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RESUMO

Buriti, F.C.A. Sobremesa aerada simbiética: desenvolvimento do produto e
resisténcia do probiético in vitro. 2008. 144p. Tese (Doutorado) — Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2008.

O presente trabalho visou o desenvolvimento de uma sobremesa aerada simbiética
tipo musse, com baixo teor de gordura, processada com a adicdo da cultura
probidtica de Lactobacillus acidophilus La-5, dos ingredientes prebio6ticos
oligofrutose e inulina e de concentrado protéico de soro de leite (WPC), para ser
armazenada sob refrigeragdo e congelamento, e a comparacédo do efeito desses
ingredientes sobre as caracteristicas do produto e a resisténcia in vitro do probibtico
adicionado. Utilizando o delineamento experimental para misturas de trés fatores e
um ponto central, 7 formulagbes de musses de goiaba foram estudadas durante o
armazenamento a 4°C, durante 28 dias, e a -18°C, durante 112 dias. As maiores
populagdes de L. acidophilus foram alcangadas nas musses congeladas, com
valores sempre superiores a 7 log UFC/g por até 12 semanas de armazenamento a
-18°C. A viabilidade de L. acidophilus se mostrou satisfatoria até o 282 dia nas
musses refrigeradas adicionadas de WPC, com populagdes variando entre 7,7 e
6,2 log UFC/g. Para as demais musses, a populacdo do probiético chegou a
reduzir, em média, até 2 log apds 28 dias. L. acidophilus apresentou grande
reducado da viabilidade, tanto para as musses refrigeradas como para as
congeladas, nos ensaios de sobrevivéncia as condigdes gastrintestinais simuladas
in vitro. Nas musses refrigeradas, a substituigdo total ou parcial da gordura lactea
por inulina resultou em melhor sobrevivéncia do probidtico durante o ensaio in vitro
na primeira semana. Ao considerar o periodo completo de armazenamento, a
menor reducdo da viabilidade de L. acidophilus ao longo dos ensaios in vitro foi
observada para as musses congeladas. A substituigdo da gordura lactea por inulina
e WPC e o congelamento resultaram em diferencas significativas nos parametros
de textura das musses (p<0,05), nao, interferindo, porém, na sua aceitabilidade
sensorial. Considerando as populaEées maximas do probidtico ao longo do
armazenamento e a sua sobrevivéncia as condi¢cbées gastrintestinais simuladas in
vitro, observou-se os melhores resultados com a substituicao parcial da gordura
lactea adicionada no produto refrigerado por WPC, na propor¢cédo de 2 a 3% da
formulacéo. A adicdo simultdnea de WPC e inulina para musses armazenadas sob
refrigeracao e congelamento é recomendada desde que a proporgdo conjunta
desses ingredientes nao ultrapasse 2,6%, no sentido de nao prejudicar a textura e
as caracteristicas sensoriais do produto. De modo especial para as musses
congeladas, também é aconselhada a proporgao de 2% de gordura lactea e 2% de
inulina, para a qual foram obtidos os melhores resultados nos ensaios de
sobrevivéncia in vitro do probidtico.

Palavras chaves: Musse. Probi6ticos. Oligofrutose. Inulina. WPC.



ABSTRACT

BURITI, F.C.A. Synbiotic aerated dessert: product development and in vitro
probiotic survival. 2008. 144p. Thesis (Doctoral) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2008.

The aim of the present study was to develop a mousse-type synbiotic aerated
dessert with low fat content, supplemented with the Lacfobacillus acidophilus La-5
probiotic culture, the prebiotic ingredients oligofructose and inulin and whey
protein concentrate (WPC), to be stored refrigerated and frozen, and to compare
the effect of these ingredients on the product characteristics and the in vitro
resistance of the added probiotic microorganism. Using a simplex centroid design,
seven guava mousse-making trials were studied during storage at 4°C for 28 days
and at -18°C for 112 days. The highest populations of L. acidophilus were
achieved in frozen products, always above 7 log CFU/g at up to 12 weeks of
storage at -18°C. L. acidophilus viability was satisfactory up to 28 days in the
refrigerated mousses supplemented with WPC, with populations between 6.2 and
7.7 log CFU/g. For the other mousses, the populations decreased around 2 log
cycles after 28 days of refrigerated storage. Reductions in L. acidophilus survival
during the in vitro assays were high both for refrigerated and frozen mousses. For
the refrigerated mousses, the total or partial substitution of milk fat by inulin
increased the probiotic survival during the in vifro assays in the first week. In terms
of the whole storage, L. acidophilus survival decreased less during the in vitro
assays for the frozen mousses. The substitution of milk fat by inulin and WPC and
the frozen storage lead to significant differences in the texture of mousses
(p<0.05), without affecting their sensory acceptability. Considering the maximum
probiotic populations during storage and the survival under the in vitro simulated
gastrointestinal conditions, the best results for the refrigerated product were
obtained with the partial substitution of milk fat by WPC at 2 to 3%. The
simultaneous addition of inulin and WPC is recommended. However, the total
proportion of both ingredients together should not exceed 2.6%, so as to obtain a
texture profile and a sensory acceptance similar to the traditional product.
Particularly for frozen mousses, the mixture of 2% milk fat and 2% inulin in the
formulation is also suggested, for which the best results on probiotic survival in the
in vifro assays were observed.

Keywords: Mousse. Probiotics. Oligofructose. Inulin. WPC.
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1. INTRODUGCAO

1.1 Alimentos funcionais

Com base em evidéncias cientificas demonstradas e em estudos
epidemiologicos realizados nas (ltimas décadas, a alimentagdo tem sido
considerada um dos principais fatores capazes de contribuir para um estilo de
vida saudavel, podendo reduzir, consideravelmente, os riscos de doencas e
promover a satde (BETORET et al., 2003; NERSTEDT et al., 2007; MILETIC et
al., 2008; STORY et al., 2008). O papel principal de uma alimentagéo equilibrada
€ assegurar uma ingestao adequada de macro e micronutrientes, podendo
compreender outros compostos ndo-nutrientes, permitindo uma atividade eficiente
das fungdes e processos do metabolismo, o que contribuira pafa a manutengéo
da satde do individuo (SCHWAGER ef al., 2008).

Esses fatores colaboram para que o desenvolvimentb de novos produtos
alimenticios seja cada vez mais desafiador, a medida que procura atender aos
interesses de setores industriais, de pesquisa e de agéncias regUIadoras e .é
demanda dos consumidores que procuram por produtos nao apenas saudaveis,
mas igualmente saborosos e atrativos. Nesse processo, a alimentagdo de
individuos com estilo de vida saudavel tende a assumir uma atitude prazerosa e
gue visa a salude e o bem estar. Todas essas informag¢des permitiram avangos
nas ciéncias dos alimentos e da nutricao, além de criarem um mercado lucrativo
para uma série de novos produtos chamados “alimentos funciohais”, uma das
prioridades de pesquisa da industria de alimentos (JANER ef al., 2004; JONES &
JEW, 2007; KOMATSU et al., 2008; SCHWAGER et al., 2008).

A definigao do “European Consensus on Scientific Concepts of Functional
Foods” propée que um alimento pode ser considerado funcional se for
demonstrado o seu efeito em uma ou mais fungdes alvo do organismo, além de
apresentar caracteristicas nutricionais adequadas, de modo que seja relevante
para a melhoria da satde e do bem estar e/ou reducao dos riscos de doencas
(ROBERFROID, 2005a; HENSON et al., 2008). Esse conceito tem recebido ampla
aceitacdo por parte dos consumidores, os quais manifestam um grande interesse

sobre as questdes de saude que incluem a alimentagdao (JONES & JEW, 2007).



De fato, alegacbes de nutricdo e de salde em alimentos sdo ferramentas
potencialmente poderosas para a comunicagdo junto ao consumidor
(LEATHWOOD et al., 2007; WILLIAMS & GHOSH, 2008).

Para que um alimento seja considerado funcional, ou para que possa
utilizar alegagéés de propriedades funcionais ou de salude, € necessaria uma
avaliacao detalhada, que garanta o pleno reconhecimento de suas propriedades
funcionais pela comunidade cientifica. Adicionalmente, € necessario que ele se
adéqiie a legislagao vigente no pais onde ele sera comercializado (JONG et al.,
2007; STRINGHETA et al., 2007). Ainda, os alimentos funcionais devem
demonstrar seus efeitos quando consumidos em quantidades comumente
encontradas na alimentacgao normal. Portanto, uma capsula ou uma pilula ndo
podera ser considerada alimento funcional (ROBERFROID, 2005a). No Brasil, os
alimentos com alegacao de propriedade funcional ou de satide sao regulamentados
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — através das Resolugdes
16, 18 e 19 de abril de 1999, devendo ser obrigatoriamente registrados junto ao
6rgado competente e ser seguros para O consumo sem a supervisdo médica
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 1999b, 1999¢, 1999d, 2008,;
STRINGHETA et al.,, 2007; PRADO et al., 2008).

De acordo com a Associagio Brasileira das Induistrias de Alimentacgio (2006),
o mercado mundial de alimentos funcionais apresentou um aumento de US$ 32
bilhdes para US$ 60 bilhdes entre os anos de 1999 e 2005, com uma taxa de
crescimento anual de 11%. No Brasii, segundo a mesma associagcao, o mercado
de alimentos fuhcionais foi avaliado em US$ 600 milhdes no ano de 2005, e junto
com o segmento de produtos “diet & light” somaram 6,3% do volume de vendas
da industria brasileira de alimentagao.

Dentre os principais fatores que levaram ao apoio e ao aumento do interesse
em relacdo aos alimentos funcionais na ultima década, merecem destaque: o
aumento da expectativa de vida em véarios paises (nos quais a populagao necessitara
de cuidados hospitalares por maior periodo de tempo), o elevado custo dos servigos
de saude, os avangos na tecnolbgia de alimentos e ingredientes, a necessidade de
que instituicbes publicas de pesquisa divulguem os resultados de sués investigacoes
€ a maior cobertura dos diferenfes tipos de midia dada a essas descobertas e as
questbes de saude (ARVANITOYANNIS & VAN HOUWELINGEN-
KOUKALIAROGLOU, 2005; SARKAR, 2007; VASILJEVIC & SHAH, 2008).



1.2 Fisiologia e microbiologia gastrintestinal: o papel dos probiéticos

A manipulagdo da microbiota intestinal tem sido utilizada como uma
estratégia de saude no auxilio a prevenc¢ao de doencas (YAN et al., 2007). O trato
gastrintestinal (TGIl) é equipado de um complexo sistema que modula a sua
resposta aos estimulos dos ambientes interno e externo. Na saude, os estimulos
fisiolégicos do intestino induzem reflexos motores que permanecem, na maior
parte do tempo, imperceptivéis, exceto aqueles relacionados a ingestdo e
excrecao. A motilidadade do TGl humano executa a propulsao do bolo alimentar
ao longo do intestino, misturando este contelido as secregdes digestivas e
expondo-o a superficie absortiva (KELLOW et al., 2006). No célon, a fermentacao
do bolo alimentar toma lugar através da a¢ao de enzimas especificas produzidas
pela microbiota intestinal sobre determinados substratos, entre os quais os
carboidratos sao os mais importantes (LOBO et aI.,r 2006). A microbiota é variavel
nos diferentes segmentos do intestino e é determinada por fatores como a dieta, a
genética e o estado fisiolégico do hospedeiro (ARICI ef al., 2004).

A microbiota saudavel é definida como a microbiota normal que conserva e
promove o bem estar e a auséncia de doencas, especialmente do TGl (ISOLAURI
et al., 2004). A microbiota gastrintestinal humana é um complexo ecossistema de,
aproximadamente, 300 a 500 espécies bacterianas. No hospedeiro saudavel,
bactérias entéricas colonizam o TGl logo apés o nascimento e a composicac da
microbiota permanece relativamente constante desde entdo. Devido a peristalse e
aos efeitos do contetdo gastrico acido, o estbmago e o intestino delgado proximél
de individuos saudaveis contém poucas bactérias em comparagdo a outras
regibes do TGIl. Bactérias presentes no contetido jejunal sdo geralmente
lactobacilos, enterococos, estreptococos orais e outros aerébios Gram-positivos
ou anaeroébios facultativos que refletem a microbiota da orofaringe. Os coliformes
excedem a 10° unidades formadoras de col6nias (UFC)/mL no contetido jejunal. A
microbiologia do ileo terminal representa a zona de transi¢cdo entre as espécies
aerobias presentes no jejuno e a densa populacao de anaerébios encontrada no
colon. Populagdes bacterianas podem ser superiores a 10° UFC/mL no ileo

terminal, imediatamente préximo a valvula ileocecal, com a predominancia de



microrganismos Gram-negativos e anaeroébios. Através do colon, a concentragdo
e a variedade da microbiota entérica se alteram dramaticamente. Concentragdes
de até 10'> UFC/mL podem ser encontradas; compreendendo principalmente
anaerobios como Bacteroides, Porphyromonas, Bifidobacterium, Lactobacillus e
Clostridium (QUIGLEY & QUERA, 2006).

Evidéncias crescentes sugerem que algumas bactérias comensais
aumentam a homeostase no epitelio intestinal e a integridade de barreira.
Indubitavelmente, bactérias comensais regulam grande niimero de processos do
hospedeiro, incluindo a nutricdo, o desenvolvimento e as respostas imunes que
séo relevantes na salde e na doenca (YAN ef al, 2007). Importantes funcdes
incluem a fermentacdo de carboidratos ndo digeriveis, a subseqtiente absorgao
dos produtos fermentados e fornecimento de energia para as células da parede
intestinal, provendo até 50% da energia diéria»requerida pelos colondcitos.
Nutrientes e vitaminas como o folato e a vitamina K s3o produzidos por bactérias
entéricas. A relagdo entre a microbiota n&o-patogénica e o sistema imune,
especialmente o tecido linféide associado ao intestino (GALT), € importante para
a protecdo do hospedeiro contra a colonizagdo por patégenos (QUIGLEY &
QUERA, 2006; ROBERFROID, 2008a; SOETERS, 2008). Dessa forma, o
conhecimento da microbiota intestinal e suas interagbes levaram ao
desenvolvimento de estratégias alimentares objetivando a manutencdo e o
estimulo das bactérias normais ali presentes (GIBSON & FULLER, 2000).

A microbiota intestinal pode ser modificada temporariamente com o
consumo de probidticos ou prebiéticos (HAARMAN & KNOL, 2005). Os
probitticos tém emergido como o principal fator nutricional capaz de afetar
primariamente a fisiologia e as fungées do TGl (ARVANITOYANNIS & VAN
HOUWELINGEN-KOUKALIAROGLOU, 2005).

No passado, os probidticos eram definidos como suplementos a base de
microrganismos vivos que trazem beneficios a satde do consumidor, através da
manuten¢do ou melhoria do equilibrio de sua microbiota intestinal (FULLER, 1989).
Esse conceito tem evoluido ao longo dos anos (VASILJEVIC & SHAH, 2008). A
definicdo atualmente aceita refere os probidticos como microrganismos vivos que,
quando administrados em quantidades adequadas, afetam positivamente a satude
do hospedeiro (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS, WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001). Entretanto, microrganismos



administrados vivos tém sido considerados probiéticos, independentemente de
sua capacidade de sobrevivéncia ao transito intestinal e de sua adesao as
células epiteliais, questdo ainda bastante discutida pela comunidade cientifica
(REID et al., 2003; DOUGLAS & SANDERS, 2008). Esse debate se deve ao fato
de que, em alguns casos, bactérias mortas ou componentes celulares bacterianos
poderiam resultar em efeitos fisiologicos. DOUGLAS & SANDERS (2008)
recomendam que uma outra definicdo seja criada e utilizada para esses produtos.

Os microrganismos utilizados como probidticos sdo geralmente bactérias
que compdem a microbiota intestinal humana normal como, por exemplo,
lactobacilos e bifidobactérias, que produzem como produtos finais do metabolismo
lactato e acidos graxos de cadeia curta, como acetato e butirato (HAMILTON-
MILLER, 2004). O ileo terminal e o colon parecem ser, respectivamente, o local
de preferéncia para colonizagdo intestinal dos lactobacilos e bifidobactérias
(CHARTERIS et al., 1998a; BIELECKA et al., 2002). Outras bactérias, incluindo
cepas de Enterococcus, Bacillus e Escherichia e a levedura Saccharomyces
cerevisae (boulardii) sdo também empregadas como probi6ticos, embora sejam
mais freqllentemente encontradas como suplementos e ndo em produtos
alimenticios (DOUGLAS & SANDERS, 2008). ’

No Brasil, a Comissdo Tecnocientifica de Assessoramento em Alimentos
Funcionais e Novos Alimentos, instituida junto a Camara Técnica de Alimentos
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 1999a), tem avaliado os
produtos com alegacdes de propriedades funcionais e/ou de satde aprovados no
_ pais e revisado as recomendagbes para tais produtos. A mais recente
recomendagdo para alimentos probi6ticos foi estabelecida com base na porgéo
didria de microrganismos vidveis que devem ser ingeridos, sendo o minimo
estipulado de 10° a 10° UFC/dia, podendo ser aceitas concentragdes menores,
desde que o fabricante comprove a sua eficacia (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2008). Segundo a mesma norma, a documentagdo que
comprova a eficacia deve incluir o laudo de analise do produto demonstrando a
guantidade minima viavel do microrganismo até o final do prazo de validade, além
da realizagdo de teste de resisténcia da cultura utilizada no produto a acidez
gastrica e aos sais biliares. De fato, ja & confimado que as concentragbes
probidticas efetivas in vivo variam em fungdo da cepa utilizada e do efeito desejado
sobre a saude (CHAMPAGNE ef al., 2005). Entretanto, € necessario destacar que



no periodo em que as recomendag¢des para alimentos probiéticos foram revistas
pela Comissdo, houve um aumento do numero de produtos probidticos dispohiveis
no mercado brasileiro. Dessa forma, também € importante considerar a somatoéria
dos microrganismos viaveis ingeridos nos diversos produtos probibticos
consumidos ao longo do dia (KOMATSU et al., 2008).

Aliado a manutencao da viabilidade ao longo do armazenamento e a
sobrevivéncia as condigbes gastrintestinais, esses microrganismos devem
apresentar boas propriedades tecnologicas (BURITI et al.,, 2005a), sendo esse
outro pré-requisito para seu emprego em alimentos, ndo devendo interferir nas
caracteristicas sensoriais desses produtos (KOMATSU et al., 2008).

Os probidticos ja s&o bastante familiares ao publico geral como
componentes dos “pioiogurtes” e de suplementos alimentares (HAMILTON-
MILLER, 2004). O potencial efeito probiético atribuido aos produtos lacteos que
contém cepas comprovadamente probidticas de Lacfobacillus tem estimulado
importantes pesquisas nos ultimos anos (BURITI et al., 2005b; PHILLIPS et al.,
2006; ROCHET, et al., 2006; BURITI et al., 2007d; HICKSON ef al., 2007; SOUZA
et al., 2008, SMERUD et al., 2008; SOUZA & SAAD, 2009).

1.3 O género Lactobacillus

O género Lactobacillus compreende um vasto grupo de bactérias Gram-
positivas, na forma de bastonetes ou cocobacilos, ndo formadoras de esporos,
desprovidas de citocromos, anaerbdbias, mas aerotolerantes, acido-tolerantes e
catalase negativas (com algumas excecgdes). O acido latico € o seu principal
produto final da fermentagéo de agicares. O género Lactobacillus é heterogéneo
e contém espécies com 32 a 53% de G+C no contetido do DNA cromossomal. E
dividido em trés grupos, baseado nas diferengas no metabolismo de agucares,
conseqiiente a presenga ou auséncia das enzimas frutose 1,6-difosfato aldolase e
fosfocetolase (AXELSSON, 2004; BURITI & SAAD, 2007; VASILJEVIC & SHAH,
2008; WELLS et al., 2008).

De acordo com essa divisdo, os lactobacilos sao classificados em: 1)
obrigatoriamente homofermentativos; 2) facultativamente heterofermentativos; e
3) obrigatoriamente heterofermentativos (AXELSSON, 2004). Varios lactobacilos



obrigatoriamente homofermentativos e facultativamente heterofermentativos e
alguns obrigatoriamente heterofermentativos sao utilizados em alimentos
fermentados. Porém, esse ultimo grupo € comumente associado a deterioragio
de alimentos (VASQUEZ et al., 2005).

Os lactobacilos obrigatoriamente homofermentativos incluem aqueles que
- fermentam glicose exclusivamente em acido latico e nao fermentam pentoses ou
gliconato. Exemplos desse grupo s@o as espécies Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus  gasseri, Lactobacillus  crispatus, Lactobacillus  johnsonii,
Lactobacillus delbruekii, Lactobacillus helveticus e Lactobacillus salivarius. Os
obrigatoriamente heterofermentativos incluem os lactobacilos que fermentam
hexoses em acido latico, acido acético e/ou etanol e didxido de carbono, sendo
que a produgdo de gas a partir da glicose & uma caracteristica marcante dessas
bactérias. Sdo exemplos desse grupo as espécies Lactobacillus brevis,
Lactobacillus buchneri, Lactobacillus fermentum e Lactobacillus reuteri. Os
facultativamente heterofermentativos incluem os lactobacilos que fermentafn
hexoses em acido-latico e podem produzir gas a partir de gliconato, mas nao
através da glicose. Esses microrganismos também fermentam pentoses, através
de uma fosfocetolase induzida para produzir acidos latico e acético. As espécies
Lactobacillus curvatus, Lactébacillus plantarum, Lacfobacillus sakei e do grupo
Lactobacillus casei s&o importantes representantes dos lactobacilos
facultativamente heterofermentativos (AXELSSON, 2004; BURITI & SAAD, 2007).

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus casei,
Lactobacillus  plantarum, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus reuteri e
Lactobacillus brevis tém sido as espécies mais comuns a serem isoladas do
intestino hufnano. Cepas probidticas especificas tém sido analisadas e seus
efeitos clinicos sobre o tratamento e prevencado de doencgas de origem intestinal
ou extra-intestinal tém tem sido extensivamente estudados e bem documentados
(HAMILTON-MILLER, 2004; SHAH, 2007; VASILJEVIC & SHAH, 2008). Em
especial, destaca-se a cepa La-5 de Lactobacillus acidophilus, que representa um
microrganismo probidtico cujo efeito benéfico € reconhecido cientificamente
(JUNTUNEN et al., 2001; JAI'N et al., 2004; WANG et al., 2004). Entretanto, deve
ser salientado que o efeito de uma bactéria é especifico para cada cepa, néo
podendo ser extrapolado, inclusive para outras cepas da mesma espécie
(GUARNER & MALAGELADA, 2003; VASILJEVIC & SHAH, 2008). |



1.4 Proteinas do soro de leite: ingrediente funcional em alimentos e agente

protetor para os probiéticos in vivo

De acordo com a sexta revisdo da nomenclatura para as proteinas do leite
(FARRELL et al., 2004), as proteinas do soro sao descritas como o grupo de
proteinas do leite que permanece sollvel apds a precipitagdo das caseinas em
pH = 46 e a 20°C e somam, aproximadamente, 20% do total das proteinas
lacteas (SINDAYIKENGERA & XIA, 2006; DUNKER ef al., 2008). As proteinas
B-Iactog|obulina (ca. 35-55% do total de proteinas do soro), a-lactoalbumina (ca.
12 a 24%), soroalbumina (ca. 5%), imunoglobulinas (ca. 8 a 15%) e fragées
proteose-peptona (ca. 12%) sao os principais componentes do soro lacteo
(FARRELL et al., 2004; SURH et al., 2006; KRISSANSEN, 2007). Em menor
proporcdo, o soro lacteo ainda €& composto das proteinas lactoferrina,
lactoperoxidase, B-microglobulina, lisozima, fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF) e y-globulinas (LUHOVYY et al., 2007).

Do ponto de vista nutricional, as proteinas do soro de leite tém sido
consideradas superiores a caseina, devido ao perfil de aminoacidos ser similar ao
do leite humano e a evidéncia de maior digestdo e absorcédo das proteinas do
soro, quando comparada as caseinas (SINDAYIKENGERA & XIA, 2006). De
modo complementar, praticamente todas as proteinas do soro podem gerar
efeitos funcionais por resultarem em peptideos bioativos durante a digestdao ao
longo do TGI, pela agao de'proteases digestivas ou microbianas, ou'ainda, pela
acao de proteéses do préprio leite ou de enzimas de culturas sfarfer. Esses
peptideos derivados do soro estdo associados a modulacdo de varias funcdes
fisiologicas, como pressdo sanguinea, processos inflamatorios, respostas
glicémica e insulinémica, fome e saciedade. Esses efeitos também s&o atribuidos
a sinergismos entre as proteinas do soro e outros constituintes lacteos, como o
calcio, por exemplo (LUHOVYY et al., 2007). As proteinas do soro de leite
também estao associadas ao estimulo do sistema imunolégico, pelo aumento da
produ§éo de anticorpos contra antigenos especificos e pela maturacdo de
linfécitos envolvidos nas respostas imunes inata e de mucosa (RUTHERFURD-
MARKWICK et al., 2005; PEREZ-CANO et al., 2007).



