
1 dia 11,32 13,21 22,64 33,96 18,87
I 45 dias 3,77 13,21 28,30 37,74 16,98
1 dia 0,00 26,42 26,42 39,62 7,55
? 45 dias 5,66 11,32 30,19 35,85 16,98
1 dia 3,77 5,66 24,53 35,85 30,19
« 45 dias 5,66 13,21 32,08 33,96 15,09

Conforme mostrado na Tabela 15, a amostra D apresentou a maior frequéncia de

inten¢do de compra positiva (“certamente compraria” e “possivelmente compraria”) no 1° dia

de armazenamento, com 67,92%, enquanto F apresentou a maior frequéncia aos 45 dias, com

71,70%. As formulacbes F e H apresentaram as menores intencbes de compra,

respectivamente 47,17% (1 dia de armazenamento) e 30,19% (45 dias de estocagem).

Conforme Sir0 et al. (2008), a aceitacdo dos consumidores de alimentos funcionais

ndo é incondicional, ou seja, outros fatores, alem dos beneficios a saude, influenciam na

decisdo de compra. O consumidor avalia o alimento funcional como alimento, em primeiro

lugar. O que prevalece sdo as propriedades sensoriais (SIRO et al., 2008).
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Ké&hkodnen e Tuorila (1999) sugerem que a reducdo na quantidade de gordura afeta as
propriedades sensoriais e que 0s consumidores apresentam menor prazer em consumir

produtos com reducéo de gordura.

Cunha (2007) preparou bebidas fermentadas com 51% de leite e 49% de soro de
queijo, 60% de leite e 40% de soro e 70% de leite e 30% de soro utilizando S. thermophilus,
L. acidophilus La-5 e Bifidobacterium BB-12, sendo todas as bebidas igualmente preferidas e

aceitas pelos julgadores.

4.3 Avaliacéo da atividade antioxidante
4.3.1 Atividade antioxidante avaliada através do método de sequestro do DPPH

A superficie de contorno (Figura 19) mostrou que os valores codificados 6timos para
leite em pd e soro de ricota de acordo com o atributo Aceitacdo Global foram,

respectivamente, 0,848 e -0,198, o que resultou na formula¢do mostrada na Tabela 16.

Figura 19 — Superficie de contorno mostrando a melhor condicao das variaveis soro de ricota

e leite em pd com base na avaliagdo da aceitagdo global
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Tabela 16 — Formulacdo de acordo com a melhor condigédo para soro de ricota e leite em pé
com base na avaliacdo da aceitacdo global

. . Solucéo de Preparado
Sacarose! Leite Polidextrose Agua Sqro de Inoculo sorbato de Polpa de3 sabor
o o by ricota  cultura M) morango 4
(%) (o) (%) ) (o6)  1atica (%) pozﬁ‘/s;'o (%) mo(r;”)go
(o] (o]
5 9,3 2,2 22,81 47,19 3 0,5 2,5 7,5

1Sacarose utilizada na forma de agucar cristal

2Solucéo de sorbato de potassio 0,06g/mL

3Polpa de morango comercial congelada adicionada de 1% de pectina
“Preparado comercial sabor morango

As atividades antioxidantes da formulagdo controle e das 5 formulagbes com

compostos antioxidantes sdo mostradas nas Figuras 20 a 25.

Figura 20 — Porcentagem de atividade antioxidante da formulagdo Controle durante o
armazenamento
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A Figura 20 demonstra que a bebida lactea sem adicdo possui atividade antioxidante.
Esta variou de 97,53% a 89,35% na concentracdo de 50% (v/v), respectivamente, no 1° e 45°
dia.

Pelegrine e Carrasqueira (2008) afirmam que varias proteinas do soro de leite e seus
produtos metabdlicos sdo antioxidantes e sequestrantes de radicais livres. Além disso, a
bebida contem polpa de morango, que possui atividade antioxidante devido a seu contetdo de
vitaminas e polifendis (KUSKOSKI et al., 2006). Também € possivel perceber o descréscimo

da atividade antioxidante durante os 45 dias de armazenamento.
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Figura 21 - Porcentagem de atividade antioxidante da formulacdo AA durante o

armazenamento*
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*0 controle em metanol corresponde & mesma concentragdo utilizada na bebida lactea

Conforme a Figura 21, a atividade antioxidante da bebida AA, que contém resveratrol,
variou de 97,78% a 89,85% na concentracdo de 50% (v/v), respectivamente, no 1° e 45° dia,

um pouco superior a bebida que ndo foi adicionada de antioxidantes.

