1. INTRODUCAO

De acordo com a nova legislacdo brasileira de produtos lacteos, entende-se por leites
fermentados os produtos adicionados ou ndo de outras substincias alimenticias, obtidos por
coagulacdo e diminui¢do do pH do leite, ou leite reconstituido, adicionado ou ndo de outros
produtos lacteos, por fermentacdo ldtica mediante acdo de cultivos de microrganismos
especificos. Estes microrganismos especificos devem ser vidveis, ativos e abundantes no
produto final durante o prazo de validade. Esta mesma legislacdo define iogurte como o
produto cuja fermentagéo se realiza com cultivos protossimbidticos: Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus e Lactobacilus delbrueckii subsp. bulgaricus, que podem ser
acompanhados, de forma complementar, por outras bactérias acido-lacticas que, por sua
atividade, contribuem para a determinacio das caracteristicas do produto final (BRASIL,

2000).

Entre as bactérias ldticas que podem ser usadas no preparo de iogurtes e leites
fermentados encontram-se as probidticas. Estas sdo definidas como microrganismos vidveis
que afetam beneficamente a saide do hospedeiro por promoverem balanco da microbiota
intestinal, sendo Lactobacillus e Bifidobacterium as espécies mais utilizadas como probidticos
(FAO/WHO, 2002). As pesquisas com probidticos estdo atualmente voltadas na dire¢do do
melhoramento das fungdes fisioldgicas definidas pelo impacto nutricional dos alimentos,

incluindo o potencial de reduzir os riscos de doengas (ISOLAURI, 2002).

Para assegurar os beneficios a saide do consumidor, as culturas devem permanecer
vidveis durante todo o armazenamento do produto (KURMANN; RASIC, 1991;
KAILASAPATHY; RYBKA, 1995; DAVE; SHAH, 1997b; KAILASAPATHY; RYBKA,
1997; LOURENS-HATTING; VILJOEN, 2001; OLIVEIRA et al., 2002; TAMIME et al.,
2005; DONKOR et al., 2006).

logurte probidtico é um leite fermentado, com as qualidades cientificamente
comprovadas do iogurte associadas a outros efeitos benéficos para a saide (ROLFE, 2000;
LOURENS-HATTINGH, VILJOEN, 2001; CHAGAROVSKII; ZHOLKEVSKAYA, 2003;
FABIAN; ELMADHA, 2006; DONKOR et al., 2006; SARKAR, 2008; FABIAN et al., 2008;
APONTE et al, 2008; FUKUDA et al., 2008; SANDERS, 2008; BAJAJ et al., 2008;
UYENO; SEKIGUCHI; KAMAGATA, 2008; ZUCCOTTI et al., 2008; HUSSAIN; ATTIQ-



UR-RAHMAN; ATKINSON, 2009; SACHDEVA; NAGPAL, 2009). Trata-se de um tipo de

produto que estd se tornando popular e amplamente consumido em todo o mundo.

A fabricacdo de iogurte probidtico envolve a suplementagdo do leite com ingredientes
licteos, a fim de aumentar a concentracio de proteina de 40 a 50 g de proteina.kg™ (SODINI;
MONTELLA; TONG, 2005). Depois, o leite fortificado € homogeneizado, aquecido (95°C
por 5 min), resfriado a temperatura de fermentagdo (42°C) e inoculado com culturas
iniciadoras Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e
culturas probidticas. Dois tipos de iogurte podem ser produzidos — batido ou natural — que
diferem-se de acordo com o gel (quebrado ou ndo quebrado, respectivamente). A formagdo do
gel é uma das principais propriedades na fabricacio de iogurte. As propriedades reoldgicas do
gel sdo afetadas pela composicdo do leite, pela temperatura e pelo tempo de tratamento
térmico, pelo tipo e pela quantidade de cultura utilizada, pela temperatura de fermentacdo,
pela quebra do gel ou ndo e pelas condigdes de armazenamento até o final da vida de

prateleira dos produtos (LUCEY; SINGH, 1998; XU et al., 2008).

Estudos demonstram que as bactérias probidticas crescem lentamente no leite devido a
falta de atividade proteolitica e ndo desenvolvem no produto fortes caracteristicas sensoriais e
reoldgicas (KLAVER; KINGMAN; WEERKAMP, 1993; OLIVEIRA et al., 2001; LUCAS et
al., 2004; DAMIN et al., 2008). Assim, estas bactérias requerem a adi¢do de fatores de
crescimento (DAVE; SHAH, 1997a; DAVE; SHAH, 1998) e/ou de aminoacidos livres para
melhorar sua multiplicacio (SHAH; LANKAPUTHRA, 1997; OLIVEIRA et al., 2002). O
uso de hidrolisado de caseina é recomendado na producdo de iogurtes, com o objetivo de
disponibilizar peptideos e aumentar o teor de aminoacidos livres, que estimulam o
crescimento de S. thermophilus (TAMIME; ROBINSON, 1999; OLIVEIRA et al., 2001;
SODINI et al., 2002).

A suplementagdo do leite é uma estratégia para melhorar o crescimento de probidticos
durante a fermentacdo e aumentar a viabilidade dessas bactérias durante o armazenamento do
iogurte (DAVE; SHAH, 1997a, 1997b; SODINI et al, 2005a). A adicio de proteinas,
peptideos e aminodcidos é a melhor escolha para fortificar o leite, mas os estudos publicados
ndo sdo conclusivos sobre as quantidades destas substancias a serem utilizadas. Dessa forma,
€ muito importante o estudo de substincias diferentes para a suplementacgdo de leite, visando a
reducgdo do tempo de fermentacdo e melhorando as caracteristicas organolépticas do produto

(OLIVEIRA et al., 2001; McCOMAS; GILLILAND, 2003; LUCAS et al., 2004).



Tradicionalmente, o leite em p6 desnatado (SMP) € usado para enriquecer o leite antes
da fermentag@o. No entanto, a disponibilidade e a qualidade de outros ingredientes lacteos
fornecem uma alternativa econdmica ao leite em pé desnatado. Entre esses ingredientes
alternativos estdo os concentrados de proteina de soro de leite (cujo teor de proteina pode
variar de 340 a 800 g.kg'l) e os caseinatos (caseina, sais de s6dio e amonio), que, além de
melhorar a textura, podem contribuir com as propriedades funcionais do produto (SEVERIN;

WENSHUI, 2005; VASILJEVIC; SHAH, 2008).

O efeito da substituicdo do leite em p6 desnatado por concentrado de proteina de soro
(WPC) ou caseinatos nas propriedades de textura e fisico-quimicas de iogurtes tem sido
estudado por muitos pesquisadores (DANNEMBERG; KESSLER, 1988; OLIVEIRA et al.,
2001; BHULLAR; UDDIN; SHAH, 2002; AKALIN et al., 2008; DAMIN et al., 2009). No
entanto, existem poucos estudos sobre seus efeitos simultdneos na fabricagdo de iogurte
probidtico (TORRIANI ez al.,1996; KUDELKA, 2008; KUMAR MISHRA, KAUR, 2009).
Além disso, estudos utilizando mais de um ingrediente simultaneamente permitem a reducgéo
dos montantes individuais de cada um e, quando apropriado, o uso de instrumentos

estatisticos possibilitam otimizar essas quantidades.

Outra pratica comum € o uso das culturas iniciadoras do iogurte associadas as
bactérias probidticas para melhorar o processo de fermentagdo para a fabricacdo de leites
fermentados probidticos (SAMONA; ROBINSON, 1994; SHAH; LANKAPUTHRA,1997;
DAVE; SHAH, 1997b; OLIVEIRA et al., 2001). Entretanto, L. bulgaricus produz acido latico
durante o armazenamento sob refrigera¢do. Este fendmeno, conhecido por pés-acidificagio,
afeta a viabilidade das bactérias probidticas. Para superar o problema da pds-acidificacdo, a
tendéncia atual é a de se usar culturas iniciadoras isentas de L. bulgaricus (DAVE; SHAH,

1997b) ou que contenham este microrganismo em menores propor¢des.

Iogurtes probidticos ndo possuem caracterizagdo reoldgica e sensorial precisa,
sobretudo aqueles suplementados com proteinas lacteas e bactérias probidticas. Seu estudo é
fundamental para o processamento e a qualidade dos produtos. Sendo assim, este trabalho
teve como objetivos otimizar as propriedades reoldgicas e sensoriais de iogurtes probidticos
enriquecidos com proteinas lacteas (proteina concentrada de soro de leite, caseinato de sodio e
leite em p6 desnatado), através de um delineamento experimental do tipo simplex centroide,
para modelagem de misturas, visando, além da adequada cinética de acidificacdo e nimero de
bactérias vidveis no produto, estabelecer as propriedades reoldgicas e a microestrutura dos

iogurtes probidticos.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Produtos lacteos e funcionais

Historicamente, o estado nutricional de populagdes que vivem em paises
desenvolvidos € afetado por consumo excessivo de gorduras, elevada ingestdo de agucares e
diminuicdo considerdvel do consumo de fibras, de vitaminas e de sais minerais (DE
ANGELIS, 2002); tais habitos podem ser causadores da elevada incidéncia de doengas

cronico-degenerativas ndo transmissiveis (SAAD et al., 2006).

Com o intuito de diminuir o risco de tais doencas, observa-se acelerado
desenvolvimento de alimentos que apresentam, além de caracteristicas nutricionais e
tecnoldgicas adequadas, componentes que exercem funcdes bioldgicas, como manutencdo do
sistema hormonal, eliminagdo de patogénicos, diminuicido do colesterol sérico e do risco de

doencas cardiovasculares (ROBERFROID, 2002).

N

Os consumidores estdo cada vez mais atentos a relacdo alimento/saide em
consequéncia do marketing dos produtos alimenticios com propriedades benéficas a saide, ou

seja, os alimentos funcionais (NUTRITION BUSINESS JOURNAL, 2002).

Os alimentos funcionais, além de compreenderem aqueles que contém naturalmente
substancias bioativas, s@o representados pelos alimentos denominados probidticos, prebidticos

e simbidticos (LEROY; DE VUYST, 2004).

Esses alimentos possuem em sua composi¢do original, ou sdo adicionados de,
compostos bioativos, como fibras com propriedades prebidticas (SHAH, 2001),
oligossacarideos (ROBERFROID, 1999), e mesmo microrganismos que equilibram a flora

intestinal, proporcionando manutencio da satde corporal (ANDLAUER; FURST, 2002).

De acordo com o site Milkpoint (2004), os consumidores estio cada vez mais
demandando alimentos que promovam a melhoria da sadde, além de beneficios funcionais

extras, o que tem levado ao desenvolvimento de produtos como os iogurtes com probidticos.

O pesquisador Komatsu (2008) menciona vdrios fatores que vém estimulando o
desenvolvimento de alimentos funcionais ao longo dos dltimos anos. Dentre eles, destacam-se
principalmente: o aumento da expectativa de vida em paises desenvolvidos (cujas populacdes

necessitardo de cuidados hospitalares por maior periodo de tempo), o elevado custo dos



servigos de saude, os avancos na tecnologia de alimentos e ingredientes, a maior divulgacdo
que as instituicdes publicas de pesquisa tém em divulgarem os resultados de suas
investigacdes e a maior cobertura dos diferentes tipos de midia dada a essas descobertas e as

questdes de satide.

2.2 logurte

O iogurte é um produto fermentado elaborado a partir de leite enriquecido com alto
teor de sdlidos, usando uma cultura mista de Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus e

Streptococcus salivarius ssp. thermophillus (PENNA; OLIVEIRA; BARUFFALDI, 1997).

Inicialmente, o consumo de iogurte foi bastante limitado, restringindo-se apenas a
certos grupos étnicos. Em meados de 1960, a adi¢cdo de frutas ao produto com o objetivo de
atenuar o seu sabor acido buscava conquistar maior aceitacdo popular. Ao mesmo tempo,
maior divulgacdo era dada as suas qualidades nutritivas e terapéuticas, levando a um

consideravel aumento no seu consumo (TAMIME; ROBINSON, 2002).

No inicio, a produgdo do iogurte utilizava uma técnica de processo simples, que se
expandiu no mundo inteiro, mas que, atualmente, vem se transformando em processos mais
sofisticados e mais elaborados. Assim, com a rdpida incorporagdo deste produto aos habitos
alimentares, a competicdo industrial desencadeou a busca de novos processos que
possibilitem a reducdo dos custos de fabricagdo sem prejuizo da qualidade do produto

(SALINAS, 1986).

De acordo com a textura, pode-se dividir o iogurte em trés categorias: iogurte de
massa firme, de massa batida e de textura liquida, conhecidos respectivamente como iogurte
tradicional, batido e liquido. O iogurte tradicional adquire consisténcia mais firme, devido
principalmente ao fato da fermentagc@o ocorrer na prépria embalagem final e ndo ocorrer a
quebra da massa. O iogurte batido, por sua vez, resulta em um produto menos firme que o
anterior, pelo fato de ser incubado em fermenteiras, seguindo-se a quebra do codgulo para o

envase (GRANATO, 2007).

A presenca ou nio de polpa de fruta e aroma adicionado também colabora para a

diferenciag¢do do iogurte. Nessa categoria, o iogurte se classifica em trés: natural (auséncia



de fruta/aroma), com frutas (aromatizacdo natural) ou aromatizado (flavorizantes)

(FERREIRA, 2005).

Segundo a Nova Legislacdo de Produtos Lacteos (2002), os leites fermentados podem
ser classificados de acordo com o contetido de matéria gorda em: com creme (minimo de 6%
de matéria gorda), integral (minimo de 3% de matéria gorda), parcialmente desnatado
(méaximo de 2,9% de matéria gorda) e desnatado (mdximo de 0,5% de matéria gorda). A
mesma legislacdo define como leite fermentado com adicdo os produtos em cuja elaboracgio
foram adicionados ingredientes opcionais nao lacteos (maximo 30%m/m), antes, durante ou

apos a fermentacao.

2.2.1 Bactérias laticas e probidticos

O termo “fermentado” refere-se ao processo de inoculacio do leite com
microrganismos que transformam a lactose em 4cido latico, o qual inibe o crescimento de
muitos microrganismos patdgenos e aqueles que possam alterar o alimento. Por esta razdo, os
produtos lacteos fermentados se conservam por periodo maior de tempo do que o leite ndo
fermentado. O pH baixo do meio impede o crescimentos de mofos e bactérias contaminantes
no produto, evitando a formacdo de gis e de reacdes de protedlise ou lipdlise que alteram o

sabor ¢ o aroma do alimento (GRANATO, 2007).

O iogurte € um produto elaborado com culturas ativas de bactérias laticas que
fermentam o creme e/ou o leite, metabolizando parte da lactose presente a dcido latico.
Durante esse processo, que normalmente ocorre em tempo inferior a 4-5 horas de incubacio,
em temperaturas de 40 a 44 °C, o leite liquido tem a sua consisténcia alterada, em virtude da
coagulacdo de suas proteinas. A reducdo de pH a 5,1-5,2, resultante da producdo de 4cido
latico durante a fermentacdo, causa a desestabilizagdo das micelas de caseina e a coagulacdo
completa, que ocorre a um pH de 4,6. Quando o pH desejado € atingido, o leite coagulado é
resfriado rapidamente, para que a fermentacdo seja praticamente interrompida (VAN DE

WATER, 2003).