Os ingredientes alimenticios derivados das proteinas do soro sao
comumente classificados como “concentrados”, se o seu contetido protéico total
estiver entre 25 e 80% de proteina, ou como “isolados”, quando o teor protéico for
superior a 90%. No entanto, existe uma variagao inerente na composi¢ao protéica
do leite empregado na produgdo de ingredientes protéicos derivados do soro. A
proporcao relativa de diferentes proteinas de soro isoladas do leite também
depende dos processos de fracionamento e industrializagcdo empregados.
Conseqgiientemente, a proporgcao entre as diferentes proteinas do soro pode variar
nesses ingredientes (SURH et al., 2006).

‘Além de apresentar elevado valor nutricional e funcional, os concentrados
protéicos do soro de leite (WPCs) sdo empregados nas industrias de alimentos
devido a suas propriedades tecnol6gicas, atuando como agentes gelificantes,
emulsificantes, estabilizantes, modificadores de textura, espessantes e/ou
agentes de aeracédo (GOKAVI et al., 2005; WU et al., 2005; HERCEG et al.,
2007). As proteinas do soro de leite facilitam a forrnacdo de pequenas goticulas
lipidicas durante a homogeneizacdo de alguns tipos de alimentos, como
sobremesas geladas, sorvetes e outras emulsdes de base lactea pela redugdo da
tensdo interfacial, aumentando, entdo, a estabilidade das goticulas formadas
através do aumento das interagoes coloidais repulsivas entre elas (SURH et al,,
2006). As principais propriedades do WPC como ingrediente em alimentos séo a
solubilidade, a viscosidade e as capacidades de gelificacdo, adesdo, emulsificacao
e aeracdo (EMAM-DJOME et al., 2008). Dessa forma, os WPCs sao empregados
como sub'stitutqs de gordura e, por apresentarem alta capacidade de retengéo de
agua, colaboram para a manutencdo da umidade ao longo do armazenamento de
produtos com teor lipidico reduzido (LOBATO-CALLEROS et al., 2007).

Em alimentos contendo culturas probidticas, os WPCs contribuem para a
manutencao da viabilidade desses microrganismos devido as proteinas e fosfatos
presentes, que aumentam a capacid-ade tamponante do meio (ANTUNES et al.,
2005). Os WPCs também podem ser hidrolisados enzimaticamente pelos
probidticos para o seu melhor aproveitamento. Nesse processo, sao produzidos
fatores de crescimento, peptideos e aminoacidos necessarios para a
sobrevivéncia e multiplicacao dessas bactérias (AKALIN ef al., 2007).

Tendo em vista o seu poder tamponante, os WPCs também podem

funcionar como um agente protetor para os probiéticos in vivo. KOS ef al. (2000)
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verificaram que a sobrevivéncia de L. acidophilus M92, exposto ao suco gastrico
simulado (pH = 2) por 4 h, foi melhor na presenga de WPC em comparagdo a
outros ingredientes, como a caseina, o leite desnatado e a mucina, concluindo
que o WPC exerceu um efeito protetor sobre o L. acidophilus. Os autores
observaram; ainda, que o namero de células viaveis de Lactobacillus acidophilus
manteve-se entre 10° e 10° UFC/mL com a adigdgo de WPC ap6s 4 h de
incubagdo no suco simulado do intestino delgado com 3,0 mg/mL de Oxgall.
Adicionalmente, os autores verificaram que a viabilidade de Lactobacillus
acidophilus durante a passagem seqliencial aos sucos gastrico e entérico
simulados no controle foi de 15%, aumentando para 45% na presenca de WPC,
sugerindo que a adigdo WPC a um alimento com o microrganismo probi6tico pode

aumentar a tolerancia deste as condi¢des gastrintestinais.

1.5 Prebioticos — definigao e efeitos fisiologicos

Complementarmente ao consumo de probiodticos, uma outra maneira de se
promover o aumento da populagdo de bactérias benéficas da microbiota intestinal,
como as bifidobactérias, & através da ingestdo de prebidticos (MATTILA-
SANDHOLM et al., 2002; BURITI et al., 2007a,b). Esse conceito_ foi introduzido
por GIBSON & ROBERFROID (1995) e revisto posteriormente por GIBSON et al.
(2004), os quais se referem a um prebidtico como um ingrediente seletivamente
fermentado que permite alteracbes especificas, tanto na composi¢cdo, como na
atividade da microbiota gastrintestinal, que confere beneficios sobre a saude e o
bem-estar do hospedeiro. Tal definicho é considerada a mais completa
atualmente (ROBERFROID, 2008b).

Um prebidtico corresponde a um nutriente restrito ao colon, contendo
substancias quimicas resistentes aos processos digestivos no trato gastrintestinal
superior, geralmente oligossacarideos e polissacarideos, que atuam como substratos
especificos para as bactérias probibticas intrinsecas do hospedeiro e estimulam a
sua multiplicagdo, modificando, conseqiientemente, a composi¢cdo da microbiota
intestinal (HAMILTON-MILLER, 2004; ROBERFOID, 2008ab). Embora os
prebidticos atuem especiﬁcamente no intestino grosso, também podem resultar em
algum impacto nos microrganismos do intestino delgado (GILLILAND, 2001). Os
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prebidticos ndo sdo metabolizados pela microbiota ndo-probiodtica do intestino, ndo
promovendo potenciais patégenos, como clostridios produtores de toxinas,
bacterdides proteoliticos e Escherichia coli toxigénica, por exemplo. Desse modo, a
composicdo de uma microbiota saudavel € obtida quando bifidobactérias e
lactobacilos tornam-se predominantes no intestino, exercendo seus potenciais efeitos
- benéficos a satide (HAMILTON-MILLER, 2004; MANNING & GIBSON, 2004).
Considerando todos os fatores j& mencionados, foram estabelecidos os
seguintes critérios para que um componente ou ingrediente alimentar seja
classificado como prebibtico: resistir a acidez gastrica e a hidrélise pelas enzimas
gastrihtestinais de mamiferos, ndo ser absorvido no TGI superior; ser fermentado
pela microbiota intestinal; estimular seletivamente a multiplicacdo e/ou atividade
de bactérias intestinais potencialmente associadas a sadde e ao bem estar
(MANNING & GIBSON, 2004; ROBERFOID, 2008b). Outros efeitos também estéio
associados a otimizacdo da fungdo e metabolismo do célon: potencial para
reprimir patégenos por processos como a atenuagao da viruléncia e estimulagdo
da microbiota benéfica que promove a resisténcia a colonizagdo por patégenos;
aumento da producdo ou alteragdo da composigcdo dos acidos graxos de cadeia
curta; aumento da massa fecal; ligeira redugao do pH luminal do célon; diminuigéo
dos produtos finais do metabolismo do nitrogénio e de enzimas redutoras;
aumento da expressao de proteinas ligantes ou carreadores ativos responsaveis
pela absorcdo mineral; modulagdo do sistema imune (KLAENHAMMER, 2001;
GIBSON ef al., 2004; DOUGLAS & SANDERS, 2008). Evidéncias da contribuigé‘io
dos prebidticos na modulagido do metabolismo lipidico e da ingestdo alimentar,
| assim como na prevencao e/ou auxilio no tratamento de doencas inflamatérias
. intestinais e do céncer de célon ja foram demonstradas (ROBERFROID, 2005a;
ASAD et al, 2008; CANI et al, 2008; DELZENNE & NEYRINCK, 2008;
GUARNER, 2008; KLINDER et al., 2008).
Até o presente momento, varios ingredientes alimentares tém sido
~ propostos como potenciais prebidticos. Entretanto, evidéncias cientificas para o
cumprimento dos pré-requisitos necessarios para atender a essa classificagdo so
existem para quatro ingrediéntes e sao eles: inulina e oligofrutose, lactulose e
trans-galactooligossacarideos (TOS) (ROBERFROID, 2008b)ﬁ Dentre eles, os
frutanos inulina e oligofrutose tém recebido grande atencdo e a maior investigacdo
ao longo dos anos (ROBERFROID et al., 1998; FOOKS et al., 1999; GILLILAND,
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2001; KOLIDA et al., 2002; ROBERFROID, 2005a; CARDARELLI et al., 2007),
sendo atualmente considerados como prebiéticos modelo (ROBERFROID, 2008b).

1.6 Frutanos - inulina e oligofrutose

Frutanos s&o carboidratos de reserva formados por oligbmeros e/ou
polimeros de D-frutose, cujas moléculas estao unidas entre si através de ligagées
frutosil-frutose, geralmente ligados a uma unidade terminal de glicose. Esses
carboidratos estdo naturalmente presentes em varias espécies vegetais, como
alho, cebola, banana, tomate, alcachofra de Jerusalém, alho-por6, raizes do
aspargo e da chicoria, tubércurlo da déalia e yacon (CERANTOLA et al., 2004;
ROCHA et al., 2006; ITAYA et al., 2007; KOLIDA & GIBSON, 2008). Frutanos tipo
inulina e/ou inulina sao termos genéricos utilizados para todos os frutanos lineares
que apresentam liga¢do frutosil-frutose B-(1<—2) entre suas moléculas
(ROBERFROID, 2008b).

A inulina comercial é produzida, principalmente, a partir da chicoria através
de extragcdo com agua quente, e & composta, na sua forma nativa, por uma
combinagao de polimeros de frutose, cujo grau de polimerizagcao (GP) varia entre
2 e 60, com GP médio de 12. A oligofrutose, frutano de cadeia curta com GP
entre 2 e 10, pode ser produzida através de hidrolise enzimatica parcial da inulina
(MURPHY, 2001; KAUR & GUPTA, 2002; KOLIDA & GIBSON, 2008). Os termos
oligofrutose e frutooligossacarideos (FOS) sao considerados sin6nimos para
todos os oligbmeros lineares de frutanos unidos por ligagdes B-(1+—2) com GP
inferior a 10 (ROBERFROID, 2005b; 2007).

A inulina e a oligofrutose sao denominadas prebi6ticos, uma vez que a
resisténcia desses ingredientes a acidez do estémago e a hidrélise pelas enzimas
do TGl humano, com a conseqiiente multiplicagdo seletiva pela microbiota do
colon, resultando em uma série de efeitos benéficos ao hospedeiro, tém sido
extensamente demonstrada em estudos ao longo de varios anos (DELZENNE &
ROBERFROID, 1994; GIBSON, et al, 1995; NINESS, 1999; ROBERFROID,
1999a; 2008b). As bifidobactérias podem hidrolisar esses frutanos e utiliza-los
como fonte de energia para promover a sua multiplicacdo. Estudos tém

demonstrado que os frutanos, através de seus efeitos gastrintestinais, podem
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afetar indiretamente a funcdo imunolégica e o metabolismo de carboidratos,
lipidios e minerais. Essas fibras soliveis sao fermentadas pelas bactérias
presentes no intestino grosso. A producao de lactato e de acidos graxos de
cadeia curta (acidos acético, propiénico e butirico), que sdo importantes para o
metabolismo lipidico do hospedeiro, sdo o resultado de um aumento da atividade
metabdlica da microbiota intestinal (GILLILAND, 2001; ROBERFROID, 2002;
LOBO et al., 2007). Esses ingredientes prebidticos podem ser utilizados em
.combinagéo com probidticos, adicionados a alimentacdo do hospedeiro para
promover a saude, aumentando a sobrevivéncia, multiplicacdo e implantacao
desses microrganismos (NINESS, 1999; SU et al,, 2007).

Alteracgdes positivas na composi¢cdo da microbiota intestinal, que incluem
desde o aumento da populacao de bifidobactérias até a reducao de bacterdides,
fusobactérias e clostridios, foram demonstradas em estudos em humanos com
doses entre 4 e 20 g por dia de inulina e/ou oligofrutose, geralmente com a
administracdo durante um periodo de, pelo menos, 2 semanas (ROBERFROID,
2005b). Considerando apenas o efeito bifidogénico, doses a partirde 4 a 5 g de
frutanos por dia ja seriam eficientes (RAO, 2001; ROBERFROID, 1999a; 2005b).
No Brasil, a alegacao de propriedade funcional para alimentos contendo frutanos
é permitida desde que a porg¢do do produto pronto para consumo fornegca no
minimo 3 g de inulina e/ou FOS se o alimento for sélido ou 1,5 g se o alimento for
liquido (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008).

Além da estimulacdo de bifidobactérias, a inulina e a oligofrutose estao
associadas a um aumento da freqiiéncia de evacuacbes e volume fecal em
pacientes constipados, a diminuicao dos niveis séricos de triglicérides e colesterol

-em pacientes hiperlipidémicos e hipercolesterolémicos, ao aumento da absorgéo
de magnésio em mulheres pés-menopausa, ao aumento da absorgao e deposi¢ao
de calcio em humanos e, consequentemente, a possivel prevencdo da
osteoporose (NINESS, 1999; GREGER, 1999; ROBERFROID, 2005b;
DELZENNE & NEYRINCK, 2008; HAWTHORNE & ABRAMS, 2008).

Por serem soluveis em agua e nao digeriveis pelas enzimas dos
mamiferos, a inulina e a oligofrutose podem causar também um ligeiro
aumento no volume e algum aumento no peso seco do conteudo do intestino
delgado. Por sua dispersibilidade em agua, a inulina e a oligofrutose podem

ser prontamente degradadas pelas bifidobactérias présentes no intestino
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grosso (SCHNEEMAN, 1999). Decorrente da degradagéo microbiana, a inulina e
a oligofrutose, assim como todos os oligossacarideos nao digeriveis que séo
parcialmente ou completamente fermentados no célon, oferecem o valor calbrico
de 1,5 kcal/g, ou 6,3 kJ/g (ROBERFROID, 1999b; 2005b).

Em razao do acumulo das evidéncias cientificas sobre as propriedades
fisiologicas dos frutanos, tanto a inulina como a oligofrutose tém sido
comercializadas e utilizadas nos mais diversos produtos alimenticios pelas
industrias de alimentos (ROBERFROID, 2005b).

A oligofrutose é uma fibra bastante soluvel, sendo comercializada tanto na
forma de xaropes viscosos (contendo 75% de soélidos totais) como em p6 (com
até 95% de pureza). Na sua forma pura, a oligofrutose apresenta um dulgor de 30
a 35% comparado a sacarose, combinando-se muito bem com aromas delicados
e edulcorantes, podendo reduzir o sabor residual destes ultimos (FRANCK, 2008).

A inulina da chicoéria é disponivel comercialmente em pé inodoro, incolor e de
sabor neutro, com alto grau de pureza (superior a 90%). Este produto apresenta
moderada solubilidade em agua, maxima de 10% em temperatura ambiente para
inulina com GP proximo de 10. Devido ao seu maior tamanho de cadeia em
comparacao a oligofrutose, a inulina liga-se fortemente a agua, formando um gel
que oferece uma estrutura cremosa, sendo bastante utilizada como agente
estabilizante e de textura em alimentos (GOKAVI et al., 2005; FRANCK, 2008).

1.7 Efeitos sinérgicos de prebidticos e probiéticos e os alimentos simbiéticos

Uma outra posSibiIidade de manipulagdo da microbiota intestinal é a
administracdo simultdnea de um probibtico e um prebidtico (LIONG, 2008). Dessa
forma, prebiéticos podem ser adicionados a alimentos industrializados e serem
combinados com probidticos para a producdo de um alimento simbidtico
(HAMILTON-MILLER, 2004). Estas combinagdes podem apresentar efeitos
sinérgicos, em que os beneficios sdo maiores comparados ao consumo apenas
do probidtico (NINESS, 1999; GEIER et al, 2007). Assim, a ingestdo de
probidticos e prebidticos selecionados apropriadamente em um alimento
simbidtico podé ampliar os efeitos benéficos que cada um deles apresentaria de

forma isolada e direciona-los as diferentes regides “alvo” do TGl, os intestinos
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delgado e grosso (BIELECKA et al., 2002; HOLZAPFEL & SCHILLINGER, 2002,
VASILJEVIC & SHAH, 2008).

Recentes evidéncias tém sugerido que os prebiéticos podem auxiliar a
sobrevivéncia das cepas probiéticas durante o consumo, aumentando assim a
sua eficacia in vivo (SU et al., 2007). O prebidtico também pode aumentar a
multiplicagdo, a colonizagdo ou a atividade das espécies probioticas ingeridas
(GEIER et al., 2007). A interacdo entre o probiético e o prebibtico in vivo pode,
inclusive, ser favorecida por uma adaptacao do probidtico ao substrato prebittico
na matriz alimenticia anterior ao consumo. Isto pode, em alguns casos, resultar
em uma vantagem competitiva para o probiético sobre as espécies endogenas do
hospedeiro, se ele for consumido juntamente com o prebiético (MATTILA-
SANDHOLM et al, 2002; MACFARLANE et al, 2008). Dessa forma, a
identificacdo de um prebidtico que confere estes efeitos sinérgicos com um
probiético &, portanto, de elevado interesse comercial para a industria de
alimentos (SU et al., 2007).

1.8 Musse como alimento funcional simbioético

A musse destaca-se como um alimento produzido em escala industrial que
tem conquistado e aumentado o mercado de sobremesas, particularmente em
funcdo dos consumidores interessados em alimentos mais saudaveis
(VILLAROEL et al., 2006; ARAGON-ALEGRQ et al., 2007; BURITI et al., 2007c).
Paralelamente, o mercado de alimentos congelados inovadores encontra-se em
estado de expansado continua, como demonstrado pela enorme variedade de
novos produtos langados a cada ano (EL-NAGAR et al, 2002; GOFF &
GRIFFITHS, 2006). Devido ao processo envolvido, uma grande quantidade de
musse industrial tem sido fabricada pelos produtores de sorvete que, dessa
forma, alcancam uma excelente oportunidade de utilizar sua planta de
_processamento com maior intensidade, particularmente fora da estacao de alta do
consumo de sorvete. Assim sendo, a musse supre a induistria de sorvete com
uma maior diversidade de produtos (ANDREASEN & NIELSEN, 1998).

Musse é um termo derivado da palavra mousse, de origem francesa, que

significa aerado ou espumoso (IMRAM, 1999). Dentre os diferentes tipos de
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musse existentes no mercado, destaca-se a musse lactea. A musse lactea é
definida como uma sobremesa aerada com uma estrutura de espuma estabilizada
(ANDREASEN & NIELSEN, 1998). A incorporagdo de ar pode ser obtida por
varios métodos e a espuma varia de aberta a fechada, dependendo do teor
lipidico da formulacdo, com um equilibrio da distribuicao das células de ar nesse
produto (ANDREASEN & NIELSEN, 1998; IMRAM, 1999; ARAGON-ALEGRO et
al., 2007). Quanto maior o teor de gordura da formulagdo, mais aberta sera a
estrutura da espuma formada (IMRAM, 1999). A producdo industrial de musse
lactea € delicada e requer um conhecimento sobre a formacao e a estabilizagéo
da espuma, o emprego adequado de estabilizantes e emulsificantes, aléem da
interacdo e interferéncia de parametros de processamento nas propriedades do
produto resultante (ARAGON-ALEGRO et al., 2007, CARDARELLI et al., 2008a).
As propriedades sensoriais dessa sobremesa, bem como a sua estabilidade
durante o armazenamento, dependem dessa estrutura de espuma formada e da
distribuicdo e tamanho das células de ar (MULLER-FISCHER & WINDHAB, 2005).

Cremes aerados tipo musse também podem ser empregados como
cobertura de outras sobremesas, como massas e bolos e, em alguns casos,
podem ser comercializados na forma congelada (IMRAM, 1999; CAMACHO et al.,
2001). O congelamento conserva os alimentos pela paralisacdo da atividade
metabodlica de microrganismos deteriorantes. Os alimentos congelados possuem
excelente histérico de seguranca, sendo raras as doengas associadas a esses
produtcs (ARCHER, 2004). No entanto, o congelamentc em cremes aerados
provoca uma diminuicdo da lamela entre as bolhas de ar, devido a
crioconcentragdo durante a formagdo do gelo, que afeta diretamente a
estabilidade da emulsdo. Danos mecanicos provocados pelos cristais de gelo,
especialmente nos filmes das bolhas de ar, podem ser consideraveis, assim como
aqueles promovidos pelo aumento do grau de cristalizacao do leite,
especialmente na membrana do glébulo de gordura (CAMACHO et al., 2001).

Em complementacdo aos beneficios a salde atribuidos ao consumo de
produtos contendo prebidticos, a inulina tem sido empregada como substituto de
gordura, uma vez que esta relacionada a melhoria na estrutura e textura de
produtos  alimenticios, além de exercer efeito crioprotetor em produtos
congelados, como os sorvetes, por exemplo, reduzindo a formagao de cristais de
gelo conseqiiente do abuso térmico durante o armazenamento (SCHALLER-
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POVOLNY & SMITH, 1999; EL-NAGAR et al., 2002; FRANCK, 2008). Resultados
semelhantes também foram obtidos com a utilizacdo de WPC nos mesmos tipos
de produtos, além da melhoria da capacidade de aeracao (RUGER et al., 2002).
Sobremesas lacteas congeladas, em particular, possuem potencial para o
desenvolvimento de produtos com baixo teor de gordura e, conseqiientemente,
- podem resultar em um aumento nas vendas desse segmento do mercado
(OLSON et al., 2003).

Estudos realizados com sorvete tém apontado a possibilidade de emprego
de culturas probidticas em produtos congelados, nos quais os niveis minimos
exigidos de bactérias viaveis para efeito benéfico in vivo foram assegurados
(HEKMAT & McMAHON, 1992; DAVIDSON et al, 2000; ALAMPRESE et al.,
2002; AKIN ét al., 2007; MAGARINOS et al., 2007).

No entanto, além da morte do microrganismo, outros danos as células
microbianas podem ser causados através do congelamento e o descongelamento,
que incluem a inibicdo do seu desenvolvimento e a redugdo ou inibigdo da sua
atividade metabdlica (ALAMPRESE et al., 2002). Alteracoes da permeabilidade de
membrana e desidratacio celular provocada pela formagédo de gelo sdo possiveis
causas de inativagdo microbiana durante o congelamento (HONG & MARSHALL,
2001). Durante o armazenamento, as mortes celulares ocorrem porque o teor de
agua do produto nao foi completamente congelado e solu¢des residuais altamente
concentradas ainda estdo presentes. A composicdo e a concentracdo desta
solugio podem alterar ao longo do armazenamento e os cristais de gelo podem
aumentar em tamanho, espécialmente devido as flutuacbtes de temperatura. Os
microrganismos que sao melhor preparados para sobreviver ao congelamento e a
. essas variagdes sdo aqueles que podem se desidratar mais rapidamente. Essas
células sao aptas a reduzir o numero de cristais de gelo intracelular, o que evitaAo
rompimento de suas membranas citoplasmaticas (MAGARINOS et al., 2007).

No Brasil, a denominacgao “gelados comestiveis” é utilizada para definir os
‘produtos congelados obtidos a partir de uma emuls&o de gorduras e proteinas;
ou de uma mistura de agua e aglcar(es). Podem ser de adicionados de outro(s)
ingrediente(s) desde que ndo descaracterize(m) o produto” (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2005).

Alguns estudos foram conduzidos no Brasil, visando o desenvolvimento de

sobremesas lacteas aeradas contendo ingredientes funcionais e/ou para fins
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dietéticos. DYMINSKI et al. (2000) desenvolveram musse de maracuja com teor
reduzido de gordura, empregando diferentes combinacbes de polidextrose
(Litesse®), proteina lactea (Dairy Lo™) e proteina microparticulada (Simplesse®).
No referido trabalho, a formulagcdo elaborada com a proteina microparticulada
obteve resultados mais préximos ao da formulagdo controle, no qual a gordura
nao foi substituida. Em outro trabalho também conduzido no Brasil, PINTO et al.
(2003) verificaram boa aceitagdo sensorial de sobremesas lacteas tipo musse nas
versoes tradicional e light, com a adicao de aglcar e sucralose, respectivamente.
Um estudo conduzido no Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica,
FCF-USP, realizado por ARAGON-ALEGRO et al. (2007) e que foi divulgado pela
imprensa especializada em ingredientes funcionais para a induastria de alimentos
(DANIELLS, 2007), mostrou que a cepa potencialmente probidtica de
Lactobacillus paracasei apresentou excelente viabilidade em musse de chocolate
com ou sem a adigdo da fibra prebittica inulina. Também foi verificado que,
embora o microrganismo probidtico e a fibra inulina tenham resultado em
modificagcdes nos parametros de textura instrumental (firmeza e adesividade) e
nas caracteristicas sensoriais (cor, aroma, sabor, textura e firmeza), esses
resultados nao interferiram na preferéncia sensorial do produto, quando
comparado a musse controle, sem a adigdo daqueles componentes (ARAGON-
ALEGRO et al., 2007, CARDARELLI et al., 2008a).