Figura 22 — Porcentagem de atividade antioxidante da formulagdo AB durante o

armazenamento*
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A Figura 22 mostra que atividade antioxidante da bebida AB, que contém resveratrol e
vitamina E, variou de 99,08% a 90,10% na concentracdo de 50% (v/v), respectivamente, no 1°

e 45° dia, valores superiores a bebida que continha somente resveratrol.

Figura 23 — Porcentagem de atividade antioxidante da formulacdo AC durante o
armazenamento™
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*0 controle em metanol corresponde & mesma concentragdo utilizada na bebida lactea

A bebida AC, que continha Vitamina C, precisou ser 10 vezes mais diluida do que a
bebida controle (sem adicdo de antioxidante) e as formulagcbes A, B e E para que a atividade
antioxidante pudesse ser determinada. Conforme a Figura 23, a atividade antioxidante desta
bebida variou de 75,41% a 65,30% na concentragdo de 5% (v/v), respectivamente, no 1° e 45°
dia. Porém, o a solugdo controle em metanol mostrou atividade antioxidante bem superior, o
que indica que parte da vitamina C perde sua atividade quando adicionada a bebida lactea

formulada. Mesmo assim, seu efeito antioxidante ainda é consideravel.

Figura 24 — Porcentagem de atividade antioxidante da formulacdo AD durante o
armazenamento™
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Assim como a formulagdo AC, a formulacdo AD precisou ser diluida para a
determinacédo da atividade antioxidante. Conforme a Figura 24, a atividade antioxidante desta
bebida no primeiro dia foi 61,61%, menor do que a atividade antioxidante da formulagéo C.
Assim como a formulacdo AC, a solucdo controle em metanol mostrou atividade antioxidante
bem superior, 0 que indica que parte da vitamina perde sua atividade quando adicionada a
bebida lactea formulada. Durante os 45 dias de armazenamento percebe-se a diminuicdo da
atividade antioxidante.

Figura 25 — Porcentagem de atividade antioxidante da formulacdo AE durante o
armazenamento™
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Conforme a Figura 25, a atividade antioxidante da bebida AE, que contém somente
vitamina E, variou de 98,79% a 63,80% na concentracdo de 0,5 mL/mL, respectivamente, no
1° e 45° dia, um pouco superior a bebida controle e a formulacdo A, porém inferior a
formulagdo AB, AC e AD. Durante os 45 dias de armazenamento percebe-se a diminuicdo da
atividade antioxidante.

A atividade antioxidante das amostras foi comparada por meio da quantidade de
bebida lactea (mL) por quantidade de solucdo metanolica (mL) necessaria para reduzir em

50% o radical DPPH a cada periodo (Clsp). Essas quantidades sdo mostradas na Tabela 17 e
Figura 26.
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Tabela 17 — Capacidade de Inibicdo (Clso) das formulagdes adicionadas de antioxidantes

Amostra Clso (%)
1 dia 8 dias 15 dias 22 dias 30 dias 37 dias 45 dias
Controle 19 25 30 31 33 35 37
AA 15 24 25 27 29 32 34
AB 7 14 15 19 24 27 29
AC 6 7 7% 7 7 8 8
AD 7 10 11 13 14 16 19
AE 13 34 51 54 58 62 66

Figura 26 — Capacidade de Inibigdo (Clso) das formulagdes adicionadas de antioxidantes
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A Tabela 17 e a Figura 26 mostram que a atividade antioxidante da formulagédo C foi a
mais elevada durante os 45 dias, além de manter-se relativamente estavel. A formulacédo E,
que inicialmente foi a 3° com maior atividade antioxidante, sofreu uma queda brusca até o 45°

dia, inclusive apresentando Clsp maior do que a bebida controle.