O iogurte € produzido com a utilizacdo de cepas de Lactobacillus delbrueckii susbp.
bulgaricus e de Streptococcus thermophilus, definidos como cultura starter. Essas bactérias

utilizam o leite como nicho ecolégico. Além disso, existe uma relacio simbidtica entre esses



dois microrganismos, na qual cada um deles estimula a multiplicacdo do outro. Assim, L.
delbrueckii ssp. bulgaricus libera aminodcidos e peptideos das proteinas do leite, o que
possibilita a multiplicacdo de S. thermophilus nos primeiros estdgios da fermentagdo. S.
thermophilus, por sua vez, produz 4cido férmico, o qual estimula a multiplicagdo de L.
delbrueckii ssp. bulgaricus, diminuindo o tempo de fermentacdo e conferindo ao produto

caracteristicas peculiares (VAN DE WATER, 2003; HOLS et al., 2005).

Uma cultura starter pode ser definida como “uma preparacdo microbiana contendo um
grande nimero de células de pelo menos um microrganismo a ser adicionado a matéria-prima
para produzir um produto alimenticio fermentado”. O grupo das bactérias liticas ocupa papel
central nessa técnica, acelerando e conduzindo o processo fermentativo. A adi¢cdo direta de
culturas selecionadas tem representado avanco na elaboracdo de produtos fermentados,
resultando em aumento do controle sobre o processo fermentativo e da padronizacdo do

produto final (LEROY; DE VUYST, 2004).

O metabolismo de bactérias laticas e a interag@o entre as cepas selecionadas em leites
fermentados e iogurtes sdo responsaveis pela produgéo de acido lético, levando a coagulacio
das proteinas do leite e a produgédo de diversos compostos. Varidveis como a temperatura, o
pH, a presenca de oxigé€nio e a composicdo do leite contribuem para as caracteristicas
peculiares de um produto especifico. De acordo com a temperatura e o tempo de fermentagao,
sao formados diferentes produtos metabdlicos (OSTILE; TREIMO; NARVHUSO, 2005). A
temperatura de fermentagdo afeta, primariamente, a multiplicacio bacteriana e,
consequentemente, a estrutura e o sabor do produto (KRISTO; BILIADERIS;
TZANETAKIS, 2003).

Alguns produtos a base de iogurte foram reformulados para incluir, além das culturas
convencionais de iogurte, culturas de L. acidophilus e de Bifidobacterium spp. (conhecidas
como culturas probidticas). Esses produtos passaram a ser denominados de iogurtes
probidticos. Durante o seu processo de elaboracdo, as culturas probidticas podem ser
adicionadas antes da fermentag¢@o, em conjunto com as culturas convencionais do iogurte ou

ap6s a fermentacdo (LOURENS-HATTINGH; VILJOEN, 2001).

Nos tltimos dez anos, periodo em que os produtos suplementados com culturas
probidticas passaram a assumir papel de importincia no universo cientifico, muitas pesquisas

com probidticos tém sido voltadas para leites fermentados e iogurtes, sendo estes os produtos



z

probidticos que predominam no comércio mundial. Entretanto, é importante salientar que
diversos fatores podem prejudicar a multiplicacdo das bactérias probidticas durante a
elaboracdo desses produtos, bem como a sobrevivéncia desses microrganismos durante o

periodo de armazenamento (KOMATSU et al., 2008)

Segundo Lourens-Hattingh e Viljoen (2001), a palavra probidtico deriva do grego e
significa “para a vida”. Embora o termo e a defini¢do precisa de probidtico tenham origem
nos anos 1990, o interesse por microrganismos potencialmente benéficos a satde € de tempos
remotos. Em 1910, Metchnikoff foi o primeiro a demonstrar que o consumo regular de leites

fermentados oferecia beneficios a saide (GONCALVES; EBERLE, 2009).

Probidticos sdo microrganismos vivos que, administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a satde do hospedeiro (FAO/WHO, 2001), tais como controle e
estabilizacdo da microbiota intestinal (DOYLE; BEUCHAT; MONTVILLE, 2001);
promocdo da ingestao da lactose em individuos intolerantes aos produtos licteos (LABAYEN
et al., 2001); estimulacdo do sistema imune (JELEN; LUTZ, 1998); alivio da constipacio;

aumento da absorcdo de minerais e producio de vitaminas (SANDERS, 2003).

Os beneficios a saide do hospedeiro atribuidos a ingestdo de culturas probidticas que
mais se destacam sdo: estabilizagdo da microbiota intestinal apds o uso de antibidticos;
promocgdo da resisténcia gastrintestinal a colonizac¢io de patdgenos; diminui¢do da populagio
de patdgenos através da producdo de 4cidos acético e latico; estimulacdo do sistema imune.
Outros possiveis efeitos dos probidticos sdo a sua atuacdo na prevengdo do céncer, na
modulagdo de reagdes alérgicas, na melhoria da satde urogenital de mulheres e nos niveis
sanguineos de lipideos (OLIVEIRA et al., 2002; MERCENIER et al., 2003; SAAD, 2006;
OLIVEIRA, 2007; VASILJEVIC; SHAH, 2008).

O interesse nos iogurtes contendo bactérias probidticas iniciou-se nos anos 1980 e vem
crescendo muito na Europa, representando um mercado de 5 a 20% do total de iogurtes
consumidos. Recentemente, pdde-se observar aumento no interesse da funcionalidade dos

iogurtes contendo bactérias probidticas.

Porém, estudos demonstraram ser necessdria uma dose minima didria desses produtos
contendo probidticos para a agdo dos mesmos nas funcdes bioldgicas dos consumidores
(SODINI et al, 2005b). Para receber a definicdo de ‘“alimento probidtico”, os leites
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fermentados e os iogurtes devem conter, no minimo, 10’ células vidveis por grama ou ml do

produto. Por outro lado, a dose terapéutica minima exigida é de 10° células vidveis por grama



ou ml de produto (HAULY; FUCHS; PRUDENCIO-FERREIRA, 2005).

A definicdo do termo probidtico vem mudando com o passar do tempo em decorréncia
de maior quantidade de estudos cinéticos, genéticos e dos efeitos comprovados
cientificamente sobre a saide do hospedeiro. Diversas outras defini¢es de probidticos foram
publicadas nos tultimos anos (Quadro 1), entretanto, a definicdo aceita internacionalmente é

aquela proposta pela FAO/WHO em 2001.

Entre as culturas probidticas, as bifidobactérias apresentam grande interesse do ponto
de vista industrial, em fun¢éo de seu maior envolvimento com os mecanismos metabdlicos do
organismo, pois estdo envolvidas no desenvolvimento de uma classe de produtos com grande

potencial de mercado na industria de alimentos mundial (GONCALVES; EBERLE, 2009).

As bifidobactérias s@o habitantes naturais do intestino humano e animal. Sua
populacdo é estdvel, porém, pode ser influenciada por idade, dieta, uso de antibidticos,
estresse, entre outros fatores. Atualmente existem mais de 30 espécies do género
Bifidobacterium, dos quais as mais utilizadas sdo B. breve e B. longum (VARNAM;
SUTHERLAND, 1995; MEILE et al., 2008).

As bifidobactérias produzem 4cidos acético, latico e féormico sem geracdo de CO,.
Além da glicose, todas as bifidobactérias de origem humana utilizam galactose, lactose e

frutose como fontes de carbono (PENNA, 2002; FARNWORTH et al., 2007).
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Quadro 1. Definicdo dos probidticos com o passar dos anos.

Defini¢@o publicada Referéncia

Substincias produzidas por microrganismos que | Lilly; Stillwell, 1965
estimulam o crescimento de outros.

Organismos ou substincias que contribuem para o | Parker, 1974
balango microbiano do intestino.

Um suplemento de organismos vivos que beneficiam o | Fuller, 1989
hospedeiro, melhorando seu balanco microbiano
intestinal.

Um cultivo mono ou misto vidvel de microrganismos | Havenaar; Huis In’t Veld,
que, quando aplicado em animal ou homem, o afeta | 1992

beneficamente, melhorando as propriedades da
microflora endégena.

Organismos vivos que, quando ingeridos em certa | Schaafsma, 1996
quantidade, oferecem efeitos benéficos além da nutrigdo
bésica.

Um  auxiliar dietético microbiano que afeta | Naidu; Bidlack; Clemens,
beneficamente a fisiologia do hdspede, modulando a | 1999
imunidade, assim como melhorando o equilibrio nutritivo
€ microbiano no trato intestinal.

Uma  preparagcio ou produto que contenha | Schrezenmeir; De  Vrese,
microrganismos ~ viaveis, definidos em nuimeros | 2001

suficientes que alteram a microflora no héspede e
exercem efeitos benéficos.

Microrganismos vivos que, quando administrados em | FAO/WHO, 2001
quantidades adequadas, conferem beneficios a saide dos
hospedeiros.

2.2.2. Composicdo da base lactea

O leite € o ingrediente bésico no preparo do iogurte, sendo que sua composi¢cdo pode
ser modificada para atender os aspectos econdmicos, praticos e de aceitagdo do consumidor.
Pode ser encontrado na forma integral, desnatado, parcialmente desnatado, fortificado (com

adicoes de leite em pd ou soro em pd) ou modificado (deslactosado) (FERREIRA, 2001).
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Os ingredientes obrigatérios na composi¢do do iogurte sdo: o leite e/ou leite
reconstituido padronizado e o cultivo de bactérias laticas e/ou cultivos de bactérias laticas
especificas. Sdo considerados ingredientes opcionais: leite concentrado, creme, manteiga,
gordura anidra ou butter oil, leite em pd, caseinatos alimenticios, proteinas lacteas, soros
lacteos e concentrados de soros lacteos. De acordo com a composigéo bésica do iogurte, o teor
minimo de proteina exigido no produto final é de 2,9 g por 100 g de iogurte (NOVA
LEGISLACAO DE PRODUTOS LACTEOS, 2002).

Atualmente, grande variedade de proteinas lacteas estd disponivel em escala
comercial, como: caseinas, caseinatos, proteinas de soro (concentradas e isoladas) e ainda
algumas fracdes especificas (lactoalbumina e lactogloblulina); lembrando que o desempenho

N

funcional estd diretamente relacionado a composicido das diferentes fracdes de proteina

(JOST, 1993).

A caseina é a principal proteina do leite de vaca, representando 80% do total das
proteinas existentes no meio, com importante papel funcional e maior aplicagdo em produtos
alimenticios. As caseinas, especialmente os caseinatos, forma soltivel da caseina, t€m seu uso
bem estabelecido como ingrediente funcional na indudstria de alimentos. As caracteristicas
funcionais desta proteina (solubilidade, dispersabilidade, opacidade, viscosidade,
emulsificagdo, estabilidade térmica, ligagdo com gordura, formacdo de espumas,
gelatinizagdo, adesdo e formacdo de filmes) tornam-a forte concorrente de outras proteinas
funcionais, como as do ovo, da soja e do soro. Na fabricacdo de iogurtes, os caseinatos sao
comumente adicionados ao leite para regular o conteido proteico e agir como regulador de
viscosidade, produzindo iogurtes com excelente aparéncia, consisténcia, aroma e sabor, além

da redugdo de sinerese (MAISTRO, 2002).

Segundo Bobbio (1992), os leites fermentados sdo produtos nos quais a caseina foi
precipitada pela formacdo de 4cido latico (pH atingindo o ponto isoelétrico ou P.I.) por

microrganismos que metabolizam a lactose.

Martinéz et al. (2002) mostraram em seus estudos a importancia das proteinas lacteas,
principalmente as provenientes do soro de queijo, na inddstria de alimentos. Observaram que
iogurtes enriquecidos com diferentes fontes de proteinas, como concentrado proteico de soro
(WPC), concentrado proteico de leite (MPC) e leite em p6 desnatado (SMP), apresentaram
diferencas durante o processo de fermentagdo, bem como no gel obtido apds a fermentagéo;

também apresentaram diferengas de viscosidade apds a quebra do gel e variacdo no nivel de
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sinerese. Essas diferencas ocorreram devido as diferentes caracteristicas de cada fonte de
proteina, como, por exemplo, diferentes niveis de lactose. Neste caso, observou-se que os
iogurtes enriquecidos com MPC e SMP apresentaram maior viscosidade e maior sinerese

quando comparados ao iogurte enriquecido com WPC.

De acordo com outro estudo realizado por Cantunes, Cazetto e Bolini (2005), os
concentrados de proteinas de soro (WPC) podem estimular o crescimento das bifidobactérias.
Os iogurtes suplementados com WPC tém reducdo no tempo de fermentagdo, mas ndo
mostram diminui¢do na contagem de células de 4cido ldtico e culturas probidticas. O WPC
serve como uma fonte de peptideos e aminoicidos (que sdo liberados quando o iogurte é
tratado termicamente); tais condicdes favorecem a viabilidade dos probidticos. Espécies de
bifidobactérias sdo microrganismos exigentes que requerem fatores especificos para o seu
crescimento. Ambas, a-lactoalbumina e B-lactoglobulina — principais proteinas do soro —, sdo
Otimas promotoras para o crescimento das bifidobactérias. Entretanto, o WPC néo influencia
o crescimento e a sobrevivéncia dos microrganismos produtores de acido latico (L.bulgaricus

e S. thermophilus).

Segundo Sodini et al. (2004), quando o leite é enriquecido com proteinas obtidas por
ultrafiltracdo ou suplementado com concentrado proteico de soro ou caseinato, o iogurte
apresenta aumento na firmeza, quando comparado a um iogurte processado com leite
suplementado com leite em pé desnatado, devido ao aumento da relacdo proteina/sélidos

totais.

Outra maneira para aumentar a viscosidade e a consisténcia dos iogurtes € a adi¢do de
hidrocoloides. A funcionalidade desses ingredientes é demonstrada por sua capacidade de
ligar a 4gua, reagindo com os constituintes do leite que estabilizam a rede proteica, impedindo

a circulacdo de dgua (SOUKOULIS et al., 2007).

2.2.3. Processamento

A elaboracdo de iogurte € uma técnica de preparo simples que se expande cada vez
mais no mundo inteiro e que, atualmente, vem se transformando em um processo bastante
sofisticado. Entretanto, com a rdpida incorporagdo desse produto aos habitos alimentares, a
competicao industrial desencadeou a busca de novos processos que possibilitem a reducéo dos

custos de fabricagdo sem prejuizo da qualidade do produto (GRANATO, 2007).
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De acordo com Walstra, Wouters e Geurts (2006) e Tamime e¢ Robinson (2001), o
esquema mostrado na Figura 1 representa o processo continuo de fabricacdo de iogurte
industrialmente. O leite padronizado é misturado com outros ingredientes opcionais, lacteos
ou ndo; passa por um pré-aquecimento em trocador de calor, com o objetivo de deixar a
gordura em estado liquido; posteriormente, segue para o homogeneizador, onde ¢é
homogeneizado em dois estdgios, a fim de reduzir o tamanho dos glébulos de gordura;
seguindo a linha de processo a mistura € encaminhada novamente para o trocador de calor,
onde ocorre o processo de pasteurizacdo para garantir a qualidade microbioldgica do produto
final e desnaturar as proteinas; na sequéncia, a mistura € resfriada em trocador de calor até a

temperatura de fermentac@o e enviada para tanques encamisados para iniciar o processo de

fermentacao.