Assim sendo, com o intuito de se verificar a viabilidade de obtencao de
uma sobremesa aerada simbidtica, para fins de refrigeracao e congelamento, é
necessario qué se observe a sobrevivéncia do probidtico, bem como as
caracteristicas do produto nas duas condigbes de armazenamento.
Complementarmente, a fim de verificar o potencial probidtico e prebidtico do
produto nas diferentes condigdes de armazenamento, é necessario avaliar se
essas bactérias ainda sdo capazes de resistir as diferentes condicées do TGl,
para obter boas perspectivas quanto ao potencial probiético desse produto in vivo.
O emprego dos prebiéticos oligofrutose e inulina, esta ultima atuando como
substituto de gordura e podendo conferir efeito crioprotetor éos produtos
congelados, podera resultar em uma musse simbidtica em potencial. O emprego
de WPC auxiliaria na manutengdo das quantidades adequadas do microrganismo
ao longo do armazenamento e durante a sua passagem pelo TGI, aumentando
sua tolerancia as condigdes adversas do estdmago e do intestino delgado, além
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de também atuar como substituto de gordura e possibiltar a melhoria da
capacidade de aeragdo das musses. Dessa maneira, haveria a possibilidade de
obtencdo de um alimento funcional com baixo teor de gordura, que também
pudesse ser armazenado sob congelamento, com a probabilidade de favorecer a
administracdo de uma populagao razoavel de bactérias probiodticas para atuarem
‘no intestino delgado do individuo e, ao mesmo tempo, o estimulo da multiplicagao
de bifidobactérias endégenés no colon.

Nos ensaios preliminares no presente trabalho, a sobremesa aerada foi
preparada com suco concentrado de maracuja (Passiflora edulis forma flavicarpa).
Entretanto, a musse produzida a partir de suco concentrado de maracuja nao
mostrou bons resultados nos experimentos iniciais realizados, uma vez que a
viabilidade da bactéria probidtica manteve-se reduzida no produto refrigerado.
Diante deste fato, a produgdo da musse passou a ser realizada com polpa
congelada pasteurizada de goiaba (Psidium guajava), ingrediente este isento de
conservantes e com pH ligeiramente mais elevado que o do suco concentrado de
maracuja, o que diminui algumas das condi¢cdes desfavoraveis a viabilidade do
Lactobacillus acidophilus na musse.

A goiaba, dentre as frutas tropicais brasileiras, ocupa lugar de destaque,
nao sé pelo seu aroma e sabor, como também pelo seu valor nutricional,
colocando o Brasil na posicdo de maior produtor mundial de goiabas-vermelhas
(ZIETEMANN & ROBERTO, 2007). A goiaba in natura apresenta elevado teor de
vitamina C, carotendides (dentre eles o licopeno), fibra alimentar e compostos
fendlicos (MERCADANTE ef al., 1999; JIMENEZ-ESCRIG et al., 2001; QUEIROZ
et al., 2008). O potencial antioxidante deste fruto in natura e na forma de polpas
comerciais congeladas tem sido estudado por varios autores (JIMENEZ-ESCRIG
et al, 2001; HASSIMOTTO et al 2005, KUSKOSKI et al, 2006;
MAHATTANATAWEE, et al., 2006).

Os resultados preliminares deste trabalho, comparando as musses
inicialmente produzidas com suco concentrado e polpa de maracuja e
posteriormente com polpa de goiaba, foram publicados na forma de Short

Communication (BURITI et al., 2007c), que se encontra em anexo ao final da tese.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivos:

Desenvolver uma musse simbidtica com baixo teor de gordura, processada
com a adi¢do da cultura probibtica de Lactobacillus acidophilus La-5 e dos

ingredientes prebiéticos oligofrutose (FOS) e inulina;

Comparar os efeitos da refrigeracdo e do congelamento sobre as
caracteristicas tecnolégicas do produto obtido com a adi¢ao de diferentes
concentragdes de inulina, concentrado protéico de soro (WPC) e gordura
lactea, ao longo de seu armazenamento e estabelecer a propor¢ao mais

adequada desses ingredientes nas duas temperaturas de armazenamento;

Verificar a resisténcia in vitro do probiético nos produtos mantidos
refrigerados e congelados frente as condigbes gastrica e entérica
simuladas e avaliar os efeitos da adi¢do de inulina e WPC sobre essa

resisténcia.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

O presente trabalho compreendeu ensaios distintos, no sentido de avaliar

os fatores inulina, WPC e gordura lactea, adicionados durante a fabricacao das

musses, em diferentes proporgdes, mas sempre totalizando 4% do total das

formulagdes, utilizando-se o delineamento experimental para misturas de trés
fatores e um ponto central (BARROS NETO ef al., 2007), conforme apresentado

na tabela 1. O tratamento 1 (T1) representa a musse controle (sem a adigédo de
inulina e/ou WPC).
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Tabela 1: Principais ingredientes utilizados na elaboragdo das musses, incluindo
o delineamento para mistura para trés fatores e um ponto central.

Propor¢ao de cada

ingrediente na mistura Quantidades de cada ingrediente (g) em 100 g de musse

M Gordura  Inulina®  WPC® Fog? Lactobacillus
usses (x1, X2, X3) lactea’ (x) (%) ) acidophilus®
T1 - controle (1,0,0) 4 0 0 6 0,05
T2 (0, 1. 0) 0 4 0 6 0,05
T3 ©, 0, 1) 0 0 4 6 0,05
T4 (*%,%, 0) 2 2 0 6 0,05
T5 ("%, 0, %) 2 0 2 6 0,05
T6 (0, ¥, %) 0 2 2 6 0,05
T7 (%, ¥, ¥5) 1,33 1,33 1,33 6 0,05

' Gordura Iactea presente em creme de leite integral Nestlé (25% de lipideos); ? Inulina Beneo® HP-
Gel (Orafti); ® Concentrado protelco de soro de leite WPC 80 (Kienast & Kratschmer), 80% de proteina;
Ollgofrutose Beneo® P95 (Oraﬂl) Cultura probidtica de Lacfobacillus acidophilus La-5 (Christian Hansen).

3.2 Fabricacao das musses T1 a T7

As proporgées de ingredientes utilizadas para a producdo dos 7

tratamentos realizados estdo descritas na tabela 2.

A cultura probidtica de Lactobacillus acidophilus (cepa La-5, Christian
Hansen, Hoersholm, Dinamarca) consiste de uma cultura liofilizada do tipo DVS
(‘direct vat set’ - para a adi¢cdo direta ao leite durante a elaboracdo do produto),
tendo sido armazenada sob congelamento. O leite desnatado UHT comercial
(Paulista — Divisdo de Beneficiamento da Danone, Guaratingueta, Brasil) foi
utiizado para padronizar a quantidade final da mistura ~de ingredientes para a
producédo das musses, totalizando 4 kg (exceto para as produgbes das analises
sensoriais em que foram preparados 6 kg), e também para compensar o contetido
nao lipidico fornecido pelo creme de leite nas musses em que esse ingrediente foi

substituido (tabela 2). O teor de solidos da mistura utilizada em todos os
tratamentos de musse foi padronizado, utilizando-se leite em p6 desnatado
(Molico, Nestlé Brasil, Aracatuba, Brasil). O leite em p6 desnatado, o prebiético
'FOS (Beneo® P95, Orafti, Oreye, Bélgica) e o WPC (WPC 80, Kienast &
Kratschmer, Santo André, Brasil) foram previamente dissolvidos no leite
desnatado no dia anterior a elaboracdo do produto, no sentido de viabilizar uma
melhor dissolugdo desses ingredientes. Essa pré-mistura resultante foi mantida
sob refrigeracdo a 4°C até o momento da mistura com os demais ingredientes.

Uma porgao de 40 mL da pré-mistura foi esterilizada e utilizada para a
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fermentacédo da cultura probiética de Lacfobacillus acidophilus. A quantidade de
cuitura probidtica foi de 0,5g /kg de musse; o tempo e a temperatura de reativacao

da cultura foram de 150 minutos a 37°C.

Tabela 2: Propor¢cdo dos ingredientes utilizados na produgdo das musses
estudadas e teor de sélidos dos diferentes produtos obtidos calculados a partir da
rotulagem nutricional de cada um dos ingredientes.

Musses
_Ingredientes (%) , T 12 T3 T4 T5 T6 17

Leite desnatado’ 4725 59,25 5925 5325 5325 5925 5525
Creme de leite (25% de gordura)®> 16,0 0 0 80 80 0 5,33
Inutina® 0 40 0 2,0 0 20 1,33
wWPC* 0 0 40 0 20 20 1,33
FOS® 60 60 60 60 60 60 60
Leite em p6 desnatado® 4,0 4,0 4,0 40 40 4,0 4,0
Polpa congelada de goiaba

pasteurizada’ 125 125 125 125 125 125 125
Sacarose® 11,0 110 110 11,0 110 110 110
Emulsificante/ Estabilizante® 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8
Acido latico alimenticio™® o4 04 04 04 04 04 04
Lactobacillus acidophilus®* 005 005 005 005 005 005 0,05
Teor de sélidos 351 351 351 351 351 351 351
Total 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

* Musse controle.

! Leite desnatado UHT Paulista (Danone); 2 Nestlé (Nestlé Brasil); > Beneo® HP-Gel (Orafti); * WPC 80
(Kienast & Kratschmer); ®> Beneo® P95 (Orafti); ® Molico (Nestlé Brasil); ’ Icefruit-Maisa (lbisa
Agroindustrial); ® Agticar UniGo (Coopersucar Unizo); ° Composto a base de gelatina, agticar, mono e
diglicerideos de acidos graxos Cremodan® Mousse (Danisco); '° Purac (Purac Sinteses); *' Cultura
liofilizada de Lactobacillus acidophilus do tipo DVS (La-5, Christian Hansen).

Os ingredientes listados na tabela 2, exceto a por¢do de leite fermentado
com a cultura probibtica, foram misturados até completa uniformizacdo da massa
em misturador Geiger UMMSK-12 (Geiger, Pinhais, Brasil). A 'massa obtida foi
aquecida durante aproximadamente 10 minu'tos, até atingir a temperatura de
85°C, finalizando a etapa de pasteurizacdo. Na proxima etapa, a temperatura da
massa foi reduzida a 40°C, em banho com gelo, para mistura, quando foi
adicionada a porgdo de leite fermentado com o cultivo da cultura probiética. A

seguir, a massa foi mantida em banho com gelo para a etapa de aeragdo
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(temperatura da mistura entre 10 e 15°C) em batedeira planetaria Amadio Modelo
20 (Irmdos Amadio Ltda., Sao Paulo, Brasil), na qual a massa alcancou 80-85%
do volume inicial, fixado nos ensaios pilotos do presente trabalho (BURITI et al.,
2007c), volume este considerado adequado para sobremesa lactea aerada
segundo ANDREASEN & NIELSEN (1998). Posteriormente, a musse foi
transferida para a envasadora manual Intelimag Modelo 1Q81-A (Intelimaq
Maquinas Inteligentes, Sao Paulo, Brasil) para, a seguir, ser embalada em potes
plasticos de polipropileno préprios para alimentos (didmetro de 68 mm, altura de
32 mm, volume util de 55 mL; Tries Aditivos Plasticos, Sdo Paulo, Brasil) e
selados com tampa de aluminio com verniz, em seladora Delgo N°. 1968 (Delgo
Metalargica, Cotia, Brasil). O volume de musse dosado nos potes foi de 40 mL
(ca. 25 g), exceto para as amostras da analise sensorial, quando o volume fdi
reduzido para 30 mL (ca. 20 g). Os equipamentos batedeira planetaria Amadio
Modelo 20 (Irmaos Amadio Lida.), envasadora manual Intelimaq Modelo 1Q81-A
(Intelimaq Maquinas Inteligentes Ltda.) e seladora Delgo N°. 1968 (Delgo
Metalurgica) foram todos adquiridos com os recursos do projeto de Auxilio a
Pesquisa relativo ao presente trabalho — processo FAPESP n®. 05/51317-8.

A figura 1 ilustra, resumidamente, as principais etapas de fabricacdo das

musses empregadas neste trabalho.
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Ingredientes
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Resfriamento a 10-15°C
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Embalagem?

¥

| Sob refrigeragio (4°C)

Armazenamento | L,
Sob congelamento (-18°C)

"2 em misturador Geiger UMMSK-12 (Geiger).

3 em batedeira planetaria Amadio Modelo 20 (iIrm&os Amadio).
em potes plasticos selados com tampa metalica - envasadora
manual Intelimaq Modelo 1Q81-A (Intelimag Maquinas Inteligentes)
e seladora Delgo N° 1968 (Delgo Metaltrgica).

Figura 1: Principais etapas envolvidas na tecnologia de fabricagdo das musses.

Em cada tratamento, os lotes de musse embalados foram divididos em
duas partes iguais: uma parte foi armazenada sob refrigeragdo a 4°C e a outra

parte foi armazenada sob congelamento a -18°C.

3.3 Periodos de amostragem durante o armazenamento

Nas amostras de musse armazenadas sob refrigeragdo a 4°C, as
determinacbes dos parametros microbiologicos Lactobacillus acidophilus,
coliformes e Escherichia coli, Staphylococcus DNA-se positivos e bolores e

leveduras, de textura, de pH e da resisténcia do probiético as condi¢cdes
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gastrintestinais simuladas in vitro foram realizadas no dia seguinte a fabricacao
(1 dia) e ap6s 7, 14, 21 e 28 dias. Nas amostras mantidas sob congelamento a
-18°C, essas andlises foram conduzidas apés 7, 35, 56, 84 e 112 dias de
fabricacéo, apds o descongelamento a 4°C dessas amostras, 2h antes do inicio
das analises. A investigacao de Bacillus cereus e Salmonella spp foi determinada

em um Unico periodo de amostragem, a partir de amostras mantidas a -18°C.

A determinacéo do teor de soélidos de cada uma das musses estudadas foi
realizada no dia seguinte apos a fabricacao (12 dia) das amostras armazenadas
sob refrigeracdo. As determinacgdes de cinzas, lipidios, acidos graxos e proteinas
foram conduzidas em amostras inicialmente mantidas a -18°C e posteriormente
liofilizadas, apds o seu congelamento a -60°C. A liofilizagdo das amostras foi
conduzida em liofilizador Edwards L4KR Modelo 118 (BOC Edwards, Sao Pauld,
Brasil), com o sistema de vacuo operando com pressdo de 10" mbar e com a
temperatura do condensador mantida em -40°C. A temperatura final do processo

de secagem manteve-se entre 10 e 15°C.

A avaliagdo sensorial do produto refrigerado foi realizada a partir do 7° dia de
armazenamento (tempo necessario para o equilibrio dos ingredientes da
formulagdo do produto refrigerado para a estabilizagdo do sabor) e apés 14 e 21
dias de fabricacdo, periodos em que as condigbes microbiolégicas foram
comprovadamente favoraveis. Para as amostras congeladas, a avaliagdo sensorial
foi conduzida apos 7, 35, 56, 84 e 112 dias de fabrica¢do, com o descongelamento

prévio dessas amostras a 4°C, duas horas antes do inicio das anélises.

3.4 Determinacao dos parametros microbiologicos

Durante a produc¢éo dos diversos tipos de musse, foram determinadas as
populagdes de Lacfobacillus acidophilus, de coliformes e Escherichia coli, de
Staphylococcus DNAse positivos e de bolores e leveduras durante o
processamento da musse (etapa de aeragéo) e no produto final ao longo de seu
armazenamento (refrigerado ou congelado), além da investigacdo de Bacillus
cereus e Salmonella spp em um unico periodo de amostragem, a partir de

amostras mantidas a -18°C, conforme descrito no item 3.3. Para esse fim e exceto
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para a pesquisa de Salmonella spp, por¢ées de 25 g de musse (retiradas em
condi¢cbes de assepsia) foram homogeneizadas com 225 mL de agua peptonada
0,1% (diluigao 10™"), utilizando-se um “Bag Mixer” (Interscience, St. Nom, Franga).

Diluicoes decimais subseqiientes foram preparadas, utilizando o mesmo diluente.

3.4.1 Determinacgao da popula¢ao do microrganismo probiético

Para a enumeragédo de Lactobacillus acidophilus, aliquotas de 1 mL de
cada diluicao das amostras foram transferidas, em triplicata, para placas de Petri
estéreis. Em seguida, foi adicionado agar DeMan-Rogosa-Sharpe (MRS)
modificado, preparado com triptona (Oxoid Ltd., Basingstoke, Reino Unido, 10 g),
extrato de levedura (Oxoid, 5 g), Tween 80 (Merck-Schuchardt, Hohenbrun,
Alemanha, 1 g), dipotassio hidrdgenofosfato (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha,
2,6 g), sodio acetato trihidrato (Merck, 5 g), di-am6nio hidrogeno citrato (Merck, 2
g), magnésio sulfato heptahidrato (Merck, 0,2 g), manganés I suifato monohidrato
(Merck, 0,05 g), agar bacteriolégico (Oxoid, 13 g) e agua destilada (1 L),
adicionado de maltose (Difco, Sparks, MD, EUA, 18,2 g,), fundido e resfriado a
cerca de 45°C, adaptado de INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION (1995).
Apoés a homogeneizacao e o endurecimento do agar, as placas foram incubadas a

37°C por 48 horas, em aerobiose.

3.4.2 Determinagao dos parametros microbiolégicos sanitarios

Aliquotas de 1 mL de cada diluicdo das amostras foram transferidas, em
triplicata, para placas Petriflm™EC (3M Microbiology, St. Paul, MN, EUA), para a
determinagdo de coliformes e de Escherichia coli, para placas Petriflm™ Staph
Express (3M Microbiology), para a determinacgao de Staphylococcus DNAse positivos
e para placas Petriflm™YM (3M Microbiology), para a determinagido de bolores e
leveduras. As placas Petrifim™EC e Petrifilm™ Staph Express foram incubadas a 35-
37°C por 24 horas e as placas Petriflm™YM foram incubadas a 20-25°C por 3a 5
dias — métodos AOAC 991.14, AOAC 997.02 e AOAC 2003.08 (ASSOCIATION OF
OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 2003a; SILBERNAGEL, et al., 2003).
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A investigacdo de Bacillus cereus e Salmonella spp. nas musses do
presente trabalho foi realizada com a consultoria do Laboratério de Microbiologia
de Alimentos do Departamento de Alimentos e Nutricdo Experimental da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, USP.

Para a pesquisa de colbnias suspeitas de Bacillus cereus, aliquotas de 0,1 mL
de cada diluicao das amostras foram semeadas na superficie de placas contendo
base para agar Bacillus cereus (Oxoid) adicionado de emuls@o 1:1 de gema de
ovo em solucdo de NaCl 0,85% (50 mL de emulsdo/ 1L de meio) e polimixina
(Polymyxin B supplement, Oxoid, 4 mL/ 1L de meio) e incubadas a 30°C por 24
horas (COMPENDIUM..., 2001).

Para a pesquisa de colbnias suspeitas de Salmonella spp., por¢des de 25.g
de musse, retiradas em condi¢des de assepsia, foram homogeneizadas com 225 mL
de agua peptonada tamponada 2% (pH 7,2+0,2 a 25°C) e incubadas a 35-37°C
durante 24 horas para a etapa de pré-enriquecimento. Aliquotas de 1 mL e 0,1 mL
das diluicoes pré-enriquecidas foram transferidas para tubos contendo 10 mL de
caldo Rappaport-Vassiliadis — RV (Oxoid) e incubadas a 35°C (aliquotas de 1 mL) e
a 42°C (aliquotas de 0,1 mL) por 24 horas para a etapa de enriquecimento. Algadas
de cada cultura do enriquecimento foram semeadas em placas contendo agar
sulfito de bismuto — SB (Oxoid), agar Hektoen-Enteric — HE (Oxoid) e égér
Rambach® — RAM (Merck) a 35-37°C por 24 horas (COMPENDIUM..., 2001).

3.5 Avaliagdo in vitro da resisténcia da cultura probiotica de Lactobacillus
acidophilus as condigoes gastrica e entérica durante a vida de prateleira das

musses mantidas sob refrigera¢dao e congelamento

A analise foi conduzida empregando-se um modelo in vitro, utilizando-se
sucos gastricos e entéricos simulados e enzimas do TG, adaptado de LISERRE

et al. (2007) com alteragdes, conforme descrito a seguir.

Decorridos os tempos e condigbes de armazenamento descritos no item
3.3, porgdes de 25 g de musse contendo a cultura probiética foram misturadas a
225 mL de uma solugéo de NaCl 0,5% utilizando-se um “Bag Mixer” (Interscience)

e submetidas a andlise de resisténcia as condigdes gastrica e entérica simuladas,
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durante o armazenamento refrigerado e congelado. Para esse fim, uma aliquota
de 10 mL da diluicdo de musse em NaCl 0,5% foi adicionada de 0,5 mL de HCI 1N
e de solugbes das enzimas pepsina (Pepsin from porcine stomach mucosa,
Sigma-Aldrich CO. St. Louis, MO, EUA, 0,1 mL) e lipase (Amano lipase F-AP15,
from Rhizopus oryzae, Aldrich Chemical Company Inc., Milwaukee, EUA, 0,01 mL),
também dissolvidas em NaCl 0,5%, totalizando um contetido de 10,61 ml. (2,98 g/L.
pepsina; 0,9 mg/L lipase) com pH entre 1,4 — 1,9, que foi incubado a 37°C por 2h,
com agitacdo de aproximadamente 150 r.p.m. (Banho Metabdlico Dubnoff MA-095,
Marconi, Piracicaba, Brasil, equipamento adquirido com os recursos do Auxilio a
Pesquisa relativo ao presente trabalho — processo FAPESP n®. 05/51317-8). A
seguir, foram adicionados 0,17 mL de NaCl 0,5% e 2,92 mL de solugéo de fosfato
de sédio pH 12 (NaH,PO4 2H,0, 14 g; NaOH 1N, 150 mL; H20 destilada g.s.p. 1 L)
contendo bile (Bile bovine, Sigma-Aldrich, 0,1334g) e pancreatina (Pancreatin from
porcine pancreas, Sigma—AIdn'ch, 0,0133g), totalizando um contetdo de 13,7 mL
(9,74 g/L bile; 0,971 g/L pancreatina) com pH entre 4,3 — 5,2, que foi reincubado a
37°C por 2h, com agitacao de aproximadamente 150 r.p.m. Apo6s 4h do inicio do
ensaio, uma aliquota de 3,5 mL de solugdo de fosfato de sédio pH 12, contendo
bile (0,035g) e pancreatina (0,0035¢g) foi adicionada, totalizando um volume final
de 17,2 mL (9,_79 g/L bile; 0,977 g/L pancreatina), com pH entre 6,7 — 7,5, que foi
novamente incubado a 370C por 2h, com agitacdo de aproximadamente 150 r.p.m.,
totalizando 6 horas de ensaio. A retirada das aliquotas da diluicdo de musse
contendo os sucos gastrico e entérico simulados ocorreu apds 3¢ min, 2h, 4h e 6h
do inicio do ensaio in vitro. Cada ensaio foi realizado em triplicata. Os valores de
pH das amostras em cada etapa do ensaio foram monitorados, utilizando-se
Medidor de pH-Analyser Modelo 300M (Analyser, Sao Paulo, Brasil), com o
Eletrodo modelo DME-CF (Digimed, Sao Paulo, Brasil).

Para a contagem de Lactobacillus acidophilus sobreviventes ao ensaio in
vitro, aliquotas de 1 mL tratadas com sucos gastrico e entérico simulados foram
semeadas em superficie de placas contendo agar MRS modificado, preparado
como descrito no item 3.4.1 e, ap6s a sua secagem, incubadas em anaerobiose
(Sistema de Anaerobiose Anaerogen, Oxoid) a 37°C por 48 horas. A semeadura
das aliquotas de 1 mL em superficie ocorreu para facilitar a posterior contagem

das colbnias, evitando que fragmentos de musse, sempre presentes nessa
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diluicdo, pudessem ser confundidos com as colbnias de Lactobacillus acidophilus,
0 que ocorria quando a mesma diluigdo era semeada em profundidade. O volume
de 1 mL semeado nessa placa foi mantido para preservar os mesmos limites
minimos de UFCs detectados na semeadura em profundidade. A incubagao em
anaerobiose das placas com semeadura em superficie foi necessaria para
garantir a multiplicacdo de Lactobacillus acidophilus nessa condigdo e inibir uma
possivel multiplicagdo de outros tipos de bactérias laticas no agar MRS
modificado, que também pudessem ser confundidas com as colbnias do
microrganismo probiético. Aliquotas de 0,1 mL (diluicdo 10%) e de 0,01 mL
(diluigao 10, tratadas com os sucos gastrico e entérico foram semeadas em
placas contendo agar MRS modificado, em profundidade, e incubadas em

aerobiose a 37°C por 48 horas.