Lima et al (2012) avaliaram a atividade antioxidante de bebida lactea fermentada
adicionada de erva-mate, obtendo valores entre 55 e 59% até 28 dias de fabricacdo para
concentracdo de 10% (v/v). Quando comparado aos resultados do presente estudo, percebe-se
que a bebida produzida possui valores proximos a bebida Controle e a bebida E, porém menor

atividade antioxidante que as formulagdes A, B, C e D.
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A capacidade antioxidante de variedades de tangerinas e laranjas foi avaliada por
Couto e Canniatti-Brazaca (2010), que encontraram valores entre 12,78% e 66,24% para
solucdes etandlicas 0,32% (m/v). Estes valores sdo superiores as atividades encontradas nas
formulagdes Controle, A, B e E. Ja a formulacdo C apresentou valores superiores aos
encontrados para a tangerina marcote durante todo o periodo de armazenamento, em que 0O
menor valor para 0,025% (v/v) foi 21,46% de atividade antioxidante aos 45 dias de
fabricacdo. Quando comparada a laranja lima, que apresentou a maior atividade antioxidante,
percebe-se que valores proximos sdo encontrados na concentragdo 0,050% (v/v) aos 45 dias

de armazenamento.

Morais et al. (2009) avaliaram a atividade de chas e condimentos, sendo o cha verde o
cha mais ativo com Clso = 0,14 mg/mL. No mesmo estudo, os condimentos mais ativos foram
canela, com Clso = 0,37 mg/mL, cravo, com Clso = 0,46 mg/mL) e louro, com Clsp = 0,76
mg/mL. Quando comparada a atividade antioxidante de chéas, as bebidas lacteas formuladas

no presente estudo tém atividades antioxidantes menores.

Este trabalho teve como objetivo um estudo inicial da atividade antioxidante de bebida
lactea e a verificagdo de seu comportamento durante o prazo de validade do produto. A
grande variedade de componentes na formulacéo das bebidas lacteas é um dos condicionantes
que torna dificil verificar a influéncia de determinado fator nos valores/resultados mostrados.
Desta forma, é necessaria a realizacdo de mais estudos para validacdo dos resultados aqui
obtidos.

4.3.1 Atividade antioxidante avaliada através da voltametria ciclica

Testes iniciais conduzidos para avaliacdo da melhor condicédo de analises foram feitos.
Alguns voltamogramas sdo mostrados no Apéndice F. Mais testes serdo necessarios para

ajustar os sinais e tentar analisar os antioxidantes por esta técnica.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostram ser possivel a elaboracdo de bebida lactea fermentada
prebidtica e probiodtica com até 70% de soro de ricota, atendendo a legislagdo vigente (IN n°
16 de 23 de agosto de 2005) e com resultados satisfatorios na analise sensorial, com indice de
aceitabilidade superior a 70% em todas as formulacbes produzidas conforme planejamento
experimental. Desta forma, a bebida lactea se mostrou uma forma viavel para a utilizagdo de
soro de ricota como matéria-prima, diminuindo o efluente gerado em laticinios e,
consequentemente, reduzindo gastos com seu tratamento e o impacto ambiental gerado pelo

seu descarte quando descartado de forma inadequada.

Foi verificado que a variacdo da quantidade de soro de ricota e leite em p6 afetou os
resultados das analises fisico-quimicas e microbioldgicas, porém a realizacdo de metodologia

de superficie de resposta permitira avaliar a influéncia destas variaveis sobre as respostas.

Os resultados de extrato seco foram proximos aos encontrados em bebidas lacteas
comerciais e em estudos semelhantes. A diferenca encontrada é devido a utilizacdo de
diferentes teores de soro de ricota e leite em p6 nas formulagdes.

As formulacbes de bebidas lacteas produzidas no presente estudo possuem teor de
cinzas e proteinas relativamente maior que outros estudos com bebidas lacteas e, inclusive,
com iogurtes comerciais, 0 que indica que possui maior teor de minerais. Essa diferenga

possivelmente ocorre devido a utilizagéo de leite em pd na formulagéo.

Os valores de lipidios nos formulagfes foram inferiores aos encontrados em bebidas

lacteas comerciais.
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Os valores de carboidratos foram similares aos encontrados em bebidas lacteas

comerciais e superiores aos encontrados em estudos semelhantes.

Os valores de acidez obtidos foram proximos a resultados observados na literatura,
porém superiores a valores de acidez encontrados para produtos similares analisados. J& os
resultados de pH foram inferiores a estudos semelhantes e préximos aos encontrados em

iogurtes comerciais, encontrando-se dentro da faixa ideal sugerida pela literatura.

Os valores de atividade de adgua foram inferiores a outros estudos. Em bebidas lcteas,
a alta atividade de &gua é compensada pela acidez elevada.

A comparacdo entre valores de sinerese e sedimentacdo em diferentes estudos foi

dificultada pela utilizacdo de métodos distintos.