Ap6s a transferéncia para o tanque de fermentacdo ¢ adicionada a cultura starter;
nessa fase a temperatura de 40 a 45°C deve ser controlada até o valor de pH do leite atingir
4,5; posteriormente, o coagulo € quebrado, a mistura € resfriada em trocador de calor,
adicionada ou néo de frutas e/ou aromas, enviada para o envase e, finalmente, armazenada sob

refrigeracao.

Outro processo, denominado batelada, também € utilizado na fabricacdo de iogurte,
porém trata-se de um processo mais simples. Nesse caso, todas as etapas de produgdo ocorrem
no tanque de fermentacdo; ou seja, a pasteurizacdo lenta da mistura e o resfriamento lento
(troca térmica em tanques encamisados). Para esse tipo de processo, na maioria dos casos, no
ha a etapa de homogeneizacdo antes da pasteurizacdo. Apos atingir o pH de 4,5 o codgulo é
quebrado e resfriado no préprio tanque antes de ser enviado para o envase (EARLY, 1998;

FERREIRA, 2001).
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Figura 1. Processo continuo de fabricagdo de iogurte industrialmente.

A formacgdo do gel é uma das propriedades mais importantes na obtencio do iogurte.
As caracteristicas reoldgicas do gel sdo determinadas principalmente por: composi¢ao do leite
utilizado, temperatura e tempo do tratamento térmico, tipo e quantidade de cultura utilizada na
inoculagdo, temperatura de fermentacdo e condi¢cdes de estocagem do produto até o final da

vida de prateleira (XU et al., 2008).

Na producao industrial de alguns tipos iogurtes, o uso de determinados equipamentos
pode afetar a consisténcia. Perdas estruturais do iogurte batido podem ocorrer em varios
pontos entre o tanque de incubagcdo e a mdquina de embalar. O fermentador precisa ser
acoplado de um agitador para misturar a cultura starter no leite e, opcionalmente, quebrar o
coalho apés a fermentacdo. A velocidade de agitacdo é critica. Baixas velocidades de agitacao
sdo usadas para otimizar a eficiéncia da mistura e para diminuir as perdas na consisténcia do
iogurte (TAMIME; ROBINSON, 1999). Durante o resfriamento, o iogurte é submetido aos
efeitos de cisalhamento e ao tempo de abaixamento da temperatura. A quebra de estrutura esta
diretamente relacionada com a geometria do equipamento e com as condi¢des de processo,

especialmente a temperatura e a taxa de fluxo (BENEZECH; MAINGONNAT, 1994).

As industrias t€m interesse em descobrir produtos diferenciados, com tecnologia de
fabricacdo adequada e com aceitabilidade perante os consumidores em potencial. J4 os centros

de pesquisas t€m o papel de descobrir as propriedades nutricionais, bem como os mecanismos
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de acdo das bactérias, para se obter melhores condicdes de processamento (GRANATO,
2007).

2.2.3.1. Homogeneizag¢do do leite

De acordo com Tamime e Robinson (2001), o leite utilizado na fabricacao de iogurte é
uma tipica emulsdo 6leo em dgua e, como resultado, tem a tendéncia de se separar,
principalmente durante o periodo de fermentagcdo. A fim de evitar esse problema, o leite ou a

mistura da base do iogurte deve ser homogeneizado antes do processo de fermentacdo.

A homogeneiza¢do também ajuda na mistura dos ingredientes secos, devido as forcas
de cisalhamento que ocorrem em fungédo da alta velocidade que o produto atinge dentro do

equipamento e da forca exercida na cabeca do homogeneizador (EARLY, 1998).

A formacdo de uma mistura homogénea pode aumentar a viscosidade e a estabilidade
do iogurte, além de melhorar as qualidades organolépticas do produto final. O aumento da
viscosidade causado pela homogeneizacdo estd relacionado a mudanga na capacidade de
retencdo de dgua das proteinas do leite, reduzindo também a sinerese (FERREIRA, 2001;

WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

A viscosidade também depende da temperatura e da pressdo de homogeneizagdo. A
melhor temperatura para esse processo esta entre 50 e 60°C, uma vez que nessa temperatura a
gordura encontra-se no estado liquido; e a pressdo deve ser dividida em dois estdgios, sendo
100bar no primeiro e 40bar no segundo estdgio (EARLY, 1998; FERREIRA, 2001). Algumas
modifica¢des fisico-quimicas causadas pela homogeneizagao do leite utilizado na produgio de

iogurte sdo apresentadas no Quadro 2.
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Quadro 2. Modificagdes fisico-quimicas causadas pela homogeneizacdo do leite utilizado na

produgdo de iogurte.

Efeito da homogeneizacgio

Modificagdes relacionadas ao iogurte

a) Aumento

Viscosidade

Redugdo do tamanho do glébulo de gordura e aumento
na adsor¢@o das micelas da caseina.

Cor (branca)

Aumento do niimero dos glébulos de gordura, o que
afeta a reflexao da luz.

Lipdlise Aumento na 4rea total de superficie da gordura
disponivel para a atuacdo da lipase. Destruicdo da
membrana do glébulo de gordura, o que pode
favorecer lipdlise pela cultura starter.

b) Diminuigio

Tamanho do glébulo de gordura

Prevencao da formagdo de camada superior de creme
no iogurte durante a fermentacao.

Estabilidade da proteina

Mudangas na interac¢do proteina-proteina, como
resultado de desnaturagéo parcial e mudanga no
equilibrio salino.

Caseina na fase aquosa

Transferéncia parcial da caseina da fase aquosa para
constituir uma nova membrana nos glébulos de
gordura recém formados.

Sinerese

Aumento na capacidade hidrofilica e de absorcao de
dgua, devido a interacdo caseina-membrana do glébulo
de gordura e outras interagdes proteina-proteina.

Fonte: TAMIME; ROBINSON (2001).

2.2.3.2. Tratamento térmico do leite

De acordo com Walstra, Wourst e Geurts (2006), os principais objetivos do tratamento

térmico do leite sdo eliminar os microrganismos € inativar as enzimas, ou promover alteragdes

quimicas no meio. Porém, esses resultados dependem da combinacio da temperatura utilizada

e do tempo de aquecimento.
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Ferreira (2001) descreve que o melhor tratamento térmico para o iogurte € de 83°C por
30 minutos, pois este bindmio tempo-temperatura provoca modificacdes na estrutura fisico-
quimica das proteinas, no pH e nas propriedades nutritivas do substrato — estas modifica¢des
sdo importantes tanto para as bactérias do iogurte quanto para a satide humana e para as
préprias caracteristicas do produto final. Esta pesquisadora menciona que esse tipo de
tratamento térmico causa modificacdes importantes na caseina e nas proteinas do soro, sendo
a desnaturacdo parcial dessas proteinas de extrema importancia para a estabilidade do gel do
iogurte. A interagdo ocasionada pelo calor entre proteinas do soro desnaturadas e a caseina é
fundamental, uma vez que aumenta as propriedades hidrofilicas da caseina, facilitando a
formacdo de um codgulo estavel, além das proteinas do soro ficarem mais sensiveis ao calcio

por meio desse tipo de tratamento térmico, facilitando a coagulag@o.

Early (1998) também descreve que a otimizacdo das propriedades hidrofilicas das
proteinas e, consequentemente, a coagulacio do iogurte, sdo obtidas quando o leite € aquecido
a 85°C por 30 minutos, quando é obtida a maxima hidratagcdo das proteinas. Esse tratamento
térmico também é responsdvel pela desnaturagdo das proteinas do soro, o que melhora a
textura do produto final, além de ajudar na prevencdo da sinerese durante a vida de prateleira

do produto.

Segundo Walstra, Wourst e Geurts (2006), o leite para o preparo de iogurtes deve ser
aquecido a 85-90°C durante 5-10 minutos; pois, segundo eles, esse bindmio tempo-

temperatura aumenta consideravelmente a firmeza do produto final.

Tamime e Robinson (2001) descrevem intimeros bindmios tempo-temperatura que
podem ser utilizados no tratamento térmico do leite para fabricacdo de iogurte. Porém, os
autores citam dois processos como os mais utilizados em escala industrial, sendo: 85°C por 30

minutos ou 90-95°C por 5 minutos.

2.3. Reologia

Eugene C. Bingham foi o primeiro a utilizar a palavra reologia ao definir que “tudo
escoa” (STEFFE, 1996). Hoje, a reologia pode ser vista como a ciéncia da deformacéo e do
escoamento da matéria, ou seja, é o estudo da maneira segundo a qual os materiais respondem

a aplicagdo de uma determinada tensdo ou deformacao.
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Todos os materiais possuem propriedades reoldgicas, de modo que a reologia é uma
ciéncia que pode ser aplicada em diversas dreas. O estudo das propriedades reoldgicas dos
alimentos, segundo Rao (1977, 1986), é essencial para vdrias aplicacdes que incluem desde os
projetos e a avaliacdo de processos até o controle de qualidade, a correlacio com a avaliacdo
sensorial e a compreensado da estrutura de materiais.

Steffe (1996) define que a reologia é a ciéncia dos materiais em alimentos. De acordo
com o autor, podem-se destacar diversas dreas na inddstria de alimentos nas quais o
conhecimento dos dados reoldgicos é essencial:

a) célculos em engenharia de processos, envolvendo grande variedade de
equipamentos, tais como bombas, tubulacdes, extrusores, misturadores, trocadores de calor,
dentre outros;

b) determinagdo da funcionalidade de ingredientes no desenvolvimento de produtos;

c¢) controle intermedidrio ou final da qualidade de produtos;

d) testes de tempo de prateleira;

e) avaliacdo da textura de alimentos e correlacdo com testes sensoriais;

f) andlise de equacdes reoldgicas de estado ou de equagdes constitutivas.

As medidas reoldgicas sdo bastante relevantes na inddstria alimenticia como
instrumento para a caracterizagdo fisica da matéria-prima antes do processamento, de
produtos intermedidrios durante a fabricacdo e para os alimentos acabados. Existem vdrias
abordagens para conduzir estas caracterizacdes reoldgicas, sendo que a escolha da técnica
praticamente depende do produto e das caracteristicas funcionais que precisam ser analisadas.
Diversos tipos de equipamentos estdo a disposicdo dos pesquisadores como ferramenta em
estudos reoldgicos de alimentos, levando a resultados aceitdveis na maioria dos ensaios
realizados (MUNIZAGA; CANOVAS, 2005).

A reologia cldssica comeca com a consideracdo de dois materiais ideais: o sélido
elastico e o liquido viscoso. O sélido eldstico € um material com forma definida que, quando
deformado por uma forca externa dentro de certos limites, ird retornar a sua forma e
dimensdes originais, apds a remocao dessa forg¢a. O liquido viscoso ndo tem forma definida e
ird escoar, irreversivelmente, com a aplicagdo de uma forca externa (STANLEY et al., 1996).

Na reologia de s6lidos, a propriedade de maior interesse € a elasticidade, ao passo que,
em liquidos, a viscosidade é a propriedade mais importante. A viscosidade de um material
pode ser definida como a propriedade fisica dos fluidos que caracterizam a sua resisténcia ao

escoamento (PARK & LEITE, 2001).
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Para materiais viscoeldsticos, o valor do moédulo eldstico ( G’ ) é uma medida da
energia de deformacdo armazenada na amostra durante o processo, que representa o
comportamento eldstico da uma amostra. Ao contrario, o0 médulo viscoso ( G” ) € o valor de
uma medida da energia de deformacdo utilizada na amostra durante o cisalhamento, que
representa 0 comportamento viscoso de uma amostra. Se G’ € muito maior do que G, o
material vai se comportar mais como um sdélido, isto €, as deformagdes serdo essencialmente
elasticas. No entanto, se G’* é muito maior do que G’, a energia utilizada para deformar o

material é dissipada viscosamente e o comportamento do material € como um liquido

(MUNIZAGA; CANOVAS, 2005).

Leites fermentados ndo possuem caracterizacio reoldgica precisa, porém seu estudo é
essencial, permitindo, por exemplo, auxiliar na operacdo dos equipamentos de processamento
na industria lactea e, também, analisar a aceitacdo dos consumidores através de propriedades

fisicas (como firmeza e viscosidade) que determinam a consisténcia e a textura do produto.

Diferentes fatores tecnoldgicos influenciam as propriedades reoldgicas dos iogurtes,
como: (a) fatores envolvidos durante a preparagdo da base de leite e seu tratamento térmico,
(b) temperatura de incubacdo e tipo de cultura empregada e (c) o processo de resfriamento
(SCHELLHAASS; MORRIS, 1985; BENEZECH; MAINGONNAT, 1994; SODINI et al.,
2004; PENN; CONVERT; OLIVEIRA, 2006).

A viscoelasticidade do iogurte pode aumentar de 2 a 3 vezes de acordo com os sélidos
totais e com o teor de proteina na base do leite. Uma vez aumentando o teor de proteina,
aumenta-se a concentracio de caseina que reforca a matriz proteica e melhora a capacidade de
retencdo de dgua do gel. Sendo que essa propriedade estd diretamente ligada a relacdo

proteina do soro/caseina (SODINI et al., 2004).

Kristo et al. (2003) também ressaltam a importancia das caracteristicas de textura do
gel para qualidade do produto final e citam pardmetros tecnolégicos e de composicio do leite
como fatores que influenciam nas caracteristicas estruturais do iogurte, reforcando que o teor

de solidos também € fator importante, que afeta a viscosidade e a firmeza do iogurte.

Em outro estudo, Remeuf ez al. (2003) trabalharam com a suplementacio do leite para
producio de iogurte com adicao de caseinato e concentrado proteico de soro, isolados ou em
misturas, com o objetivo de estudar as propriedades fisicas dos iogurtes obtidos. Os
pesquisadores concluiram que a base suplementada com leite em pd desnatado apresentou o

maior aumento de viscosidade, enquanto as bases enriquecidas com caseinato e concentrado
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proteico de soro apresentaram alguns defeitos, como baixa capacidade de retencdo de dgua.

Entretanto, Saint-Eve et al. (2006) mostraram que ainda hd grande contradi¢do entre
os pesquisadores sobre o efeito da suplementagdo dos iogurtes com proteinas lacteas, pois
alguns autores observam que o aumento do nivel de concentrado proteico de soro da origem a
um gel mais forte; enquanto outros demonstram que, em niveis similares de proteina, a
substitui¢do de leite em po por caseinato na base do leite para produgdo de iogurte aumenta

consideravelmente a viscosidade do produto final.
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3. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral otimizar as propriedades reoldgicas e sensoriais

de iogurtes probidticos enriquecidos com proteinas lacteas.