3.6 Determinacgao dos parametros fisico-quimicos das musses

Decorridos os tempos e as condigbes de armazenamento das musses

descritos no item 3.3, foram realizadas as determinagdes de:

o teor de soélidos (extrato seco) a 70°C, em estufa a vacuo modelo 440/D
(Nova Etica, Vargem Grande Paulista, Brasil), a partir de amostras com
5 g, de acordo com as normas do INSTITUTO ADOLFO LUTZ (2005);

o fragao cinza ou residuo mineral fixo, determinada gravimetricamente pela
incineracdo de 2 g de amostra seca a 550°C, até eliminagdo completa de
carvao (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005);

¢ lipideos, determinado através do método de Folch (CHRISTIE, 1982);

¢ perfil de acidos graxos, obtido por cromatografia de fase gasosa, segundo
normas da AMERICAN OIL CHEMISTS SOCIETY (1990), método Ce 1-62.
Para esse fim, foram obtidos ésteres metilicos de acidos graxos pela
saponificagao de 25 a 50 mg de lipidios extraidos de cada amostra com 2
mL de solugdo metandlica 0,5N de hidréxido de potassio, fervendo-se por 3
a 5 min em banho de agua a 75-80°C. A solucéo quente foram adicionados
6 mL do reagente de esterificacdo. Para a preparagdo do reagente de

esterificacdo, adicionaram-se 2 g de cloreto de amdnio a 60 mL de metanol
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e, a seguir, 3 mL de acido sulftrico concentrado. A mistura foi refluxada em
baldo de fundo redondo por 15 min, usando um condensador de agua. Os
metil-ésteres formados foram extraidos com 3 por¢des sucessivas de 2 mL
de hexano. Ao final da segunda extracdo, foram adicionados 5 mL de
solugdo saturada de NaCl. O sobrenadante foi coletado e evaporou-se o
solvente, utilizando gas nitrogénio. Adicionou-se 1 mL de n—hexanb P.A.
aos metil-ésteres extraidos para a injecdo no cromatégrafo (HARTMAN &
LAGO, 1973). Neste trabalho, foi utilizado um cromatografo a gas Varian
GC, modelo 3400CX (Varian Ind. Com. Ltda., S&o Paulo, Brasil), equipado
com detector de ionizagdo de chama “Workstation Star Chromatography”.
Foi utilizada coluna capilar de silica fundida CP WAX 52CB (Chrompack,
Minnesota, MN, EUA), com 30 m de comprimento x 0,25 mm de didametro
interno e contendo 0,25um de espessura de polietilenoglicol dentro da
coluna. As condigdes foram: injecao split, razao de 50:1; temperatura da
coluna: 75°C por 3 min, programada até 150°C numa razao de 37,5°C/min
e novamente programada até 215°C, numa razdo de 3°C/min; gas de
arraste: hélio, numa vazao de 1,5 mL/min; gas make-up: hélio, a 30 mL/min;
temperatura do injetor: 250°C; temperatura do detector: 280°C. O volume
de injecao foi de 1 ul. A composicdo qualitativa foi determinada por
comparagao dos tempos de retengdo dos picos com 0s dos respectivos
padroes de acidos graxos. A composicdo quantitativa foi realizada por
normalizacao de area em relacdc ao total de &cidos graxos na fragdo
lipidica das amostras. Para a composigdo quantitativa na amostra integral,
a proporgao de acidos graxos foi estimada pelo teor lipidico total, utilizando
o fator de conversao de 0,933 (GLASSER ef al., 2007);

proteinas, através de analise do conteudo de nitrogénio pelo método micro-
Kjeldahl, utilizando o fator de conversao 6,38, adaptado de ASSOCIATION
OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS (2003a,b);

fibra alimentar (FA) para alimentos contendo frutanos, adaptado do método
AOAC 985.29 para fibra alimentar total (FAT) (PROSKY et al., 1988). A
modificacdo consistiu na hidrolise adicional das amostras de musse com
inulinase Fructozyme® L (Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca) para a

eliminagao completa dos frutanos (FA ausente de frutanos), uma vez que
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essas fibras sdao quantificadas apenas parcialmente pelo método original
(PROSKY & HOEBREGS, 1999; FILISETTI, 2006; PAK, 2006; PASCOAL,
2007), levando a uma subestimacao do real teor de FAT de alimentos com
alto teor de frutanos. A quantidade de frutanos adicionada a cada
formulacdo de musse (oligofrutose Beneo® P95, Orafti, e inulina Beneo®
HP Gel, Orafti) foi acrescida a essa fracdo de fibras determinada pelo
método AOAC 985.29-modificado, para compor o valor real de FAT dessas
musses. Esta analise foi realizada, em duplicata, nas musses T1, T2 e T3 e
a média dos resultados obtidos para estas amostras foi calculada para

estimar o teor de FAT das musses dos demais tratamentos;

e carboidratos (excluindo FAT), calculado pela diferenca para se obter 100% da
composicao total (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003b);

e pH, em Medidor de pH-Analyser Modelo 300M (Analyser), empregando-se
um Eletrodo tipo Penetragcao modelo DME-CF (Digimed);

Todas as analises, exceto FAT, foram realizadas em triplicata.

3.7 Determinagido do teor de lipidios da matéria prima utilizada para a

producao das musses

O teor lipidico do leite desnatado utilizado para a produgao das musses foi
determinado através do método de lactocbutirdmetro de Gerber (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2005). O teor lipidico e o perfil de acidos graxos do estabilizante
Cremodan® Mousse (Danisco Brasil Ltda., Cotia, Brasil) foram determinados,
respectivamente, através dos meétodos de Folch (CHRISTIE, 1982) e de
cromatografia de fase gasosa, segundo normas da AMERICAN OIL CHEMISTS
SOCIETY (1990), conforme detalhado no item 3.6.

3.8 Calculo do valor energético total (VET) e apresentagao dos nutrientes e

porgoes para fins de rotulagem nutricional

Os teores de macronutrientes foram convertidos em quilocalorias por meio

dos fatores de Atwater e da energia oriunda da inulina e oligofrutose [(4 x g
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proteinas) + (4 x g carboidratos) + (9 x g lipidios totais) + (1,5 x g frutanos totais)]
para determinar o valor energético total (VET) médio de cada uma das 7
formulacées de musse (ROBERFROID, 1999b; 2005b; AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2003b).

Os valores energéticos e de nutrientes obtidos foram expressos segundo a
legislacao nacional vigente (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2003b). O calculo do teor de sédio para compor a informagao nutricional das
amostras, apresentada nos anexos 3 a 9, foi obtido a partir das informacgdes
contidas nos rétulos das embalagens e em laudos fornecidos pelos fabricantes das
matérias primas utilizadas no preparo das musses. As por¢goes para fins de
rotulagem nutricional de cada um dos tratamentos foram apresentadas segundo as
normas da AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (2003a,b).

A informagdo nutricional complementar relativa ao contetido absoluto de
nutrientes foi apresentada para as musses que atenderam as especificagdes da
legislagdo vigente para gordura total, gordura saturada, gordura trans e fibra
alimentar (BRASIL, 1998). Adicionalmente, a informagao nutricional complementar
comparativa foi utilizada para confrontar as formulagdes mbdiﬁcadas quanto a adicao
de gordura, inulina e WPC em relacao ao tratamento controle T1, e as alegagoes e
termos permitidos foram apresentados quando téis modificages atenderam os

requisitos exigidos pela legislagao vigente (BRASIL, 1998).

3.9 Textura instrumental

Decorridos os tempos e as condigdes de armazenamento das musses
descritos no item 3.3, foi determinado o perfil de textura, através de teste de dupla
compressdo de amostras contidas nas embalagens plasticas, a temperatura de
4°C, em quintuplicata. Em cada periodo de amostragem, as musses armazenadas
sob congelamento foram mantidas a 4°C por duas horas antes do inicio dos
testes instrumentais de textura. Foi utilizado cilindro de aluminio de 25 mm de
didmetro (P25), em analisador de textura TA-XT2 (Stable Micro Systems,
Haslemere, Reino Unido). Foram determinados os parametros firmeza,

coesividade, adesividade, elasticidade e gomosidade. Os dados foram coletados
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através do programa “Texture Expert for Windows” — versao 1.20 (Stable Micro
Systems). Foram empregadas distancia e velocidade de compressao de 10 mm e

1 mm/s, respectivamente.

3.10 Analise sensorial

A avaliacao sensorial do presente trabalho foi aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, conforme
consta no Oficio CEP 055/2005 (anexo 1).

A avaliacao sensorial dos diferentes tipos de musse estudados foi realizada
no Laboratorio de Analise Sensorial da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
USP, de acordo com os tempos e as condigbes de armazenamento descritos no
item 3.3, através de teste de aceitabilidade, utilizand’o escala hedoénica hibrida de
11 pontos (0 = desgostei muitissimo, 5 = nao gostei nem desgostei, 10 = gostei
muitissimo) (LAWLESS & HEYMANN, 1999; VILLANUEVA et al., 2000;
VILLANUEVA, 2003). O modelo da ficha de avaliacdo sensorial usada nas
analises encontra-se no anexo 2. Cada sessao contou com a presenga de 25
provadores nao treinados, sobretudo alunos, professores e funcionarios da USP,
em um total de 56 sessbes. Cada provador analisou uma amostra por sesséo,
sendo que a maioria dos provadores esteve presente em duas ou mais sessées.
As amostras (ca. 20 g), codificadas com 3 digitos aleatoérios, foram servidas a
temperatura de 4°C. As musses armazenadas sob congelamento foram mantidas
a 4°C durante duas horas antes do inicio das analises. Com a finalidade de se
obter maiores informagbes sobre as caracteristicas sensoriais das musses, os
provadores foram instruidos a relatar os atributos sensoriais que mais apreciaram
e que menos gostaram naquelas amostras, atributos estes relacionados ao sabor,
textura, aparéncia e aroma. Quando tais citagbes ndo constavam na ficha de

analise, considerou-se que o provador foi “indiferente” ao atributo em questao.
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3.11 Analise estatistica

A anadlise estatistica foi realizada conforme o delineamento estatistico
proposto no item 3.1, utilizando o pacote estatistico Statistica, versdao 6.1 para
Windows (Statsoft Inc.).

Os resultados de composicao centesimal, teor de acidos graxos, pH,
populacao de Lactobacillus acidophilus, resisténcia da cultura probidtica as
formulacées de sucos gastrico e entérico, textura instrumental e avaliagdo
sensorial foram comparados e as variaveis-respostas foram expressas como
média + desvio padréo. A normalidade desses resultados foi avaliada através do
teste de Shapiro-Wilks, adotando-se um valor de a de 0,05. A homogeneidade de
varidncias entre os tratamentos e ao longo do tempo para cada condicdo de
armazenamento foi analisada através dos testes de Hartley, Cochran e Bartlett
com a de 0,05, exceto para a viabilidade de Lactobacillus acidophilus durante o
armazenamento e nos testes de sobrevivéncia no ensaio in vitro, em que foi
considerado a de 0,01, uma vez que variagdes rnicrobioldégicas podem nao ser
importantes quando adotado valores de a mais altos. Para a comparagao entre os
resultados dos armazenamentos refrigerado e congelado, a homogeneidade de
variancias foi analisada através do teste de Levene, com a de 0,05.

Exceto para os resultados de composi¢ao centesimal e acidos graxos, os

testes estatisticos foram aplicados nas seguintes condi¢des:

e quando houve a homogeneidade de varidncias em todos os periodos de
amostragens para uma determinada variavel, procedeu-se a analise de
varidncia para medidas repetidas e aplicagdo do teste de Tukey para
detectar as diferencas signiﬁcativas‘ (p<0,05) entre as meédias dos 7
tratamentos e ao longo de sua vida de prateleira em uma condigdo de
armazenamento especifica (refrigeracdo ou congelamento) e entre os
tempos (horas) de coleta do ensaio in vitro em um tempo (dia) e condigao
de armazenamento especificos (BOWER, 1998a);

e 0s casos onde a homogeneidade de variancia nao foi observada em um ou
mais periodos de amostragem de uma condicdo especifica de

armazenamento foram tratados da seguinte maneira:



35

a) quando pelo menos um dos periodos de amostragens de uma
condicdo de armazenamento especifica apresentou homogeneidade
de variancias, procedeu-se a analise de variancia paramétrica e
aplicacdo do teste de Tukey para detectar as diferengas
significativas entre as médias dos tratamentos para esse periodo
especifico (p<0,05) (BOWER, 1998a);

b) os periodos de amostragens de cada condi¢do de armazenamento
onde a homogeneidade de variancia ndo foi observada foram
tratados pela analise de variancia nao-paramétrica, com aplicacao
do teste de Kruskal Wallis e do teste de Mann Whitney U para a
identificacao dos contrastes entre os tratamentos (p<0,05) (BOWER,
1997; BOWER, 1998b);

c) as comparacgbes entre os diferentes periodos de armazenamento
para uma mesma formulacdo de musse em uma mesma condi¢cao
de armazenamento foi realizada através de analise de variancia
nao-parameétrica, com aplicacao do teste de Friedman e do teste de
postos sinalizados de Wilcoxon para a identificagdo dos contrastes
(p<0,05), sendo realizados ajustes no nivel de significancia dessa
comparacao, quando necessario (BOWER, 1998b).

o Comparagdes entre as diferentes condigbes de armazenamento para uma

mesma formulagdo de musse, considerando todo o periodo analisado:

a) os casos onde a homogeneidade de varidncia nao foi observada foram
comparados através do teste de Mann Whitney U (BOWER, 1997).

b) quando houve a homogeneidade de varidncias, o teste t nao
pareado foi empregado para detectar as diferengas significativas
entre as médias (p<0,05) (BOWER, 1997).

Para os resultados de composicdo centesimal e acidos graxos, quando
estes apresentaram homogeneidade de variancias, procedeu-se a analise de
variancia paramétrica e aplicacdo do teste de Tukey para detectar as diferencas
significativas entre as médias dos tratamentos (p<0,05) (BOWER, 1998a).
Quando a homogeneidade de variancia néo foi observada, os dados foram
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tratados pela analise de variancia nao-paramétrica, com aplicagao do teste de
Kruskal Wallis e do teste de Mann Whitney U para a identificagdo dos contrastes
entre os tratamentos (p<0,05) (BOWER, 1997; BOWER, 1998b).

As populagbes de Staphylococcus DNA-se positivos e de bolores e
leveduras foram expressas como valores minimos — maximos. A comparacao
desses resultados (proporgbes de amostras positivas obtidas ao longo dos
armazenamentos refrigerado ou congelado) entre as diferentes musses para uma
mesma condicdo de armazenamento e entre as diferentes condigbes de
armazenamento para uma mesma formulagdo de musse, considerando todo o

periodo analisado, foi realizada através do teste binomial exato (CONOVER, 2001).

As variaveis-dependentes Lacfobacillus acidophilus, firmeza e coesividade
aos 14 dias de armazenamento refrigerado e firmeza e coesividade aos 112 dias
de armazenamento congelado para as musses T1 a T7, cujos resultados
apresentaram homogeneidade de varidncias (p>0,01 para Lactobacillus
acidophilus e p>0,05 para as demais) e diferenc¢as significativas (p<0,05) entre as
formulagdes nos periodos de armazenamento citados, foram selecionadas para a
obtencao de modelos estatisticos ajustados, capazes de explicar o
comportamento de tais variaveis em fungdo das interagbes entre os fatores

gordura lactea (x;), inulina (x;) e WPC (x3).

Para esse fim, foi aplicado um modelo de regressao miltipla do tipo cubico

especial, representado pela equacao a seguir:
P =bx, +byx, +b,x, +b,x,x, + bX, %, + byX,x, + byyx,X,x, , Onde J = estimativa
da resposta da variavel de interesse no produto, b;, b,, b3 = coeficientes da

regressao, x,, x,, x3 = propor¢céo dos fatores gordura lactea, inulina e WPC presentes

na formulacgao.

Os coeficientes da regressdo foram calculados e avaliados a partir de
intervalos de confiangca de 95%, utilizando-se a distribuicao t de Student. A
qualidade dos modelos obtidos para cada variavel, em cada condigcdo de
armazenamento, foi avaliada através de andlise de varidncia (p<0,05) e do

coeficiente de determinagéo R®.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Parametros fisico-quimicos

4.1.1 Composicao centesimal

A composicdo centesimal obtida para as diferentes musses estudadas é

apresentada na tabela 3.

Tabela 3: Composi¢do centesimal na amostra integral (média + desvio padrao)
obtida para as diferentes musses estudadas (veja a tabela 1 para a descricdo das
musses T1 a T7).

Musses’
T T2 T3 T4 T5 T6 T7

Solidos (%) 3658+ 3558+ 3598+ 36,17+ 36,75+ 3597+ 3656+

0,37"® 0,02¢ 0,298 0,108 0,03* 0,39%¢ 0,358
Cinzas (%) 0825+ 0838+ 0956+ 0844+ 0900+ 0,901+ 0,891+

0,003° 0,005P 0,001* 0,009 0,0038 0,010° 0,002
Proteinas (%) 478 + 4,48 + 7,97 + 440 + 6,62 + 6,23 + 5,69 +

0,09% 0,125 0,12* 0,02F 0,038 0,21¢ 0,11°
Lipideos (%) 463+ 0,798 + 1,38 + 2,52 + 334+ 0,839 + 1,47

0,39" 0,058F 0,39° 0,18° 0,01® 0,165F 0,13°

Carboidratos* (%) 20,13+ 1922+ 1942+ 2017+ 1965+ 19,76+ 20,93+
0,32"8 0,24 0,545¢ 0,298 0,065¢ 0,33%¢ 0,28"

Fibra alimentar 0,219 ¢ 0,248 0,256 + 0,242 + 0,242 + 0,242 0,242 +
(FA) ausente de 0,129* 0,144* 0,189" 0,143 0,143 0,143 0,143
frutanos™ (%)
Fibra alimentar
total (FAT)™* 6,219 10,248 6,256 8,242 6,242 8,242 7,575

# Resultados com variancias homogéneas (p>0,05), exceto teores de sélidos e de lipidios.

AB letras maitsculas sobrescritas distintas na mesma linha indicam diferengas significativas (p<0,05)

entre as diferentes formulagdes de musse.

* Calculado por diferenca para se obter 100% de solidos.

** Analisado para T1, T2 e T3. Para T4 a T7, considerou-se os valores médios obtidos de T1 a T3.

e FAT = FA ausente de frutanos somada as quantidades de FOS e inulina adicionadas a cada

formulagio de musse.

Embora os teores de sélidos das diferentes musses estivessem bastante
proximos, ao redor de 36%, foram observadas diferencas significativas (p<0,05)
entre tais valores, o que reflete a variabilidade da etapa de fabricacdo entre os
tratamentos, normal para esse tipo de produto. As musses T2 e T5 apresentaram,

respectivamente, o menor e o maior teor de soélidos dentre as formulagdes.
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Os valores obtidos para cinzas foram inferiores a 1% para todas as
formulagées e, embora com pequena variagdo entre as formulagées de musses,
foram observadas diferencas significativas (p<0,05). As musses controle T1 (4%
de gordura lactea adicionada) e T3 (4% de WPC) apresentaram, respectivamente,
o menor e 0 maior teor de cinzas. O ingrediente WPC parece ter contribuido para
um pequeno, porém significativo, aumento do teor de cinzas do produto, uma vez
que as musses T5, T6 e T7 (nas quais a gordura lactea foi parcialmente
substituida por WPC) também apresentaram valores de cinza significativamente
mais altos em relagdo as demais formulagdes (p<0,05). Independentemente da
formulacao estudada, a maior parte das cinzas presentes nas musses €,
provavelmente, de origem lactea. Dentre os principais minerais encontrados na
fragdo cinza de produtos lacteos, destacam-se o calcio e o fésforo, como também
o potassio e o sédio (UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS. NUCLEO DE
ESTUDOS E PESQUISAS EM ALIMENTACAO, 2006; DUNKER et al., 2008).

Quanto ao teor protéico, observa-se que os valores encontrados através da
analise estdo coerentes com o valor teérico, tomando-se como referéncia a
concentragao desse nutriente nos ingredientes adicionados as diferentes musses,
conforme apresentado anteriormente na tabela 2, em Material e Métodos. As
diferengas significativas (p<0,05) obtidas refletem o teor de WPC adicionado, em

diferentes proporgoes, as musses T3, T5, T6 e T7.

No presente trabalho, todas as formulagbes s&o adicionadas de
oligofrutose em igual proporgdo. Além disso, a quantidade de inulina adicionada
as formulagoes T2, T4, T6 e T7 é conhecida. Em estudo anterior realizado pelo
nosso grupo de pesquisa, verificou-se que o teor de frutanos presente nas
amostras comerciais de inulina Raftiline® HP-Gel estd de acordo com o valor
especificado pelo fabricante (Orafti) (BURITI et al.,, 2007a). Do mesmo modo, as
cepas Bifidobacterium animalis 5ubsp. lactis BL 04, Lactobacillus acidophilus Lac
4, Lactobacillus paracasei LBC 82 e Streptococcus thermophilus TA 040 nao
foram aptas a degradar inulina e/ou oligofrutose em temperaturas de refrigeragéd
quando presentes em produtos lacteos (queijo fresco cremoso e queijo petit
suisse) mantidos a 4+1°C por até 28 dias (BURITI et al., 2007a, CARDARELLI et
al., 2008b). Assim, optou-se por verificar o teor de FA das formula¢des que

apresentaram 100% de cada um dos ingredientes cujas concentragbes variaram



39

nas demais formulagdes. Neste caso, se partiu do pressuposto que o teor de FA
ausente de frutanos seria bastante semelhante entre as formulagbes, uma vez -
que a base é constituida dos mesmos ingredientes para todas, sendo que o
principal contribuinte para o teor de FA ausente de frutanos é a polpa de goiaba.
De fato, as analises de FA ausente de frutanos para T1, T2 e T3 apresentaram
resultados muito préoximos, como pode ser observado na tabela 3. Os resultados
obtidos a partir dessa analise e as quantidades de FOS e inulina foram
acrescentados as diferentes formulagées de musse para compor o valor real de -
FAT, necessario para se calcular a quantidade de carboidratos obtidos por
diferenca. O teor de carboidrafos, embora com variagoes significativas (p<0,05)

entre as diferentes musses, esteve préximo a 20% para todas as formulagoes.

Em relacdo ao teor lipidico, as amostras apresentaram variagéeé
significativas (p<0,05) de acordo com o esperado, tomando-se como referéncia os
ingredientes presentes nessas amostras e a propor¢cao de creme de leite
adicionada (tabela 2). Assi'm, a musse controle T1, contendo uma maior
quantidade de creme de leite (o que resultou em um acréscimo de 4% de gordura
lactea a formulacao), apresentou a maior recuperacgao média do teor lipidico pelo
método de Folch, 4,63%, enquanto que as musses T2, T3 e T6, sem a adigao
daquele ingrediente, apresentaram médias de 0,798%, 1,38% e 0,839% de
lipideos, respectivamente. A presenca de lipidios nessas ultimas trés formulagdes
pode ser atribuida a um residual de gordura encontrando nos ingredientes leite
desnatado, estabilizante e WPC. O leite desnatado utilizado para as producgdes
apresentou um teor lipidico residual de até 0,5%, obtido pelo método de
lactobutirdbmetro de Gerber. O estabilizante utilizado nas produgdes continha um
teor de gordura médio de 21%, verificado através do método de Folch. Dessa
forma, o leite desnatado e o estabilizante juntos contribuem com até 0,9% dos
lipidios presentes nas musses. Segundo dados obtidos junto a Kienast &
Kratschmer, distribuidora do WPC 80, esse ingrediente também pode conter um
residual lipidico maximo de 6%, resultando em um acréscimo de 0,2% de gordura
na formulagdo T3 ede 0,1% em T5, T6 e T7.
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4.1.2 Quantificacao de acidos graxos

A figura 2 representa um cromatograma tipico obtido em uma corrida de
lipideos extraidos e purificados a partir de amostras de musse liofilizadas, em
cromatografo a gas. Os picos se referem a presenca de acidos graxos
especificos, enquanto a area delimitada pela curva até a linha de base
corresponde a sua percentagem em massa em relagdo ao total de acidos graxos

presente na musse. O primeiro pico corresponde ao solvente utilizado, o hexano.
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Figura 2: Cromatograma da fragéo de lipideos extraida da musse T1.

Na tabela 4 estao descriminados os diferentes acidos graxos encontrados nas

musses T1 a T7 e suas respectivas proporgoes, em porcentagem na base integral.
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Tabela 4: Distribuicao de acidos graxos presentes em 100 g de amostra integral
(média + desvio padrao) obtida para as diferentes musses estudadas (veja a
tabela 1 para a descrigao das musses T1 a T7).

Musses®
Acido graxo T T2 T3 T4 TS5 T6 T7
Butirico 4:0 0000 0,000*  0,000" g’gg,é 0,000 0,000 0,000
Capréico 6:0 0000  0000" 0,000 g’g;g;-; 0,000 0,000  0,000"

0,053+ 0,040z
0,016"% 0,035

0,93+ 0004+ 0,038+ 0140+ 0149+ 0006+ 0,026+
0,112  0,003°° 0,023%¢ 0,027 0,058"*° 0,007°° 0,045°C

L surico 42:0 0245% 0011 0047+ 0,140+ 0186: 0024+ 0083
: 0,110"%°  0,003%  0,020°® 0,018% 0,030" 0,006™ 0,035

0671+ 0042+ 01124+ 0333+ 0473+ 0083+ 0232+
0,180" 0,015 0,048°°@ 0,032%° 0,049 0,029°° 0,080

1,455+ 0,173+ 0,339+ 0687+ 0951+ 0204+ 0421
0,182 0,023 0,109 0,065 0,036%  0,059® 0,063

0,072+ 0,007 % 0,024+ 0015+ 0028+ 0013+
0,012  0,0078% 0,021%%  0026" 0010 0,022

0715+ 0428+ 0548+ 0529+ 0698+ 0378+ 0,350+
0,195  0,071%% 0,110"% 0,085 0,059" 0,107%%  0,042%

0,794+ 0061+ 01147+ 0334+ 0488+ 0046+ 02121
0,182 0,006 0,044 0076  0,033* 0,0415% 0,020

Elaidico 18:4¢ 0091% 0007+ 0019+ 0041+ 0065: 0006+ 0019+
: 0,029  0,001™  0,004°° 0,000%° 0,012* 0,005 0,016

0,081+ 0010+ 0,027+ 0035+ 0052+ 0007+ 0,006+
0,013  0,001™ 0,011°°9 0,004°°% 0,005 0,006 0,011

Caprilico 80 0000° 0,000  0,000% 0,000%  0,000%

Caprico 10:0

Miristico 14:0
Palmitico 16:0
Palmitoléico  16:1 0,000%

Esteéarico 18:0

Oléico 18:1

Linoléico 18:2

Linolénico 18:3 0,000 8’88:23;\% 0000  0000% 0000 0000 0,000

*  Resultados com variancias homogéneas (p>0,05), exceto para a composigio de acidos graxos nas

musses T2 e T6 e para os acidos caprico, laurico, miristico, oléico e elaidico entre as diferentes musses.
AB letras maitisculas sobrescritas distintas na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) entre
as diferentes formulagbes de musse para um mesmo acido graxo.
2P letras minusculas sobrescritas distintas na mesma coluna indicam diferengas significativas (p<0,05) entre
os diferentes acidos graxos para uma mesma formulacdo de musse.