A concentracdo de sodio e potassio foi superior a encontrada na literatura, enquanto

que a concentracdo de célcio foi superior e a de fésforo, similar.

Em relacdo a contagem de coliformes, nenhuma das amostras apresentou formacao de
colbnias de coliformes, o que indica boas condic¢des higiénico-sanitarias durante o processo de

elaboragéo das bebidas.

Todas as formulacdes produzidas apresentaram quantidade de UFC/g superior a 109,
conforme exigido pela Instrucdo Normativa n°® 16 de 23 de agosto de 2005 (BRASIL, 2005)
até o 45° dia de armazenamento. Ainda, todas as formulacbes podem ser consideradas

probidticas.

As determinac@es reoldgicas mostraram que as amostras apresentaram comportamento

de fluidos pseudoplasticos, com comportamento ndo-Newtoniano e tixotropia.

Todas as formulagOes apresentaram 1A superior a 70%, indicando grande aceitagéo.
Os comentarios dos provadores demonstram que alguns ndo compreendem a diferenca entre
iogurte e bebida lactea e esperavam as mesmas caracteristicas do iogurte nas formulacdes
analisadas. Ainda, alguns comentaram sobre necessidade de mais sabor e acidez e mostraram

preferéncia por bebidas mais viscosas.
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A formulacdo com a melhor condicdo para soro de ricota e leite em p6 foi determinada
através de metodologia de superficie de resposta, com base no atributo aceitacdo global. Os

valores estabelecidos foram 47,19% para soro de ricota e 9,3% para leite em po.

Ainda, a elaboracéo de bebida lactea com adigdo de substancias antioxidantes mostrou
que a vitamina C possui maior capacidade antioxidante, além de manter-se mais estavel em
relacdo ao resveratrol, a vitamina E e sua combinacao. Nao se descarta, porém, a utilizacdo de
resveratrol, pois aumentou a capacidade antioxidante da bebida lactea fermentada e possui
efeitos benéficos ao consumidor, como a reducédo de incidéncia de doencgas cardiovasculares.
Os testes realizados através de voltametria ciclica ndo possibilitaram que a melhor condicao
fosse obtida. Nas duas metodologias utilizadas, a complexidade da matriz dificultou a analise
dos resultados. Desta forma, mais estudos sdo necessarios para verificar a atividade
antioxidante deste tipo de amostra.

Desta forma, a bebida lactea elaborada neste estudo apresentou caracteristicas
probidticas, prebioticas e antioxidantes e possibilitou a utilizacdo de soro de ricota como

matéria-prima, obtendo avaliacdo positiva em analise sensorial.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar de forma voluntaria do projeto de pesquisa "Aplicac¢do de soro de ricota da
fabricacao de bebida lactea funcional”, para avaliagao sensorial das amostras de bebidas lacteas fermentadas.

A avaliagdo sensorial consiste em avaliar os atributos aparéncia, odor, sabor, textura e impressdo global, em uma
escala hedénica de 9 pontos. No caso de aceitar participar da andlise sensorial, vocé deve assinar este documento em duas
vias: uma delas ficara com vocé, e a outra, com a pesquisadora. Vocé poderd, em qualquer momento, desistir ou interromper a
analise e retirar seu consentimento. se julgar que esta sendo submetido a desconfortos e riscos, sem que isso traga qualquer
tipo de prejuizo.

Em caso de duvidas a cerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa,
vocé poderd, em qualquer momento, esclarecé-las com a pesquisadora. A sua participacdo na avaliacao ndo envolve nenhum
custo ao participante e devera ser de forma espontanea. Porém. se existirem gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo
or¢amento da pesquisa.

A aluna pesquisadora serd responsavel pela coleta de dados junto aos participantes da pesquisa. A coleta serd feita em
cabines individuais especificas para anélise sensorial, mantendo a privacidade no momento da analise. Os dados da avaliagdo
sensorial serdo armazenados pela orientadora sob sigilo, por um periodo de 5 anos. em local reservado de acesso somente a
equipe de pesquisa e, apos, serdo incinerados. Os resultados serdo utilizados apenas para fins cientificos e poderdo ser
publicados em forma de artigos, monografia e saldo de iniciagdo cientifica, sempre mantendo-se o sigilo dos participantes.

