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RESUMO

PAULA, C.M. Utilizacdo de bactérias do grupo Lactobacillus casei no desenvolvimento
de sorvete potencialmente probiotico de leite de cabra e polpa de caja (Spondias
mombim). 2012. 84p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sdo Paulo, Séo Paulo, 2012.

O trabalho teve como objetivos desenvolver sorvetes com leite de cabra, polpa de caja e
cepas potencialmente probitticas Lactobacillus rhamnosus HNOO1 e Lactobacillus paracasei
LBC82, verificar a viabilidade dessas cepas e avaliar as caracteristicas dos produtos ao
longo de seu armazenamento a -18°C por até 12 semanas, bem como a resisténcia das
cepas incorporadas nos produtos a condi¢bes gastricas e entéricas simuladas in vitro.
Primeiramente, foi desenvolvido creme de leite de cabra para aplicagdo no produto. Em
seguida, foram realizados os ensaios de desenvolvimento dos sorvetes, 0s quais variaram
de acordo com a adi¢cao de gordura lactea caprina (sorvetes SC) e a sua substituicao por
inulina (sorvetes Sl) e com a adi¢édo de 2 cepas de Lactobacillus - L. rhamnosus HNOO1 (Lr)
e L. paracasei LBC82 (Lp), tendo sido assim denominados: SCr - com gordura lactea
caprina + Lr; SCp - com gordura lactea caprina + Lp; Slir - com inulina + Lr; Slp - com inulina
+ Lp. Os sorvetes foram armazenados a -18+3°C por até 12 semanas (84 dias) e analisados
qguanto as seguintes caracteristicas: overrun (durante a elaboracéo), fracdo de derretimento
e dureza instrumental (apos 14 dias), composi¢éo centesimal (apos 21 dias), pH (apos 1, 28,
56 e 84 dias), viabilidade dos probioticos (durante o processamento e apos 1, 7, 14, 21, 28,
42, 56 e 84 dias) e sua resisténcia as condi¢des gastrica e entérica simuladas in vitro (apés
28 e 84 dias). Os sorvetes foram, ainda, comparados quanto a sua aceitacdo sensorial
(escala hedbnica de 9 pontos, com 1 = desgostei muitissimo e 9 = gostei muitissimo) na
Embrapa Caprinos e Ovinos, Sobral, CE (ap6s 7, 42 e 84 dias) e, para efeito de comparacao
entre consumidores de dois locais e publico distintos, também foram submetidos a analise
sensorial, 7 dias ap0s a sua producdo, na FCF/USP, SP. Todos os sorvetes, apesar dos
valores de pH inferiores a 4,5, apresentaram popula¢cdes médias de Lactobacllus spp. acima
de 8 log UFC/g e estaveis, durante 84 dias de armazenamento. Por outro lado, as cepas
testadas mostraram baixa sobrevivéncia nos testes in vitro realizados, com ligeiro aumento
dessa sobrevivéncia na presenca de inulina aos 28 dias de armazenamento, particularmente
para Slp. Os 4 sorvetes estudados apresentaram notas médias que variaram de 6,9 (Slr,
aos 42 dias) a 8,0 (SCp, aos 7 dias) na avaliacdo sensorial, sem diferengas significativas
entre 0s sorvetes, mas com uma diminuicdo significativa nas notas ao longo do
armazenamento para os sorvetes com creme (p<0,05), o que nao foi observado para os
sorvetes com inulina, que mostraram, ainda, maior firmeza (p<0,05), com teores inferiores
de lipideos. Quando os 2 publicos de regides distintas foram comparados quanto a
aceitacdo sensorial, ndo foi verificada diferenca significativa para os sorvetes com inulina,
enguanto que aqueles com creme de cabra obtiveram notas significativamente inferiores
(p<0,05) do publico de SP (médias de 7,60 e 7,46, respectivamente, para SCr e SCp),
comparado aquele do CE (médias de 7,95 e 8,03, respectivamente, para SCr e SCp).
Conclui-se que os sorvetes de leite de cabra com polpa de caja desenvolvidos apresentaram
uma boa sobrevivéncia das cepas de Lactobacillus estudadas no produto e boas
caracteristicas sensoriais. As formulagBes contendo inulina seriam a melhor opg¢éo, por
apresentarem, ainda, caracteristicas prebioticas, teores inferiores de lipideos, com maior
estabilidade quanto a aceitagdo sensorial com o armazenamento e quando avaliados pelo
publico dos 2 diferentes locais testados. Os sorvetes estudados sdo uma opc¢ao viavel para
empregar alimentos como o leite de cabra e a polpa de caja no desenvolvimento de
produtos que contenham caracteristicas funcionais, portanto, alto valor agregado.

Palavras-chave: Probidticos, Leite caprino, Sorvete, Caja, Inulina, Lactobacillus.






ABSTRACT

PAULA, C.M. Use of bacteria from the Lactobacillus casei group in the development of
potentially probiotic goat milk-based ice-cream with yellow mombin (Spondias
mombim) pulp. 2012. 84p. Dissertation (Master of Science) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2012.

This study aimed to develop a goat milk-based ice-cream with yellow mombin pulp and
supplemented with the potentially probiotic strains Lactobacillus rhamnosus HNOO1 and
Lactobacillus paracasei LBC82, check the viability of these strains and evaluate the products’
features throughout their storage at -18°C for up to 12 weeks, besides the resistance of the
strains incorporated into the products through in vitro gastric and enteric simulated
conditions. Firstly, a goat milk cream was developed to be used in the product. Next, tests
were conducted for the ice-cream formulations developed. These formulations varied
according to the addition of goat milk cream (ICMC) or substitution of milk cream by inulin
(ICI) and with the addition of two strains of Lactobacillus - L. rhamnosus HNOO1 (Lr) and L.
paracasei LBC82 (Lp), and were designated as follows: ICMCr - with goat milk cream + Lr;
ICMCp - with goat milk cream + Lp; ICIr - with inulin + Lr; IClp - with inulin + Lp. The ice-
creams were stored at -18+3°C for up to 12 weeks (84 days) and analyzed for the following
features: overrun (during production), melting rate and instrumental hardness (after 14 days),
chemical composition (after 21 days), pH (after 1, 28, 56, and 84 days), probiotics viability
(during production and after 1, 7, 14, 21, 28, 42, 56, and 84 days) and their resistance to in
vitro simulated gastric and enteric conditions (after 28 and 84 days). The ice-creams were
also compared for their sensory acceptability (9-point hedonic scale, with 1 = dislike
extremely and 9 = like extremely) at Embrapa Sheep and Goats, Sobral, CE (after 7, 42, and
84 days). In order to compare sensory acceptability between consumers and local public
from two different areas, sensory analysis was also conducted at the Faculty of
Pharmaceutical Sciences at USP, SP, seven days after their production. The four kinds of
ice-creams, even though with pH values below 4.5, showed Lactobacllus spp. mean
populations above 8 log CFU/g and stable up to 84 days of storage. Nevertheless, the strains
tested showed low survival through the in vitro tests and a slight increased survival in the
presence of inulin at 28 days of storage, particularly for the ICI ice-creams. The four products
studied had mean scores ranging from 6.9 (IClr, at 42 days) up to 8.0 (ICMCp, at 7 days) in
the sensory evaluation, with no significant differences between the ice-creams, but with a
significant decrease in the scores during storage for the ice-creams with goat milk cream (p
<0.05). This was not observed for the ice-creams with inulin, which also showed higher
firmness (p <0.05), with lower lipids levels. When the consumers of the two different areas
were compared regarding sensory acceptability of ice-creams, no significant difference was
found among ice-creams with inulin, whereas those with goat milk cream received
significantly lower scores (p <0.05) from SP consumers (mean 7.60 and 7.46, respectively,
for ICMCr and for ICMCp), compared to those of CE (mean 7.95 and 8.03, respectively, for
ICMCr and ICMCp). In conclusion, the goat milk-based ice-cream with yellow mombin pulp
developed showed good survival of the Lactobacillus strains studied in the product and good
sensory features. Formulations containing inulin would be the best option, as they also
presented prebiotic characteristics, lower lipid levels, showed greater stability regarding
sensory acceptability during storage and when evaluated by the public from the two different
areas tested. The ice-creams studied are good options for employing foods like goat milk and
yellow mombin pulp in the development of products with functional properties and, therefore,
with high added values.