A gordura presente no leite e nos produtos lacteos & composta,
principalmente, dos acidos palmitico (C 16:0), estearico (C 18:0), oléico (C 18:1) e
miristico (C14:0) (RODRIGUES et al., 2007; SANTOS & AQUINO, 2008). Esses
acidos graxos foram predominéntes em todas as formulagbes de musse
estudadas. No entanto, o acido graxo palmitico € o que aparece em maior
propor¢ao no leite e seus derivados (RODRIGUES & GIOIELLI, 2003), o que ndo
foi verificado para as musses T2, T3 e T6, sem a adi¢gdo de creme de leite, nés

quais o teor de acido estearico foi significativamente maior (p<0,05). A analise de
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acidos graxos do emulsificante indicou a presenca de 14% de acido palmitico e
86% de acido estearico em sua composicao, o que pode justificar, portanto, o

predominio deste Gltimo acido graxo nas musses 12, T3 e T6.

A gordura do leite é a unica gordura de origem animal que apresenta um
conteudo significativo de acidos graxos de cadeia curta: o acido butirico (C 4:0) e
caproico (C 6:0). Quando livres, esses acidos graxos sao volateis e conferem
aroma caracteristico aos produtos lacteos (SANTOS & AQUINO, 2008). No
presente trabalho, a musse T4 foi a Unica para a qual foi detectada a presenca
dos acidos graxos de cadeia curta butirico e caproico. No entanto, estes acidos
graxos estavam, provavelmente, presentes nos demais tratamentos. Os acidos
graxos butirico e capréico sao muito volateis e a etapa de preparagao dos ésteres
metilicos de acidos graxos para a cromatografia pode ter contribuido para essa
perda. RODRIGUES et al. (2007) também encontraram dificuldades para
recuperar acidos graxos de cadeia curta em misturas de gordura lactea e ésteres

de fitosterois analisadas pela mesma metodologia utilizada no presente trabalho.

De modo geral, observa-se uma predominéncia de acidos graxos saturados
em relagdo aos mono e diinsaturados, o que é esperado para um produto de base
lactea. Os acidos graxos insaturados palmitoléico, oléico e linoléico foram
encontrados em maior quantidade na formulag¢ao controle T1. A distribuicdo dos

acidos graxos segundo o grau de insaturagdo pode ser observada na tabela 5.

Quando se verifica a propor¢dao de acidos graxos em relagéo ao teor de
gordura da formulagao, na tabela 6, observa-se que T1 (controle), com a maior
quantidade de creme de leite adicionada, apresentou menor proporgao de acidos
graxos saturados, maior propor¢cao de acidos graxos insaturados e de gordura
trans. A musse T4 apresentou uma proporg¢do de gordura saturada proxima de T5
e T7. As musses T2 e T6 apresentaram maior propor¢do de Aacidos graxos

saturados e menor propor¢ao de acidos graxos trans.

O leite desnatado pode conter ao redor de 70% de acidos graxos saturados
e 30% de acidos graxos insaturados (SHILS et al., 1999; RODRIGUES, 2002).
Comparando-se os resultados da propor¢ao de acidos graxos em relagao ao teor
de gordura total presente nas amostras de musses, percebe-se que os dados

obtidos se assemelham aos resultados encontrados na literatura para leite
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desnatado. Em pesquisa realizada pelo Nucleo de Estudos e Pesquisas em
Alimentacao da Universidade Estadual de Campinas (UNIVERSIDADE ESTADUAL
DE CAMPINAS..., 2006), a porcentagem de lipidios insaturados da gordura do leite
integral foi ligeiramente maior em comparagéo a gordura remanescente do leite
desnatado, assim como ocorreu para T1 no presente trabalho - a amostra controle,

contendo a maior quantidade de gordura em relagdo as demais.

Tabela 5: Distribuicido de acidos graxos, agrupados segundo o grau de
insaturagao/ conformacgéo (média + desvio padrdo) obtida em 100 g de amostra
integral para as diferentes musses estudadas (veja a tabela 1 para a descrigao
das musses T1 a T7).

Insaturagaof Musses®
conformagao T T2 T3 T4 T5 T6 T7

3279+ 0658+ 1,096+ 1915+ 2497+ 0695+ 1122+
0,362" 0,056 0,309°® 0201% 0,053 0,190°® 0,150

0,046+ 0079+ 0174+ 0393+ 0555% 0081+ 0231+
Insaturados (%) 5190 0006  0055% 0097 0049 0037 0025

0,091+ 0,007+ 0019+ 0041+ 00685+ 0,006% 0,019+
0,029™ 0,001 0,004° 0009% 0,012" 0,005° 0,016°°°

Varidncias homogéneas (p>0,05) apenas entre os tratamentos para os acidos graxos saturados e entre
as fragbes da musse T5.

AB letras maidsculas sobrescritas distintas na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) entre
as diferentes formulagdes de musse para um mesmo grupo de acidos graxos.

letras mintsculas sobrescritas distintas na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) entre
os diferentes grupos de acidos graxos para uma mesma formulagdo de musse.

Saturados (%)

Trans (%)

#

ab

Tabela 6: Proporcdo de &cidos graxos segundo o grau de insaturagio/
conformacao em relacdo ao total de acidos graxos presente nas diferentes
musses estudadas (veja a tabela 1 para a descricdo das musses T1 a T7).

Insaturagaol Musses

Conformacao T T2 T3 T4 15 T6 T7
Saturados (%) 75,97 88,33 85,07 81,44 80,10 88,85 81,76
Insaturados (%) 21,92 10,67 13,48 16,79 10,55 10,38 16,86

Trans (%) 2,11 1,00 1,45 1,79 2,10 1,17 2,07

Os acidos graxos trans nao sao predominantemente oriundos do leite.
Entretanto, uma pequena propor¢ao de acidos trans €& formada, devido a
presenca de hidrolases no rimen da vaca (JENSEN, 2002; SANTOS & AQUINO,
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2008). No presente trabalho, uma pequena quantidade de gordura trans (acido

elaidico) aparece no peffil lipidico das amostras de musse (tabelas 4 a 6).

4.1.3 Apresentacao do valor energético total (VET), nutrientes e porgao para

fins de rotulagem nutricional

A contribuicao energética dos macronutrientes e o valor energético total

(VET) das 7 formulag¢des de musse estudadas sao apresentados na tabela 7.

Tabela 7: Contribuicdo energética dos macronutrientes em 100 g de amostra
integral e valor energético total (VET) das musses T1 a T7 (vide tabela 1 para a
descrigdo das musses T1 a T7).

™ T2 T3 T4 T5 T6 T7

Carboidratos* (kcal) 80,53 76,87 77,66 80,67 78,58 79,03 83,72
Proteinas (kcal) - 1911 17,94 31,90 17,59 26,46 24,92 22,76

Lipidios totais (kcal) 41,63 7,18 12,43 22,66 30,10 7,55 13,23
saturados (kcal) 29,51 5,92 9,86 17,24 22,48 6,26 10,09

trans (kcal) 0,81 0,07 0,17 0,37 0,59 0,05 0,17
Frutanos (kcal) 9,00 15,00 9,00 12,00 9,00 12,00 11,00
VET (kcal) 150,27 116,99 130,99 132,92 144,44 123,50 130,71

Reducgéio calérica em
relacdo a T1 (%)

*excluindo fibras

2215 12,83 11,54 4,09 17,82 13,01

Quando se compara o valor calérico das musses T2 a T7 com a formulagao
controle T1, nota-se que a redugédo do VET foi mais evidente para T2, com 4% de
inulina, ou seja, com a maior contribuicdo de frutanos, que apresentou 22% de
redugdo caldrica. Para T3 e T6, formulagées que também apresentaram reducédo
maxima do teor de gordura lactea adicionada, a redugéo do VET foi menor quando
comparada a T2, uma vez que a proteina adicionada na forma de WPC fornece
uma quantidade de energia superior a da inulina. A musse T6 apresentou a
segunda maior redugéo calbrica, 17,8% em relagao ao controle T1. No caso de T3,
as musses apresentaram um teor lipidico residual superior ao observado em T2 e

T6 e proximo ao de T7, conforme mostrado anteriormente na tabela 1. Dessa
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forma, as musses T3, T4 e T7 apresentaram valores intermediarios de redugéo
calorica, 12,8%, 11,5% e 13,01% respectivamente. T5, contendo 2% de gordura
lactea adicionada e de 2% WPC, foi a formulagdo que apresentou a menor redugao
calérica quando comparada ao controle T1, apenas 4,09%, pela maior contribuicao
energética do WPC, quando comparada & inulina, e também por apresentar um

residual lipidico de outros ingredientes da formulagao, além do creme de leite.

Segundo a AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (2003b),
porcao € a quantidade média do alimento que deveria ser consumida por pessoas
sadias, maiores de 36 meses de idade, em cada ocasido de consumo, com a
finalidade de promover uma alimentacdo saudavel. Para sobremesas lacteas,
como é o caso das musses desenvolvidas no presente trabalho, a AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (2003a) propde a porgao de 120 g,
 sendo a medida caseira associada igual a % xicara de cha. A quantidade minima
diaria recomendada de inulina ou oligofrutose na por¢ao do produto para a
alegacdo de efeito prebidtico € de 3g (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2008). Dessa forma, todas as formulacbes preenchem os requisitos
minimos necessarios quanto ao teor prebiético segundo a legislacdo nacional e a
alegacao “Os frutooligossacaridébs — FOS contribuem para o equilibrio da flora
intestinal. Seu cbnsumo deve estar associado a uma alimentacao equilibrada e
habitos de vida saudaveis” poderia ser utilizada nesses prddutos (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008).

A informagéo nutricional comparativa ¢ apresentada para confrontar as
- formulagbes modificadas quanto a adicdo de gordura lactea, inulina e WPC, em
relacdo a formulagdo controle T1 (tabela 8), no sentido de verificar se tais
modificagbes atendem os requisitos exigidos pela legislacao vigente (BRASIL,
1998). O termo “teor reduzido” ou “light” para lipideos pode ser utilizado se houver
uma redugdo minima de 25% e uma diferenga maior que 3 g de gordura. Para
VET, os mesmos termos serdao usados se houver uma redugao em 40 kcal em
alimento soélidos com a substituicdo de ingrediente, quando comparado ao produto
original. Para proteinas e fibras, o termo “aumentado” pode ser utilizado quando
houver um aumento minimo de 25% e uma diferengca maior que 10% da ingestao
diaria recomendada (IDR) para proteinas (o que corresponderia a pelo menos 7,5

g, considerando o valor de referéncia de 75 g/dia) e de 3 g para fibras no produto
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modificado, quando comparado ao original (BRASIL, 1998, AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003b).

Tabela 8: Modificagao no valor nutricional das musses T2 a T7, quando comparadas
a musse controle T1 (vide tabela 1 para a descricdo das musses T1a T7).

T2 13 T4 T5 T6 17

Diferenca em massando teor de 383 324 211 128 379 315
gordura (g) em relagdo a T1

Reducgéo de gordura (%) emrelacdoa T1 82,75 70,14 4555 27,69 81,87 68,21

Aumento em massa (g) do teor de
proteinas em relagdo a T1

-0,29 3,20 -0,38 1,84 145 0,91

Aumento de proteinas (%) em

relacdo a T1 6,12 66,94 -793 3851 3043 19,14
Aumento em massa (g) do teor de
fibras em relacdo a T1 4,03 0,04 2,02 0,02 2,02 1,36

Aumento de ﬂbr_as (%)emrelaggdoaT1 64,80 0,60 32,53 0,37 32,53 21,81

Analisando a tabela 8, observa-se que apesar de varias formulagdes
estarem adequadés em relacdo ao item de redugao ou aumento em 25%, elas
nao se encaixam no segundo item (diferenca de nutriente em massa ou energia
em relacao ao controle T1, ou aumento do nutriente superior a 10% da IDR), com
excecao das musses T2, T3, T6 e T7 para gorduras totais e da musse T2 em
relacdo a fibras. Assim, as musses T2, T3, T6 e T7 podem receber a alegacao
“teor reduzido de gordura” como informagdo complementar comparativa em
relacéo ao controle T1. Por outro lado, a musse T2 é a unica formulagdo na qual
poderia constar o atributo “aumentado” para fibras como informagao nutricional
complementar, se comparada ao controle T1. No entanto, em todas as
formulacdes de musse poderia constar a alegacédo “alto teor de fibras”, referente
ao contetido absoluto de FAT (tabela 3), pois todas apresentam teor deste
nutriente superior a 6 g em 100 g de musse (BRASIL, 1998).

:'Com relagéo a informacéao nutricional complementar referente ao contetdo
absoluto de gorduras totais, com exce¢ao de T1 e TS5, as musses apresentaram
teor lipidico inferior a 3g/ 100g (tabela 3) e a alegacao “baixo teor de gordura”
poderia constar no seu rétulo (BRASIL, 1998). As musses T2, T3, T6 e T7, que
apresentaram teor absoluto de lipidios saturados inferior a 1,5g /100 g, sendo que
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a energia fornecida por esses lipidios foi inferior a 10% do seu VET (tabelas 5 e 7),
poderiam apresentar no rétulo a alegagcao “baixo teor de gordura saturada”
(BRASIL, 1998). A informacgdo “ndo contém” seria expressa para o teor absoluto
de gordura trans em todas as formulacbes, pois 0 conteldo deste nutriente foi
inferior a 0,2 g por por¢ao de musse (tabelas 4 e 5) (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2003b).

A informacgao nutricional de cada uma das formulagées de musse estudadas
no presente trabalho, segundo as normas da AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA (2003b, 2008) esta disponivel no final deste relatério, nos
anexos 3 a 9. Para esse fim, foi estabelecida para cada formulagdo a porgdo de
120 g para sobremesas lacteas, equivalente a quantidade de % xicara de cha, para
compor a informagao nutricional para fins de rotulagem desses produtos (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003a).

4.1.4 Valores de pH

Os valores de pH obtidos ao longo do armazenamento das musses
armazenadas sob refrigeragao e congelamento sao apresentados na tabela 9. Ao
longo de todo o periodo estudado, os valores meédios de pH foram
significativamente mais elevados para a musse T3, contendo 4% de WPC
(p<0,05) em ambas as formas de armazenamento. De modo geral, as musses T1
(4% de gordura lactea adicionada) e T4 (2% de gordura lactea adicionada + 2%
de inulina) apresentaram os valores de pH mais baixos nas diferentes
temperaturas de armazenamento. Uma pequena, porém significativa redugéo do
pH foi observada com o congelamento das musses T3, T4 e T5, quando
comparado ao produto armazenado sob refrigeracao (p<0,05).

Possivelmente, as variagdes no pH entre os tratamentos sdo decorrentes
do teor de sélidos de origem nao-lipidica das diferentes musses, com destaque
para as musses adicionadas de WPC. Segundo ANTUNES et al. (2005), o WPC
resulta em um aumento da capacidade tamponante do meio no qual é adicionado,
devido as proteinas e fosfatos presentes. Esse fato pode explicar os valores de

pH mais elevados nas musses contendo esse ingrediente.
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4.2 Viabilidade do microrganismo probidético nas musses ao longo do

armazenamento

A viabilidade de Lactobacillus acidophilus La-5 nas musses armazenadas
sob refrigeracao iniciou-se superior a 7,5 log UFC/g ao 1° dia de armazenamento
para todas as musses. Até o 7° dia de armazenamento, as musses refrigeradas
ainda nao apresentavam diferencgas significativas entre si (p>0,05) nesse periodo
de amostragem (tabela 10). No entanto, a musse controle T1 aos 7 dias ja
apresentava reducao significativa (p<0,05), na viabilidade do probiético em
relacdo ao dia de sua producao (dia 0), embora seja uma redugido pequena em

termos microbiolégicos (inferior a 0,3 log).

Aos 14 dias de armazenamento, todas as musses armazenadas sob
refrigeracdo apresentaram diferencas significativas (p<0,05) nas populagbes de
Lactobacillus acidophilus em relagao ao dia 0, sendo superior a 1 log para as musses
T1, T2 e T4. Para as musses T3, TS5, T6 e T7, todas contendo WPC em sua

composigao, essa diminuigéo foi um pouco menor, ndo alcangando 1 log aos 14 dias.

Para as musses T1, T2 e T4, a viabilidade de Lactobacillus acidophilus ja era
inferior a 6 log UFC/g aos 21 dias de ammazenamento. Ao contrario, para as
musses T3, TS5, T6 e T7, todas contendo WPC, a populagdo do probidtico foi
sempre superior a 6 log UFC/g, valor minimo requerido para efeito probiético in vivo
(TALWALKAR et al., 2004; MORENO et al., 2006), diferindo significativamente das
demais musses aos 28 dias de armazenamente (p<0,05). As musses refrigeradas
contendo WPC até o 28° dia e as demais até o 14? dia estdao de acordo com a
legislagdo nacional vigente para alimentos probi6ticos (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2008), se considerarmos o consumo diaric de 120 g,
porcdo proposta pela AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (2003a)
para sobremesas lacteas, o que res_ultaré em populagdes de Lactobacillus
acidophilus superiores a 8 log UFC/ por¢ao de m.usse.



<
W

"(50‘0>d) opejaBuod o 8 opesablial clusBUSZEWIE O SIS BAEOLIUD|S BSUSIS)IP BIIPU| ‘@SSNW 3p oBdEINULIo) BLUSSW BN ap [B.sh eipsw e eied ‘eun|od Bwssw Bu
‘ojusLlieUSZEULIE 9P BINjRIadWS)

BLUSBLUL BLUN (WS 9SSl op orde|nwio) BwsaW ewin eied seip sajuais)ip $o auaua (6o‘0>d) seaneoyiubls sedualayip WEDIpUl BUNIOD BLUSSW BU SBIUNISID SE)IOSICOS SBINDSHUIW SBNS)
. "ojusLIBUSZBULIE

ap einjeladws) & elp owseWw wWn eled assnw ap $8QdeNuWIo) SejuasBp sk a4ud (g0'0>d) seaeoyiubls sedusisyp WeDIPUl BYUI| BLUSBW BU SBIUNSIP SEIDSAIGOS SBINOSnIBW SeLs)
‘(10'0<d) oluswesel; epeo esed ocjusweuszewle op obuo] oe & odws) epeo eled sojuswe)el) SO ajua seaugbowoy SePUBEA WOD SOpEYNSeY

WHL0TIO'L JL0%CQ'L \21°0788°L «800¥€9'L WZL0%69'L BO0FPL'L ovorss  CenEemea)

WHOTIGL  LOVOFIGL o p00FBYL  LQ00R09L o bOOFBSL  oG00FLOL  5,G0'0F99'L 2ul

WHOOTOSL o 8O0'0F00'L o ZVORZSL  LQ00F00L g plOFROL  oB00FZLL  4,800%88 v

WlOOTOL L LO0FOLL o hVOFZOL G QVOTEL o lO0TEOL o 200TOOL o bHOFEYL o5 0:£¥81-
WOLOTESL  GZOOFLOL  GGLOREEL  oBO00FIOL  guZMORELL  oB00FLLL  5,90'0%69L g
oB007G9'L  GEVOFYGL o LOOTELL  opf00F80'L o POOFORL o LO0RGEL 5,078 L

WBOOTZLL  oQOFLLL G HOOFLOL  GSOOFEQL  lMOTEOL  oS00RLLL  wbVORLLY 0

6v'0%8)"L 9G'071Z'L pg'0FEL'L ALY Ly'OFLL'L 66'0718'0 1017eg's  SonEuEs)

SOVOFLPO L G00FZO  LOVOFSZ'O  GTOREOY  LOLORLP'O  bO'OFGZ'S  og£0'0%90'G 8z

WlOOFLLS 2007080 o 00FPL'S o PTOTOTG  onBLOTER'D o B00FIE'S  ,80°0%2L'S 1z

WSO0TO0L G PO0FOLL  oB00F00L  qob0OFEY'D oo l0OFEE'D  GPO'0FEYS  ,,60'0F0E'D b ObFY
WZVOTPPL o SO0FEGL o pVORBYL L OVOTBYL o JOURLSL o f00R0GL  o8L0FLYL L

WSOOFLOL  oOOFLLL  oBO0TZLL  oO00ORLOL  GB00FLOL G JOOFELL  guZL0F60'L L

WBOOTZLL  o80'0FLLL o MOOFLEL  GSOOFEL G JMOFEOL o S00RLLL g bVORLLL 0

LL oL sL b el 2L n
Po— (sepp) oduwigy  OluoWEUezEWE

ap eanjesedwo)

a:w\ou_: Bo|) snjiydopioe snjjoeqoyoe] ap ssodeindod

‘(LLelL
sessnw sep oedlosap e eled | eage) e efoa) seip 1| 9)e Jod (D,£FgL—) ojuswelabuod qos o selp gz ge Jod (D, LFp) ordesabujal

gos sopeuszewle ‘7] e || sassnw se eled sepqo (oeiped onsap F eipaw) snjiydopioe snjjioeqojoe ] ap sapdeindod 0l eleqel



51

E possivel que a maior viabilidade do probiético ao final do armazenamento
refrigerado das musses T3, T5, T6 e T7 decorreu do maior contetdo de nitrogénio
disponivel nessas formulagdes, resultante da adigao do WPC (MARTIN-DIANA et
al., 2003; JANER et al., 2004). Provavelmente, esse ingrediente foi utilizado como
fonte nutricional preferivelmente a inulina ao longo do armazenamento, o que teria
impedido a morte de um nimero maior de células de Lactobacillus acidophilus. Os
valores de pH mais elevados nas musses contendo WPC podem, também, ter

contribuido para a maior viabilidade do probiético ao final do armazenamento.

Embora seja conhecido que algumas cepas de lactobacilos sdo aptas a
degradar inulina e oligofrutose (KAPLAN & HUTIKINS, 2000; MAKRAS et al.,
2005), o armazenamento em baixas temperaturas teria impedido a utilizagao dos
frutanos como fonte nutricional pelo probibético Lactobacillus acidophilus La-5 no
presente trabalho, do mesmo modo como ocorreu em trabalhos anteriores de
nosso grupo de pesquisa também com cepas de lactobacilos (Lactobacillus
acidophilus Lac 4 e Lactobacillus paracasei LBC 82) que nao foram aptas a
degradar inulina e/ou oligofrutose em condi¢gées aer6bicas (atmosfera normal) e
em temperatura de refrigeragao a 4i1‘_’__C (BURITI et al., 2007a; CARDARELLI et
al., 2008b). Do mesmo modo, o elevado grau de polimerizagdo da inulina, que
pode chegar a 60, dificulta ainda mais a sua fermentagéo pelas cepas de
lactobacilos (MURPHY, 2001; BURITI et al., 2007a). Por outro lado, o WPC €& um
ingrediente constituido de peptideos e aminoacidos, que podem ser mais bem
aproveitados por parte do microrganismo probi6tico, em comparacio aos demais
ingredientes adicionados a musse. Dessa forma, os nufrientes do WPC podem
aumentar ainda mais a sobrevivéncia de bactérias probidticas de baixa atividade
proteolitica, como é o caso de cepas de Lacfobacillus acidophilus (McCOMAS JR
& GILLILAND, 2003; LISERRE et al., 2007).

Para as musses armazenadas sob congelamento, a viabilidade de
Lactobacillus acidophilus foi superior a 7,5 log UFC/g no inicio do armazenamento
de todas as musses estudadas, havendo a manutencéo dessas populagbes de
probidtico até 112 dias de armazenamento. Dessa forma, as musses congeladas
estdo de acordo com a legislagdo nacional vigente (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2008) ao longo de todo o seu armazenamento,
considerando a porgao de 120 g para sobremesas lacteas (AGENCIA NACIONAL
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DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003a). De acordo com CONRAD et al. (2000), o
congelamento representa uma situagdo mais estavel para a conservagao de
biomoléculas e microrganismos, quando comparado a refrigeracdo. Em baixas
temperaturas, como a —20°C, por exemplo, a mortalidade dos microrganismos
ocorre em uma velocidade menor, comparada & manutencio do produto a 0°C. Os
microrganismos sobreviventes ao processo de congelamento tendem a se manter
estaveis ao longo do armazenamento do produto (MAGARINOS et al., 2007). Esse
fato poderia, no presente trabalho, ter favorecido a viabilidade de Lactobacillus
acidophilus nas musses congeladas. De modo geral, a substituicdo da gordura
lactea por inulina ou WPC ndo resultou em alteragédo da viabilidade do probidtico
nos produtos congelados, uma vez que diferengas significativas somente foram
observadas entre a musse T6 (2% de inulina + 2% de WPC) e as musses T1, T2 e

T3 aos 7 dias de armazenamento (p<0,05).