Os objetivos especificos sdo:

Modelar, através da metodologia de superficie de resposta aplicada a misturas,
a atividade acidificante das bactérias probidticas, verificando o efeito da
suplementagdo do leite com leite em p6 desnatado, proteina concentrada de
soro e caseinato de sédio na cinética de acidificacdo, na contagem de células
vidveis e nas propriedades viscoeldsticas dos iogurtes.

Validar os modelos obtidos da otimizacdo da cinética de acidificagcdo, da
contagem de bactérias viaveis e das propriedades viscoelasticas durante a vida
de prateleira de iogurtes probidticos enriquecidos com proteinas lacteas.
Avaliar sensorialmente os iogurtes probidticos enriquecidos com proteinas
lacteas apds a fermentacao e ao final de sua vida de prateleira.

Estudar a microestrutura dos iogurtes probidticos enriquecidos com proteinas
lacteas ap6s a fermentacdo e ao final de sua vida de prateleira, através de

microscopia eletrdnica de varredura.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Procedimento experimental

Para estudar a otimizacdo do uso de proteinas licteas em iogurtes probidticos foi
utilizado um delineamento experimental do tipo simplex centroide (Tabela 1 e Figura 2), para
modelagem de misturas, de acordo com Hare (1974). O projeto que estudou as interagdes
entre os ingredientes incluiu sete experimentos, sendo trés com os ingredientes puros, trés
correspondentes a misturas bindrias € um para uma mistura terndria (ensaios 1 a 7). Em

paralelo aos sete experimentos delineados, foi realizado um ensaio controle com leite ndo

suplementado.

Tabela 1. Delineamento experimental tipo simplex centroide para a otimizagdo do uso de

proteinas lacteas em iogurtes probidticos.

Ensaio Teor de proteina adicionada Quantidade de ingrediente
(g proteina) (g ingrediente.lOOg'1 base)
Xj X2 X3 X1 X2 X3
Controle _ _ _ 0,00 0,00 0,00
1 1,000 0,000 0,000 2,75 0,00 0,00
2 0,000 1,000 0,000 0,00 1,16 0,00
3 0,000 0,000 1,000 0,00 0,00 3,10
4 0,500 0,500 0,000 1,37 0,58 0,00
5 0,500 0,000 0,500 1,37 0,00 1,55
6 0,000 0,500 0,500 0,00 0,58 1,55
7 0,333 0,333 0,333 0,91 0,39 1,03

x;: proteina concentrada de soro de leite (WPC); x,: caseinato de s6dio (Na-Cn); x;3: leite em

p6 desnatado (SMP)
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Figura 2. Delineamento experimental tipo simplex centroide usado no estudo do efeito
simultdneo da suplementagcdo com proteina concentrada de soro, caseinato de sddio e leite em
p6 desnatado em iogurtes probidticos. x;: Proteina concentrada de soro de leite (WPC); x,:

Caseinato de s6dio (Na-Cn); x3: Leite em pd desnatado (SMP).

4.1.1 Ingredientes e tratamento das misturas

Foram utilizados os seguintes ingredientes ldcteos: leite em p6 desnatado (Cooperativa
Taquarense de Laticinios Ltda, Taquara, Brasil), proteina concentrada de soro de leite
(Lacprodan®—35, Arla Food Ingredients, Viby, Alemanha) e caseinato de s6dio (EM 7, DMV
International, Veghel, Holanda). Leite em p6 desnatado, proteina concentrada de soro de leite
e caseinato de sédio continham, respectivamente, 32,3g proteina.100g™, 36,6g proteina.100g™

e 86,5 g proteina.100g" determinada pelo método de micro-Kjeldahl (A.O.A.C., 1995).

De acordo com o valor de cada ingrediente demonstrado na segunda parte da Tabela 1

(varidveis originais), as misturas foram preparadas da seguinte forma:

e controle: 12,0g de leite em pé desnatado foram adicionados a 88,0g de 4gua,

totalizando 100,0g de mistura;

e ensaios de 1 a 7: 12,0g de leite em pd desnatado foram misturados a
quantidade de cada uma das proteinas lacteas (SMP, WPC e Na-Cn), de

acordo com os valores mostrados nas varidveis originais da Tabela 1; ao valor
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somado em cada um dos ensaios foi adicionada dgua até completar 100,0g de

mistura final.

O teor de proteina teérico do controle foi de 3,8g.100g™, enquanto nos ensaios testes
esse valor foi ajustado em todos os experimentos a um valor de 4,8g.100g™"; ou seja,

acréscimo de 1g proteina. IOOg'1 de mistura final.

Seguindo as proporcdes indicadas acima, foram preparadas misturas de 8kg para cada
um dos ensaios, as quais foram pré-aquecidas a 55°C em trocador de calor a placas (Tipo A3-
HRB, ALFA LAVAL, Lund, Sweden), homogeneizadas a 150bar em dois estigios em
homogeneizador (TREU, Rio de Janeiro, Brasil), sendo 100bar no primeiro estagio e 50bar no
segundo estdgio de homogeneizacdo, aquecidas a 95°C em trocador de calor a placas,
mantidos nessa temperatura durante 5 minutos em circuito fechado e resfriados até 10°C em

trocador de calor a placas.

Ao final do tratamento térmico obteve-se 1 kg de cada mistura, as quais foram dividas
em trés Erlenmeyers de 250 mL para realizacdo da fermentagdo; o restante das misturas foi
utilizado para realizacdo das andlises fisico-quimicas. As andlises microbioldgicas e
reoldgicas foram realizadas em duplicata para cada um dos Erlenmeyers; ou seja, para cada
mistura processada termicamente, obtiveram-se trés resultados para a cinética de acidificagio

e seis resultados para microbiologia e reologia.

O procedimento descrito acima foi realizado em duplicata para todos os ensaios,

inclusive o controle, e em dias alternados.

4.1.2 Culturas laticas e preparo do inéculo

Foram utilizadas trés culturas comerciais liofilizadas para inoculacdo direta (DSM,

Heerlen, Holanda):

e Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Delvo-
Yog™ CY-340 DSL, DSM).
e Bifidobacterium lactis subs. animalis, B1 (B94 LAFTI, DSM).

Foram preparados dois inéculos separadamente: (i) Indculo 1 — cultura iniciadora:
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foram pesados 10,0g da cultura Delvo-Yog™ CY 340, contendo Streptococcus thermophilus
e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, e diluidos em 150mL de leite previamente
autoclavado a 121°C por 10 min; (ii) In6culo 2 — cultura probidtica: foram pesados 10,0g da
cultura B94 LAFTI (Bifidobacterium lactis subsp. animalis) e diluidos em 500mL de leite
previamente autoclavado a 121°C. Ambos inéculos foram ativados durante 20min a 42°C

antes do uso.

4.1.3 Obtencdo do leite fermentado e pardmetros de controle de qualidade

O leite tratado termicamente (250mL) foi transferido para Erlenmeyrs e, a seguir,
colocado em banho-maria acoplado ao sistema CINAC (Ysebaert, Frépillon, Franga) até
estabilizacdo da temperatura a 42°C. Quando os leites atingiram 42°C, foram adicionados
0,2mL do inéculo contendo S. thermophilus e L. bulgaricus (Indculo 1) e 2,5mL do inéculo
contendo B. animalis (Inéculo 2). Testes prévios foram conduzidos para definir a quantidade
de inéculo a ser empregada, de modo a assegurar contagem inicial superior a

10"1og;oUFC.mL.

Ap6s a inoculagdo, o leite adicionado de cultura latica foi homogeneizado e a cinética
de acidificacdo seguida pelo Sistema CINAC (Figura 3). Quando o leite atingiu o valor de pH
4,5 a fermentagdo foi interrompida por resfriamento dos produtos em banho de gelo e a
quebra do codgulo foi realizada, movimentando-se o produto durante 60 segundos com
auxilio de agitador de ago inox. O iogurte foi entdo acondicionado em potes plasticos de 50

mL e resfriados a 4°C. Os experimentos foram conduzidos em triplicata.

As misturas, antes da fermentag@o, foram analisadas quanto ao teor de gordura, sélidos
totais e proteina. Os leites fermentados foram submetidos as andlises quimicas de pH e acidez
titulavel e a caracterizacdo reoldgica, através de testes oscilatorios (mddulo eldstico (G’) e
modulo viscoso (G’”)). As bactérias iniciadoras e as probidticas foram enumeradas 24h apds a

fermentacao.

4.2 Determinacdo dos pardmetros cinéticos

A modelagem da atividade acidificante foi feita através do Sistema CINAC, isto &,
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mediante um método automadtico para a quantificacdo da atividade de uma cultura iniciadora

com base em medidas de valores de pH (SPINNLER; CORRIEU, 1989).

Figura 3. Sistema CINAC

A partir dos dados obtidos, foi calculada a velocidade maxima de acidificacio
(DpH/Dt) expressa como miliunidades de pH/min (V,x). No final do periodo de incubagédo

foram ainda calculados os seguintes parimetros cinéticos:

® tvpma :tempo no qual se atinge a velocidade maxima de acidificagéo (h);
e pH tvyax: pH na velocidade maxima de acidificacdo;
® fms0 :tempo para atingir valor de pH 5,0 (h);

® 45 :tempo para atingir valor de pH 4,5 (h) ou tempo de fermentacéo.

4.3. Determinacao dos parametros fisico-quimicos

As andlises quimicas (gordura, sélidos totais e proteina) foram realizadas a fim de
avaliar a composi¢do do leite controle e dos demais ensaios, antes da fermentacdo. Os

iogurtes probidticos foram analisados quanto ao valor de pH e de acidez total tituldvel.
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Gordura, sélidos totais e proteina foram obtidos através de medi¢cdes efetuadas em
aparelho digital Ekomilk (EON Trading & Bulteh 2000, Stara Zagora, Bulgaria). Segundo
recomendacdo de Venturoso et al .(2007), as medidas dos valores de pH foram realizadas em
potencidometro digital (Quimis, Diadema, Sdo Paulo). Para determinacdo do teor de acidez
total tituldvel foi utilizado o método descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (1985). Os resultados
foram expressos em g de dcido latico. As andlises de gordura, sdlidos totais e proteina foram
repetidas cinco vezes, enquanto as andlises de pH e acidez tituldvel foram efetuadas em

duplicata.

4.4 Determinagdo dos parametros microbiolégicos

Dez gramas de cada amostra de leite fermentado foram suspensos em 90mL de dgua
peptonada (0,1% p/v) e homogeneizados em stomacker durante 2min. A suspensdo
homogeneizada foi submetida a dilui¢des seriadas utilizando-se o0 mesmo diluente; 1.000uL

da dilui¢do apropriada foi inoculada em meios seletivos.

S. thermophilus foi enumerado em M17 ap6s incubacio aerébica a 37°C durante 72h.
L. bulgaricus foi enumerado em MRS acidificado (Difco, Detroit, Estados Unidos) em de pH
5,4 apés incubacdo a 37°C por 72h em jarra de anaerobiose. B. lactis foi enumerado em meio
RCA (Oxoid, Basingstoke) adicionado de azul de anilina (0,03%) e dicloxacilina (2pg/mL)
ap6s incubacdo a 37°C por 48h anaerobicamente (SACCARO et al., 2005). Utilizou-se o
método do Spiral System (Interscience, La Breteche, Franca). A seletividade dos meios de
cultura foi confirmada por observacdo microscopica da aparéncia das células obtidas das

colonias.

4.5 Determinagdo das propriedades viscoeldsticas

Os parametros reolégicos foram realizados nas amostras de leites adicionados de
proteinas lacteas e na amostra controle (sem adi¢do de proteinas lacteas) fermentadas a 42°C
até pH 4,5 apds 24h de armazenamento a 4°C. Esses parametros foram determinados por teste
oscilatério, a 26 + 1°C, temperatura aproximada de consumo, a qual foi controlada por um

sistema de circulacio em banho (Anton Paar, GmbH, Alemanha), em reé6metro MCR 300
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(Physica, Stutgart, Germany), com geometria de cone placa (25 mm diametro e 1,0 mm gap),

conectado com computador para aquisi¢do de dados.

Testes para avaliacdo de limite de escoamento (yield stress - Tp) foram conduzidos
através de rampa de tens@o de cisalhamento (1) e medida da deformacdo (y) resultante. No

limite de escoamento a inclina¢do da curva muda muito, indicando o inicio do escoamento.

Testes de varredura de amplitude foram realizados a fim de estabelecer o mddulo
elastico (G’) e o mdédulo viscoso (G’’) dos ensaios. A tensdo variou entre 1,0 e 50,0 Pa,
usando frequéncia constante de 1 Hz. Para andlise dos parametros G’ e G’ foi utilizado o
ponto no qual indicava a quebra da estrutura das misturas; de acordo com os gréficos obtidos

para cada ensaio esse ponto foi fixado em 5,24 Pa.

Todos os testes reoldgicos foram feitos conduzidos em sextuplicata e as andlises foram
conduzidas no laboratério da GRESO — Grupo de Reologia em Sistemas Organizados, do

Instituto de Quimica da USP, sob responsabilidade da Prof* Dr* Maria Regina Alcantara.

4.6 Analise sensorial

Foram realizados testes de aceitacdo sensorial para avaliar os atributos — aparéncia,
sabor dcido e consisténcia — dos iogurtes probidticos apds 24h (d1) e ap6s 28 dias (d28) de
armazenamento do produto a 5°C. As andlises foram realizadas por 60 voluntarios, utilizando
uma escala ndo estruturada de 9cm com os termos ‘“desgostei muitissimo” e “gostei
muitissimo” ancorados em seus extremos (ficha apresentada no Anexo I) (STONE; SIDEL,
1993). Todas as amostras foram submetidas ao controle microbiolégico de contagem total,

coliformes totais e fecais e bolores e leveduras utilizando Petri Film® (3M do Brasil).

Para as avaliagdes sensoriais, cerca de 50ml de iogurte foram servidos em copos de
plastico branco, codificados com nimeros aleatérios de trés digitos, de acordo com um
delineamento experimental de blocos completos casualizados. Foram servidas quatro
amostras em cada sessdo de andlise. As andlises foram realizadas sempre duas horas antes ou
depois das refei¢des, por serem os periodos mais adequados para realizagdes dessas
avaliagdes (DETHEMERS, 1981; MORAES, 1985). Entre uma amostra e outra os provadores
tomaram um pouco de dgua antes de iniciar a andlise novamente (MUNOS et al., 1992). As

andlises foram realizadas em duplicata.
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Antes do inicio de cada sessdo, o termo de consentimento livre esclarecido (TCLE),
apresentado no Anexo II, foi assinado pelos voluntirios. O projeto recebeu autorizagdo do
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de

Sao Paulo (processo nimero P-449).