Key-words: Probiotics, Goat milk, Ice-cream, Caja, Inulin, Lactobacillus.
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1. INTRODUCAO
1.1 Alimentos funcionais: probioticos, prebiéticos, simbidticos e suas

definicdes

Cada vez mais, a alimentacédo tem se caracterizado como um dos elos mais
importantes para a manutencdo da saude. O aumento da expectativa de vida da
populacdo mundial associado ao padrédo de consumo e ao aumento de doencas
como diabetes, hipertensdo, obesidade e problemas cardiovasculares, est4 gerando
no mercado um aumento da busca por alimentos que tenham relagcdo com a saude
(WILDMAN; KELLEY, 2007). A industria, a comunidade cientifica e os setores de
Pesquisa e Desenvolvimento nas universidades vém intensificando esforcos no
desenvolvimento de produtos que, além dos nutrientes convencionais, possam
promover beneficios a satde - os chamados alimentos funcionais.

Sao considerados alimentos funcionais aqueles que, além de fornecerem a
nutricdo béasica, promovem a saulde através de mecanismos nao previstos pela
nutricdo convencional, restringindo-se a promoc¢do da salude e ndo a cura de
doencas (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008).

Alguns alimentos, associados a cultura e ao habito alimentar de populacdes
elou faixas etérias especificas, tornam-se excelentes veiculos de ingredientes e
outros componentes neste novo conceito alimentar. Dentre estes, destacam-se 0s
probiéticos, termo utilizado para alimentos que carreiam, de forma viavel, micro-
organismos benéficos moduladores da microbiota intestinal.

Sabendo-se que a saude de um individuo esta intimamente relacionada a
um trato gastrintestinal saudavel e a sua fisiologia normal, essas condi¢cdes precisam
ser favorecidas por uma alimentacdo adequada e pela atuagcdo da microbiota
benéfica intestinal. Desbalanceamentos causados por tratamentos com antibidticos,
guimioterapia, radioterapia, situagfes de estresse e enfermidades gastrintestinais
ocasionam desequilibrios nessa microbiota, sendo necessario seu fortalecimento ou
reposicao (MAHAN; SCOTT-STUMP, 2005)

Os probidticos sdo definidos como micro-organismos vivos que, quando
administrados em niveis adequados, conferem beneficios a saude do hospedeiro
(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF UNITED NATIONS, WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2002). Esses beneficios estdo associados a trés
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possiveis mecanismos. O primeiro deles é a supressao do numero de células viaveis
de potenciais patdgenos atravées da producdo de compostos com atividade
antimicrobiana, a competicdo por nutrientes e sitios de adesdo. O segundo, a
alteracdo do metabolismo destes patdgenos intestinais, através do aumento ou da
diminuicdo da atividade enzimatica. O terceiro € o estimulo da imunidade do
hospedeiro, através do aumento dos niveis de anticorpos e do aumento da atividade
dos macrofagos (SAAD, 2006).

Uma selecéo adequada de cepas deve ser conduzida para o processamento
de produtos alimenticios probidticos. Essa selecdo visa garantir a sobrevivéncia
desses micro-organismos a passagem pelo trato gastrintestinal, apés a manutencao
de sua viabilidade no préprio produto-alvo, durante a sua elaboracdo e o seu
armazenamento, bem como conferir propriedades tecnolégicas adequadas a esse
produto (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008). A legislag&o brasileira preconiza que um
produto com alegacdes probidticas deve conter na recomendacao diaria do produto
pronto para o consumo, entre 10® a 10° unidades formadoras de coldnia (UFC)
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008).

Os alimentos probidticos ainda podem ser adicionados de prebidticos,
ingredientes que afetam o hospedeiro atravées da estimulacdo seletiva do
crescimento das bactérias benéficas ja estabelecidas no célon (LARA-VILLOSLADA
et al.,, 2006; ROBERFROID, 2008). Alguns efeitos atribuidos aos prebidticos séo a
modulacdo de funcbes fisioldgicas importantes, como a absorcdo de calcio,
diminuindo o risco de osteoporose, metabolismo lipidico, modulagédo da composicéo
da microbiota intestinal e a redugdo do risco do cancer de célon (DENIPOTE;
TRINDADE; BURINI, 2010).

Pertencente ao grupo dos carboidratos na categoria dos frutanos, a inulina é
um dos prebidticos mais utilizados, tendo, ainda, propriedades que o consolidam
como substituto de gordura em alimentos (SAAD, 2006). Essas propriedades estao
baseadas em sua capacidade de estabilizar a estrutura da fase aquosa,
desenvolvendo e melhorando a cremosidade do produto, sem alterar seu sabor (EL-
NAGAR et al., 2002). Quimicamente, a inulina € um polissacarideo formado por uma
cadeia de moléculas de frutose com uma molécula de glicose terminal. O nimero de
moléculas de frutose varia em funcdo de uma série de fatores, de modo que o grau
de polimerizacdo da inulina pode variar de 2 até 60. As principais fontes de inulina

empregadas na industria alimenticia sdo a chicoria (Chicorium intybus) e a
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alcachofra de Jerusalém (Helianthus tuberosus) (MIREMADI; SHAH, 2012). De
acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2008), a adicdo de inulina
em alimentos permite que estes recebam a denominagcdo de “Alimentos com
alegacdes de propriedade funcional e ou de saude”, desde que a porgao diaria do
produto pronto para consumo forneca, no minimo, 3 g de inulina se o alimento for
solido ou 1,5 g se o alimento for liquido.

Por definicdo, simbidticos sdo a mistura de probioticos e prebidticos, desde
que a eficacia de cada componente seja garantida na formulagdo simbidtica. Essa
eficicia pode ser verificada de forma complementar, quando o probiético é escolhido
com base nos efeitos desejaveis ao hospedeiro e o prebibtico, por sua vez, atua
independentemente estimulando de maneira seletiva os componentes benéficos da
microbiota intestinal. Por outro lado, a eficacia de forma sinérgica € observada
quando o prebidtico é selecionado pela afinidade com o probiético que o acompanha
no produto, favorecendo seletivamente seu crescimento e atividade (KOLIDA;
GIBSON, 2011).

1.1.1 Bactérias do Grupo Lactobacillus casei e suas aplicacdes

As espécies Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
rhamnosus e Lactobacillus zeae compdem o grupo taxonédmico “Lactobacillus casei”.
Este grupo € composto por bactérias laticas fenotipicamente e geneticamente
heterogéneas, as quais s&o lactobacilos homofermentativos tipicamente do
hospedeiro humano. Essas espécies apresentam elevada similaridade quanto ao
comportamento fisioldgico, as necessidades nutricionais e multiplicam-se em
condicbes ambientais semelhantes (DESAI; SHAH; POWELL, 2006; BURITI; SAAD,
2007).

Bactérias do grupo Lactobacillus casei possuem importante valor comercial
para a industria alimenticia devido ao seu emprego na producdo de leites
fermentados e como culturas iniciadoras de fermentacéo na fabricacdo de queijos
para a melhoria de sua qualidade. Ultimamente, cepas desse grupo tém sido

amplamente estudadas com relacdo a suas propriedades promotoras a saude,
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sendo frequentemente empregadas como probidticos em alimentos industrializados
(BURITI; SAAD, 2007).

Embora as matrizes lacteas sejam as mais empregadas no desenvolvimento
de alimentos probidticos, € crescente o interesse de inseri-los em outros alimentos
sob condi¢des tecnologicas diversas, a fim de oferecer ao mercado consumidor,
uma maior variedade de produtos com essas caracteristicas.

A insercdo de cepas do grupo Lactobacillus casei em chocolates com
substituicdo parcial do teor de acucar foi observada por Nebesny et al. (2007). Neste
trabalho, os autores utilizaram preparados liofilizados de Lactobacillus casei tOCK
0900, Lactobacillus casei tOCK 0908 e Lactobacillus paracasei/casei LtOCK 0919
nos chocolates estocados a 4°C, 18°C e 30°C durante 12 meses. Embora a
viabilidade dos probidticos tenha sido maior sob refrigeracéo, os autores observaram
gue os chocolates suplementados com L. casei e L. paracasei podem ser estocados
a temperatura ambiente, exibindo contagens dos micro-organismos superiores a 6
log UFC/g, sem prejuizos as caracteristicas sensoriais do produto durante o longo
periodo de estocagem.