Para uma explicagdo mais detalhada das interagdes entre as variaveis
gordura lactea (x;), inulina (x;) e WPC (x;) nas musses estudadas sobre a
viabilidade de Lacfobacillus acidophilus no produto refrigerado, foram testados os
modelos de regressao linear, quadratico e cubico especial para essa variavel,
considerando p<0,05, para os resultados obtidos aos 14 dias de armazenamento,
no qual todos os tratamentos ainda mantinham populagdes aceitaveis do
probidtico para obtencdo de efeitos benéficos in vivo e por apresentar variancias
homogéneas e diferengas significativas entre os tratamentos (p<0,05). Os
modelos linear e quadratico (com a eliminacao da interag&o x;x; nao significativa,
p>0,05) testados foram estatisticamente significativos (p<0,01, em ambos os
casos). No entanto, apresentaram falta de ajuste significativa (p<0,01 e p=0,018,
respectivamente), ndo sendo, portanto, suficientes para explicar os resultados
obtidos. Assim, o modelo cubico especial, com a eliminacédo da interagdo x;x, néo
significativa (p>0,05), foi selecionado por ser significativo (p<0,01), possuir falta
de ajuste nao significativa (p=0,667) e coeficiente de determinagao (R?) elevado,
sendo capaz de explicar 97,63% da variacdo observada. Os coeficientes do
modelo cibico especial obtido, calculado por regressdao miiltipla, a partir dos
resultados da viabilidade de Lactobacillus acidophilus nas musses refrigeradas
aos 14 dias de armazenamento e a analise de varidncia detalhada do mesmo

modelo sdo apresentados, respectivamente nas tabelas 11 e 12.
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Tabela 11: Coeficientes calculados por regressao mudiltipla e respectivos erros-
padrdo e intervalos de confianga (IC) de 95% obtidos para o modelo cubico
especial a partir dos resultados de populagdes de Lactobacillus acidophilus nas
musses T1 a T7, armazenadas sob refrigeracdo (4+1°C) aos 14 dias (x; = gordura
lactea, x, = inulina e x3 = WPC).

X X2 X3 X1X3 X2 X3 X1X2X3
Coeficientes 6,29 6,68 6,93 1,55 1,16 3,30
Erro-padrao 0,03 0,03 0,03 0,15 0,15 0,99
1C 95% [6,24;6,36] [6,62;6,74] [6,87,7,00] [1,24;1,87] [0,87;1,48] [1,20;5,41]
o} <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Tabela 12: Analise de variancia obtida para o modelo cibico especial para os
resultados de populagbes de Lactobacillus acidophilus nas musses T1 a T7,
armazenadas sob refrigeragao (4+1°C) aos 14 dias.

Varaede.  Quagritica  Liberdade Mémo. F caloulado P
Regress&o 1,738671 5 0,347734 123,3829 <0,01
Residuo 0,042275 15 0,002818

Falta de ajuste  0,000575 1 0,000575 0,1930 0,667156
Erro puro 0,041700 14 0,002979

Total 1,780946 20 0,089047

R? 0,976263

R? ajustado 0,968350

Dessa forma, o modelo de regressao miltipla do tipo clbico especial obtido
para a variavel populagdo de Lacfobacillus acidophilus nas musses aos 14 dias de

armazenamento refrigerado é representado pela equagéo a seguir:

Vay = 6,29, + 6,68x, +6,93x, + 1,55x,x, + 1,16x,x; + 3,30x,x,x,

onde, y4) € o valor estimado da variavel Lactobacillus acidophilus do produto

refrigerado.

O modelo indica que a resposta populagao de Lactobacillus acidophilus aos
14 dias de armazenamento refrigerado foi dependente da presenca de WPC nas
formulacbes de musse, uma vez que as interagdes binarias xx; € x,x3 € a

interagao ternaria x;x;x; foram significativas. Tais coeficientes foram positivos,
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mostrando que a interagdo do WPC com a gordura lactea e/ou inulina pode

resuitar em aumento das populagdes de Lactobacillus acidophilus.

O modelo estatistico da viabilidade de Lactobacillus acidophilus nas
musses refrigeradas aocs 14 dias de armazenamento esta representado na figura

3, em diagrama triangular, no qual s&o indicadas as curvas de nivel.

X3
0,004 1,00

.-
<7

- _ N N\, 0,00 H <68

<66

0,00 0,25 0,50 0,75 100 gmiel

X4 Xa

Figura 3: Diagrama triangular da viabilidade de Lacfobacillus acidophilus nas
musses T1 a T7, armazenadas sob refrigeracéo (4+1°C) aos 14 dias (x; = gordura
lactea, x, = inulina e x; = WPC).

De acordo com esse modelo, as populagbes mais elevadas de
Lacfobacillus acidophilus, no produto refrigerado aos 14 dias, sdo obtidas quando
a proporgao de WPC esta entre 2% e 3% nas formulagdes, regido em que este

ingrediente encontra-se entre os pontos 0,50 e 0,75 do diagrama (figura 3).

Para fins de divulgacdo das propriedades funcionais nos rétulos das
musses estudadas, a alegacao “O Lacfobacillus acidophilus (probiético) contribui

para o equilibrio da flora intestinal. Seu consumo deve estar associado a uma .
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alimentagdo equilibrada e habitos de vida saudaveis” (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2008) poderia ser utilizada para os produtos
refrigerados sem a adicdo de WPC com vida de prateleira de 14 dias. Para as
musses refrigeradas contendo WPC e para todas as musses congeladas, essa
alegacao poderia ser utilizada, considerando a vida de prateleira de 28 e 112 dias,
respectivamente. Para todos esses produtos, & obrigatéria a declaragdo da
quantidade do probiético em unidades formadoras de colénias presente na porgao
diaria do produto pronto para consumo (>108 UFC/ 120g) junto a referida alegagao
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008).

4.3 Parametros microbiolégicos sanitarios

Os microrganismos indicadores de contaminagio coliformes totais e
Escherichia coli ndo foram detectados durante os armazenamentos refrigerado e
congelado das musses T1 a T7. Do mesmo modo, ndo foram encontradas
colonias suspeitas de Bacillus cereus e Salmonella spp. has musses analisadas.
Por outro lado, Staphylococcos DNA-se positivos foram detectados em
amostragens das musses refrigeradas e congelados (tabela 13), porém, nunca
ultrapassando 2,7 log UFC/g, valor maximo permitido pela legislagao nacional
vigente tanto para sobremesas lacteas pasteurizadas refrigeradas como para
sobremesas congeladas de base lactea (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2001).

Para a analise estatistica, considerou-se o fato de as contagens observadas
para 0s microrganismos contaminantes estarem ou ndo abaixo do limite de
sensibilidade do método utilizado para a determinagao daqueles microrganismos
(<1 log UFC/g para Staphylococcus DNAse positivos e bolores e leveduras). Para
efeito de comparacgdo entre os tratamentos e entre as diferentes condicbes de
armazenamento, considerando p<0,05, o teste estatistico utilizou um valor de
propor¢cdo menor ou igual a propor¢cdo de contagens superiores ao limite de
sensibilidade dos testes microbiolégicos (SOLER & YAMAGUCHI, 2004). No
presente trabalho, essa propor¢ao foi fixada em 50% para Staphylococcus DNAse

positivos (pelo fato de a maior parte dos tratamentos apresenta'r mais de 50% de
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amostras positivas para essa variavel) e 30% para bolores e leveduras (uma vez

que a proporgao de amostras positivas nao foi tdo elevada para essa variavel).

Para as amostras refrigeradas, as musses T3 e T6 apresentaram a menor
contaminagao para Staphylococcus DNAse positivos, diferindo significativamente
das demais (p<0,05). Ja para as amostras congeladas, as populagbes de
Staphylococcus DNAse positivos foram significativamente menores para as musses
T3, T6 e T7 (p<0,05). Observou-se, também, que o congelamento reduziu

significativamente a contaminagao para esse microrganismo na musse T7 (p<0,05).

Bolores e leveduras foram detectados em amostragens das musses
refrigeradas e congeladas (tabela 14), porém as maiores populagdes (superiores
a 2,7 log UFC/g) somente foram observadas aos 28 dias de armazenamento de
algumas amostras das musses refrigeradas (nesses casos, ja eram observadas
coldnias visiveis nas amostras). Por esse motivo, a analise sensorial dos produtos
refrigerados foi limitada ao 212 dia para todos os tratamentos. Por outro lado, o
congelamento reduziu signiﬁcativamente (p<0,05) a contaminagao por bolores e

leveduras nas musses T2, T3 e T5.
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4.4 Sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus nas diferentes musses frente

as condicdes gastricas e entéricas simuladas in vitro.

A sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus nas musses T1 a T7
submetidas as condicdes gastricas e entéricas simuladas in vifro, ao longo dos

armazenamentos refrigerado e congelado é apresentada nas figuras 4 a 13.

Ao primeiro dia de armazenamento refrigerado (figura 4), observa-se, para
todas as musses, que a sobrevivéncia de Lacfobacillus acidophilus diminuiu em
pelo menos 3 log na primeira meia hora de simulagdo das condigoes
gastrintestinais in vitro. Ao longo da etapa acida do ensaio, ndo houve alteracoes
significativas (p>0,05) na sobrevivéncia do probi6tico. Com excecédo da musse T4,
contendo 2% gordura lactea adicionada e 2% de inulina, houve uma reducgao
significativa na sobrevivéncia do probiético (p<0,05) entre o final da etapa acida
(2h) e as primeiras 2 horas da etapa entérica (4h) em pelo menos 1 log nas
musses estudadas. A musse T4 apresentou manutengdo da viabilidade de
Lactobacillus acidophilus superior a 3,5 log UFC/g entre 30 minutos e 6 horas de
ensaio in vitro, sem alteragdes significativas nesse periodo (p>0,05). A musse
controle T1 foi a formulacdo na qual o microrganismo probidtico apresentou o pior
desempenho ao longo do ensaio in vitro no 1% dia de armazenamento sob
refrigeracdo, nao sendo mais detectado (<1,24 log UFC/g) ao final de 6h de
ensaio. As musses T2, T4 e T7, todas contendo inulina em sua composicao,
apresentaram a maior sobrevivéncia de Lacfobacillus acidophilus ao final de 6 h
de simulagdo das condigbes gastrintestinais no 12 dia de armazenamento, 3,74
log UFC/g, 3,63 log UFC/g e 2,94 log UFC/g, respectivamente, ndo apresentando
diferencas significativas entre si (p>0,05).
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A musse T7 (contendo 1,33% de gordura lactea adicionada, 1,33% de
inulina e 1,33% de WPC) apresentou a maior sobrevivéncia do probiodtico as
condi¢gbes gastrintestinais simuladas, com média de 3,52 log UFC/g, apés 6 horas
de ensaio in vitro aos 7 dias de armazenamento em comparacgao ao controle T1 e
as musses T3 e T5 (figura 5), ndo diferindo significativamente das musses T2, T4
e T6 (p>0,05), todas preparadas com a adigdo de inulina. Ao contrario do
observado no 12 dia de armazenamento, foi possivel verificar uma ténue
sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus apés 4h e 6h de ensaio na musse
controle T1 aos 7 dias de armazenamento, com populagdes médias de 1,47 log

UFC/g e 1,80 log UFC/g, respectivamente.

Aos 14 dias apds a fabricacdo das musses, as populagdes iniciais de
Lactobacillus acidophilus ja apresentavam diferengas significativas entre os varios
tratamentos (p<0,05) e eram bastante reduzidas em relagdo as populacées
encontradas nas semanas anteriores, conforme foi discutido anteriormente no item
4.2 (tabela 10). Dessa forma, a sobrevivéncia do probibtico ao longo do ensaio de
simulagdo das condi¢des gastrintestinais in vifro reduziu consideravelmente para
todas as musses estudadas a partir do 142 dia, ndo sendo mais possivel observar o
efeito protetor dos ingredientes adicionados (inulina ou WPC), uma vez que nao
foram mais observadas diferencas significativas entre os tratamentos ao final de 6h
de ensaio até o 28° dia (p>0,05). No entanto, sempre foi possivel recuperar
populagdes do probiético ao final de 6 h ensaio até o ultimo dia de armazenamento

refrigerado nas musses T2 e T7, ambas suplementadas com inulina (figuras 6 a 8).

De modo geral, a adigdo de inulina em substituicdo a gordura do creme de
~ leite nas musses refrigeradas foi significativamente mais favoravel (p<0,05) a
sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus frente as condi¢cdes gastricas e
entéricas simuladas em comparagio a presenga de WPC, principalmente até o 7°

dia de armazenamento.
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Do mesmo modo que foi observado para as musses refrigeradas ao 1%e ao
7° dia de armazenamento, a sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus diminuiu
em pelo menos 3 log UFC/g na meia hora inicial de simulacdo das condi¢oes
gastrintestinais in vifro, mantendo-se constante, sem reducdo significativa
(p>0,05) até o final da etapa acida (2h) nas musses congeladas ao longo de 112

dias de armazenamento (figuras 9 a 13).

Para a musse controle T1, o congelamento favoreceu a sobrevivéncia de
Lactobacillus acidophilus na simulacao gastrintestinal in vitro, em que foi possivel
uma recuperagado média do probiético, ao final de 6 h de ensaio, de 2,5 log UFC/g
ao longo de 112 dias de armazenamento. Esse beneficio se estendeu também as
demais formulagdes, considerando o tempo de armazenamento mais longo em
que o microrganismo probidtico foi capaz de sobreviver ao ensaio in vitro no
produto congelado, de modo bastante semelhante as musses refrigeradas na

primeira semana apo6s a sua fabricacao (figuras 4 e 5; 9 a 13).

De maneira geral, Lactobacillus acidophilus sobreviveu de modo similar nas
musses congeladas T3, T5, T6 e T7, todas contendo WPC, que nao
apresentaram diferencas significativas entre si (p>0,05) na maior parte do
armazenamento (figuras 9 a 13), com excecdo da musse T5 aos 56 dias, que
apresentou sobrevivéncia do probidtico ao final de 6 h de ensaio igual a 3,14 log
UFC/g, significativamente maior (p<0,05), comparada a T6 e T7, 1,24 log UFC/g e
1,46 log UFC/g, respectivamente (figura 11).

Exceto aos 112 dias de armazenamento, a musse congelada T4
apresentou sobrevivéncia do microrganismo probiético superior a 3 log UFC/g ao
final das 6 h de ensaio in vifro, diferindo significativamente de T3 aos 7 dias, de
T6 aos 56 e¢ 84 dias e de T7 aos 56 dias (p<0,05), musses nas quais a
sobrevivéncia de Lacfobacillus acidophilus foi menor nos periodos citados. Esses
dados sugerem que a inulina combinada apenas com a gordura do creme de leite
(musse T4) foi mais favoravel para a sobrevivéncia desse microrganismo as
condigdes gastrintestinais simuladas durante a maior parte do armazenamento,
enquanto que, a inulina adicionada juntamente ao WPC n&o possibilitou o mesmo
desempenho do probidtico durante o ensaio in vitro quando incorporada as

musses congeladas (T6 e T7).
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E necessario destacar que, a manutencéo das populagées de Lactobacillus
acidophilus acima de 7,5 log UFC/g nas musses congeladas ao longo de todo o
armazenamento foi fundamental para a maior sobrevivéncia do probiético durante
ensaio in vitro por até 112 dias em todas as musses, se comparada a sobrevivéncia

de Lactfobacillus acidophilus nas musses refrigeradas a partir do 14° dia.

Para todas as musses estudadas no presente trabalho, foi possivel
observar uma enorme sensibilidade de Lactobacillus acidophilus ao HCI contendo
pepsina, uma vez que a redug:éo da viabilidade do probi6tico na primeira meia
hora de ensaio, em ambas as formas de armazenamento foi, em média, de 3 log
UFC/g. No entanto, com poucas exceg¢des, houve uma manutengdo sem
alteracGes significativas (p<0,05) dessa populagéao de probidtico nos 90 minutos
restantes da etapa acida. SCHILLINGER et al. (2005) observaram que cepas de
Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus johnsonii foram mais tolerantes ao suco
gastrico simulado contendo pepsina, quando comparados a cepas de

Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus.

No presente estudo, foi observada uma susceptibilidade também grande de
Lactobacillus acidophilus as etapas do ensaio contendo bile, ja que houve
reducdo significativa (p<0,05) na sobrevivéncia do probibtico entre as etapas
acida e entérica para a maioria das amostras. A bile € uma secrecdo digestiva
que apresenta o papel principal na emulsificagdo e solubilizacdo de lipidios.
Dessa forma, ela também afeta os fosfolipidios e as proteinas das membranas

celulares bacterianas, interrompendo a sua homeostase (BEGLEY et al., 2005).

KRASAEKOOPT et al. (2004) observaram que células puras de
Lactobacillus acidophilus LA 547 apresentaram uma redugdo de até 7 log UFC/g
ap6s 120 minutos de exposicdo a 0,6% de sais biliares em solugdo de pH 8,25.
No presente trabalho, a redugdo da viabilidade de Lactobacillus acidophilus
durante as 6 horas de ensaio in vitro para a maioria das musses estudadas foi de,
no maximo, 5 log UFC/g, dificiimente ultrapassando 2 log UFC/g durante as 4
horas de exposi¢do a bile. Deve ser salientado que os componentes da dieta ou
ingredientes alimenticios influenciam a sobrevivéncia das bactérias probiéticas
durante a sua passagem pelo TGl (KOS et al., 2000). Embora os resultados
obtidos por KRASAEKOOPT et al. (2004) fossem para uma outra cepa de

Lactobacillus acidophilus, as células puras estudadas por aqueles autores
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estavam mais susceptiveis a acdo da bile. Nesse sentido, os ingredientes
alimenticios adicionados as musses no presente estudo foram importantes para a

prote¢cao da bactéria probiética durante o ensaio in vitro, mesmo na musse controle.

Os resultados obtidos no presente trabalho para a simulagcdo das
condi¢gdes gastrintestinais in vitro indicam que a sobrevivéncia do probiético aos
30 minutos iniciais da etapa acida também foi decisiva para determinar a
viabilidade desse microrganismo ao final do ensaio, ja que as maiores perdas da

populagao de Lactobacillus acidophilus ocorreram nesse periodo.

Os melhores resultados obtidos para as musses contendo inulina na
sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus as condigdes gastrintestinais
simuladas in vitro, em especial nos tratamentos T2, T4 e T7 refrigerados e T4
congelado, foi provavelmente em fungdo de essa fibra ser resistente a hidrolise
pelas enzimas do TGl e de seu elevado grau de polimerizagdo, médio de 20
(ROBERFROID, 2007; FRANCK, 2008) e, conseqientemente, ndo ter sido
digerida pelas enzimas utilizadas no ensaio, resultando em maior protecao para o

microrganismo probiético.

Na matriz alimenticia, a inulina liga-se a agua ali disponivel, formando um
gel constituido de uma rede de particulas cristalinas que se assemelham a cristais
de gordura em o6leo. Analises de criomicroscopia eletronica confirmaram que esse
gel é composto por uma rede tridimensional de particulas de inulina em agua,
apresentando diametro de 1-3um. Grande quantidade de agua é imobilizada
nessa estrutura, em fungéo do tempo e esse gel nao sofre influéncia do pH com
valores entre 4 a 9 (FRANCK, 2008). No caso especifico de frutanos com alto
grau de polimerizagao, como a inulina utilizada no presente trabalho (Beneo® HP-
Gel), estes sao mais estaveis termicamente e apresentam solubilidade ainda mais
reduzida (VILLEGAS & COSTEL, 2007; FRANCK, 2008). ZIMERI & KOKINI
- (2003), usando microscopia de luz (6ptica), observaram a presenca desses

cristais de inulina imersos em uma solugao de 5% de inulina em agua.

Possivelmente, nas musses adicionadas de inulina, para as quais o
probidtico apresentou maior resisténcia in vifro, uma parte das células de
Lactobacillus acidophilus ficaram protegidas entre essa rede de particulas que

nao foram destruidas, mesmo apés a homogeneizagdo da amostra com a solugéo
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salina, com as enzimas adicionadas e nas diferentes condicées de pH a 37°C,
durante 6 horas. De fato, a inulina tem sido estudada como componente para a
producao de micro e nanocapsulas para a administracio de farmacos que serao
liberados diretamente no célon (POULAIN ef al., 2003; KOSARAJU, 2005), bem
como para a protecao de microrganismos probioticos ao longo do armazenamento
de culturas puras e durante a passagem pelo TGl (CRITTENDEN et al., 2006).

A utilizacdo da inulina pelo probi6tico como fonte de energia ao longo dos
ensaios in vitro & pouco provavel. Mesmo a 37°C, o microrganismo dificilmente se
multiplicaria haquelas condi¢bes, apenas tentaria sobreviver. Em estudo realizado
por MAKRAS et al., 2005, as cepas de Lactobacillus acidophilus ACC e IBB 801
nao foram aptas a metabolizar inulina a 37°C em meio MRS modificado contendo,
em substituicdo & glicose, Raftiline® HP, inulina com grau de polimerizagao

proximo ao da utilizada no presente trabalho.

Os valores de pH foram monitorados durante a amostragem da populagao
de Lacfobacillus acidophilus nas etapas de avaliacdo de resisténcia as condicoes
gastricas e entéricas simuladas in vitro das musses refrigeradas e congeladas de
todos os tratamentos e apresentaram pouca variacdo dentro de um mesmo
tratamento em cada periodo de amostragem das musses (dias de
armazenamento) para cada tempo de coleta (horas de ensaio in vitro). Esses

valores de pH estédo apresentados ao final da tese, nos anexos 10 e 11.
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4.5 Perfil de textura instrumental

O perfil de textura instrumental das musses refrigeradas e congeladas do
presente trabalho € apresentado nas tabelas 15 a 19. Alteragées significativas
(p<0,05) em todos os parametros de textura analisados foram observadas com o
congelamento das amostras a —18+3°C e o seu posterior descongelamento a 4°C
nos diferentes periodos de amostragem. Teoricamente, o congelamento deveria
ocasionar a solidificacdo da fase aquosa do alimento, que resultaria em uma
maior estabilidade do sistema durante o armazenamento das amostras a essa
condicdo (DALGLEISH, 2006). Apés o seu descongelamento, as musses nao
mantiveram a sua condi¢ao inicial, com exceg¢des para alguns tratamentos quanto
a adesividade e a elasticidade. As principais modificacbes na textura das
amostras decorrentes do congelamento e da substituicdo da gordura lactea

adicionada pela inulina e/ou WPC sao detalhadas a seguir.

Em todos os tratamentos, os valores de firmeza das amostras congeladas
foram significativamente inferiores (p<0,05) quando comparados aos das suas
respectivas musses refrigeradas ao longo do armazenamento (tabela 15). No
presente estudo, o descongelérhento das amostras armazenadas a —18°C, antes
da determinacéo da textura, teria alterado a estrutura dessas musses, tornando-
as menos firmes. Por outro lado, no inicio do armazenamento de produtos
refrigerados, existe um tempo maior para a “acomodacédo” e estabilidade de
particulas, devido a mobilidade e pequeno deslocamenta das bolhas de ar, o que
resultaria em uma maior firmeza do produto recém fabricado que, em muitos
casos, pode se perpetuar ao longo do armazenamento, tornando o produto ainda
mais firme (CARDARELLI et al., 2008a).
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A musse T6, contendo 2% de inulina e 2% de WPC, foi a que apresentou
os valores de firmeza significativamente maiores (p<0,05), tanto para as amostras
refrigeradas quanto para as congeladas, exceto aos 35 dias de armazenamento
(tabela 15). Este fato pode ser atribuido a capacidade da inulina se ligar as
moléculas de agua e a possivel interagdo com as proteinas do soro de leite
(GOKAVI et al., 2005; HERCEG et al., 2007). Esta interagdo pode, portanto,
aumentar o peso molecular da fragdo protéica do leite (TARREGA & COSTEL,
2006) e, assim, modificar a textura do produto em relacdo as musses de maior
teor lipidico. Aumentos significativos na firmeza ao longo do armazenamento
foram observados para as musses refrigeradas T1, T2, T4 e T7 e para os
tratamentos congelados T5, T6 e T7 (p<0,05). Ao contrario, a musse T5
refrigerada apresentou reducdo significativa da firmeza (p<0,05) na primeira

semana de armazenamento.