4.7 Determinagdo da microestrutura

Os iogurtes probidticos preparados com leite enriquecido com proteina concentrada de
soro, caseinato de sodio e leite em p6 desnatado nas propor¢des indicadas pela regido de
compromisso estabelecida e com o leite controle (sem suplementacdo) foram submetidos a
andlise de microestrutura por microscopia de varredura (SEM), de acordo com Oliveira et al.

(2002).

As andlises de microestrutura foram realizadas em amostras de iogurte controle e
suplementado no ponto 6timo, apds 24 h (dl) e no final da vida de prateleira (d28),
armazenados a 4°C. As amostras foram liofilizadas em liofilizador Edwards L4AKR modelo
118 (BOC Edwards, Sdo Paulo, Brasil). O preparo das amostras depois de liofilizadas incluiu:
i) fixacdo em fita metdlica adesiva dupla face, presa sobre discos metdlicos do microscépio
(stubs) e ii) metalizacdo, quando foram cobertas por fina camada de ouro (Laboratério de
Microscopia Eletronica do Instituto de Fisica da USP) em metalizador Edwards S150

(Edwards High Vacuum, Manor Royal, Crawley, Inglaterra).

As andlises foram realizadas em conjunto com o Laboratério de Microscopia da
Central Analitica do Instituto de Quimica da USP, usando-se um microscopio eletronico de
emissdo de campo de catodo frio (Field Emission Electron Microscope - JEOL JISM-7401-F,
JEOL Ltd, Téquio, Japao), operando-se na tensdo de 1,0 a 10,0 quilovolts. As imagens foram
registradas sob ampliagdes de 5.000x a 10.000x e aproximadamente seis campos foram

observados.

4.8 Andlise estatistica e tratamento de dados de otimizacao

Andlise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey para comparagcdo de médias foram
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realizados mediante programa Statistica, Statsoft (Tulsa, USA) versdo 8.0. Em todas as

andlises foi considerado nivel de significancia P < 0,05.

Aos resultados das respostas analiticas — a) parAmetros cinéticos de acidificacdo, b)
contagem de células vidveis e c) pardmetros viscoeldsticos — foram testados trés modelos de
regressdo (linear, quadritica e cubico especial) aplicados a misturas. A adequacdo dos
modelos aos resultados experimentais foi avaliada em relacdo a falta de ajuste, a andlise de
variancia e a comparag@o entre os valores estimados e observados numa mistura selecionada.
Quando a avaliacdo da falta de ajuste do modelo linear foi significativa (P < 0,05), buscou-se
um modelo mais complexo como o quadratico ou o cubico especial (BARROS NETO et al.,
1995). Os coeficientes dos modelos por regressao multipla, a andlise de variancia (ANOVA),
assim como os diagramas triangulares (representacdo grafica das curvas de nivel), foram
calculados com auxilio do programa Statistica, Statsoft (Tulsa, USA) versio 8.0,

considerando-se um nivel de significancia P < 0,05 para o ajuste dos modelos.

A regido 6tima (ou regido de compromisso) foi estabelecida através da sobreposicio
dos diagramas triangulares obtidos para as respostas estudadas. No mesmo papel transparente
milimetrado, colocado em cima de cada diagrama, foi marcada apenas a regido do diagrama
cujos valores correspondem as respostas de interesse, nas quais foram considerados o menor
tempo de fermentacdo, a maior contagem de probidticos e a melhor textura. E, pela
intersec¢do destas respostas analisadas, foi determinada a regido, cuja porcentagem de
ingredientes (proteina concentrada de soro, caseinato de sodio e leite em pd desnatado)

satisfez, simultaneamente, todas as respostas de interesse.

Foram conduzidos testes de confirmacio na regido de compromisso obtida, isto €, com
o leite cuja porcentagem de ingredientes (proteina concentrada de soro, caseinato de sddio e
leite em p6 desnatado) satisfez, simultaneamente, todas as respostas de interesse comparado
ao leite sem suplementacdo (controle). Iogurtes probidticos otimo (leite suplementado) e
controle (leite sem suplementacdo) foram fabricados por meio de dois ensaios independentes,

utilizando-se metodologia descrita em 4.1.2 ¢ 4.1.3.

Os produtos foram submetidos as andlises de composi¢do quimica, a caracterizacio
reoldgica (médulo elastico (G’) e moddulo viscoso (G’’)) e a contagem das bactérias
iniciadoras e probidticas. Todos esses pardmetros foram analisados 24h apds a fermentacio e
ap6s 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento do produto a 5°C. Finalmente, realizaram-se a

andlise sensorial e a determinagdo de microestrutura dos produtos em d1 e d28.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Determinagdo da composicao da matriz lactea

A composicdo quimica dos leites adicionados de proteina concentrada de soro,
caseinato de sdédio e leite em pd desnatado usados na preparagdo dos iogurtes probidticos
enriquecidos com proteinas lacteas é apresentada na Tabela 2. Observa-se que, em média, os
s6lidos totais e o teor de proteina foram 12,93 + 0,26g.100g-1 e 4,83 + 0,04g.100g-1,
respectivamente, sem diferenca significativa entre eles (P < 0,05). Apesar das varia¢Ges entre
os teores de sélidos totais e de proteinas entre o controle e os demais ensaios, mostrados na
Tabela 2, essas diferencas ndo comprometeram a avaliacdo dos pardmetros analisados, pois a
relacdo entre s6lidos totais e proteina ndo apresentou diferenca significativa entre os ensaios
(comparados ao controle). Essa relagdo entre os sélidos totais e o teor de proteina foi em

média 0,37 + 0,01, sem diferenca significativa (P <0,01).

Segundo Fox (2001) e Tamime, Robinson e Latrille (2001), a suplementacdo do leite
com 5,0g protel’na.IOO,Og’1 melhorou as propriedades reoldgicas do iogurte. Porém, é muito
dificil estudar separadamente o efeito da proteina e dos solidos totais, uma vez que essas duas
varidveis ndo sdo modificadas independentemente na composi¢do da formulagdo. Ao
aumentar o teor de sélidos totais, a textura do iogurte, o perfil sensorial e as caracteristicas
reolégicas melhoram, mesmo que o aumento do teor de sélidos seja devido ao aumento de

sacarose ou de outros agentes de texturizacao.

Os niveis de teor de s6lidos totais em iogurte foram estudados por Tamime e Robinson
(2007), que relataram que a consisténcia do iogurte foi melhorada através do aumento de
sélidos totais, de 12,0 a 20,0g.100,0g'1. O principal efeito foi observado com suplementagdo
de 12,0 a 14,0g.100,0g'1; em contrapartida, os niveis mais elevados que 16,0g.100,0g'1

resultaram em mudancgas menores.

Prentice (1992) relatou que o aumento do teor de proteina € o principal fator que afeta
a textura e que o enriquecimento do leite com leite em pé desnatado resulta no
desenvolvimento da rede das micelas de caseina. Além disso, a concentragdo e o tipo de
proteina afetam a textura e as caracteristicas reoldgicas do produto (PUVANENTHIRAN;
WILLIAMS; AUGUSTIN, 2002; SODINI et al., 2005b; PENNA; CONVERTI; OLIVEIRA,
2006).
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O valor de pH e a acidez tituldvel dos leites enriquecidos antes da fermentacdo foram
respectivamente 6,57 = 0,28 e 0,26 + 0,03g de 4cido lictico. Ndo foram observadas
diferencas estatisticas significativas no valor de pH entre os leites adicionados de proteinas
lacteas e o controle antes da fermentacdo (P < 0,05). J4 a adi¢@o de proteinas lacteas afetou

ligeiramente a acidez titulavel dos leites fermentados (P < 0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2. Composi¢do quimica dos leites adicionados de concentrado proteico de soro, caseinato de sédio e leite em pd desnatado usados na preparacdo de

iogurtes probidticos enriquecidos com proteinas lacteas.

Ensaio Propor¢do de ingredientes Composi¢do quimica
WPC | Na-Cn | SMP | WPC CS SMP Proteina Soélidos pH Proteina/ Acidez Total
(x1) (x2) (x3) (x1) (x2) (x3) Totais Sélidos
Totais
Teor de proteina Quantidade de (g.100g™) | (g.100g™) (g 4cido latico)
adicionada ingrediente
(g proteina) (g ingrediente.100g" base)
Controle _ _ _ 0,00 0,00 0,00 | 3,98+0,00° | 11,04+0,09 | 4,45+0,01° 0,35+0,00" 0,94+0,05"
1 (WPC) 1,00 0,00 0,00 2,75 0,00 0,00 |4,90+0,01" | 13,57+0,05 | 4,47+0,01" 0,36+0,00" 1,08+0,01%
2 (Na-Cn) 0,00 1,00 0,00 0,00 1,16 0,00 |4,93+0,07* |12,14+0,06 | 4,52+0,01° 0,41+0,00" 1,07+0,01°
3 (SMP) 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 3,10 |4,9240,07* | 13,89+0,04 | 4,51+0,00° 0,35+0,00" 1,09+0,01%
4 (WPC + Na-Cn) 0,50 0,50 0,00 1,37 0,58 0,00 |4,96+0,05" |12,85+0,04 | 4,52+0,01° 0,39+0,04" 1,08+0,00"
5 (WPC + SMP) 0,50 0,00 0,50 1,37 0,00 1,55 | 4,98+0,04" | 13,73+0,05 | 4,53+0,01° 0,36+0,00" 1,1240,01%
6 (Na-Cn + SMP) 0,00 0,50 0,50 0,00 0,58 1,55 |5,0120,04* | 13,02+0,03 | 4,53+0,01° 0,38+0,02° 1,1340,01"
7(WPC + Na-Cn + SMP) 0,33 0,33 0,33 0,91 0,39 1,03 | 4,96+0,07" | 13,20+0,05 | 4,53+0,01° 0,38+0,02° 1,15+0,00°

*Médias (n = 6) + desvio padrdo com diferentes letras na mesma coluna sdo significativamente diferentes (P < 0,01).

Concentrado proteico de soro (WPC35, 36,6 g protel’na.IOOg'l), caseinato de s6dio (Na-Cn, 86,5 g protel’na.IOOg'l) e leite em p6 desnatado (SMP, 323 g

proteina.100g™)
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5.2. Efeito da suplementacio do leite com leite em pé desnatado, proteina

concentrada de soro e caseinato de sodio

5.2.1 Efeito da suplementacdo do leite nos pardmetros cinéticos

Os parametros cinéticos de acidificacio (tph 5,0, tpH 4.5 Vx> Tvmax. € PHvmax.) de leites
adicionados de proteina concentrada de soro, caseinato de sédio e leite em p6 desnatado a
42°C até pH 4,5 sdo apresentados na Tabela 3. Observa-se que ocorreram diferencas
estatisticamente significativas (P<0,05) entre os diferentes ensaios para todos os parametros

cinéticos, exceto para o tempo necessdrio para atingir pH de 4,5 (tempo de fermentacio).

O tempo de fermentacdo variou de 6,09 a 6,87 h para os leites adicionados de
proteinas lacteas, sem diferencas significativas (P < 0,05 ). O controle, isto &, leite sem adicdo
de proteinas lacteas, atingiu pH 4,5 em 5,87 h £ 0,13 h. Isto mostra que o enriquecimento do
leite afeta ligeiramente o tempo de fermentacdo (aumento médio de tpH 4,5 de ~ 31,5 min),
conforme descrito por vérios pesquisadores (OLIVEIRA er al, 2001; MARTINEZ,
BECERRA, CHAFER, ALBOR, CAROT & CHIRALT, 2002; SODINI et al., 2004).
Entretanto, o leite fortificado apenas com leite em p6 desnatado apresentou o maior tempo

para atingir pHy s (t = 6,87 h).

5.2.2. Efeito da suplementacdo do leite nos parametros fisico-quimicos

Ap6s a fermentagdo, o valor de pH dos leites fermentados variou de 4,45 a 4,63, com
ligeira diferenca estatistica significativa (P < 0,05) (Figura 4). J4 o nivel de acidez tituldvel (g
acido latico), em todos os iogurtes, apds 24h de armazenamento a 4°C, pode ser agrupado da
seguinte forma: (a) pelo menos 0,94g 4cido latico no produto controle, (b) 1,08g 4cido latico
nos iogurtes suplementados com WPC, Na-Cn, SMP e WPC + NC, (c) entre 1,12 e 1,15g
acido latico nos iogurtes suplementados com WPC + SMP, Na-Cn + SMP e WPC + Na-Cn +
SMP. Estes resultados mostram claramente o efeito da adi¢do de proteinas lacteas na acidez

dos leites fermentados (Figura 5).
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Tabela 3. Pardmetros cinéticos de acidificacio de leite controle e de leite suplementado com diferentes propor¢des de leite em p6 desnatado,

proteina concentrada de soro e caseinato de sddio fermentado a 42°C até pH 4,5.

Ensaio Teor de proteina adicionada Parametros cinéticos de acidificacao
(g proteina)
WPC | Na-Cn | SMP Vinax. Tymax. PHvmax tpH 5.0 tpH 4.5
@) | @) | (3 | (10°upH.min™) (h) (h) (h)

Controle 0,00 | 0,00 0,00 24,30,0° 2,40£0,00° | 5,60£0,04™ 2,47+0,00" 5,87+0,13
1 (WPC) 1,00 0,00 0,00 25,6+0,0° 2,60+0,00° 5,61+0,05 " 2,69+0,03" 6,38+0,43"
2 (Na-Cn) 0,00 1,00 0,00 23,8+0,0 2,58+0,04° 5,54+0,03 2,60+0,00° 6,42+0,41*
3 (SMP) 0,00 0,00 1,00 22,240,0" 2,69+0,03% 5,48+0,06" 2,67+0,00" 6,87+0,46"
4 (WPC + Na-Cn) 0,50 0,50 0,00 22,5+0,0" 2,60+0,00° 5,53+0,05* 2,62+0,04° 6,78+0,39"
5 (WPC + SMP) 0,50 0,00 0,50 22,0+0,0° 2,75+0,04° 5,48+0,07* 2,73+0,00° 6,09+0,38"
6 (Na-Cn + SMP) 0,00 0,50 0,50 23,1+0,0™ 2,67+0,00° 5,50+0,06* 2,67+0,06> 6,20+0,41*
7 (WPC + Na-Cn + SMP) 0,33 0,33 0,33 24,7+0,0% 2,33+0,00" 5,69+0,05° 2,45+0,04* 6,00+0,35"

*Médias (n = 6) + desvio padrdo com diferentes letras na mesma coluna sdo significativamente diferentes (P < 0,05).