Betoret et al. (2003) utilizaram o processo de impregnacdo a vacuo na
incorporacdo de Saccharomyces cerevisiae CECT 1347 e L. casei spp. rhamnosus
CECT 245 na matriz estrutural de macgas frescas. O processo seguido de secagem
por jato de ar visou a obtencdo de macds desidratadas enriquecidas com
probidticos, as quais apresentaram populacdes microbianas entre 6 — 7 log UFC/g
ao final do processamento, atendendo portanto, as expectativas para ser
considerado alimento probiético.

Na industria carnea, o uso de probidticos mostra-se mais promissor em
produtos crus fermentados, visto que sdo fabricados com carne crua e consumidos
sem aquecimento prévio, 0 que causaria brusca reducdo dos micro-organismos.
Com esse objetivo, Macedo et al. (2008) verificaram a influéncia de L. casei LC 01,
L. paracasei ssp. paracasei (ATCC 10746/ CCT 0566) e L. casei ssp. rhamnosus
(ATCC 7469/CCT 6645) sobre as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais de
embutido fermentado tipo salame. Neste trabalho, a adicdo de L. rhamnosus ao
embutido ocasinou intensa acidez, o que reduziu a aceitabilidade sensorial
comparado ao controle, sem probiéticos. No entanto, em todos os embutidos os
probidticos adicionados apresentaram viabilidade acima de 6 log UFC/g durante o

processo de maturacgao por 25 dias a 25°C.
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Sobremesas geladas sdao amplamente consumidas e estudos vem sendo
conduzidos com o objetivo de torna-las possiveis veiculos de micro-organismos
probioticos. Como exemplo, Heenan et al. (2004) produziram sobremesa congelada
a base de soja, e testaram a insercdo de micro-organismos probidticos, dentre eles
L. rhamnosus 100-C e L. paracasei ssp. paracasei 01, 0os quais mantiveram-se
vidveis durante 28 semanas de armazenamento a -20°C.

Do ponto de vista tecnologico, a cepa potencialmente probidtica
Lactobacillus paracasei LBC82 apresenta-se promissora quanto a sua utilizacdo em
matrizes lacteas. No estudo desenvolvido por Buriti et al. (2007), inulina e L.
paracasei LBC82 em co-cultura com Spreptococcus termophilus TA 040 foram
utilizados na fabricacdo de queijo fresco cremoso. Nesse estudo 0s autores
observaram que a viabilidade do L. paracasei LBC82 permaneceu acima de 7 log
UFC/g durante os 21 dias de armazenamento refrigerado. Na producdo de queijo
Minas Frescal, Buriti et al. (2005) observaram o aumento de aproximadamente 2 log
UFC/g na populacédo de L. paracasei LBC 82 durante estocagem refrigerada de 5°C
por 21 dias. Por sua vez, Aragon-Alegro et al. (2007) desenvolveram musse de
chocolate adicionado de L. paracasei LBC82 e inulina, apresentando viabilidade
acima de 7 log UFC/g durante 28 dias de armazenamento, sem interferir nas
caracteristicas sensoriais do produto.

O efeito benéfico de um probidtico depende da cepa que estd sendo
utilizada. Ensaios clinicos e em modelo animal vém demonstrando que a cepa
Lactobacillus rhamnosus HNOOL1 possui caracteristicas capazes de modular o
sistema imunoldgico. Essa otimizacao através de uma suplementacao dietética pode
ser de grande importancia para grupos de individuos que necessitem de reforco
imunoldgico, como criancas, idosos e individuos imunodeprimidos. Com essa
finalidade, Sheih et al. (2001) testaram L. rhamnosus HNOO1 em 52 voluntarios
adultos e idosos, com idade média de 63,5 anos. Os voluntarios consumiram 259 de
leite reconstituido (9 log UFG/g de L. rhamnosus HNOO1), duas vezes ao dia,
durante 3 semanas em um estudo que durou 9 semanas. Os autores observaram o
estimulo da atividade imunolégica através do aumento dos niveis de células natural
killer e de leucdcitos polimorfonucleares do sangue periférico em idosos e adultos de
meia idade, durante a administracdo oral de L. rhamnosus HNOO1l em leite com

baixo teor de gordura ou com lactose hidrolisada. Por sua vez, Thomas et al. (2011)
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observaram a atenuacdo de alergia pulmonar em suinos alimentados diariamente

com 10 log UFC de L. rhamnosus HNOO1 durante 7 semanas.

1.2 Gelados comestiveis como carreadores de bactérias probidticas

Alguns alimentos, associados a cultura e ao habito alimentar de populacdes
elou faixas etarias especificas, tornam-se excelentes veiculos de ingredientes e
outros componentes neste novo conceito alimentar. Neste cenario, o sorvete surge
como um importante exemplo de veiculo alimentar para culturas probidticas, uma
vez que é apreciado por criancas, jovens, adultos e idosos.

Dados da Associacdo Brasileira das Industrias de Sorvete (ABIS)
informaram que, em 2011, os brasileiros consumiram 1,167 bilhdes de litros de
sorvete, 0 que representa um aumento de 4% em relacdo a 2010. Esses dados
ainda colocam o Brasil no 12° lugar do ranking mundial, o que se deve ao fato do
brasileiro ainda associar o sorvete a guloseima ou alimento de consumo sazonal
(ASSOCIACAO DAS INDUSTRIAS DE SORVETE, 2012). No entanto, os fabricantes
de sorvete tém investido no desenvolvimento de produtos mais atrativos, com alto
valor agregado a fim de modificar a atual caracteristica de consumo (CARVALHO,
2006; DADOS [...], 2009).

O consumo moderado de sorvete pode representar um habito saudavel,
desde que ndo exista uma restricdo dietética especifica para aclcares e gorduras
(como no caso de diabetes, dislipidemias e obesidade, por exemplo). Nesse caso, a
adicdo de culturas probiéticas e/ou prebidticos seria uma estratégia interessante
para conferir funcionalidade fisiolégica ao produto (CRUZ et al., 2011).

O sorvete, ou gelado comestivel, € um produto muito estavel devido as
baixas temperaturas empregadas em seu processamento e armazenamento,
caracteristicas que o tornam um bom carreador de micro-organismos probioticos.
Além disso, pode apresentar alto valor nutricional ao possuir, em sua composicao,
proteinas do leite, gordura, carboidratos e outros ingredientes, como frutas, por
exemplo. Adicionalmente, o sorvete ndo apresenta 0 inconveniente da pos-

acidificacdo e de uma menor vida de prateleira, além de possuir sabor considerado
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mais agradavel, quando comparado a leites fermentados, ampliando, assim, a faixa
de aceitacdo dos consumidores (CRUZ et al. 2009).

A adicéo de polpas ou sucos de fruta em sorvetes € muito comum, tornando-
0s ainda mais nutritivos e saborosos. No entanto, geralmente as frutas reduzem o
pH do produto, o que pode ocasionar perda de viabilidade dos probioticos. Neste
caso, € necessario recorrer ao monitoramento do pH (o qual deve manter-se
relativamente elevado, entre 5,5 e 6,5), a técnicas de microencapsulacdo, ou
selecionar adequadamente a cepa a ser utilizada, ja que Lactobacillus sobrevivem
melhor em meios mais acidos que as bifidobactérias (FAVARO-TRINDADE et al.
2007; CRUZ et al. 2009).

Pesquisas foram realizadas com o objetivo de avaliar a sobrevivéncia de
bactérias probioticas em gelados comestiveis. Hekmat e Mc Mahon (1992)
produziram sorvetes de morango com Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium
bifidum, cujas popula¢cdes mantiveram-se acima de 6 log UFC/g durante 17 semanas
de armazenamento. Andrighetto e Gomes (2003) utilizaram leite fermetado com
Lactobacillus acidophilus 145 para a producao de picolés, os quais permaneceram
durante 60 dias a -25°C sem alteragcbes em suas caracteristicas sensoriais e
microbiolégicas. Favaro-Trindade et al. (2006) produziram sorvete de acerola com
Bifidobacterium lactis e Bifidobacterium longum, com pH variando entre 4,5 - 5,0,
gue apresentou manutencdo do potencial probidtico por 15 semanas a -18°C. O
sorvete como veiculo de probiéticos também foi estudado por Basyigit et al. (2006).
Os autores testaram uma mistura de cepas de Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus agilis e Lactobacillus rhamnosus de origem humana e verificaram que
a viabilidade dos probiéticos néo foi alterada durante o armazenamento de sorvete
por até 6 meses, independentemente da presenca de acucar ou aspartame como
edulcorantes. Schaller-Povolny e Smith (1999) e Akalin e Erisir (2008) concluiram
que a adicdo de inulina pode auxiliar na sobrevivéncia e estabilidade de micro-
organismos probidticos adicionados em sorvetes, contribuindo para o

desenvolvimento de sobremesas lacteas congeladas potencialmente simbidticas.
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1.3 O leite de cabra e suas peculiaridades

Em comparacao ao leite bovino, o leite de cabra € um alimento que detém
propriedades fisico-quimicas e sensoriais peculiares, dentre elas: maior
digestibilidade, maior capacidade tamponante, menor teor de colesterol e elevado
teor de calcio, quando comparado ao leite de vaca, favorecendo sua melhor
absorcdo (MARTIN-DIANA et al., 2003; HAENLEIN, 2004; PARK, 2009).