De modo semelhante ao observado para a firmeza, todas as musses
refrigeradas apresentaram valores de coesividade significativamente superiores
(p<0,05) aos das suas respectivas formulagdes congeladas ao longo do
armazenamento (tabela 16). Porém, ao contrario do que foi observado para a
firmeza, a musse T6 apresentou os menores valores de coesividade durante o
armazenamento das amostras refrigeradas e congeladas, quando comparado as
demais musses, diferindo significativamente destas outras (p<0,05) ap6és 1, 7 e 14
dias sob armazenamento refrigerado. Devido a sua capacidade hidrofilica, a
inulina pode formar pontes de hidrogénio com algumas proteinas do soro, como a
B-lactoglobulina, por exemplo, e reduzir a tensao de superficie e a estabilidade do
sistema (HERCEG et al., 2007), o que poderia ter resultado na diminuicdo da
coesividade das musses T6, em comparagdo as demais. Por outro lado,
aumentos significativos da coesividade ao longo do armazenamento foram

observados para as musses T6 refrigerada e T1 congelada (p<0,05).
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As musses T2 (4% de inulina) armazenadas sob refrigeracao e T6 (2%
de inulina + 2% de WPC) sob congelamento apresentaram aumentos
significativos da adesividade ao longo do armazenamento (p<0,05). O mesmo
comportamento foi descrito por CARDARELLI ef al. (2008a) para musses de
chocolate simbiéticas produzidas com a adi¢do de inulina e armazenadas em
refrigeragdo. Embora nao significativa (p>0,05), foi possivel observar uma
tendéncia de aumento da adesividade para as demais amostras refrigeradas e
congeladas durante o armazenamento dos demais tratamentos, exceto para as
musses T3 e TS (tabela 17).

A elasticidade foi 0o parametro de textura que apresentou a maior estabilidade
durante o armazenamento das musses refrigeradas e congeladas (tabela 18),
sempre ao redor de 0,9 para todos os tratamentos. Diferengas significativas entre as
formulagbes (p<0,05) s6 foram observadas ao 1° dia de armazenamento. Alteracdes
significativas da elasticidade ao longo dos armazenamentos refrigerado e congelado

(p<0,05) somente foram verificadas na musse T1.

Também de maneira similar @ firmeza, os valores de gomosidade das
amostras congeladas dos diferentes tratamentos foram significativamente
inferiores (p<0,05) aos das suas respectivas amostras refrigeradas durante o

armazenamento (tabela 19).
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De modo geral, considerando todos os parametros de textura estudados no
presente trabalho, a substituicdo da gordura lactea por inulina nas musses T2
refrigeradas e congeladas resultou em um perfil de textura bastante proximo ao da
musse controle T1 durante todo o armazenamento. Este efeito é atribuido a
propriedade de gelificagdo da inulina, que melhora a consisténcia do produto,
através do aumento de sua ligagdo com a fase aquosa (EL-NAGAR et al., 2002).
Define-se gel como uma estrutura insolivel e semi-rigida de uma dispersdo de um
s6lido em um liquido. Os carboidratos e as proteinas sao considerados os principais
ingredientes para a producado de géis alimenticios. Polimeros sollveis tornam-se
insolliveis ao formarem uma estrutura semi-solida (gel), devido a associagéo daé
moléculas desse polimero com a solugido onde ele esta presente. A forma de
processamento do alimento, os ingredientes que ele contém e o pH contribuem para

a resisténcia e demais propriedades reoldgicas do gel (KIM et al., 2001).

Resultados semelhantes ao encontrado para a musse T2 do presente
trabalho também foram obtidos para iogurtes contendo inulina, em .substituigéo
aos lipidios do leite, armazenados durante um periodo de 15 dias (GUVEN et al.,
2005). Por outro lado, a substituicdo parcial da gordura lactea por inulina em
sorvetes promoveu um aumento da fimeza e da adesividade do produto (EL-
NAGAR et al, 2002). No presente estudo, verificou-se que as musses
refrigeradas e congeladas T4, com substituigéo parcial da gordura por inulina,
apresentaram valores médios de firmeza ligeiramente superiores ao da musse

controle T1 aos 21 e 35 dias de armazenamento, respectivamente.

A substituicdo da gordura lactea por WPC resultou em alteragoes bastante
discretas na textura das musses refrigeradas e congeladas T3, que de maneira
geral, se aproximou ao perfil apresentado pela musse T1, considerando todo o
periodo de armazenamento analisado. De modo semelhante ao que foi observado
no presente estudo para a musse T3, SANDOVAL—CASTILLA et al. (2004)
verificaram que iogurtes contendo WPC como substituto de gordura apresentaram
perfil de textura muito similar ao do iogurte convencional, particularmente para os
parametros firmeza, coesividade, adesividade e elasticidade. Os autores
observaram, através de microscopia eletrénica, que as proteinas desnaturadas do
soro contidas no WPC foram completamente incorporadas a matriz protéica do

iogurte, fator este que teria aumentado a fiimeza e adesividade do produto em
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relagao ao produto com baixo teor de gordura e sem a adigao de WPC, tornando

a sua textura comparavel a do iogurte tradicional.

Os parametros de textura firmeza e coesividade foram escolhidos para um
entendimento mais detalhado das interagdes entre os ingredientes gordura lactea
(xy), inulina (x;) e WPC (x;3). Foram testados os modelos de regressao linear,
quadratico e cubico especial para essas variaveis, considerando p<0,05, para os
resultados desses parametros, obtidos aos 14 dias de armazenamento refrigerado
e aos 112 dias de armazenamento congelado (dados apresentando varidncias
homogéneas e diferengas significativas entre os tratamentos com p<0,05). Os
tempos de 14 e de 112 dias para os produtos refrigerado e congelado,
respectivamente, foram escolhidos em fungio de serem os periodos maximos de
estudo em que todos os tratamentos avaliados apresentavam populagtes

aceitaveis do microrganismo probiético para efeito benéfico in vivo (tabela 10).

Os modelos linear e quadratico nao foram suficientes para explicar os
resultados obtidos de firmeza e coesividade nas musses refrigeradas e
congeladas, por apresentarem falta de ajuste significativa em todos os casos
(p<0,05). Por outro lado, o modelo cubico especial, com a eliminagdo das
interagbes nao significativas (p>0,05), foi significativo (p<0,05) para as variaveis
em questdo e nao apresentou falta de ajuste significativa (p>0,05). Para a variavel
firmeza nos armazenamentos refrigerado e congelado, o coeficiente de
determinagao (R?) indicou que o modelo foi capaz de explicar, respectivamente,
90,78% e 85,07% da variagao observada. Para coesividade, a capacidade de
explicagdo do modelo foi um pouco menor, 76,23% e 82,67% para o0s
armazenamentos refrigerado e congelado, respectivamente. Os coeficientes do
modelo clbico especial obtido, calculado por regressdo miiltipla, a partir dos
resultados de firmeza e coesividade nas musses refrigeradas e congeladas aos
14 e 112 dias de armazenamento, respectivamente, e as analises de variancia

detalhadas de tais modelos sao apresentados nas tabelas 20 a 24.
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Tabela 21: Analise de variancia obtida para o modelo cibico especial para os
resultados de firmeza das musses T1 a T7, armazenadas sob refrigeragdo

(4+1°C) aos 14 dias (x; = gordura lactea, x, = inulina e x; = WPC).

Cau§as~de Son!a_ Qraus de Quafir?do F calculado p
Variagio Quadratica Liberdade Médio
Regressao 9,043036 5 1,808607 57,07256 <0,01
Residuo 0,918999 29 0,031690
Falta de ajuste 0,001580 1 0,001580 0,04822 0,827791
Erro puro 0,917419 28 0,032765
Total 9,962035 34 0,293001
R? 0,907750
R? ajustado 0,891845

Tabela 22: Analise de varidncia obtida para o modelo clibico especial para os
resultados de firmeza das musses T1 a T7, armazenadas sob congelamento
(-18+3°C) aos 112 dias (x; = gordura lactea, x, = inulina e x; = WPC).

Causas de Soma Graus de Quadrado

Variagio  Quadritica  Liberdade Médio F calculado P
Regressao - 6,299256 4 1,574814 42,74695 <0,01
Residuo 1,105211 30 0,036840
Falta de ajuste  0,140381 2 0,070190 2,03697 0,149307
Erro puro 0,964831 28 0,034458
Total 7,404468 34 0,217778
R? 0,850737
R? ajustado 0,830836

Tabela 23: Analise de varidncia obtida para o modelo ciibico especial para os
resultados de coesividade das musses T1 a T7, armazenadas sob refrigeragéo
(4+1°C) 30s 14 dias (x; = gordura lactea, x, = inulina e x; = WPC).

Causas de Soma Graus de Quadrado £ .01 1ado P

Variagdo Quadratica Liberdade Médio
Regressao 0,022951 5 0,004590 18,60127 <0,01
Residuo 0,007156 29 0,000247
Falta de ajuste 0,000770 1 0,000770 3,37672 0,076758
Erro puro 0,006386 28 0,000228
Total 0,030107 34 0,000885
R? 0,762308

R? ajustado 0,721326
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Tabela 24: Analise de variancia obtida para o modelo cubico especial para os
resultados de coesividade das musses T1 a T7, armazenadas sob congelamento
(-18+3°C) aos 112 dias (x; = gordura lactea, x, = inulina e x3 = WPC).

C\?aur?aa:éie Quzgg:ica Str:;::a(:li Qll:;édt;.ia:o F calculado P
Regressao 0,063134 5 0,012627 27,66242 <0,01
Residuo 0,013237 29 0,000456
Falta de ajuste 0,001013 1 0,001013 2,31942 0,138983
Erro puro 0,012225 28 0,000437
Total 0,076372 34 0,002246
Rz 0,826671
R? ajustado 0,796787

Abaixo s&o apresentadas as equagbes obtidas a partir dos coeficientes

apresentados na tabela 20.

Equacdo para a firmeza das musses aos 14 dias de armazenamento

refrigerado:

Yy = 3,66x, +3,73x, +3,15x, — 0,85x,x; + 5,33x,x, —17,47x,x,x,

onde, y € o valor estimado da variavel firmeza do produto refrigerado.

Equacao para a firmeza das musses aos 112 dias de armazenamento

congelado:

Py = 2,52x, +2,96x, +3,04x, +3,81x,x;, —9,97x,x,x,

onde, y3y € o valor estimado da variavel firmeza do produto congelado.

Equacédo para a coesividade das musses aos 14 dias de armazenamento

refrigerado:

Py = 0,45x, + 0,45x, +0,475x, — 0,142x,x; — 0,303x,x, + 0,61x,x,x,

onde, ¥4 € o valor estimado da variavel coesividade do produto refrigerado.

Equacdo para a coesividade das musses aos 112 dias de armazenamento

congelado:

Visy = 0,433x, +0,387x, +0,451x; — 0,396x,x, — 0,383x,x; +1,37x,x,x,
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onde, ys) € o valor estimado da variavel coesividade do produto congelado.

De acordo com os modelos propostos para a variavel firmeza, a
substituicao total da gordura lactea adicionada (x;) por WPC (x3) na musse T3
resulta em uma diminuigdo da firmeza do produto refrigerado aos 14 dias de
armazenamento quando comparada ao controle (T1) e a musse T2, na qual a
gordura lactea adicionada foi completamente substituida por inulina (x;). No
produto congelado ao contrario, o efeito isolado x3 resulta em um maior aumento

da firmeza quando comparado ao o efeito isolado x;.

Nesses 4 modelos apresentados, a interacao binaria x;x, (gordura lactea e
inulina) nao foi significativa (p>0,05), do mesmo modo como ocorreu no modelo
para Lactobacillus acidophilus no produto refrigerado. Para a variavel firmeza do
produto congelado, a interagdo x;x; (gordura lactea e WPC) também nao foi
significativa (p>0,05). Para as demais variaveis, a interacdo x;x; exerceu |.|mé
acao negativa, reduzindo a firmeza no produto refrigerado e a coesividade em
ambas as condi¢des de armazenamento. No entanto, o efeito da interagéo entre a
gordura lactea e o WPC na firmeza do produto refrigerado foi pequeno, quando
comparado aos demais. Com relagdo as interagdes binaria x,x; e ternaria xxxs,
observou-se que em ambas as condi¢des de armazenamento essas interagoes
contribuiram para comportamentos distintos: aumento da firmeza e reducgdo da
coesividade para a interacdo x;x; e o efeito inverso para a interagdo xx,x3

(reducao da firmeza e aumento da coesividade).

Os diagramas triangulares dos modelos estatisticos da firmeza e da
coesividade nas musses refrigeradas e congeladas aos 14 e 112 dias de

armazenamento, respectivamente, estdo representados nas figuras 14 a 17.
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0,0 0,25 0,50 0,75 1,00 — P 3:2
X4 Xo

Figura 14: Diagrama triangular da variavel firmeza nas musses T1 a T7,
armazenadas sob refrigeracao (4+1°C) aos 14 dias (x; = gordura lactea, x, =
inulina e x; = WPC).

B >33
Bl <38
Bl <36
B <34
[C]<32
B <3

: ‘ B <238
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 - <26

Xy Xp

Figura 15: Diagrama triangular da variavel firmeza nas musses T1 a T7,
armazenadas sob congelamento (-18+3°C) aos 112 dias (x; = gordura lactea, x, =
inulina e x3 = WPC).
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Il > 0,46

Bl < 0,46

1,00¢ S v 0,00 = : 8,:;
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Figura 16: Diagrama triangular da variavel coesividade nas musses T1 a T7,
armazenadas sob refrigeracdo (4+1°C) aos 14 dias (x; = gordura lactea, x, =
inulina e x3 = WPC).

X3
0,00, 1,00

Bl > 044
Bl <0.44
Bl <0.42
B <04
[ <o0,38

1,00, 5 ——"0,00
i 7 Il <036
0,00 0,25 0,50 0,75 100 BN o

X4 X2
Figura 17: Diagrama triangular da variavel coesividade nas musses T1 a T7,
armazenadas sob congelamento (-18+3°C) aos 112 dias (x; = gordura lactea, x, =
inulina e x3 = WPC).
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Assim, os modelos propostos sdo capazes de explicar a acdo contraria da
interacdo entre a inulina e o WPC nos parametros firmeza e coesividade,
conforme foi observado nas musses T6 (tabelas 15 e 16). Do mesmo modo,
esses modelos também foram capazes de explicar que, quando a gordura lactea
€ adicionada em conjunto com a inulina e o WPC no tratamento T7, a firmeza do
produto é reduzida e a coesividade elevada, se comparada a T6, alcangando
valores mais préximos aos obtidos pelo controle T1 aos 14 dias de
armazenamento refrigerado e aos 112 dias de armazenamento congelado
(tabelas 15 e 16).

4.6 Avaliacao sensorial

Dos provadores que participaram da avaliacdo sensorial do presente
trabalho, 40,8% eram do sexo masculino e 59,2% do sexo feminino. A média de
idade dos provadores era de 26,6 anos (desvio padrdao = 8,1 anos) e a mediana
de 23,8 anos. A idade minima dos provadores foi de 18,0 anos e a maxima de
62,1 anos, sendo que 50% dos participantes apresentavam idades entre 20,9 e

28,2 anos (idades entre 0 12 e o 3° quartil).

A escala heddnica hibrida 11 pontos foi utilizada na avaliagdo das musses
do presente trabalho (anexo 2). Ela consiste em uma escala linear, resultado da
combinacgao de escala estruturada e nao estruturada, ancorada na regiao central e
nos extremos, com anotagbes verbais e numéricas. Os pontos eqiidistantes na
linha horizontal servem para melhor deﬁnir o grau e a orientagado do continuo
hedénico. A escala hibrida apresenta uma série de vantagens sobre a tradicional
escala heddnica de 9 pontos. Tal modelo ndo se restringe a um namero limitado de
categorias; o provador pode utilizar qualquer parte da escala para atribuir seus
valores hedobnicos, com possivel aumento do poder discriminativo da escala, pelo
~ fato dos provadores terem maior liberdade na escolha do valor numérico que
expressara o seu grau de aceitabilidade do produto. Também existe uma
diminuicdo do erro psicolégico de habito, encorajando o provador a fazer sua
avaliacdo de maneira mais consciente e criteriosa. Por fim, ela permite a utilizagao
de uma diversidade de analises estatisticas paramétricas e nao paramétricas, pelo
fato de gerar dados continuos (VILLANUEVA ef al., 2000; VILLANUEVA, 2003).
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A analise sensorial realizada para as diferentes musses (tabela 25) indicou
que o cbngelamento ndo causou alteragbes significativas nos valores de
aceitabilidade das musses (p>0,05). De modo geral, todos os produtos
apresentaram aceitabilidade elevada ao longo de todo o armazenamento, com
notas médias que variaram entre 7,2 e 8,0. No entanto, para a musse T6, na qual
a gordura lactea foi substituida pela adigdo simultdnea de inulina e WPC, os
valores médios de aceitabilidade do produto refrigerado, considerando todo o
periodo de armazenamento, foram significativamente menores que os das
musses congeladas (p<0,05). Embora nao tenham ocorrido diferengas
significativas durante o armazenamento (p>0,05), a musse refrigerada T6
apresentou as menores notas de aceitabilidade ao final do armazenamento (nota
média de 6,78 aos 21 dias). Tais resultados evidenciam que, para a musse T6, o
congelamento foi capaz de evitar as variagdes perceptiveis ao consumidor que
podem ocorrer ao longo do armazenamento, além de prolongar a sua vida de

prateleira.

Adicionalmente, as diferentes musses nao apresentaram diferencas
significativas entre si ao longo dos armazenamentos refrigerado e congelado
(p>0,05), mostrando que a substituicdo da gordura lactea por inulina e/ou WPC
nao afetou a aceitabilidade global das musses de goiaba simbiéticas estudadas
no presente trabalho. Os provadores indicaram os atributos sensoriais que mais
apreciaram e que menos gostaram naquelas amostras. Tais indicagdes
compreendiam os atributos sabor, textura, aparéncia e aroma. Os provadores
ficaram livres para mencionar mais de um atributo em ambos os casos. Tais

informacgdes estao apresentadas nas tabelas 26 a 29.



93

(10'0>d) opejebuos e opeisbiysl sojusweuszeule so eied SOPHAO SOIPSLU SBI0[BA SO anua eAjeoyiubis eSusiayp eolpul 91 asshw e eJed BUN(OO BLUSSW BN

‘ojusLuBlR]} owsaw Wn esed odws) op obBuo| ok 8 ojusweudzZelwle ap odwsa) eped eled sojuswieiRl) SO aJjUd SeAlleoliubls sedualsiip Was Sope)jnsay

oe s odws) epes eled SOIUSWEJRS} SO 8J)Ua SBaUYBOWIOY SBIOUBLIBA LI0D sope)nsay 'lopeaoid o)aje o eied Go'0<d op S2I0|eA WOD BIOUBLIEA 9P SOS||BUY

Y

"(60'0<d) ojuswieien epeod eled ojusweuazewlle op obug|

ZUTL  LECIFORL  BTITRL ISP LTVROL  BEVR0EL  YIR00R e
WPVIFOOL  oBYLFCOL G OSUELEL  GZONFIEL  oNBVIELSL  oSEO0TEN'S  ,S0'FbE'L Zht
WBOLTOTE G JELFELL G WLVALL G09MFESL  o9E1F90L L OEMFL  ,82'FEe v8 0,81
WBTLELEL  LQLLFESL  08VFCEL G OCUFIEL G ZPIFETL o ONFOLL 48617608 o
WPELTGBL  WBGTLFOLL G lLVFOEL L OVFEEL  oS0VFRLL o BYLRO8L  ,,9€'1F08'L s
WSEUFLEL G PLIFB0S L OB0FOV'E o BTRC08 o LB0FGH'E L SULFESL . LELFL6 L
eZlTzLL  8SURTL  LEVR0OL  WEVESEL  eSLEIZL  SViR0RL  ezimelL oo st
WBVIFOLL G MLATBLY GOO'VFIZL G YVELOL o B0NFONL G LO'VEEE'L o, p0'L FLGL 12 b
WB0'LTIRL  GFEIFIEL  WOOMFSHL  GJTUELEL o BSANLL  LOTLFIE'L 22 780'S vl
WPVIFOTL G LOVFOGL G LTNF08  GZE'VFEL'S  ,00TF60L o BLVFEEUL 68 7608 L
LL oL 51 pL £L zL 1L
ojusaweuszeuwte
sassny (seip) odwio| op Binjessduia|
,SEION

‘(L1 e L] sesshw sep oedlosap e esed | ejoge) e efen) selp Z|L | 9je Jod (D,£F8L—) oluawe|abuod qos

o selp gz 9je Jod (D, F) oedesablyal qos sepeuszewle /| B || sossnw se eied epigo |BlOSUSS 9pepllIqelsdy GZ elege]



94

O sabor e a textura foram os atributos mais citados como “mais
apreciados”. No entanto, merecem destaque as 6ita96es relativas ao sabor dadas
a musse T6 armazenada sob refrigeracdo, em que o niamero de citagbes como
atributo “mais apreciado” diminuiu ao longo do tempo, aumentando o nimero
como “menos apreciado” (tabela 26). Tal fato pode ter relagdo com as menores
notas de aceitabilidade dadas as amostras T6 refrigeradas ao final do
armazenamento. Os valores de firmeza instrumental significativamente mais
elevados (p<0,05) para as musses refrigeradas T6 (tabela 15) ndo parecem ter
tido relacdo com as notas baixas de aceitabilidade ao final do armazenamento,
uma vez que o numero de citagdes para textura como “atributo mais apreciado”
nao diminuiu aos 21 dias (tabela 27). Por outro lado, o nimero de citagbes para
textura como atributo “mais apreciado” diminuiu ao longo do tempo para as
musses réfrigeradas T2 (4% de inulina), aumentando o numero de citagdes como
“‘menos apreciado” (tabela 27), embora esse fato ndo tenha causado maior
reducdo nos valores de aceitabilidade dessa formulacdo ao final do
armazenamento. Para o tratamento T2 refrigerado, os valores instrumentais de
adesividade em médulo foram significativamente superiores (p<0,05) aos demais
tratamentos aos 21 dias, sendo o dobro do valor apresentado por estas musses
ao 12 dia (tabela 17). O aumento da adesividade pode ter sido sensorialmente
perceptivel aos provadores, porém, ndo comprometendo a aceitabilidade do

produto nesse periodo.
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A aparéncia foi mais citada como o atributo “menos apreciado” para todos os
tratamentos em ambas as condi¢des de armazenamento (tabela 28), estando
principalmente relacionada a cor do pfoduto, considerada pelos provadores como
“muito clara” ou “palida” para um alimento a base de goiaba (figura 18). A cor tem
sido reconhecida como um dos principais fatores determinantes para a escolha de
um alimento, geralmente refletindo as expectativas do consumidor em relagcao ao
sabor e ao aroma desse produto. Esse comportamento do consumidor parece ser
resultado de associagdes aprendidas ao longo de sua vida, bem como de
caracteristicas fisicas e psiquicas inerentes ao ser humano. Nesse. sentido, nao é
incomum a cor exercer uma forte influéncia sobre a percepgao do sabor (FRANCIS,
1995; MARSHALL et al., 2006; LEVITAN et al., 2008). Nas musses elaboradas no
presente trabalho, a polpa de goiéba adicionada foi fixada em 12,5% para todas as
formulagdes, sendo o Unico ingrediente responsavel pela cor do produto. O problema
apontado pelos provadores pode ser faciimente resolvido pela industria de alimentos
através da adi¢do do corante natural carmim de cochonilha na proporgéo de 0,05%
nas musses, sem representar um risco a viabilidade dos microrganismos probidticos,
como ja verificado em trabalhos anteriores de nosso grupo de pesquisa com queijos
petit-suisse (MARUYAMA et al., 2006; CARDARELLI et al., 2008b), nos quais esse

corante foi empregado.

g

Figura 18: Aparéncia geral das musses servidas aos provadores na analise sensorial.

Com relacdo ao aroma, a maioria dos provadores mostrou-se indiferente a
esse atributo (tabela 29).
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5. CONCLUSOES

A viabilidade de Lactobacillus acidophilus mostrou-se satisfatéria até o 28° dia
de armazenamento nas musses refrigeradas adicionadas de concentrado
protéico de soro de leite (WPC), com populag¢des variando entre 6 e 7 log
UFC/g nesse periodo. Dessa forma, a adicdo de WPC as musses mostrou ser
a melhor opgao para minimizar a reducdo da viabilidade do Lactobacillus

acidophilus no produto refrigerado.

Por outro lado, as musses contendo a fibra prebidtica inulina apresentaram
populagées mais elevadas do probibtico ao final dos ensaios de simulacao
das condi¢cdes gastrica e entérica, com destaque para a musse congelada T4

(2% de gordura lactea e 2% de inulina).

A substituicao total da gordura lactea adicionada pela adicdo simultanea de
inulina e WPC nas musses refrigeradas e congeladas resultou em
modificacbes na textura dos produtos, particularmente quanto ao aumento
significativo (p<0,05) da firmeza, adesividade e gomosidade e a redugdo da
coesividade, além da reducdo da aceitabilidade sensorial no produto
refrigerado aos 21 dias. Quando a inulina e o WPC foram adicionados
isoladamente ou quando a gordura lactea adicionada foi retirada parcialmente,
as caracteristicas de textura foram mantidas, além de resultarem em produtos
mais saudaveis, com caracteristicas sensoriais comparaveis as da musse

convencional e com um maior valor funcional agregado.