Vmax.: velocidade maxima de acidificac@o; Tymax.: tempo para atingir a velocidade maxima de acidificacdo; pHymax: pH correspondente a V ;

toHs0€ tpaas: tempo em h para alcangar pH 5,0 e 4,5, respectivamente.
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Figura 4. Valor de pH de leites adicionados de concentrado proteico de soro, caseinato de
sodio e leite em po desnatado, fermentados por S. thermophilus, L. bulgaricus e B. lactis e
armazenados a 4°C durante 24h. Médias (n = 6); Valores com letras diferentes sdo

significativamente diferentes (Teste de Tukey, P <0,05).
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Figura 5. Acidez de leites adicionados de concentrado proteico de soro, caseinato de sédio e
leite em pdé desnatado, fermentados por S. thermophilus, L. bulgaricus e B. lactis e
armazenados a 4°C durante 24h. Médias (n = 6); Valores com letras diferentes sdo

significativamente diferentes (Teste de Tukey, P <0,05).
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5.2.3. Efeito da suplementacdo do leite nas contagens de microrganismos

A contagem microbioldgica das culturas probidticas, B. lactis, e das iniciadoras, S.
thermophilus e L. bulgaricus, no inéculo foram 10,10 = 0,46, 9,30 + 0,37 e 5,52 +
0,1910g10UFC.mL’1, respectivamente. A contagem de lactobacilos foi menor, mas como esses
sd0 os principais responsdveis por pés-acidificagdo no iogurte, o que reduz a viabilidade das
bactérias probidticas; € recomendado o uso de culturas iniciadoras com contagem menor

dessa espécie (OLIVEIRA et al., 2001).

Ap6s 24h do término da fermentacdo (d1), a contagem microbioldgica nos leites
adicionados de concentrado proteico de soro, caseinato de sédio e leite em pd desnatado e

fermentados a 42°C até pH 4,5 pode ser vistas na Tabela 4.

B. lactis atingiu em média 7,1610g10UFC.mL’1, variando de 6,8910g1oUFC.mL'1
(controle) a 7,8010g10UFC.mL‘1 (iogurte com WPC + Na-Cn + SMP), podendo ser verificada
ligeira diferenca significativa. Estas contagens em D1 (24h apds a fermentacdo), apesar de
atenderem a legislacdo para alimentos probidticos, podem ser consideradas baixas para o
inicio do tempo de vida de prateleira. Observa-se que o ensaio com maior contagem foi
aquele no qual se adicionou concentrado proteico de soro, caseinato de sodio e leite em pd
desnatado em iguais proporgdes (x;=x,=x3=0,333). No entanto, é seguro considerar uma taxa

de inoculacdo de bifidobactérias maior, a fim de atingir contagens mais elevadas no iogurte.

A contagem de S. thermophilus nos produtos fermentados variou de
8,98l0g;0UFC.mL" (iogurte com WPC) a 9,60log,(UFC.mL" (iogurte com WPC + Na-Cn +
SMP). Observou-se ligeira diferenca estatisticamente significativa (P<0,05) entre os
diferentes ensaios (Tabela 4). Por outro lado, as contagens de estreptococos do iogurte
controle foram em média 9,29 + 0,1010g10UFC.mL’1, muito semelhantes aos iogurtes

suplementados com proteinas.

No entanto, as contagens de L. bulgaricus variaram de 3,8610g10UFC.mL’1 (iogurte
com WPC) a 9,11log,UFC.mL" (iogurte com SMP), com expressiva diferenca
estatisticamente significativa (P<0,05). No iogurte controle, a contagem média foi de 6,06 +
0,3310g10UFC.mL’1. O enriquecimento do leite com WPC apresentou efeito positivo sobre o

crescimento de L. bulgaricus. O crescimento desse microrganismo também foi observado na
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suplementagdo com SMP, o que resultou em maior tempo de fermentagao.

Tabela 4. Contagem (log;0UFC.mL™") de células vidveis em leite adicionado pé desnatado,
proteina concentrada de soro e caseinato de sédio nas 24h apds a fermentagdo a 42°C até pH

4,5.

Teor de proteina
Ensaio adicionada S. thermophilus| L. bulgaricus| B. lactis

(g proteina)

X1 X2 x3 | Média | D.P. |Média| D.P. | Média | D.P.

Controle 0,000 [ 0,000|0,000 | 9,29 | 0,10 | 6,06 | 0,33 | 6,89 |0,03
1 (WPC) 1,000 0,000{0,000 | 898 | 0,30 | 3,86 | 0,21 | 7,00 | 0,07
2 (Na-Cn) 0,000 1,000(0,000 | 9,31 | 0,04 | 505 | 0,13 | 7,15 | 0,05
3 (SMP)

0,000 0,000 1,000 | 9,11 | 0,10 | 9,11 | 0,10 | 6,91 | 0,17

4 (WPC + Na-Cn) 0.500[0.500{0.000 | 935 | 0.10 | 5,00 | 0.00 | 6.98 |0.33

5 (WPC + SMP) 0,500 | 0,000 {0,500 | 9,23 | 0,02 | 5,00 | 0,00 | 7,15 | 0,10

6 (Na-Cn + SMP) 0,000 {0,500 0,500 | 9,00 | 0,00 | 5,00 | 0,00 | 7,40 |0,60

7 WPC+Na-Cn+SMP) | 33310333 10,333 | 9.60 | 0,00 | 5.66 | 0,12 | 7.80 | 0.05

x1: concentrado proteico de soro; x;: caseinato de s6dio; x;: leite em pé desnatado; n = 12;

D.P.: Desvio Padrao.
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5.2.4. Efeito da suplementacdo do leite nas propriedades viscoeldsticas do iogurte

Os médulos eléstico (G’) e viscoso (G’’), dos iogurtes suplementados com proteina e

do controle, obtidos a partir da varredura de cisalhamento, sio mostrados na Tabela 5.

Os espectros mecanicos obtidos dentro da zona de viscoelasticidade linear para todos
os iogurtes sdo mostrados na Figura 6(a). Em geral, a tensdo de cisalhamento estudada mostra
que a forma dos espectros mecanicos foi tipica de géis fracos e, dessa maneira, eles podem ser
divididos em trés grupos: (i) a adi¢do apenas de leite em pd desnatado (SMP) resultou em um
gel mais forte; (ii) o iogurte controle, os ensaios adicionados de WPC ou Na-Cn sozinhos, em
mistura binaria (WPC + Na-Cn) ou mistura terndria (SMP + WPC + Na-Cn), resultaram em
géis intermedidrios, e (iii) as misturas bindrias contendo SMP, ou seja, SMP + WPC ou SMP
+ Na-Cn, apresentaram géis mais fracos. A suplementagdo da base de leite com proteinas
resultou em aumento no valor dos dois mddulos, tanto G’ como G’’, em comparagdo com 0
iogurte controle, para os seguintes ensaios: WPC, Na-Cn, SMP, WPC + Na-Cn e SPM +
WPC + Na-Cn. J4 para as misturas bindrias contendo SMP + WPC e SMP + Na-Cn, foi
observado fendmeno inverso, uma vez que os dois médulos (G’ e G’’) apresentaram valores
menores quando comparados ao controle. Resultados semelhantes foram relatados por Sanz,
Salvador & Jiménez (2008) nos quais a base do leite foi enriquecida com fibras funcionais de

aspargo.

No geral, o mddulo de perda (G’’) foi menor que o médulo de armazenamento (G’)
em todos os ensaios, independentemente do tipo de proteina adicionada, inclusive no controle
(Figura 6b); o que indica um sistema fraco tipo viscoeldstico, com caracteristicas eldasticas,
resultando em melhor estabilidade durante o armazenamento. Esse fato também foi observado
por Damin et al. (2009) e Saint-Eve et al. (2006) em iogurtes suplementados com diferentes

proteinas lacteas.

Com base nas informacdes obtidas, pode-se classificar os sistemas em estudo como
tixotrépicos, por apresentarem decréscimo na viscosidade aparente com o tempo de aplicacdo

da tens@o e, apds o repouso, tenderem a retornar a condi¢ao inicial de viscosidade.

A textura do iogurte pode ser influenciada por véarios fatores, tais como o nivel de
fortificacdo dos sélidos na base do leite, a temperatura e o tempo do tratamento térmico, a
pressdo de homogeneizagdo, a cepa de cultura iniciadora e pelo corte (agitagdo) do gel apds a

fermentacao (SODINI et al., 2004). Além disso, segundo Renan et al. (2009), o pH de quebra
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do gel pode ser um fator fundamental para a recuperagdo da estrutura, provavelmente devido a
interagOes eletrostdticas, tanto repelentes como atraentes. J4 Martinez et al. (2002) relataram a
importancia da proteina de leite adicionada a base. Eles observaram que iogurtes enriquecidos
com WPC, MPC (proteina concentrada do leite) e SMP, apresentaram comportamentos
diferentes durante a fermentacéo; o gel formado foi diferente em termos de viscosidade apds a
fermentag@o e ocorreu variagdo no nivel de sinerese, devido as diferentes fontes de proteina.
Os iogurtes enriquecidos com MPC ou SMP apresentaram maior viscosidade e sinerese em
comparagdo com o iogurte suplementado com WPC. Além disso, Sodini et al. (2004)
relataram que, quando a base de leite é suplementada com proteinas obtidas por ultrafiltragéo,
ou WPC ou caseinato, a firmeza dos iogurtes aumentou em comparagdo ao produto
enriquecido com SMP; isso foi devido ao aumento do teor de proteina em relagéo ao nivel de

solidos totais.
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Figura 6. Espectro mecanico de iogurte controle e produtos experimentais preparados com
concentrado proteico de soro (WPC), caseinato de s6dio (Na-Cn) e leite em pd desnatado
(SMP) puros e em misturas bindrias ou terndrias a 26°C. (a) Mddulo eléstico, G’; (b) Mdédulo

viscoso, G”’. (n=12)
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Tabela 5. Propriedades viscoelasticas (a 5,24 Pa tensdo de cisalhamento) de iogurte controle e iogurtes experimentais preparados com

concentrado protéico de soro, caseinato de sddio e leite em p6 desnatado fermentado a 42°C até pH 4,5.

Ensaio Teor de proteina adicionada (g proteina) Propriedades viscoeldsticas
WPC Na-Cn SMP G G”

(x1) (x2) (x3) (Pa) (Pa)
Controle 0,00 0,00 0,00 90,97+ 0,00 35,07+0,00%°
1 (WPC) 1,00 0,00 0,00 109,38+ 0,00 37,33+0,00°
2 (Na-Cn) 0,00 1,00 0,00 121,95+10,98¢ 40,82+2,65°
3 (SMP) 0,00 0,00 1,00 168,67+18,33¢ 53,68+4,62¢
4 (WPC + Na-Cn) 0,50 0,50 0,00 142,70+12,43% 44,27+3,32%
5 (WPC + SMP) 0,50 0,00 0,50 24,20+ 5,21° 14,96+2,09°
6 (Na-Cn + SMP) 0,00 0,50 0,50 10,47+ 2,90° 9,80+1,46°
7 (WPC + Na-Cn + SMP) 0,33 0,33 0,33 114,85+20,69° 39,95+3,89°

*Médias (n = 12) + desvio padrdo com diferentes letras na mesma coluna sdo significativamente diferentes (P < 0,05).

G’: Modulo elastico; G’ Modulo viscoso.
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5.3. Otimizacao da suplementacao do leite com proteinas através da metodologia de

superficie de resposta

Os resultados da otimizag@o estdo apresentados de acordo com os ensaios de nimeros
1 a 7 do delineamento experimental (Tabela 1) de mistura simplex centroide realizado,
juntamente com os resultados do leite controle. Os coeficientes dos modelos foram estimados
pelo método dos minimos quadrados para as respostas que apresentaram varidncia
significativa e homogénea para os parametros: cinética de acidificacdo (Vmax, tvamx, tpH5,0 €
tohas), contagem de células vidveis (Lb, St e Bl) e propriedades viscoeldsticas (G* e G’).
Foram testados modelos de regressdo linear, quadritico e cubico especial para todas as
respostas selecionadas. Os modelos preditivos ajustados foram testados quanto a falta de
ajuste. Modelos preditivos que apresentaram falta de ajuste significativo foram descartados,
sendo entdo selecionados os modelos com falta de ajuste ndo significativa e com coeficientes

de determinagédo R?>0,65.

O efeito de cada componente da formulagdo base do leite pode ser observado pela
magnitude, pela significancia (erro padrio) e pelo sinal (+ ou -) associado com o respectivo

coeficiente no modelo ajustado para cada resposta (Tabela 6).

O numero e o sinal dos coeficientes lineares obtidos para cada resposta mostraram que
todos os componentes contribuiram para aumentar os parametros cinéticos (B1 positivo, B2 e
B3 para tymax e tpH 5,5), bem como a contagem de bactérias vidveis (B1 positivo, B2 e B3
para as contagens de estreptococos, lactobacilos e bifidobactérias) e as propriedades
viscoelasticas (B1 positivo, B2 e 3 para G’e G”). Os coeficientes do modelo linear polinomial
para Vmax mostraram que todas as interagdes eram antagonicas. Isto significa que a adi¢do de
WPC, Na-Cn ou SMP teve efeito positivo, ou seja, diminuindo as taxas de acidificagdo
mdaxima, mas teve efeitos negativos sobre outros parametros cinéticos, tais como o tempo para
atingir a taxa médxima de acidificacdo e o tempo para atingir pH 5,5. Embora o teor de
proteina dos iogurtes experimentais tenha sido semelhante (Tabela 2), as taxas de

acidificagdo/perfis foram diferentes (Tabela 3).

Analisando os coeficientes bindrios dos modelos (B12, B13 e B23), os iogurtes
enriquecidos com SMP e Na-Cn contribuiram para Vyix crescente, contagens de S.
thermophilus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus e propriedades viscoeldsticas. Além disso,

ndo foram observados efeitos significativos quando SMP + Na-Cn foram adicionados a base
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do leite (P < 0,05) para a Tymax e tpH 5,0 e para as contagens de B. animalis subsp. lactis.

No entanto, quando se utilizou WPC como substituto de proteinas de SMP,
coeficientes bindrios do modelo polinomial (f13) mostraram que esse componente contribuiu
para o aumento de Vs Em contrapartida, as interagdes em relagdo a contagem de L.
delbrueckii subsp. bulgaricus e as propriedades viscoeldsticas foram antagbnicas, ou seja,
contribuiram para diminuir a contagem de lactobacilos e as propriedades viscoeldsticas.
Nenhuma interacdo significativa foi encontrada (B13) nos parametros cinéticos (tu 5,0) € nas

contagens de S. thermophilus e B. lactis.
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Tabela 6. Coeficientes dos modelos polinomiais para as varidveis respostas da otimizacdo dos parametros cinéticos de acidificag@o, contagem de

bactérias vidveis e propriedades viscoeldsticas de iogurtes probidticos adicionados de proteinas lacteas.