Adicionalmente, na gordura do leite de cabra, os &cidos caproico, caprilico e
caprico sdo encontrados em concentracfes duas vezes superiores as do leite de
vaca, sendo estes indicados para pacientes em tratamento da sindrome de ma
absorcdo de nutrientes e distirbios intestinais (ALFEREZ et al., 2001). O leite de
cabra também ¢é considerado hipoalergénico, sendo muito incorporado a dieta
infantil, especialmente voltado as criancas alérgicas as proteinas do leite de vaca.
Essa caracteristica peculiar do leite caprino deve-se ao fato das suas proteinas
serem, em sua maioria, compostas por B-caseina, a-s2-caseina e, em menor
quantidade, de a-s1-caseina, fragcdo esta muito associada a alergias infantis (PARK,
2009).

O leite de cabra vem sendo estudado como uma boa fonte de
oligossacarideos (25-30 mg/ 100 mL) quando comparado ao leite bovino (2-3 mg/
100 mL) (MARTINEZ-FEREZ et al., 2005). Um estudo conduzido por Lara-Villoslada
et al. (2006) administrou oligossacarideos isolados de leite de cabra em ratos com
colite ulcerativa induzida. Os resultados desse estudo sugerem que oligossacarideos
isolados do leite de cabra podem reduzir a inflamacdo e contribuir com a
recuperacdo da mucosa danificada em doencas inflamatorias intestinais.

O efeito hipocolesterolémico do leite de cabra foi avaliado em um modelo
animal conduzido por Lopez-Aliaga et al. (2005). Neste estudo, ratos alimentados
com leite de cabra apresentaram reducdo dos niveis plasméaticos de colesterol e
triglicerideos, obtendo valores comparaveis a dieta padrdo com 6leo de oliva.

Uma maneira interessante de agregar valor ao leite de cabra é utiliza-lo
também como matéria-prima na elaboragcdo de alimentos funcionais. Um estudo
conduzido por Bozanic et al. (2004) verificou menor pH e alta viabilidade de
Lactobacillus acidophilus La-5 em leite caprino fermentado, quando comparado ao

leite bovino. Por sua vez, Martin-Diana et al. (2003) desenvolveram leite de cabra
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fermentado com uma cultura comercial de Streptococcus thermophilus ST-20Y,
Lactobacillus acidophilus LA-5 e Bifidobacterium BB-12. Paula (2009) utilizou leite de
cabra, mel de abelhas e Lactobacillus acidophilus NCFM no desenvolvimento de um
sorvete, o qual manteve potencial probiético durante 90 dias de armazenamento a -
18°C. Alves et al. (2009) produziram frozen yogurt de leite de cabra adicionado de
probidticos e prebidticos. Em relagdo aos potenciais efeitos sobre a saude, Pavlovié¢
et al. (2006) verificaram inibicdo in vitro das bactérias causadoras de infec¢des
Serratia marcescens e Campylobacter jejuni, através da fermentacdo de leite de

cabra com Bifidobacterium longum Bb-46.

1.4 Caja : caracterizacdo e aplicacdao em alimentos funcionais

O Nordeste brasileiro, além de favorecer a criacdo de caprinos, apresenta
um excelente potencial para a exploracdo de frutas regionais. O caja (Spondias
mombim) é um pequeno fruto de cor amarelada e casca lisa, tipico da Regido
Nordeste. Esse fruto apresenta uma participagdo crescente no mercado,
especialmente pela comercializacdo para consumo como fruta fresca e
processamento de polpa, que apresenta grande aceitacdo pelo seu sabor exético,
excelente qualidade e valor comercial como matéria-prima no preparo de sucos,
picolés, sorvetes, néctares e geléias (BRASIL, 2002).

Apesar da polpa de caja possuir grande demanda em algumas regifes do
pais, a sua industrializacdo é totalmente dependente das variacdes das safras.
Essas variacBes sdo decorrentes da forma de exploracdo extrativista do caja e da
grande perda de frutos, devido a problemas de colheita e de transporte. Desse
modo, a atual producdo industrializada ndo € suficiente para atender sequer o
mercado interno consumidor do Norte e Nordeste. Nas diversas regides produtoras,
os frutos sdo comercializados em feiras livres e beiras de estradas, juntamente com
outras frutas regionais. Entretanto, a maior parte da producdo é vendida para as
agroindustrias regionais. (FEITOSA, 2007).

Ainda ndo devidamente caracterizado, particularmente no que se refere ao
seu potencial para industrializacdo, o caja demanda pesquisas. E um fruto

conhecido pelo alto teor de taninos e carotendides, além de possuir capacidade
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antifingica e antiviral (VIDIGAL et al., 2011). Um estudo realizado por Tiburski et al.
(2011) demostrou que o caja conttm o dobro de compostos fendlicos totais
comparado ao acai. Adicionalmente, 100g de polpa de caja podem exceder em mais
de 37% da recomendacéao diaria de vitamina A.

Frutas regionais, dentre elas o caja, foram utilizadas por Laguna e Egito
(2006) ao elaborarem iogurte de leite de cabra. Por sua vez, Favaro-Trindade et al.
(2007) utilizaram polpa de caja na producdo de frozen iogurte em diversos
tratamentos com Lactobacillus acidophilus 74-2, L. acidophilus LAC 4 e culturas

starter, obtendo viabilidade probiética adequada durante 105 dias a -18°C.

1.5 Aimportancia do presente estudo

O leite caprino apresenta notavel impacto econbémico para as regides
produtoras, providenciando diariamente proteinas essenciais e minerais para
pessoas em paises em desenvolvimento, onde a producdo de leite bovino, por
vezes, ndo é viavel (PARK, 2009).

No cenario de desenvolvimento econémico no Brasil, a caprinocultura
apresenta-se como atividade promissora, estando os maiores rebanhos localizados
principalmente em zonas semi-aridas. Nessas areas, a caprinocultura leiteira de
base familiar vem se desenvolvendo muito bem, porém alguns pontos, tais como a
qualidade e quantidade do leite produzido ainda precisam ser otimizadas
(CORREIA; MOREIRA, ARAUJO, 2001).

Abrigando 92% do rebanho nacional, a caprinocultura no Nordeste constitui-
se uma importante atividade econdémica, tendo em vista sua elevada capacidade de
adaptacdo as condicbes do semiarido e diversidade de produtos que podem ser
explorados comercialmente (reprodutores, carnes, pele, leite e derivados),
estabelecendo-se ainda como consideravel fator de geracdo de renda e fonte de
proteina na dieta alimentar, principalmente da populacdo rural (NOGUEIRA FILHO
et al., 2010).

Considerando a adaptabilidade e rusticidade dos caprinos, é crescente a
atencdo das instituicbes de pesquisa, especialmente no tocante aos aspectos

técnicos de producdo em regides semiaridas, tendo, na Empresa Brasileira de
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Pesquisa Agropecuéria (Embrapa), no Centro Nacional de Pesquisa de Caprinos em
Sobral, Ceara, um dos principais centros de geracdo e difusdo de conhecimento e
tecnologias para o setor.

Atualmente a Embrapa Caprinos e Ovinos coordena o projeto “Estratégias
para o desenvolvimento rural sustentavel e solidario utilizando a caprinocultura
leiteira em comunidades rurais - SUSTENTARE”. Este projeto tem como objetivo
promover o desenvolvimento rural sustentavel e solidario em comunidades rurais do
Territério de Sobral por meio de metodologias com enfoque participativo utilizando
como estratégia a caprinocultura leiteira.