O objetivo deste estudo € desenvolver uma bebida lactea fermentada com propriedades funcionais utilizando soro de
ricota in natura a fim de viabilizar a utilizagdo deste residuo produzido em laticinios da regido: elaborar uma bebida lactea
fermentada funcional com incorporagdo de soro de ricota, prebidticos(s), probidticos(s) e antioxidante(s): possibilitar a
utilizagdo do soro de ricota em formulagdes lacteas, reduzindo a quantidade de soro incorporado as 4guas residudrias dos
laticinios da regido; avaliar o produto elaborado através de analises fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais; estudar a
atividade antioxidante da bebida lactea adicionada de substancias conhecidas por possuir esta propriedade, particularmente
resveratrol, vitamina C e vitamina E, através de voltametria ciclica e frente ao radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH): e
avaliar a vida de prateleira da formulagdo produzida.

Sua participagdo consiste na degustagdo de 11 amostras de bebida lactea, servidas em copos plésticos descartaveis
codificados com numeros aleatérios de 3 digitos, em sala especial e preenchimento de uma ficha de analise sensorial, onde
serdo avaliados os atributos aparéncia. odor, sabor, textura e impressdo global do produto. e através desta. a intengdo de
compra de cada amostra. Para tanto serdo necessarios cerca de 10 minutos.

Como a analise sensorial utilizara os sentidos da visdo, olfato e paladar, podera acarretar algum desconforto no que se
refere ao paladar (sabor ndo desejado). mas ndo acarreta em nenhum risco ao participante, ja que as amostras foram
desenvolvidas seguindo as normas de Boas Praticas de Fabricagao e de higiene.

Caso ocorra algum desconforto que leve o voluntario a necessitar de atendimento, ao mesmo sera oferecida dgua para
lavar a boca e se houver alguma situacdo mais grave (ndo prevista) o mesmo serd encaminhado ao Ambulatério de
Enfermagem da Univates.

Este documento — assim como a pesquisa — foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — COEP da
UNIVATES, estando de acordo com a resolugdo 196/96 que trata de pesquisas envolvendo seres humanos, e devera ser
assinado em duas vias, sendo que uma delas sera retida pelo sujeito da pesquisa e a outra pelos pesquisadores.

Claudia Schlabitz — Aluna Pesquisadora Prof®. Dr*. Lucélia Hoehne — Orientadora
Telefone: (51) 91562628 Telefone: (51) 3714-7000 ramal 5524.

Lajeado, RS, / /

Consentimento do Participante

Eu, . aceito participar de forma voluntaria da
avaliagdo sensorial de bebida lactea fermentada. Fui devidamente esclarecido(a) pela aluna pesquisadora Cléudia Schlabitz
sobre a pesquisa e avaliacdo sensorial, bem como da possibilidade de minha desisténcia em qualquer momento, sem sofrer
nenhuma penalidade.

Lajeado.RS, / /

RG ou CPF:
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APENDICE B - Ficha de analise sensorial

ANALISE SENSORIAL DE BEBIDA LACTEA FERMENTADA

Nome: Data: / /

Idade: { )< 25 anos ( )25-35 anos ( ) 36-50 anos ( )= 50 anos

Sexo: ( )F ()M

Wocé esta recebendo amostras codificadas de bebidas lacteas fermentadas. Por favor. observe.
sinta o odor e ap6s prove as amostras. Em seguida use a escala abaixo para indicar o quanto vocé gostou
ou desgostou de cada uma quanto a aparéncia. sabor, textura e impressdo global.

1 — desgostei muitissimo
2 — desgostei muito

3 — desgostei moderadamente
4 — desgostei ligeiramente

5 —nem gostei/nem desgostei
6 — gostei ligeiramente

7 — gostei moderadamente
8 — gostei muito
9 — gostei muitissimo

Anote para cada atributo (caracteristica) e cada amostra o resultado na tabela abaixo:
Atributo/Ameostra

Aparéncia
Odor
Sabor

Textura

Impressdo global

Baseado em sua impressio global, marque com um X na tabela abaixo. o grau de certeza com
que vocé COMPRARIA ou NAO COMPRARIA. cada uma das amostras caso elas estivessem a venda
em um supermercado.