Ensaios Parametros Contagem de Propriedades
Cinéticos bactérias vidveis viscoeldsticas
Fatores Vinax. tVimax tphs.s S. L. B. G G”
1 - WPC (1) -0,026 2,60 2,69 8,98 3,86 7,00 109,38 37,33
2 —Na-Cn () -0,024 2,58 2,60 9,31 5,05 7,15 121,95 40,82
3 - SMP (B3) -0,022 2,69 2,67 9,10 9,11 6,91 168,67 53,68
4 - WPC + Na-Cn (f12) 0,009 Ns Ns 0,79 2,17 ns 108,14 20,77
5 - WPC + SMP (513) 0,008 0,43 Ns Ns -5,95 ns -459,29 -122,19
6 — Na-Cn + SMP (f23) Ns Ns Ns -0,84 -8,31 ns -539,34 -149,80
7 - WPC + Na-Cn + SMP (B123) -0,071 0,51 -6,30 10,59 26,95 15,48 2172,46 645,82
P (model) < 0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,01 0,01 <0,01 <0,01
Adjusted R 0,946 0,974 0,898 0,790 0,997 0,631 0,967 0,974

WPC: concentrado proteico de soro; Na-Cn: caseinato de sédio; SMP: leite em p6 desnatado
Vmax: velocidade médxima de acidificag@o; tymax: tempo para alcancar a velocidade maxima de acidificagdo;

atingir pH 5,0 e 4,5, respectivamente.

S: S. thermophilus; L: L. delbrueckii subsp. bulgaricus; B: B. animalis subsp. lactis.
G’: Mdédulo elastico; G*’: Mddulo viscoso

ns: ndo significativo

tpH 5,0 € tor 4,50 tempo em horas para



46

Diferentes efeitos foram observados quando SMP foi substituido, em igual
propor¢do, por Na-Cn. Nao foi observada interagdo significativa ($23) sobre os
parametros cinéticos e as contagens de B. lactis. No entanto, os coeficientes bindrios do
modelo polinomial da contagem de S. thermophilus e L. bulgaricus e das propriedades

viscoeldsticas mostraram que todas as interacdes foram antagonicas.

Interacdes significativas das trés proteinas do leite usadas em pardmetros
cinéticos foram observadas (B23), por exemplo, afetando negativamente o Tymix
(aumento) e positivamente a Vyax € o tpH 5,5 (diminui¢do). Efeitos similares positivos
foram observados para a contagem de bactérias vidveis quando a base de leite foi
enriquecida com WPC + Na-Cn + SMP, o que aumentou a contagem de L. bulgaricus
(devido a maior B123). Coeficientes terndrios de modelos polinomiais para as
propriedades viscoeldsticas mostraram que todas as interagdes foram significativas para
G eG”.

O contorno de curvas de respostas obtidas para a cinética (Figura 7) reforga a
influéncia significativa da adi¢do de proteinas na base do leite na taxa de acidificagdo
mdxima, no tempo para atingir a taxa mixima de acidifica¢do e no tempo para atingir
pH 5,0. Pode-se observar que, no centro dos diagramas triangulares, hd a composicdo
Otima da mistura das trés proteinas utilizadas, que aumentaram os parametros cinéticos,
no inicio do processo de fermentag¢do. Qualquer deslocamento desse ponto permite uma
composicdo da mistura que resulta na diminui¢do dos pardmetros cinéticos de

fermentagdo dos leites fortificados por S. thermophilus, L. bulgaricus e B. lactis.

O contorno das curvas obtidas para a contagem das respostas vidveis de
bactérias (Figura 8) indica que as contagens foram afetadas pela adicdo de WPC, Na-Cn
ou SMP as bases de leite. Na Figura 8a, as contagens de S. thermophilus foram
superiores a 9,310g10UFC.mL’1, independentemente da composi¢do da mistura de
proteinas, enquanto as contagens de L. bulgaricus foram maiores quando SMP foi
substituido por WPC (Figura 8b). Entretanto, as contagens de B. lactis permaneceram as
mesmas (~7,3log;UFC.mL™"), com pequeno deslocamento em dire¢io ao Na-Cn que

foi utilizado para suplementar o leite (Figura 8c).

A Figura 9 mostra a influéncia das proteinas do leite nas propriedades
viscoeldsticas do iogurte probidtico. G’, G” e py apresentaram o 6timo quando uma
mistura de todas as proteinas foi utilizada (WPC + Na-Cn + SMP) — x; = 0,19, x, = 0,36
e x3 = 0,45 (Figura 9a, 9b e 9c).
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Além disso, os resultados indicaram que a drea ideal para as propriedades
viscoeldsticas, o que corresponde aos seguintes percentuais de ingredientes: x; = 0,52
2.100g™ (WPCQ), x; = 0,42 2.100g™ (Na-Cn) e x3 = 1,39 g.100g" (SMP), foi satisfatéria
em relacdo aos parametros cinéticos, a contagem de bactérias vidveis e as propriedades

viscoelasticas.
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Figura 7. Contornos mostrando o efeito da adi¢cdo de concentrado proteico de soro
(WPC), caseinato de s6dio (Na-Cn) e leite em p6 desnatado (SMP) na (a) velocidade
méxima de acidificacdo (Viax, upH.min’l), (b) no tempo para alcancar a velocidade
méxima de acidificacdo (tvmax, h) € (¢) no tempo para alcangar pH 5,0 (tyns,0, h). Cada

linha corresponde a um dado valor da resposta.
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Figura 8. Contornos mostrando o efeito da adicdo de concentrado proteico de soro
(WPC), caseinato de sédio (Na-Cn) e leite em p6 desnatado (SMP) na contagem (logjo
CFU.mL"Y) de: (a) S. thermophilus, (b) L. delbreuckii subsp. bulgaricus e (c) B.

animalis subsp. lactis. Cada linha corresponde a um dado valor da resposta.
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Figura 9. Contornos mostrando o efeito da adicdo de concentrado proteico de soro
(WPC), caseinato de sédio (Na-Cn) e leite em p6 desnatado (SMP) nas propriedades
reoldgicas de iogurtes probidticos: (a) Mddulo eldstico (G’); (b) Mdédulo viscoso (G’);

(c) Viscosidade complexa. Cada linha corresponde a um dado valor da resposta.
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5.3.1. Ensaios para validagdo da otimizagdo da cinética de acidificacido e
composigio fisico-quimica do leite suplementado com leite em pd desnatado,

proteina concentrada de soro e caseinato de s6dio no ponto 6timo e no controle

Para determina¢do do ponto 6timo foram considerados os seguintes parametros,

de acordo com os resultados obtidos na primeira fase do delineamento:

a) cinética de acidificacdo: reducdo no tempo de fermentagdo em relacdo ao

controle;

b) microbiologia: aumento na contagem das bactérias vidveis, principalmente B.

lactis;

c) propriedades viscoeldsticas: aumento da consisténcia.

Os parametros citados acima também foram analisados considerando as
necessidades da industria; ou seja, a redugdo no tempo de fermentagdo favorece o
aumento da producdo, o aumento na contagem de B. lactic permite que o produto
mantenha suas propriedades probidticas até o final do armazenamento e o aumento na
consisténcia atende as expectativas dos consumidores quanto ao padrdo de qualidade,

permitindo até a reducdo de custos na formulacéo por parte da industria.

Os novos ensaios foram realizados empregando-se leite suplementado com
proteina concentrada de soro, caseinato de sddio e leite em p6 desnatado, de acordo com
as proporcdes Otimas obtidas através da metodologia de superficie de resposta

mostradas na Tabela 7 (leite 6timo). Leite sem suplementacio foi usado como controle.
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Tabela 7: Composicdo quimica do leite controle e do 6timo suplementado com proteina

concentrada de soro (WPC), caseinato de sédio (Na-Cn) e leite em p6 desnatado (SMP).

Ensaio Teor de proteina adicionada Quantidade de ingrediente
(g proteina) (g ingrediente. 100g’1 base)
WPC Na-Cn SMP WPC Na-Cn SMP
(x1) (x2) (x3) (x1) (x2) (x3)
Controle - -—- -—- 0,00 0,00 0,00
Otimo 0,19 0,36 0,45 0,52 0,42 1,39

Nessa etapa, foram realizados dois experimentos, independentemente e em
duplicata, e avaliados a cinética de acidificacdo, os parametros quimicos (pH e acidez
total), a contagem de bactérias vidveis e as propriedades viscoeldsticas (G’ e G’’) do
iogurte probidtico 6timo e controle, durante a vida de prateleira do produto armazenado
a 5°C até o 28° dia apds a fermentacdo. Tais andlises foram programadas em cinco
periodos: d1, d7, d14, d21 e d28. A composicdo quimica (proteina, s6lidos totais, pH e

acidez total) dos leites 6timo e controle foi analisada antes da fermentagéo (d0).

A composicdo quimica do leite controle e do suplementado com WPC, Na-Cn e
SMP no ponto 6timo (Tabela 8) manteve as mesmas caracteristicas observadas na
primeira etapa do delineamento. Porém, pode-se destacar que o teor de sdlidos totais do
leite suplementado no ponto 6timo (ST = 12,50%) foi muito préximo ao valor previsto,
quando comparado aos primeiros experimentos suplementados com as diferentes
combinagdes de proteinas (ST médio = 13,20%). O teor de proteina do leite
suplementado no ponto 6timo (proteina = 4,72g/100g) também ficou abaixo da média
dos primeiros experimentos suplementados com diferentes combinagdes de proteinas

(proteina média = 4,95g/100g).
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Tabela 8: Composi¢cdo quimica do leite controle e do 6timo adicionado de concentrado

proteico de soro (WPC), caseinato de sédio (Na-Cn) e leite em pd desnatado (SMP)

usados na preparagdo de iogurtes probidticos enriquecidos com proteinas lacteas.

Ensaio Quantidade de ingrediente Soélidos Proteinas™ Proteina /
(g ingrediente.100g™" base) totais* (g/100g) solidos totais
(g/100g)

WPC Na-Cn SMP

(x1) (x2) (x3)
Controle 0,00 0,00 0,00 11,10+£0,03 3,80+0,00 0,33 +0,00
Otimo 0,52 0,42 1,39  12,50+£0,02 4,772+0,01 0,38 +£0,02

*Média = D.P.

Na Figura 10 pode-se observar a curva de acidificagdo do leite controle e do

otimo suplementado com WPC, Na-Cn e SMP e verificar que a evolugcdo do pH

durante o tempo de fermentagdo praticamente ndo foi afetada pela adi¢do de proteinas

lacteas, o que possibilita a utilizacdo de tal suplementacdo em escala industrial sem

afetar a produtividade, uma vez que nio ocorreu aumento no tempo de fermentacao.
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Figura 10. Evolucédo do pH em fun¢do do tempo de fermentacdo do leite controle e do

otimo suplementado com concentrado proteico de soro, caseinato de sodio e leite em

p6 desnatado a 42°C até pH 4,5.
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Os resultados dos parametros cinéticos de acidificacdo (tpn 50, tpH 45, Vimix.
Tvmax. € PHvmax,) do iogurte preparado com leite suplementado no ponto 6timo e do
controle sdo apresentados nas Figuras 11, 12, 13, 14, 15 e 16. Observa-se que na
propor¢ao de WPC, Na-Cn e SMP determinadas no ponto 6timo nio ocorreu nenhuma
diferenca significativa entre os parametros cinéticos. Porém, estudos realizados por
diversos pesquisadores (OLIVEIRA ef al., 2001; MARTINEZ, BECERRA et al., 2002;
SODINI et al, 2004) demonstraram que o enriquecimento do leite com proteinas
lacteas podem afetar os pardmetros cinéticos. Contudo, no presente estudo observou-se
que as proporcdes das diferentes proteinas lacteas obtidas no ponto 6timo nio afetaram

significativamente nenhum dos pardmetros.

3,00

2,75

2,50

TpH5,5 (h)

2,25

2,00

Ensaio

Figura 11. Tempo para atingir pH 5,0 do leite controle (C) e do 6timo suplementado
com concentrado proteico de soro, caseinato de sdédio e leite em p6 desnatado (O)
durante a fermentacdo a 42°C até pH 4,5. Médias (n = 6); Valores com letras diferentes

sao significativamente diferentes (Teste de Tukey, P <0,05).
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Figura 12. Tempo para atingir pH 4,5 (tempo de fermentacdo) do leite controle (C) e
do 6timo suplementado com concentrado proteico de soro, caseinato de sodio e leite
em po6 desnatado (O) a 42°C. Médias (n = 6); Valores com letras diferentes sdo

significativamente diferentes (Teste de Tukey, P <0,05).
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Figura 13. Velocidade maxima de acidificacdo (Vnsx.) do leite controle (C) e do 6timo
suplementado com concentrado proteico de soro, caseinato de sddio e leite em pd
desnatado (O) a 42°C até pH 4,5. Médias (n = 6); Valores com letras diferentes sdo

significativamente diferentes (Teste de Tukey, P <0,05).
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Figura 14. Tempo para atingir a velocidade maxima de acidificacio (Tvmsx.) do leite
controle (C) e do 6timo suplementado com concentrado proteico de soro, caseinato de
sodio e leite em p6 desnatado (O) a 42°C até pH 4,5. Médias (n = 6); Valores com

letras diferentes sao significativamente diferentes (Teste de Tukey, P <0,05).
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Figura 15. Valor de pH na velocidade médxima de acidificacdo (pHymsx) do leite
controle e do 6timo suplementado com concentrado proteico de soro, caseinato de
sodio e leite em p6 desnatado a 42°C até pH 4,5. Médias (n = 6); Valores com letras

diferentes sdo significativamente diferentes (Teste de Tukey, P <0,05).
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5.4. Estudo da vida de prateleira dos iogurtes controle e suplementado no ponto

otimo

5.4.1. Resultado da composi¢do fisico-quimica do iogurte preparado com leite

suplementado no ponto 6timo e do controle

A evolucdo do pH do iogurte controle e do 6timo durante o armazenamento nao
apresentou diferencas significativas, como demonstrado na Figura 16. O valor de pH
dos iogurtes variou entre 4,51 e 4,24 até o 28° dia. Ja para acidez total ocorreu aumento
significativo no 6timo quando comparado ao controle durante o armazenamento,
representando acréscimo de aproximadamente 12% no 28° dia, comparado ao controle
no mesmo periodo. Na média, a acidez total do 6timo foi 10% maior que a do controle

(Figura 17).
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Figura 16. Evolugdo do pH em funcdo do tempo de armazenamento (a 5°C) dos
iogurtes controle e do 6timo suplementado com concentrado proteico de soro, caseinato

de sddio e leite em pé desnatado.
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Figura 17. Evoluc¢do da acidez total em func¢io do tempo de armazenamento (a 5°C) do
iogurte controle e do 6timo suplementado com concentrado proteico de soro, caseinato

de sddio e leite em p6 desnatado.
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5.4.2. Resultados das contagens de bactérias viaveis do iogurte preparado com

leite suplementado no ponto 6timo e do controle

A contagem de células vidveis da cultura probidtica, B. lactis, e das iniciadoras,
S. thermophilus e L. bulgaricus, no in6culo foi 8,47 + 0,0910g10UFC.mL'1 e 9,22 +
0,1010g10UFC.mL’1, 7,71 + 0,0110g10UFC.mL’1, respectivamente.

O iogurte controle e o 6timo suplementado com proteina concentrada de soro,
caseinato de sddio e leite em pd desnatado foram analisados quanto a contagem de
células vidveis 24h apds a fermentacdo (d1) até o 28° dia de armazenamento. Esses

resultados podem ser observados nas Figuras 18 (a) e 18 (b).