Um dos principais focos desse projeto é a parceria com o “Projeto Cabra
Nossa de Cada Dia”, concebido em 1993, com o objetivo de combater a fome e a
miséria das comunidades rurais locais. Através da doacdo de uma cabra prenhe
para o fornecimento de leite, o projeto Cabra Nossa atuou na reducdo da
mortalidade infantil, da desnutricdo e melhorou a renda e a qualidade de vida das
familias assistidas (TEXEIRA, 2009). No momento, o Cabra Nossa atende 226
familias em 18 comunidades, tendo atingido seu principal objetivo: garantir
alimentacdo a familias em condi¢bes de inseguranca alimentar. Entretanto, apesar
dos resultados satisfatorios em relacao a seguranca alimentar, o combate a pobreza
e a miséria ndo deve se restringir apenas em garantir a seguranca alimentar. O
SUSTENTARE tem por objetivo alicercar a inclusdo socio produtiva por meio de
geracdo, adaptacdo e disponibilizacdo de conhecimentos, visando o fortalecimento
da autonomia dos agricultores familiares contribuindo para a seguranga alimentar e
melhor interacdo com a sociedade por meio da construgéo social de mercados.

Incentivar a producéo de derivados lacteos caprinos com alto valor agregado
pode ser um coadjuvante na criacdo de nichos de mercados que sejam capazes de
atender essa demanda. Nos Ultimos anos, produtos como queijo com ervas
aromaticas (EGITO et al., 2007a), ricota (EGITO et al., 2007b), iogurtes (LAGUNA,
EGITO, 2006), queijos probidticos (SANTOS et al., 2010) e sorvetes (CORREIA et
al., 2008; PAULA, 2009), vem sendo desenvolvidos.

No caso especifico da regidao Nordeste, o consumo de sorvetes pode ser
favorecido em virtude das elevadas meéedias de temperatura, além de possuir uma
vegetacdo rica em frutos nativos que podem ser utilizados como matéria-prima
exotica e saborosa. Essas caracteristicas devem ser aproveitadas, no sentido de se

deselvolver sorvetes com frutos nativos como veiculos de culturas probidticas. Uma
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pesquisa realizada por Martins et al. (2009) demonstrou que o leite de cabra e seus

derivados tém potencial significativo de mercado na cidade de Sobral. A pesquisa

ainda revelou que os potenciais consumidores tém conhecimento das peculiaridades

do leite caprino, mas que desejam uma maior divulgacdo, o aumento da oferta e a

reducdo do pre¢o pago por esses produtos.

2. OBJETIVOS

Geral

Desenvolver formulacdes de sorvete potencialmente probiotico de leite de cabra com

polpa de caja.

Especificos

Verificar a viabilidade de cepas do grupo Lactobacillus casei nessas formulacdes
ao longo de seu armazenamento a -18 °C por até 84 dias;

Avaliar a aceitacdo sensorial e caracterizar as formulacbes quanto ao
comportamento de determinados parametros fisicos e quimicos, ao longo do seu
armazenamento a -18 °C por até 84 dias;

Avaliar a sobrevivéncia das cepas incorporadas aos produtos, quando
submetidos a testes de condi¢des gastrintestinais simuladas in vitro;

Observar se as caracteristicas do produto suplementado com esses micro-
organismos foram preservadas ao longo de seu armazenamento a -18°C por até
84 dias;

Comparar a aceitabilidade sensorial do produto diante de consumidores de 2

regioes brasileiras distintas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Desenvolvimento das formulacfes de sorvete

Tendo em vista a disponibilidade de leite de cabra, as produgdes foram
realizadas na Unidade de Processamento de Produtos Lacteos do Centro Nacional
de Pesquisa de Caprinos da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA Caprinos e Ovinos), em Sobral, Ceara. As variaveis envolvidas na

fabricacéo dos sorvetes estédo descritas na Tabela 1.

Tabela 1- Variaveis envolvidas na elaborac¢éo dos sorvetes.

Sorvetes Probidticos Gordura lactea Inulina
SCr L. rhamnosus + -
SC _
SCp L. paracasei + -
5 Sir L. rhamnosus - +
Slp L. paracasei - +

Sl - sorvete com inulina (5%)
SIr - inulina + L. rhamnosus HNOO1
Slp - inulina + L. paracasei LBC82

SC - sorvete com gordura lactea caprina (5%)

SCr - gordura lactea caprina+ L. rhamnosus HN0OO1
SCp - gordura lactea caprina + L. paracasei LBC82
+ Presencga

- Auséncia

A diferenca entre os sorvetes desenvolvidos limitou-se inicialmente a adicao
de gordura lactea caprina (sorvete SC) e a substituicdo da gordura por inulina
(sorvete Sl). Nesse ultimo caso, a inulina teve, simultaneamente, o papel de
ingrediente prebidtico e de substituto de gordura. Os sorvetes receberam as
seguintes denominacdes, de acordo com a adicdo de creme de leite de cabra ou
inulina GR Beneo (Orafti, Oreye, Bélgica) e dos micro-organismos probiéticos
Lactobacillus rhamnosus HNOO1 ou Lactobacillus paracasei LBC82 (Danisco,
Dangé, Franca): SCr (gordura lactea caprina + Lactobacillus rhamnosus HNOO1),
SCp (gordura lactea caprina + Lactobacillus paracasei LBC82), Sir (inulina +

Lactobacillus rhamnosus HNOO1) e Slp (inulina + Lactobacillus paracasei LBC82).
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3.1.1 Ensaios preliminares para a definicdo das formulacbes e das etapas do
processo de producéo dos sorvetes

Testes preliminares foram conduzidos, com o objetivo de avaliar o
desempenho dos ingredientes e ajustar suas proporgdes, definir as etapas do
processo de elaboracdo dos sorvetes e observar as suas caracteristicas sensoriais.

Foram conduzidos 10 ensaios (Anexo I), durante os quais foram obtidas
amostras, de acordo com a apresentacéao final dos sorvetes. Ao final dessa etapa,
além das formulagcbes definitivas, foram definidos o fluxograma das etapas de

processo e a quantidade de cada micro-organismo probiético a ser adicionada.

3.1.2 Obtencéo de ingredientes lacteos caprinos

O leite utilizado no experimento foi proveniente de um rebanho misto de
cabras da raca Saanei e Anglo-Nubiana. Para a elaboracdo do creme de leite de
cabra, utilizou-se leite de cabra in natura (3,2-4,8% de gordura e acidez 14-16°D),
recém-ordenhado. O leite, inicialmente aquecido a 37°C, foi submetido a processo
de desnate parcial em desnatadeira centrifuga aberta com capacidade para 120 L de
leite por hora. Ap6s o desnate, o creme (62-64% de gordura) foi padronizado com a
adicdo de leite desnatado até que atingisse 50% de gordura. Em seguida, o creme
padronizado foi pasteurizado e armazenado sob refrigeracdo (5°C) até a sua
utilizacdo. O trabalho resultante desse procedimento encontra-se descrito por Paula
(2011), em um Comuncado Técnico da Embrapa Caprinos e Ovinos (Anexo II).

O leite de cabra em po6 foi obtido através de leite de cabra (méximo de 0,5%
de gordura), seguido de desidratacdo em Mini Spray Dryer B-290 (Buchi, Flawil 1,
Suica). No Anexo Ill, encontram-se os dados obtidos durante a definicdo dos
parametros para a desidratacdo do leite de cabra. Considerando melhor rendimento
(72 g/L) e umidade (2,39%) do leite de cabra em p0, os parametros definidos foram:
temperatura de entrada — 160°C; fluxo de ar — 45 m%h; vazdo de alimentag&o — 10
mL/min. O rendimento desse processo foi de 72 g de leite em pé para cada litro de

leite com 0,5% de gordura. ApOs a desidratacdo, o leite em po foi coletado e
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armazenado ao abrigo de luz e umidade, em embalagens plasticas préprias para a
embalagem a vacuo de queijos, até a sua utilizacdo na fabricacdo dos sorvetes.

3.1.3 Definicdo da quantidade e condi¢cbes de incorporacdo dos probibticos e
prebidticos ao produto.

A Legislacao Brasileira estipula as diretrizes para que um alimento seja
considerado probidtico e/ou prebidtico a partir, respectivamente, da populagédo
minima viavel dos micro-organismos e da quantidade de ingrediente prebibtico que
devem estar presentes na porcdo do produto alimenticio. A quantidade minima
vidvel para os probiéticos, na porgdo diaria do alimento, deve estar situada na faixa
de 10® a 10° unidades formadoras de col6nias — UFC - enquanto que a porcéo
diaria de um alimento soélido pronto para consumo deve fornecer, no minimo, 3 g de
inulina (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008). Considerando
que a porcao estabelecida para sorvetes de massa (1 bola) ou sorvetes individuais é
de 60 g ou 130 ml, os célculos para a adicdo dos probidticos seguiram essa
recomendacdo (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003), sendo
adicionados na proporcéo de 0,06% (m/m) a porcéo do produto.