Intencio de compra/Amostra

Certamente ¢ ompraria

Possivelmente compraria

Talvez compraria/talvez nio compraria

Possivelmente nio compraria

Certamente ndo compraria

Comentarios:
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APENDICE C — Gréaficos de viscosidade aparente em relaco & taxa de cisalhamento das 11

formulagdes nos 3 periodos analisados

Figura 27 - Gréafico de viscosidade aparente versus taxa de cisalhamento da formulacdo A
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Figura 28 - Gréafico de viscosidade aparente versus taxa de cisalhamento da formulacéo B
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Figura 29 - Gréfico de viscosidade aparente versus taxa de cisalhamento da formulacgéo C
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Figura 30 - Gréfico de viscosidade aparente versus taxa de cisalhamento da formulacdo D
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Figura 31 - Gréfico de viscosidade aparente versus taxa de cisalhamento da formulagéo E
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Figura 32 - Gréafico de viscosidade aparente versus taxa de cisalhamento da formulacdo F
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Figura 33 - Gréfico de viscosidade aparente versus taxa de cisalhamento da formulacdo G
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Figura 34 - Gréafico de viscosidade aparente versus taxa de cisalhamento da formulacdo H

10000
8000

6000 |

4000 Y

Viscosidade (cP)

*

0 5 10 15 20 25 30

Taxa de cisalhamento (s™)

—e—1dia —*— 21dias —e—45dias

132



133

Figura 35 - Gréfico de viscosidade aparente versus taxa de cisalhamento da formulacéo |
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Figura 36 - Gréafico de viscosidade aparente versus taxa de cisalhamento da formulacédo J
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Figura 37 - Gréfico de viscosidade aparente versus taxa de cisalhamento da formulagdo K
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APENDICE D — Reogramas das 11 formulacdes nos 3 periodos analisados

Figura 38 - Reograma da formulagdo A nos 3 periodos analisados
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Figura 39 - Reograma da formulacdo B nos 3 periodos analisados
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Figura 40 - Reograma da formulacao C nos 3 periodos analisados

Taxa de cisalhamento (s™)

Figura 41 - Reograma da formulagdo D nos 3 periodos analisados
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Figura 42 - Reograma da formulacao E nos 3 periodos analisados

30
25
20
15

10

Taxa de cisalhamento (s™)

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tensé&o de cisalhamento (dina/cm?)

—e—1dia & 2ldias —e—45dias

Figura 44 - Reograma da formulacdo F nos 3 periodos analisados
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Figura 45 - Reograma da formulacdo G nos 3 periodos analisados
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Figura 46 - Reograma da formulagdo H nos 3 periodos analisados
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Figura 47 - Reograma da formulacao I nos 3 periodos analisados
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Figura 48 - Reograma da formulacdo J nos 3 periodos analisados
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Figura 49 - Reograma da formulacao K nos 3 periodos analisados
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APENDICE E — Comentarios dos provadores

Comentarios sobre as amostra no 1° dia de armazenamento

“Gosto mais de iogurtes doces e mais grossos”
“As bebidas lacteas estavam todas muito boas. Certamente eu compraria, sim. O sabor, o odor, aparéncia, tudo
otimo. Por mim esté aprovado.”

“Todas as bebidas maravilhosas! Gostei muito da A, mas compraria todas. Otimo sabor, eu com certeza.”
“Textura e sabor melhores que as da primeira amostra (A, B, E, F e I). Ficariam melhores, com uma textura
mais encorpada (como a F).”

“A muito liquido, gosto forte e residual.”

“K muito bom o gosto, mas poderia melhorar a textura (cremosidade). Acredito que venderia muito o nimero
F.”

“A amostra H e J o sabor ndo se destacou e a textura ndo estava agradavel. A amostra A nao estava consistente,
muito liquida.”

“A amostra B tem cheiro e sabor mais intenso. Eu prefiro a textura mais cremosa, por isso minha preferéncia
pelo F.”

“A textura da amostra F pareceu mais adequada, porém o sabor poderia ser da amostra E”.
“Algumas amostras sdo muito liquidas”
“Algumas apresentaram pequenas particulas escuras.”

“Amostras muito parecidas, dificil avaliar e muita quantidade de amostras.”

“Eu normalmente ndo consumo bebida lactea porque é muito liquida, mas a amostra F tem textura boa e fica no
intermediario de escolha entre bebida lactea e iogurte.”

‘Gosto com mais com textura espessas, ¢ o caso da D. F possui textura mais espessa, ha minha opinido é
melhor.”

“O sabor poderia mais acido. A textura esta 6tima.”
“Particularmente gosto de bebidas mais acidas e encorpadas, com aparéncia de iogurte.”
“Produto com 6timo potencial.”