B. lactis atingiu em média a contagem de 6,7710g10UFC.mL'1 no iogurte
controle, ndo sendo observada diferenca significativa durante os 28 dias de
armazenamento, variando de 6,63log10UFC.mL'1 (dl) a 6,7810g10UFC.mL'1 (d28). Ja no
iogurte 6timo a contagem de B. lactis atingiu a média de 7,0710g10UFC.mL'1, aumento
de aproximadamente 4,5% quando comparado ao controle. No iogurte Otimo
suplementado com proteina concentrada de soro, caseinato de sddio e leite em po
desnatado foi observada diminuicdo na contagem do B. lactis durante a vida de
prateleira, variando de 7,3110g10UFC.mL’1 a 6,8810g10UFC.mL’1 entre dl e d28,
respectivamente; o que representa redugdo de aproximadamente 6% na contagem

microbioldgica.

A contagem de S. thermophilus no iogurte controle e no 6timo ndo apresentou
diferenca significativa entre as amostras, com variacao entre 9,31 e 9,7810g10UFC.mL'1

durante o armazenamento, isto €, reducéo de + 3,5% na contagem até o 28° dia.

No entanto, as contagens de L. bulgaricus durante a vida de prateleira dos
iogurtes variaram entre 5,17 e 5,4710g10UFC.mL'1, no controle, e entre 5,73 e
5,54log,oUFC.mL™" no 6timo. Destacando-se que para o iogurte controle s6 foi possivel
efetuar a contagem até d21 e para o 6timo apenas até d14. Essas contagens baixas
confirmam os resultados da fase de delineamento experimental e a caracteristica das
culturas iniciadoras comerciais de diminuir a pds-acidificacdo nos iogurtes durante a

vida de prateleira.
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Figura 18. Evolucdo da contagem de St, Lb e Bl em fungdo do tempo de
armazenamento (a 5°C) do iogurte controle (a) e do 6timo suplementado com

concentrado proteico de soro, caseinato de sédio e leite em pd desnatado (b).
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5.4.3. Resultados das propriedades viscoelasticas do iogurte preparado com leite

suplementado no ponto 6timo e do controle

Na Figura 19 pode-se observar a evolugdo do mddulo eléstico (G’) durante a

vida de prateleira do iogurte controle e do 6timo.

No iogurte probidtico controle ha queda durante o periodo de 28 dias, reducéo
de quase 80% em relacdo ao dl, com variacdo entre 79,68 e 16,15Pa. Enquanto no
6timo ha aumento significante até o 14° dia de aproximadamente 60%; contudo, pode-
se observar pequeno declinio a partir do d21, que permanece praticamente constante até

d28.

O médulo viscoso (G’’) apresentou valores bem menores que G’ durante o
armazenamento, reproduzindo os resultados obtidos na primeira fase de delineamento
experimental. No iogurte controle o G’’ variou entre 31,63 e 9,56Pa, representando
diminuic¢do de até 70% durante o armazenamento. J4 para o iogurte suplementado no
ponto 6timo, cuja variagdo foi entre 54,98 e 72,35Pa, pode-se observar aumento
expressivo (x 30%) até o 14° dia, quando G’’ atingiu o valor maximo; na sequéncia
ocorreu pequeno declinio até d28, porém nesse ponto o valor de G’ foi 25% maior que

o determinado em d1 (Figura 20).
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Figura 19. Espectro mecanico do moédulo eldstico (G’) do iogurte controle e do 6timo
suplementado com proteina concentrada de soro (WPC), caseinato de sédio (Na-Cn) e

leite em p6 desnatado (SMP) a 26°C e tensdo de cisalhamento de 5,24 Pa (n=12).
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Figura 20. Espectro mecénico do médulo viscoso (G’’) do iogurte controle e do 6timo
suplementado com proteina concentrada de soro (WPC), caseinato de s6dio (Na-Cn) e

leite em p6 desnatado (SMP) a 26°C e tensdo de cisalhamento de 5,24 Pa (n=12).
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A andlise do médulo elastico (G’) com tensdo de cisalhamento variando entre
0,974 e 5,24Pa mostra comportamentos bem distintos entre o iogurte controle e o
suplementado no ponto 6timo. Na Figura 21 (a) verifica-se que o controle sofre quedas
consecutivas na faixa de tensdo analisada, permanecendo constante apenas entre d7 e
d14, atingindo o menor valor em d28. J4 para o iogurte 6timo ocorreu aumento entre d1
e d14, ligeira queda entre d14 e d21; na sequéncia, pode-se observar estabilidade até
d28, ressaltando que nesse ponto os valores sd3o muito maiores que os encontrados em

dl1, Figura 21 (b).

Para o médulo viscoso (G’’) na mesma faixa de tensao de cisalhamento observa-
se 0 mesmo comportamento apresentado em G’, tanto para o controle como para o

otimo (Figuras 22a e 22b).



64

350,00 -+
(a)
300,00 -+
250,00 -+
200,00 -+
3
£.150,00 -
100,00 -+

50,00 -

0,00 T T T T T T T T T T 1

O O & & & & & & & & & &
F & TS S S

Tensdo de cisalhamento (Pa)
—=—d1 d7 == d14 d21 He=(d28

350,00 -+ (b)

e =

250,00 -

200,00 - MM

150,00 -

G' (Pa)

100,00 -

50,00 -

0,00 T T T T T T T T T T 1

) Q \} Q \} Q ) Q \} Q \} Q
¥ o7 A A AD A7 o0 7 W W o R
Tensdo de cisalhamento (Pa)

—t—d1 d7 == d14 =21 =ie=d28

Figura 21. Espectro mecanico do médulo elastico (G’) do iogurte controle (a) e do
otimo (b) suplementado com proteina concentrada de soro (WPC), caseinato de sédio
(Na-Cn) e leite em p6 desnatado (SMP) a 26°C e tensdo de cisalhamento entre 0,974 e
5,24 Pa (n=12).
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Figura 22. Espectro mecanico do médulo viscoso (G’’) do iogurte controle (a) e do
6timo (b) suplementado com proteina concentrada de soro (WPC), caseinato de sédio
(Na-Cn) e leite em p6 desnatado (SMP) a 26°C e tensdo de cisalhamento entre 0,974 e
5,24 Pa (n=12).
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5.4.4. Resultados das propriedades sensoriais do iogurte preparado com leite

suplementado no ponto 6timo e do controle

Os iogurtes controle e o suplementado com proteinas no ponto 6timo foram
avaliados sensorialmente 24h apds a fermentacdo (d1) e no final do armazenamento
(d28). A Figura 23 mostra, em escala de 1 a 9, a nota que cada uma das amostras
recebeu para os atributos aparéncia, sabor dcido e consisténcia. Todos os pardmetros
avaliados receberam notas menores apds 28 dias de armazenamento para as duas
amostras; porém pode-se fazer algumas consideragdes: (i) aparéncia: o iogurte controle
recebeu nota 12% menor no d28 quando comparado a dl1, ja o 6timo apresentou queda
de apenas 5% no mesmo intervalo; (ii) sabor 4dcido: o aumento da percepcdo acida foi
muito maior no iogurte controle (21%) em comparagdo ao O6timo (6%); (iii)
consisténcia: segundo os provadores, as duas amostras apresentaram resultados
semelhantes no periodo, com redugdo de 16 e 14%, respectivamente, no controle € no
6timo.

Analisando a amostra controle versus 6timo, pode-se observar que em todos os
parametros o 6timo apresentou as maiores notas, inclusive no sabor 4cido, o que pode
ser explicado em funcdo da maior consisténcia e, consequentemente, maior tempo de
permanéncia do produto na boca, o que faz aumentar essa sensagcdo. Pode-se ainda
destacar a grande diferenca de consisténcia entre as amostras que foram percebidas
pelos provadores; o iogurte suplementado no ponto 6timo recebeu notas equivalentes ao
dobro das recebidas pelo controle, tanto em d1 como d28 (Figura 23); confirmando que
a suplementacdo do leite com proteinas lacteas aumenta consideravelmente a
consisténcia do produto final, a ponto de ser percebida por consumidores (REMEUF et

al., 2003; SODINI et al., 2005).
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Figura 23. Avaliacdo da andlise sensorial do iogurte controle e do 6timo suplementado
com concentrado proteico de soro, caseinato de sodio e leite em pd desnatado, apds 1

dia da fermentagdo até o 28° dia de armazenamento a 5°C.

5.4.5. Resultado do estudo exploratério por microscopia eletronica de varredura

do iogurte preparado com leite suplementado no ponto 6timo e do controle

Através da Figura 24 pode-se observar as diferencas entre os tamanhos dos
poros e a organizagdo das estruturas das amostras do iogurte controle e do 6timo. Nota-
se que amostra do 6timo em dl apresenta estrutura mais compacta e mais organizada
que a do controle, que, por sua vez, aparece com poros maiores. Com o armazenamento
(d28) pode-se observar a formacao de novas estruturas nas duas amostras, com destaque
para o aumento dos poros na amostra do iogurte suplementado no ponto 6timo e da

estrutura mais compacta na amostra controle.

Tais diferengas sdo explicadas pela variacdo do tamanho dos poros nas duas
amostras durante o armazenamento. A amostra controle apresentou didmetro médio de
poro de 0,579um em dl e 0,534pm em d28, o que explica a estrutura mais compacta no
final do armazenamento. Ja para a amostra de iogurte suplementado no ponto 6timo o

diametro dos poros variou entre 0,405 e 0,443um, respectivamente para d1 e d28.

Sodini et al. (2005) também realizaram andlise de microestrutura em iogurte e
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verificaram mudancas na organizagdo da rede do gel quando as amostras foram

enriquecidas com proteinas lacteas, devido a desnaturagdo da proteinas.

De acordo com Lee & Lucey (2003), a presenga de poros maiores, que S0 oS
pontos fracos, sugere que existem interacOes fracas entre as particulas de caseina.
Portanto, pode-se concluir que durante o armazenamento das amostras até o 28° dia
ocorreram modificagcdes entre as micelas de proteinas que ocasionaram o aumento do

tamanho dos poros, tornando as estruturas mais frageis apds o armazenamento.
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Figura 24. Microscopia eletronica de varredura do iogurte controle (a) e do 6timo (b)
suplementado com concentrado proteico de soro, caseinato de sddio e leite em pd

desnatado no d1 (24 h ap6s a fermentac@o) e no d28.
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6. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo mostraram que a fortificacdo do leite com proteina
concentrada de soro, caseinato de sddio e leite em pé desnatado para o mesmo teor de
proteina afetou o perfil de acidificacdo, a contagem de bactérias vidveis e a reologia de

iogurtes probidticos.

Além disso, foi possivel estimar o perfil de acidificagio e a contagem de
bactérias no leite suplementado com proteinas do leite em pd, concentrado proteico de
soro e caseinato de sédio por metodologia de superficie de resposta, bem como calcular

aproximadamente as propriedades viscoeldsticas dos iogurtes probidticos.

Pode-se ressaltar que a otimizac@o das propriedades reoldgicas dos iogurtes
probidticos suplementados com proteinas do leite depende da fonte de proteina

utilizada.

A substitui¢@o parcial de 55% do leite em pd desnatado por concentrado proteico
de soro e caseinato de sddio simultaneamente poderd reforcar as propriedades
reoldgicas dos iogurtes probidticos, considerando a cinética de acidificacio e a

contagem de bactérias vidveis.

Os resultados foram validados ao longo da vida de prateleira dos produtos,
confirmando os valores estimados pelos modelos para: a cinética de acidificacdo, a
contagem de bactérias vidveis, as propriedades viscoelésticas, a avaliacdo sensorial e a

analise de microestrutura.

Por fim, como as inddstrias t€ém interesse em descobrir produtos diferenciados,

com tecnologia de fabricagdo adequada e com aceitabilidade perante os consumidores
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em potencial, o desenvolvimento de leites fermentados probidticos enriquecidos com
proteinas lacteas tende a ser promissor, tanto para as industrias que irdo processi-lo
quanto para os consumidores, oferecendo a esses um produto com caracteristicas

nutricionais mais relevantes em relag@o aos produtos ofertados atualmente.

Outro fator relevante é quanto ao custo da formulacdo contendo a mistura de
proteinas proposta na otimizacdo, pois a utilizagdo de percentual maior do leite em p6
desnatado em relacdo ao concentrado de proteinas de soro e do caseinato de s6dio pode
ser uma alternativa vidvel, uma vez que o mercado nacional produz este ingrediente,
enquanto os demais sdo importados, e no caso especifico do caseinato de sédio, o preco

€ muito superior ao leite em pé desnatado.

Finalmente, além de promover a melhoria das qualidades nutricionais e o
aumento da consisténcia do produto final, essa mistura de proteinas torna-se vidvel para
utilizacdo em iogurtes, cujos fabricantes busquem um produto mais nobre e com maior

valor agregado para comercializagdo.
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ANEXO1

Avaliacfo sensorial de iogurte probiético

Nome: Rep. No. Data: 30/04/2009
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ANEXO II

Universidade de Sao Paulo

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos convidando vocé para participar de uma analise sensorial de iogurte probidtico.

O iogurte cuja base é enriquecida com proteinas lacteas é preparado e, acondicionado de acordo com as Boas Praticas de Fabricagao de Alimentos, no
Departamento de Tecnologia Bioquimico - Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo. O leite pasteurizado é
fermentado por bactérias probidticas que s@o bactérias que trazem beneficios para a satde do consumidor. Para a preparagao deste iogurte misturamos
ao leite proteinas lacteas como proteina concentrada de soro e caseinato de sodio, ingredientes adquiridos do comércio e de grau alimenticio. Antes da
avaliagdo sensorial o iogurte é submetido a analises microbiologicas.

O objetivo desta pesquisa é verificar como o iogurte € aceito de acordo com sua aparéncia, sabor e consisténcia. O produto mantido sob refrigeragao
sera avaliado ap6s um dia de sua fabricagao.

Para as avaliagbes da aparéncia, do sabor e da consisténcia dos iogurtes, cerca de 50ml do produto serdo servidos em copos de plastico branco,
codificados com numeros de trés digitos. Serdo servidas trés amostras em cada sessdo de andlise. As analises serdo realizadas sempre duas horas
antes ou depois das refeigdes e, entre uma amostra e outra os provadores tomardao um gole de agua antes de iniciar a analise novamente.

O provador podera desistir da analise a qualquer momento sem nenhum 6nus. Todas as informagdes pessoais serdo sigilosas, garantindo a privacidade
do provador.

Os resultados desta pesquisa vao nos auxiliar na avaliacdo das caracteristicas de aparéncia, sabor e consisténcia de iogurtes probiéticos enriquecidos
com proteinas lacteas 24h apés a sua fabricagdo. Estes dados contribuirdo na compreensdo da agao dos probiéticos no desenvolvimento destas
caracteristicas. Os beneficios serdo nao s6 para a melhoria do processo de fabricagdo como também para que o consumidor tenha acesso a um produto
mais gostoso e com melhor consisténcia e que quando ingerido trara beneficios para sua saude.

Declaro que, apos convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente
Protocolo de Pesquisa.