Os micro-organismos probidticos utilizados foram culturas comerciais
liofilizadas para inoculacao direta (DVS — direct vat set) de Lactobacillus rhamnosus
HNOO1 e Lactobacillus paracasei LBC82 (Danisco, Dangé, Franca), as quais
estavam acondicionadas em embalagens com 40 e 10 DCU (1 DCU equivale a 100
bilhdes de células, ou seja, 11 log UFC), respectivamente. A pré-ativacdo dos micro-
organismos foi efetuada em leite de cabra desnatado, seguido de tratamento térmico
a 90°C durante 3,5 min. Posteriormente, o leite foi resfriado a 37°C e adicionado dos
micro-organismos, seguindo-se com incubacéo a 37°C durante 150 minutos (2,5 h)
em estufa tipo BOD TE-391 Tecnal (Piracicaba, Brasil).
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3.2 Fabricacédo dos sorvetes

Foram produzidos 2 lotes (repeticdes verdadeiras) de 7 kg para cada
sorvete. As proporcfes dos ingredientes utilizados estdo descritas na Tabela 2. A

Figura 1 apresenta as principais etapas envolvidas na producéo dos sorvetes.

Tabela 2 — Proporcao (m/m) dos ingredientes utilizados na elaboracdo dos sorvetes.

. Sorvetes
Ingredientes (%)
SCr SCp Sir Slp

Fixos
Polpa de caja’ 33,26 33,26 33,26 33,26
Sacarose” 12,00 12,00 12,00 12,00
Leite de cabra em p6’ 6,65 6,65 6,65 6,65
Glicose em p6® 4,65 4,65 4,65 4,65
Emulsificante* 0,66 0,66 0,66 0,66
Acido citrico™” 0,29 0,29 0,29 0,29
Estabilizante® 0,19 0,19 0,19 0,19
Variaveis
Leite de cabra (0,5% de gordura)’ 32,24 32,24 37,24 37,24
Creme de leite de cabra (50% de gordura)’ 10,00 10,00 - -
Inulina’ - - 5,00 5,00
L. rhamnosus® 0,06 - 0,06 -
L. paracasei’ - 0,06 - 0,06
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
SCr - gordura lactea caprina+ L. rhamnosus HNOO1 SIr - inulina + L. rhamnosus HNOO1
SCp - gordura lactea caprina + L. paracasei LBC82 Slp - inulina + L. paracasei LBC82

! Frute (Fortaleza, Brasil); > Agticar Estrela (Maracanad, Brasil); * Marvi (Ourinhos, Brasil); * Selecta Duas Rodas (Jaguara do
Sul, Brasil); ® Kerry (Campinas Brasil); ° Liga Neutra G3 Kerry (Campinas, Brasil); ” Orafti-GR Beneo (Oreye, Bélgica); °
Danisco (Redhill, Reino Unido); ° Danisco (Dangé, Franca).

* Produzidos na Embrapa Caprinos e Ovinos, conforme descrito no item 3.1.2.

** \/olume de &cido citrico diluido em &gua na proporgéo de 1:1.

Inicialmente, os ingredientes (com excec¢do da polpa e do acido citrico)
foram pesados transferidos para a produtora continua PP12 Plus Finamac (Santo
André, Brasil) e pasteurizados a 70°C durante 10 minutos. A calda-base foi retirada
da produtora e resfriada a 37°C em banho de gelo, para a adicdo dos micro-
organismos probidticos previamente ativados. Apds a mistura, procedeu-se a
maturacdo da calda em freezer horizontal Consul CHB53C (Joinville, Brasil) a
temperatura de 4°C por 4 horas. A calda maturada foi novamente conduzida ao
compartimento misturador da produtora PP12, aonde foi misturada, juntamente com

a polpa de caja e a solucdo de acido citrico, durante 5 minutos. Seguidamente,
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procedeu-se com a aeracao e congelamento parcial da calda, até que se atingisse a
temperatura de -6°C. O tempo desse processo foi de 7 minutos. Os sorvetes foram
embalados em potes de polietiieno e imediatamente armazenados em freezer
horizontal Consul CHB53C (Joinville, Brasil) a temperatura de -20+£3°C, onde
permaneceram durante 24 h, para a finalizacdo do congelamento. Apés essa etapa,
0s sorvetes foram transferidos para um freezer vertical Metalfrio VF50R (S&o Paulo,

Brasil) e armazenados a -18+3°C durante 84 dias.

Leite de cabra, estabilizante, emulsificante, sacarose,

glicose, leite em po e creme de leite de cabra (SC), ou -
inulina (SI) Leite de cabra — 5% (m/m)
Tratamento térmico (90°C/3,5 min.)
v
Homogeneizacao e pasteurizagao® v
(70°C/10 min.) | Resfriamento a 37°C |
v v
( Rosiiamento a 37°C ) | Adicdo da cultura probidtica |
v v
| Adicao da cultura |« Incubag&o para ativagao®
v (37°C/150 minutos)
| Maturacao® (4°C/4 horas) |
v
Adicao de polpa de fruta e acido citrico® ®
mistura por 5 min.
v
Aeracao e congelamento parcial*
(-6°C)
v
Envase
Y : ® ®
Congelamento total® Armazenamento®
(-20°C/24h) —> (-18°C/84 dias)

Figura 1 - Fluxograma do processamento das formulacdes de sorvete SC (sorvete com gordura
lactea caprina) e Sl (sorvete com inulina).

! Produtora PP12 Plus Finamac (Santo André, Brasil)

% Camara incubadora tipo BOD TE-391 Tecnal (Piracicaba, Brasil)
® Freezer horizontal CHB53C Consul (Joinville, Brasil)

* Freezer vertical VF50R Metalfrio (S&o Paulo, Brasil)

®Coleta de amostras para analise da viabilidade dos probiéticos.
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3.3 Condi¢cbes de armazenamento e periodos de amostragem

O periodo e temperatura de armazenamento foram de 84 dias a -18+3°C,
respectivamente. Todas as analises foram realizadas na Embrapa Caprinos e
Ovinos, com excec¢do de lipideos totais, resisténcia in vitro dos probioticos (84 dias)
e um teste de aceitacdo sensorial. No Quadro 1 estdo expressos o cronograma dos
periodos de amostragem, bem como o local de realizacdo de cada andlise e o

namero de repeticdes realizadas.

Quadro 1 - Cronograma dos periodos de amostragem adotados para a realizacéo das analises fisico-
quimicas, microbiolégicas e sensoriais dos sorvetes, incluindo o local de realizagdo de cada andlise e
numero de repetices realizadas.

Dias 0 1 2 7 14 21 28 42 56 84
Semanas - - - 1 2 3 4 6 8 12
Overrun™® X
Fracdo de derretimento™ X
Dureza instrumental*® X
Composicéo centesimal™* X
8 | pH™ X X X X
T | Viabilidade dos probiéticos'® X X X X X X X X X
< | Resisténcia in vitro dos probioticos™? X X
Aceitacdo sensorial (Sobral, CE)1g X X X
Aceitacdo sensorial (USP, SP)™" X
Andlises microbioldgicas de
contaminantes” X

1. Analises realizadas na Embrapa Caprinos e Ovinos em Sobral.

2. Andlises realizadas na Universidade de S&o Paulo.

a 1 amostra/ lote; b 7 amostras do lote 1; ¢ 6 amostras do lote 1 (10 testes realizados); d triplicata de 3 amostras compostas de
cada lote; e 2 potes de cada lote, analisados em duplicata; f 3 potes do lote 2, com andlises em duplicata; g 40 provadores em
cada periodo; h 35 provadores em cada periodo; i 2 potes de cada lote.