O congelamento resultou em modificagbes na textura dos produtos,
particularmente quanto a reducéo da firmeza, coesividade e gomosidade. No
entanto, o congelamento se mostrou como uma alternativa para o aumento
da vida de prateleira das musses, por manter as populagbes do
microrganismo probidtico superiores ou pr()xirhas a 7,5 log UFC/g durante
112 dias de armazenamento e por nao resultar em prejuizo a aceitabilidade

sensorial pelo consumidor.

Dessa maneira, considerando as populagbes maximas do microrganismo
probiético ao longo do armazenamento e a sua sobrevivéncia as condigoes

gastrintestinais simuladas in vifro, € recomendavel a substituicao parcial da

WV I
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gordura lactea adicionada no produto refrigerado por WPC, na proporgao de 2
a 3% da formulagdo. Para essa substituicdo parcial da gordura lactea, é
recomendada a adigdo simultdnea de WPC e inulina nas musses
armazenadas sob refrigeragao e congelamento, de maneira que a propor¢ao
conjunta desses ingredientes no produto nao ultrapasse 2,6%, no sentido de
nao prejudicar a textura e as caracteristicas sensoriais do produto. De modo
especial para as musses congeladas, também é aconselhada a propor¢éao 2%
de gordura lactea e 2% de inulina, para a qual foram obtidos os melhores

resultados nos ensaios de sobrevivéncia in vitro do probiotico.
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6. TRABALHOS RESULTANTES DA PRESENTE TESE DE DOUTORADO

A presente Tese de Doutorado resultou em um depdsito de pedido de patente:

e SAAD, S.M.l; BURITI, F.C.A.; KOMATSU, T.R. Sobremesas lacteas
aeradas probidticas e/ou prebibticas: seu processo de fabricagdo e uso.
Patente de invengdo depositada pela Agéncia USP Inovagdo em
21/08/2007, tendo sido protocolado junto ao Instituto Nacional de
Propriedade Industrial, Sdo Paulo (INPI/SP) sob o n% 018070054893. P.I.
0.703.859-3 de 23/08/2007.

Um artigo cientifico referente aos ensaios preliminares deste trabalho ja foi

publicado na forma de Short Communication, conforme citacéo a Seguir:

e BURITI, F.CAA; KOMATSU, T.R.; SAAD, S.M.l. Activity of passion fruit
(Passiflora. edulis) and guava (Psidium guajava) pulps on Lactobacillus
acidophilus in refrigerated mousses. Brazilian Journal of Microbiology, v.39,
p.315-317, 2007. (Trabalho em anexo, anexo 12).

Ao longo deste curso de Doutorado, dois artigos de revisdo foram

preparados, ambos ja publicados em periédicos indexados:

e BURITI, F.CA; SAAD, S.M.l. Bactérias do grupo Lactobacillus casei:
caracterizagéo, viabilidade como probiéticos em alimentos e sua
importancia para a saiude humana. Archivos Latinoamericanos de Nutricion,
v.57, n.4, p.373-380, 2007.

e KOMATSU, T.R; BURITI, F.CA.; SAAD, SM.L. Inovacdo, persisténcia e
criatividade superando barreiras no desenvolvimento de alimentos probidticos.

Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéulicas, v.44, n.3, p.329-347, 2008.
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Esta Tese de Doutorado também resultou em 10 trabalhos apresentados

em reunides cientificas, das quais duas foram no exterior. Em ordem cronolégica

ascendente, os trabalhos estao listados a seguir:

BURITI, F.C.A.; KOMATSU, T.R.; SAAD, S.M.l. Influéncia da adigcdo de
suco concentrado e polpas congeladas de maracuja e goiaba na viabilidade
de Lactobacillus acidophilus em musses armazenadas a 4°C e a -18°C. In:
SEMANA FARMACEUTICA DE CIENCIA E TECNOLOGIA DA
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DA UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO, 11, Sao Paulo, 2006. Res. FCF077. Revista Brasileira de

Ciéncias Farmacéuticas, v.42, supl.1, p.41, 2006.

BURITI, F.C.A; KOMATSU, T.R; SAAD, S.M.l. Influéncia da refrigeragao e
congelamento sobre o perfl de textura de musses de goiaba
potencialmente simbiéticas. In: SIMPOSIO LATINO AMERICANO DE
CIENCIA DE ALIMENTOS, 7, Campinas, 2007. 1CD.

KOMATSU, T.R.; BURITI, F.C.A,; SILVA, R.C.; RODRIGUES, AMj;
GIOIELLI, L.A.; SAAD, S.M.I. Influéncia da substituicdo de gordura lactea
no perfil de acidos graxos de formulagbes de musse de goiaba
potencialmente probidticas. In: SEMANA FARMACEUTICA DE CIENCIA E
TECNOLOGIA DA FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO, 12, Sao Paulo, 2007. Res. FCF107.
Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v.43, supl.1, p.56, 2007.

KOMATSU, T.R.; BURITI, F.C.A.; SAAD, S.M.l. Desenvolvimento de
diferentes formulagdes de sobremesa aerada simbidtica: caracterizagao
quimica. In: SIMPOSIO INTERNACIONAL DE INICIAGAO CIENTIFICA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO, 15 — BIOLOGICAS, Ribeirdo Preto,
2007. 1CD.

KOMATSU, T.R.; BURITI, F.C.A.; SAAD, S.M.l. Valor nutricional de
diferentes formulagdes de sobremesa aerada simbiética. In: SIMPOSIO
INTERNACIONAL DE INICIACAO CIENTIFICA DA UNIVERSIDADE DE
SAOQ PAULO, 15 — BIOLOGICAS, Ribeirdo Preto, 2007. 1CD.

BURITI, F.C.A.; HARAMI, J.B.; SOUZA, C.H.B.; SAAD, S.M.Il. Lactobacillus

acidophilus survival in synbiotic guava mousses under in vitro simulated
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gastrointestinal conditions. in: INTERNATIONAL PROBIOTIC
CONFERENCE, 3, 2008, High Tatras. International Probiotic Conference,
3: conference proceedings. Bratislava: SAMEDI, 2008. p.49S.

HARAMI, J.B.; SOUZA, C.H.B.; BURITI, F.C.A.; GIOIELLI, L. A;; SAAD,
S.M.I. Behaviour of probiotic strains in different non-fermented dairy
products during storage. In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM: PREBIOTIC
AND PROBIOTICS APPLICATIONS IN DAIRY PRODUCTS, 1. Campinas:
ITAL, 2008. 1CD.

BURITI, F.C.A.; HARAMI, J.B.; SOUZA, C.H.B.; SAAD, S.M.l. Effect of
refrigeration, freezing and substitution of milk fat by inulin and whey protein
concentrate on viability of Lacfobacillus acidophilus in synbiotic guava
mousses. In: SYMPOSIUM ON LACTIC ACID BACTERIA, 9. Egmond aan
Zee: FEMS, 2008. p.D082.

BURITI, F.C.A.; SAAD, S.M.l. Reducgao do teor lipidico e congelamento de
musses de goiaba simbidticas nao alteram a aceitabilidade sensorial do
produto. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS, 21. Belo Horizonte: SBCTA, 2008. 1CD.

BURITI, F.C.A.; CASTRO, LA.; SAAD, S.M.I. Replacing milk fat content by
inulin and whey protein concentrate in the production of synbiotic guava
mousses and the implications for probiotié viability and texture profile. In:
JORNADA INTERNACIONAL DE PROTEINAS E COLOIDES
ALIMENTARES, 5. Campinas: ITAL, 2008. p.26.

O seguinte trabalho, também apresentado em reunido cientifica no exterior,

foi relativo ao acompanhamento de um dos projetos de pesquisa envolvendo

ecologia microbiana e biologia molecular de bactérias laticas durante a visita a

Wageningen University, Wageningen, Holanda:

CARDARELLI, H.R;; BURITI, F.C.A.; SMIDT, H.; SAAD, S.M.l. Comparison
of Lactobacillus sobrius abilities to assimilate glucomannan
oligosaccharides (GMO), fructooligosaccharides (FOS) and trans-
galactooligosaccharides (TOS). SYMPOSIUM ON LACTIC ACID
BACTERIA, 9, Egmond aan Zee, Holanda, 2008. p.G083.
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Os seguintes artigos cientificos, relativos a esta Tese de Doutorado, estido

sendo preparados para serem submetidos a publicagdo em periddicos indexados:

BURITI, F.C.A.; CASTRO, l.A.; SAAD, S.M.l. Viability of Lactobacillus
acidophilus in synbiotic guava mousses and its survival under in vitro
simulated gastrointestinal conditions; Em fase de redacdo para ser
submetido a publicagdo no periédico International Journal of Food

Microbiology, Elsevier.

BURITI, F.C.A.; SAAD, S.M.. Effect of refrigeration, freezing and
substitution of milk fat by inulin and whey protein concentrate on texture
profile and sensorial acceptance of synbiotic guava mousses. Em fase de
redagao para ser submetido a publicagao no periédico Food Chemistry ou
LWT-Food Science and Technology, ambos da Elsevier (a ser decidido

posteriormente).

KOMATSU, T.R.; BURITI, F.C.A,; SILVA, R.C.; GIOIELLI, L.A.; SAAD,
S.M.I. Substitution of milk fat by inulin and whey protein concentrate in
synbiotic guava mousses: chemical composition and implications in the
nutritional value. Em fase de redacgao para ser submetido a publicagcdo no

periédico Quimica Nova, Sociedade Brasileira de Quimica.
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Anexo 1: Oficio de aprovacdo do Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas - USP.



. 124

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmac8uticas
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

Oficio CEP n® 059/2005

Sdo Paulo, 26 de abril de 2005.

Ilmo(a). Sr(a).
Flavia Carolina Alonso Buriti

Vimos informar que o Comité. de ]_;::tica em Pesquisa da FCF/USP, em reunilo
realizada em 25 de abril 2005, APROVOU o projeto “Sobremesa Aerada Simbi6tica:
Desenvolvimento do Produto e Resisténcia do Probibtico In Vitro” (Protocolo n° 296)

apresentado por Vossa Senhoria.

Lembramos que ap6s a execugdo de 50% do cronograma do projeto, deverd ser
apresentado um relatério parcial, de acordo com o Artigo 18 — item C, da Portaria FCF-
111/97.

Atenciosamente,

Wl

Prof*. Dr*, Valentina Porta
Coordenadora do Comité de Etica
em Pesquisa da FCF/USP

Orientador: Prof. Susana Marta Isay Saad
FBT

Av. Prof. Lineu Prestes, n® 580, Bioco 13 A - Cidade Universitivia - CEP 06608-800 - S3o Paulo - 8P
Fone: {11) 3081-3677 - Fax (11) 3031-8966 - e-mall: cepfci@usp.br
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Anexo 2: Modelo da ficha de avaliagdo sensorial utilizada nas andlises do
presente trabalho.

Ficha para teste de aceitabilidade

Nome: Data: _/ [/

Produto: musse de goiaba

Vocé esta recebendo uma amostra de musse de goiaba.

Prove a amostra e marque com um X na escala abaixo o seu grau de aceitacéo
geral em relacao a esta amostra.
Utilize toda a escala, inclusive os espagos entre os pontos.

® @ L 4 @ @ @ o—@ L 4 A 4 @

o 5 ' 10
De§go§tel Nao gostei Gostei
muitissimo nem desgostei muitissimo

Cite o atributo que vocé mais gostou na amostra. Comente.
v

Cite o atributo que vocé menos gostou na amostra. Comente.
®
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Anexo 3: Informacgdo nutricional da musse controle T1 (4% gordura lactea
adicionada), segundo as normas da AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA (2003a,b; 2008).

INFORMAGAO NUTRICIONAL
Porgdo 120 g (1/2 xicara de cha)
Quantidade por porgéo % VD (*)
: kcal=kJ
. 180 kcal =
Valor energético 755 kJ 9
Carboidratos : 24g 8
Proteinas 579 8
Gorduras totais 56¢ 10
Gorduras saturadas 39g 18
Gorduras trans 0g "
Fibra alimentar 759 30
Frutooligossacarideos 729 240
Sédio 59 mg 2

* % Valores Digrios com base em uma
dieta de 2.000 kcal ou 8400 kJ. Seus
valores diarios podem ser maiores ou
menores dependendo de suas
necessidades energéticas.

** Valores diarios ndo estabelecidos
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Anexo 4: Informag¢ao nutricional da musse T2 (4% inulina), segundo as normas

da AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (2003a,b; 2008).

INFORMACAO NUTRICIONAL
Porgéo 120 g (1/2 xicara de cha)

Quantidade por porgao % VD (M)
keal = kJ
I 140 kcal =
Valor energético 588 kJ 7
Carboidratos 23g 8
Proteinas 549 7
Gorduras totais 109 2
Gorduras saturadas 1g 4
Gorduras trans 0g =
Fibra alimentar 12,39 49
Frutooligossacarideos 7,24 240
Inulina 48¢g 160
Sadio 68 mg 3

* % Valores Diarios com base em uma
dieta de 2.000 kcal ou 8400 kJ. Seus
valores diarios podem ser maiores ou
menores dependendo de
necessidades energéticas.

suas

** Valores diarios n3o estabelecidos
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Anexo 5: Informacao nutricional da musse T3 (4% WPC), segundo as normas da
AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (2003a,b; 2008).

INFORMAGAO NUTRICIONAL
Porgédo 120 g (1/2 xicara de cha)
Quantidade por porgéao % VD (*)
kecal =kJ
- 157 keal
Valor energético =658 kJ 8
Carboidratos 23g 8
Proteinas 9649 13
Gorduras totais 179 3
Gorduras saturadas 1,39 6
Gorduras trans 0 >
Fibra alimentar 759 30
Frutooligossacarideos 72g 240
Sadio 82 mg 3

* % Valores Didrios com base em uma
dieta de 2.000 kcal ou 8400 kJ. Seus
valores didrios podem ser maiores ou
menores dependendo de suas
necessidades energéticas.

** Valores diarios ndao estabelecidos
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Anexo 6: Informacado nutricional da musse T4 (2% gordura lactea adicionada e
2% de inulina), segundo as normas da AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA

SANITARIA (2003a,b; 2008).

INFORMAGAO NUTRICIONAL
Porgao 120 g (1/2 xicara de cha)
Quantidade por porgéo % VD (*)
kecal = kJ
i 160 kcal
Valor energético = 668 kJ 8
Carboidratos 249 8
Proteinas 53¢g 7
Gorduras totais 39 5
Gorduras saturadas 2,39 10
Gorduras trans 0 e
Fibra alimentar 99¢g 40
Frutooligossacarideos 72g 240
Inutina 249 80
Sodio 63 mg 3

* % Valores Diarios com base em uma
dieta de 2.000 kcal ou 8400 kJ. Seus
valores diarios podem ser maiores ou
menores dependendo de  suas
necessidades energéticas.

** Valores diarios nao estabelecidos
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Anexo 7: Informagao nutricional da musse T5 (2% gordura lactea adicionada e

2% de WPC), segundo as normas da AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA (2003a,b; 2008).

INFORMAGCAO NUTRICIONAL
Por¢ao 120 g (1/2 xicara de cha)
Quantidade por porcao % VD (%)
kecal = kJ
. 173 kcat
Valor energético =724 kJ 9
Carboidratos 249 8
Proteinas 799 1
Gorduras totais 49 7
Gorduras saturadas 3g 14
Gorduras trans 0 -
Fibra alimentar 759 30
Frutooligossacarideos 729 240
Sédio 70 mg 9

* % Valores Diarios com base em uma
dieta de 2.000 kcal ou 8400 kJ. Seus
valores diarios podem ser maiores ou
menores dependendo de  suas
necessidades energéticas.

** Valores diarios nao estabelecidos
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Anexo 8: Informacao nutricional da musse T6 (2% inulina e 2% de WPC),
segundo as normas da AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA
(2003a,b; 2008).

INFORMAGAO NUTRICIONAL
Porgao 120 g (1/2 xicara de cha)
Quantidade por porgao % VD (%)

kcal = kJ
A 148 keal
Valor energético =620 kJ 7
Carboidratos 24 g 8
Proteinas 10g 10
Gorduras totais 1g 2
Gorduras saturadas 19 4
Gorduras trans 0g e
Fibra alimentar 9949 40
Frutooligossacarideos 72g 240
Inulina 249 80
Sadio 75mg 3

* % Valores Diarios com base em uma
dieta de 2.000 kcal ou 8400 kJ. Seus
valores diarios podem ser maiores ou
menores  dependendo de  suas
necessidades energéticas.

** Valores diarios ndo estabelecidos
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Anexo 9: Informagéo nutricional da musse T7 (1,33% de gordura lactea
adicionada, 1,33% de inulina e 1,33% de WPC), segundo as normas da AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (2003a,b; 2008).

INFORMACAO NUTRICIONAL
Porgdo 120 g (1/2 xicara de cha)
Quantidade por porgio % VD (*)
kcal = kJ
. 157 kceal
Valor energético =657 kJ 7
Carboidratos 25g 8
Proteinas 68g 9
Gorduras totais 1,89 3
Gorduras saturadas 1,39 6
Gorduras trans 0 b
Fibra alimentar 91g 36
Frutooligossacarideos 729 240
Inulina 16¢g 53
Sédio 69 mg 3

* % Valores Diarios com base em uma
dieta de 2.000 kcal ou 8400 kJ. Seus
valores diarios podem ser maiotes ou
menores dependendo de  suas
necessidades energéticas.

** Valores diarios ndo estabelecidos
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Anexo 10: Controle do pH durante os testes de sobrevivéncia de Lactobacillus
acidophilus nas musses refrigeradas T1 a T7 submetidas as condi¢des gastricas e
entéricas simuladas in vitro, ap6s 1, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento (veja a
tabela 1 para a descrigéo das musses T1 a T7).

pH
Dias de Tempo do Musses
armazenamento teste - T2 T3 T4 5 T6 17

0-30min 147002 1682001 17410,01 1,430,038 1,72:0,02 148£0,02 135001

1 30 min — 2h 1,43+£0,02 1,69+0,01 1,7410,01 1,43:0,02 1,6430,03 1,43%+0,03 1,42+0,01
2h=~4h 4,6840,04 5,02+0,03 5,28:0,05 5,1120,05 5,42+0,09 5,0610,04 4,85+0,04

4h —6h 6,90+0,03 7,18+0,01 7,2340,02 7,34+0,02 7,48+0,03 6,92+0,01 6,98+0,01

0-30 min 1,812£0,01 1,74+0,01 1,65+0,01 1,49+0,03 1,66+0,01 1,46+0,00 1,80+0,00

7 30 min - 2h 1,85+0,01 1,7310,01 1,66+0,00 1,57+0,00 1,67+0,01 1,4610,01 1,821+0,03
2h - 4h 5,0740,02 5,22+0,01 4,96:0,13 4,40+0,04 5,05:0,03 4,74+0,05 5,12+0,04

4h = 6h 6,90+0,02 7,4720,01 7,2120,02 6,76+0,04 7,08¢0,25 6,83+0,05 6,80%0,01

0-30 min 1,3820,01 1,6110,01 1,68:0,02 1,40+0,10 1,6440,02 1,62+0,01 1,4310,02

14 30 min -~ 2h 1,4120,00 1,60£0,00 1,67+0,02 1,44+0,18 1,65+0,03 1,6120,02 1,4320,01
2h - 4h 4,7310,02 4,98+0,06 5,08+0,03 4,9210,34 5,16120,02 451+0,02 4,67+0,04

4h —6h 6,93+0,02 7,26%0,01 7,10£0,02 6,97+0,25 7,1530,01 6,8410,00 6,80+0,03

0-30 min 1,41+0,00 1,3940,02 1,7420,01 1,52#0,01 1,7840,01 1,5340,01 1,65+0,02

21 30min~2h  1,39:0,01 1,4210,01 1,74:0,01 1,5410,03 1,7810,01 1,5320,04 1,6240,01
2h—4h 4,8120,05 4,73+0,02 5,171x0,06 4,4410,03 4,6410,02 4,69+0,02 4,5510,02

4h —6h 6,954¢0,01 7,13+0,01 7,37+0,01 6,72+0,02 6,9740,02 6,85+0,04 6,77+0,00

0-30 min 1,78+£0,02 1,4310,01 1,81+0,01 1,4110,01 1,97+0,03 1,56+0,02 1,52+0,01

28 30min—2h  1,7740,01 1,3520,01 1,8420,01 1,42+0,01 1,98+0,01 1,57+0,01 1,5320,02
2h - 4h 4,9710,03 4,79+0,06 5242002 4,35:0,05 5,1810,04 4,9610,53 4,60+0,01

4h—6h 6,91£0,00 7,1710,02 7,1820,02 6,74+0,03 7,18+0,01 6,8510,01 6,8210,02

0-30 min 1,5740,21  1,5720,15 1,7240,06 1,45+0,05 1,75+0,13 1,5310,06 1,5520,18

Média 30min—-2h  1,5740,22 1,5620,17 1,7320,07 1,4810,07 1,74+0,14 1,5220,07 1,5610,16
2h — 4h 4,8510,16 4,95+020 5150,13 4,64+0,35 5,00+0,26 4,7910,22 4,760,23

4h —-6h 6,92+0,02 6,9110,26 7,17+0,19 6,86+0,04 6,83+0,08

7,24+0,14 7,22+0,10
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Anexo 11: Controle do pH durante os testes de sobrevivéncia Lactobacillus
acidophilus nas musses congeladas T1 a T7 submetidas as condi¢des gastricas e
entéricas simuladas in vitro, apés 7, 35, 56, 84 e 112 dias de armazenamento
(veja a tabela 1 para a descrigao das musses T1 a T7).

pH
Dias de Tempo do Musses
armazenamento teste T T2 T3 T4 T5 T6 T7

0-30min  1,89+0,01 17440,00 170:0,01 143+002 17310,03 1,56+0,04 1450,02
7 30min—2h 1,803001 1724001 1,7240,03 1.41:0,05 1,73t0,01 1,56:0,06 1,47+0,01
2h—4h  506:0,02 5171004 4971004 511:0,06 522:0,01 4,70:0,04 4,87:0,10
4h—6h  691+0,03 7,40:001 7,18#003 6,96+047 7,3130,04 6842002 6,99+001
0-30min  149%0,02 131:033 1,57#0,03 168+0,01 1,74:0,02 1.4620,01 1,57+0,01
35 30min—2h 148+000 1324001 1584001 157+0,01 1,70£0,00 1,47+0,00 1,57+0,01
2h—4h 4571010 4871003 4,90+0,05 4,43:0,03 4,99:0,05 4,5740,10 4,58+0,02
4h - 6h 6,67+0,01 6,8840,01 7,0140,02 6,75+0,02 7,1940,04 6,7240,01 6,91+0,01
0-30min  1,53+0,01 1,38+0,02 1,60:0,02 1,85:0,03 1,68+0,01 1,72:0,01 1,55:0,01
56 30min-2h 1532002 141002 1622002 1,7820,04 1,69:0,01 1,62:0,01 1,4610,02
2h—4h  450+0,02 447000 4,97:0,02 5713:0,06 510£0,02 4,63:0,07 4,5310,03
4h—6h 6861005 6,84:0,04 7,07+0,01 7,25+0,03 7,29:0,01 6,84:0,02 6,72+0,01
0-30min  1,64+001 1512001 157+40,01 1,53+0,00 1,49+0,02 1,58£0,01 1,590,00
84 30min—2h 1,62:001 148:0,01 1,5940,00 154+0,00 1,47:0,02 1,56+0,05 1,60:0,04
2h—4h 4531002 452+009 4,90+0,03 4,6240,06 4712002 4,52:0,02 4,5110,07
sh—6h  675:0,10 6.80:001 7064001 7,0940,02 687+0,01 6,770,01 6,74+0,02
030min  154+0,01 1,55:0,01 1,7840,03 143:0,02 1,3820,00 1,60:0,01 1,65:0,01
112 30min—2h  1,49+0.01 1,55¢0,01 1,79+0,01 146:0,01 1,422#0,01 1,60£0,00 1,6640,01
2h ~ 4h 4441006 4,4810,02 5,01+0,02 4,6910,02 4,9310,02 4,6310,03 4,5410,04
4h—6h 6644002 681:002 7,192001 7,18+0,01 6096:0,03 6,82:¢0,01 6,7410,03
0-30min  1,62£016 1,50¢017 1644009 1,56$0,17 1,60£0,16 1,58£0,00 1,5620,07
Média 30min—2h 1,60t017 1,50+015 1,6640,00 1,55:0,14 1,60:0,15 1,56+0,06 1,55:0,09
2h—4h  462+025 470+031 4,95:005 4,80:0,31 4091019 4,6110,07 4,6120,15
4h-6h  677:0,12 6961030 7,10+0,08 7,05:0,20 7,12:0,20 6,80:0,06 6,8210,12
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Anexo 12: Trabalho publicado na forma de Short Communication [BURITI, F.C.A,;
KOMATSU, T.R.; SAAD, S.M.l. Activity of passion fruit (Passiflora edulis) and
guava (Psidium guajava) pulps on Lactobacillus acidophilus in refrigerated
mousses. Brazilian Journal of Microbiology, v.39, p.315-317, 2007.].
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