“Texturas muito aguadas ndo atraem o paladar.”

Comentarios sobre as amostra no 45° dia de armazenamento

“H estava muito liquido.”

“A amostra H achei um sabor muito bom,porém quando fica parado aparecem grumos brancos.”
“A amostra H muito liquida. As amostras B, I, E e A sdo muito liquidas, achei a F melhor por ser mais
consistente.”

“Amostra A muito aguada (liquida)”

“As amostras poderiam estar mais geladas.”
“Gostei muito das bebidas lacteas. Por mim aprovadissimo. Com certeza compraria. Em geral gostei de todas as
bebidas lacteas. Principalmente a n° B. Ao meu paladar, estdo 6timas.”

“Nao senti odor nas amostras C, G, K, D, E, I, B, F.”
“O sabor estd muito bom, mas alguns parecem um pouco mais aguados que os outros.”

“Prefiro bebidas lacteas com textura mais consistente.”

“Prefiro iogurte com consisténcia, como a amostra F.”

A numeracao utilizada na analise sensorial ja foi alterada para a codificacdo utilizada para
identificar as amostras (A, B, C, D, E, F, G H I, J e K)
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APENDICE F — Determinagio da atividade antioxidante através de voltametria ciclica: testes iniciais

Inicialmente foi testada a concentragdo de resveratrol de 12 mg/L, um valor
intermediario encontrado na literatura em sucos de uva e vinho (SAUTTER et al., 2005;
FREITAS et al., 2010; GALLICE et al., 2011; ABE et al., 2007). A Figura 50 mostra os

resultados.

Figura 50 — Voltamograma ciclico do eletrodo de carbono vitreo em bebida lactea tamponada

(pH 4) com e sem adicao de resveratrol 12 mg/L
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Como pode ser observado, ndo houve diferenca nos sinais do voltamograma. Assim,
optou-se por adicionar uma concentracdo maior de resveratrol. A Figura 51 mostra 0s

resultados.

Figura 51 — Voltamograma ciclico do eletrodo de carbono vitreo em bebida lactea tamponada

(pH 4) com e sem adicao de resveratrol 30 mg/L
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De acordo com a Figura 51, verificou-se um deslocamento no sinal dos
voltamogramas. Provavelmente o meio pode ter interferido nos resultados, uma vez que nos

componentes da bebida lactea existem substancias antioxidantes que interferem na analise.

Também foi avaliada a adigdo de vitamina E (Figura 52) e a combinag&o de resveratrol

e vitamina E (Figura 53).

Figura 52 — Voltamograma ciclico do eletrodo de carbono vitreo em bebida lactea tamponada

(pH 4) com e sem adicdo de vitamina E 75 mg/L
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Figura 53 — VVoltamograma ciclico do eletrodo de carbono vitreo em bebida lactea tamponada

(pH 4) com e sem adicao de resveratrol 30 mg/L e/ou vitamina E 75 mg/L
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—— Bebida lactea adicionada de resveratrol 30 mg/L e vitamina E 75 mg/L (pH 4)
—— Bebida lactea adicionada de resveratrol 30 mg/L (pH 4)
—— Bebida lactea tamponada (pH 4)

Como pode ser visto, ndo ha uma uniformidade nos sinais ap6s a aplicagdo de corrente
nos voltamogramas. Provavelmente os componentes da bebida lactea causem essas

interferéncias.

Avaliou-se ainda a combinacédo de vitamina C e vitamina E (Figura 54) e sua diluicéo
1:10 (v/v) (Figura 55).
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Figura 54 — VVoltamograma ciclico do eletrodo de carbono vitreo em bebida lactea tamponada

(pH 4) com e sem adicao de vitamina C 450 mg/L e/ou vitamina E 75 mg/L
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Figura 55 — Voltamograma ciclico do eletrodo de carbono vitreo em bebida lactea tamponada

(pH 4) com e sem adicao de resveratrol 12 mg/L diluida em tampé&o pH 4 (1:10)
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Como pode ser visto (Figura 54), também ocorreram deslocamentos na combinacgdo de

vitamina C e vitamina E em decorréncia dos componentes da bebida lactea.

Diluindo a amostra (Figura 55), houve uma melhora no sinal do voltamograma, porém
mais testes serdo necessarios para ajustar os sinais e tentar analisar os antioxidantes por esta

técnica.