3.4 Avaliacdo dos parametros fisico-quimicos

3.4.1 pH e composicéo centesimal

A determinagéo do pH das amostras foi realizada, utilizando o medidor de
pH Tecnal TEC-3P-MP (Piracicaba, Brasil), com eletrodo de penetracdo para

amostras de alimentos solidos ou semi-soélidos Hanna HI 1131B (S&o Paulo, Brasil).
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As amostras destinadas a determinacdo da composi¢cado centesimal foram
preparadas apos 14 dias de armazenamento, adaptando-se as recomendacgdes do
Instituto Adolfo Lutz (2005). Aleatoriamente, trés potes (100 mL) de cada formulacéo
foram escolhidos e transferidos para sacos homogeneizadores de amostra. Os
sorvetes foram mantidos a temperatura ambiente até liquefacdo total, na qual a
amostra deveria apresentar-se completamente homogénea e sem separacdo de
fases. AplOs esse procedimento, as amostras foram transferidas para o
homogeneizador i-Mix 027230 (Interlab, Franca), onde foram homogeneizadas
durante 150 segundos. Ao final, as amostras desaeradas foram distribuidas em
tubos Falcon com capacidade para 50 mL e armazenadas a —20+2°C até sua a
utilizacao.

Para a determinacdo da composicdo centesimal, as analises realizadas
seguiram as recomendacgoes do Instituto Adolfo Lutz (2005).

e Umidade e sdlidos totais (residuo seco): secagem de 5 g de amostra a 70°C,
em estufa a vacuo, até peso constante;

e Minerais (cinzas): incineracao de 5 g de amostra a 550 °C;

e Gordura: método Bligh-Dyer adaptado;

e Proteinas: através da analise de conteudo de nitrogénio total pelo método de
micro-Kjeldahl,

e Carboidratos: diferenca para se obter 100% da composicao total.

3.4.2 Determinacdo de overrun, fracdo de derretimento e dureza instrumental dos

sorvetes

A proporgéo de ar incorporado a calda durante o batimento e congelamento
simultaneos é denominada overrun. Essa mediacdo € realizada durante a
elaboracao do sorvete com a pesagem inicial da calda e depois do produto pronto, a
fim de avaliar o rendimento do sorvete. O overrun foi obtido a partir de uma amostra
de cada lote produzido, de acordo com Muse e Hartel (2004), através do seguinte

calculo, conforme descrito por Harami (2008):
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Overrun (%)= pcalda — psorvete x 100

psorvete

onde p = peso em 250m|

A fracdo de derretimento foi avaliada adaptando-se o método descrito por
Muse e Hartel (2004), utilizando-se 7 amostras de 100+10 mL de cada sorvete. Para
esse fim, provetas volumétricas graduadas foram acopladas a um funil de vidro e
mantidas em temperatura ambiente de 26+1°C. Os sorvetes armazenados a -18+3°C
foram imediatamente dispostos sobre malha metalica de 5 mm de abertura e, em
seguida, acomodados sobre o funil. O inicio do derretimento e tempo de coleta dos
primeiros 10,0 mL do produto drenado foi registrado e, a partir de entdo, medicdes
do volume coletado foram realizadas a cada 3 minutos, até que se obtivesse 10
pontos de coleta registrados. Durante o teste, imagens foram registradas a cada 10
minutos com uma camera digital e, por fim, registrou-se o tempo total que as
amostras levaram para derreter completamente. O coeficiente de derretimento foi
calculado, considerando-se os volumes drenados e o periodo de coleta, os quais
foram plotados em gréficos bidimensionais, obtendo-se, assim, a fracdo de
derretimento em mililitros por minutos (mL/min) a partir do coeficiente de inclinacao
da equacao da reta obtida (CAVENDER; KERR, 2013).

Para a determinacdo da dureza instrumental, adaptou-se a metodologia
utilizada por El-Nagar et al. (2002). Os sorvetes acondicionados em potes de 250 mL
foram retirados do freezer a -20+3°C e mantidos em temperatura ambiente de
26+1°C durante 10 minutos. Em seguida, realizou-se o teste de corte utilizando
texturbmetro TA-XT2 (Stable Micro Systems, Haslemere, Inglaterra). Os
procedimentos para a realizacdo do corte foram adaptados seguindo as
recomendacdes para gelados comestiveis, utilizando o manual do equipamento. As
medicdes de dureza foram realizadas com o probe (acessorio) Knife Edge - HDP/BS,
e 0s parametros utilizados foram: velocidades de pré-teste, teste e pés-teste 2,0, 3,0
e 10 mm/s, respectivamente, para determinar a forca (Kgs) necessaria para romper a

estrutura do produto.
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3.5 Determinacdo das populacdes dos micro-organismos probidticos e
confirmacgado da seguranca microbioldgica dos sorvetes

3.5.1 Determinacéo das popula¢gfes dos micro-organismos probidticos

Para a enumeracao da populacdo das bactérias probidticas, porcdes de 25 g
de sorvete (retiradas em condi¢cdes de assepsia) foram homogeneizadas com 225 ml|
de agua peptonada 0,1%. Em seguida, diluicbes subsequentes foram preparadas,
utilizando-se o mesmo diluente.

Para a contagem das bactérias probidticas, aliquotas de 1 ml de cada
diluicdo das amostras foram transferidas para placas de Petri estéreis, seguidas da
adicdo de agar MRS (Oxoid, Basingstoje, Reino Unido) acidificado a pH 5,4 com
acido acético glacial, fundido e resfriado a cerca de 45°C. Apds homogeneizacao e
endurecimento do agar, procedeu-se com a incubacdo das placas em anaerobiose
(Sistema de Anaerobiose Anaerogen, Oxoid) a 37°C por 72 horas (BURITI et al.,
2005).

3.5.2 Confirmacao da seguranca microbiologica dos sorvetes

A confirmacdo da seguranca microbiolégica dos produtos foi realizada
através das analises dos micro-organismos indicadores de contaminac¢éo, conforme
a legislacao vigente para gelados comestiveis e produtos para gelados comestiveis.
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2001). A legislacéo estabelece
gue gelados comestiveis de base lactea ou ndo lactea (a base de agua ou polpa de
frutas) devem ser analisados quanto a presenca de coliformes a 45°Clg,
estafilococos coagulase positivos/g e Salmonella spp./25g.

Para a contagem de coliformes, utilizaram-se placas de placas de Petrifilm™
(3M Microbiology, St. Paul, EUA), as quais foram incubadas a 45°C durante 24 h.
A determinacdo de estafilococos coagulase-positivos foi realizada utilizando-se
placas Petrifim™ Staph, incubadas a 37°C por 24 h. Para Salmonella spp. utilizou-

se a metodologia proposta por Andrews et al. (2001).
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3.6 Ensaio de sobrevivéncia dos micro-organismos incorporados aos sorvetes

as condicbes gastrintestinais simuladas in vitro

As analises foram conduzidas empregando-se o modelo in vitro, utilizando-
Se sucos gastricos e entéricos simulados e enzimas do TGI, adaptado de Liserre, Re
e Franco (2007) por Buriti, Castro e Saad (2010), com modificacdo para adaptacao
do protocolo ao produto aqui desenvolvido.

Nesse procedimento, 25 g de sorvete foram diluidas em 225mL de solugéo
NaCl 0,5%. Frascos Schott contendo 10 mL dessa diluicdo foram adicionadas de
pepsina (Pepsin from porcine stomach mucosa, Sigma-Aldrich CO. St. Louis, MO,
EUA) e lipase (Amano lipase from Penicillium camemberti, Aldrich Chemical
Company Inc., Milwaukee, EUA) até atingirem a concentracdo de 3g/L e 0,9mg/L,
respectivamente. O pH foi ajustado para 3,0 com HCI 1N e as amostras incubadas
em banho metabdlico TE-053 Dubnoff Tecnal (Piracicaba, Brasil) sob agitacdo de
aproximadamente 150 rpm, a 37°C por 2h simulando a fase gastrica.

Para a simulacdo da fase entérica 1 (intestino delgado), decorridas 2h da
analise, o pH das amostras foi ajustado entre 4,5 e 5,0, utilizando-se solucédo de
fosfato de sédio pH 12 (150 mL de 1 N NaOH; 14 g de NaH,PO, 2H,0; H,O
destilada q.s.p. 1L), contendo bile (Bile bovine, Sigma-Aldrich) e pancreatina
(Pancreatin from porcine pancreas, Sigma-Aldrich), até atingir a concentracao de 10
g/L e 1 g/L, respectivamente. As amostras foram reincubadas sob agitacdo a 37°C
por 2h.

Apés 4h do inicio do ensaio, simulando as condi¢cdes do intestino grosso
(fase entérica 2), o pH foi reajustado entre 6,5 e 7,5, utilizando-se a mesma solucao
alcalina e ajustando-se as concentracfes de bile e pancreatina para 10 g/L e 1 g/L,
respectivamente. As amostras foram incubadas por mais 2h a 37°C, totalizando 6
horas de ensaio. A retirada das aliquotas da diluicdo de sorvete contendo 0s sucos
gastricos e entéricos simulados ocorreu apés 2h, 4h e 6h do inicio do ensaio in vitro.
Os valores de pH das amostras em cada etapa do ensaio foram monitorados e 0s
resultados expressos no Anexo IV.

Para determinar a populacdo de micro-organismos sobreviventes ao ensaio
in vitro, aliquotas de 1 mL de cada fase foram semeadas na superficie de 3 placas

contendo 4gar MRS pH 5,4, e ap0s secagem, incubadas em anaerobiose conforme
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descrito no item 3.5.1. A semeadura em superficie ocorreu a fim de facilitar a
posterior contagem das colbnias, evitando que fragmentos de sorvete, sempre
presentes nessa diluicdo, pudessem ser confundidos com as colonias de micro-
organismos, o que ocorreu quando a mesma diluicao foi semeada em profundidade,
conforme descrito por Buriti, Castro e Saad (2010), no caso de musses simbidticos
de goiaba. A semeadura de 1 mL aliqguotado na superficie de 3 placas (ao invés de
0,1 mL em 1 placa) teve o objetivo de diminuir o limite de deteccdo dos micro-
organismos. Diluicbes subsequentes foram realizadas, semeadas e incubadas

conforme descrito no item 3.5.1.

3.7 Andlise sensorial

A avaliacao sensorial dos sorvetes desenvolvidos foi aprovada pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, conforme
consta no Oficio CEP n°126/2010 (Protocolo CEP/FCF/560). Nos Anexos V e VI
estdo inclusos, respectivamente, o oficio de aprovacédo pelo Comité de Etica e o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido utilizado.

A analise sensorial foi realizada em duas etapas. A primeira foi conduzida
em Sobral, Ceara. O objetivo dessa primeira etapa foi a comparacdo dos sorvetes
durante a vida de prateleira previamente estipulada em 84 dias. Os sorvetes foram
analisados nos tempos 7, 42 e 84 dias armazenamento, apés confirmacédo de sua
seguranca através das analises para micro-organismos indicadores de
contaminacgao, conforme descrito no item 3.5.2.

Participaram dessa etapa 89 consumidores adultos (provadores néo
treinados), entre funcionarios, bolsistas, estagiarios e visitantes da Embrapa
Caprinos e Ovinos, Sobral, CE. Para a triagem dos provadores, aplicou-se o critério
de incluséo, a saber: individuos de ambos os sexos com idade entre 18 e 60 anos.
Quanto aos critérios de excluséo, considerou-se: possuir historico de manifestacao
de alergia, intolerdncia a alimentos ou doenca cronica (como diabetes,

hipotiroidismo, hipertiroidismo, hipertensdo ou outras); estar fazendo tratamento
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médico; estar gripado, resfriado ou indisposto; ter entrado em contato, ha menos de
1 hora, com materiais, alimentos ou cosméticos de cheiro forte.

Cada sesséao de analise sensorial contou com a presenca de 40 provadores
nao treinados. Cada provador analisou duas amostras por sessdo, sendo que a
maioria dos provadores esteve presente em trés ou mais sessdes. Ao total, foram
realizadas 6 sessdes, sendo 2 para cada tempo de armazenamento. Amostras de
aproximadamente 20 g dos sorvetes (SCr, SCp, Slir, Slp), codificadas com 3
algarismos aleatorios, foram oferecidas aos provadores monadicamente.

A avaliagéo sensorial foi conduzida por teste de aceitabilidade, utilizando-se
escala hedodnica de 9 pontos (Anexo VII), com variacdo de “gostei muitissimo” (9
pontos) a “desgostei muitissimo” (1 ponto). Cada sorvete foi apresentado a 40
provadores ndo treinados em cada periodo (DUTCOSKI, 1996).

Paralelamente, uma segunda etapa foi conduzida no Departamento de
Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sao Paulo (FCF/USP). Durante essa etapa, sorvetes do mesmo
lote e com 7 dias de armazenamento foram encaminhados a Sao Paulo (SP),
através de transporte aéreo, em caixa térmica e gelo seco. Participaram 70
consumidores adultos, incluindo alunos de graduacdo e de pds-graduacao,
docentes, funcionarios e visitantes da Universidade de Sdo Paulo. A metodologia de
aplicacdo do teste seguiu 0s mesmos parametros descritos anteriormente, sendo,
neste caso, 35 provadores para cada periodo de andlise dos quatro sorvetes
estudados. Totalizando, 159 voluntarios participaram da andlise sensorial nos dois
centros, sendo 89 na Embrapa 70 na FCF/USP.

3.8 Tratamento estatistico dos dados

As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa estatistico
Statistica v.11 (Statsoft Inc., Tulsa, USA). Os resultados foram expressos como
média * desvio padrdo. Inicialmente os dados foram analisados quanto a

homogeneidade pelo teste de Hartley. As diferencas entre os tratamentos e 0s
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periodos de analise foram avaliados utilizando-se Andlise de Variancia (ANOVA one-
way), seguida pelo teste de Tukey (p<0,05).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Avaliacéo dos parametros fisico-quimicos

4.1.1 Composicao centesimal e pH

A Tabela 3 expressa os resultados da composicéo centesimal e percentual
de sodlidos totais obtidos para as formulacbes de sorvete desenvolvidas. Os
percentuais de umidade, proteinas e minerais ndo apresentaram diferenca

significativa entre si (p>0,05).

Tabela 3 - Composicéo centesimal e sélidos totais (média + desvio padrdo) obtidos para os sorvetes.

Composicéo Centesimal

Sorvetes
Andlises SCr SCp Sir Slp
Umidade 63,20+0,05" 63,39+0,03" 64,66+0,09" 64,31+0,34"
Carboidratos* 26,78+0,09° 26,64+0,23" 30,60+0,17" 30,62+0,33"
Lipideos 5,95+0,01" 5,94+0,25" 0,84+0,01° 0,93+0,06°
Proteinas 2,99+0,03" 2,99+0,08" 2,90+0,09" 3,12+0,11*
Minerais 1,08+0,01% 1,04+0,04" 1,00+0,01% 1,02+0,01%
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Sélidos Totais** 36,80+0,05" 36,61+0,03" 35,34+0,09" 35,69+0,34"
SCr - gordura lactea caprina+ L. rhamnosus HNOO1 Slr - inulina + L. rhamnosus HNOO1
SCp - gordura lactea caprina + L. paracasei LBC82 Slp - inulina + L. paracasei LBC82

AB Letras mailisculas iguais sobrescritas na mesma linha indicam que ndo houve diferenca significativa (p>0,05)
entre os diferentes sorvetes estudados.

* Dentre esses, 5% € inulina para os sorvetes Sir e Slp.

** Residuo seco apds a secagem da amostra na andlise de umidade.

Segundo a Portaria n° 27 de 13 de janeiro de 1998 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), produtos sélidos, prontos para o consumo, contendo
o0 maximo de 3 g de gordura/ 100 g de produto, podem ser considerados alimentos
com baixo teor de gordura (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,

1998). Sendo assim, os sorvetes com inulina SIr e Slp enquadram-se nessa
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definicdo por apresentarem entre 0,84 e 0,93% de lipidios, repectivamente,
conforme descrito na Tabela 3.

Em suma, os sdlidos totais sdo todos os ingredientes retirando-se a agua e
em geral, quanto maior for o percentual de sélidos totais, melhor sera a qualidade do
sorvete (CLARKE, 2004). Cada pais possui uma legislacédo especifica em relagédo a
esse parametro. No entanto, para sorvetes, as recomendacdes sao entre 28 e 40%
de solidos totais.

Apesar dos sorvetes terem sido fabricados com elevado percentual de polpa
de caja (33,26%), tornou-se necessaria a adicdo de acido citrico, a fim de realgar o
sabor da fruta, o que foi obtido, ajustando-se o pH para 4,20+£0,20. Embora tenha
sido detectada diferenca estatistica nos valores de pH (Tabela 4) ao longo do
armazenamento para o sorvete Slr, as diferencas observadas ndo influenciaram as

caracteristicas estudadas do produto.

Tabela 4 - Valores de pH obtidos (média + desvio padrao) nos dias 1, 28, 56 e 84 de armazenamento
a -18+3°C.

pH
Sorvetes
Tempo (dias) SCr SCp Sir Slp
1 4,18+0,10"%* 4,08+0,07% 4,28+0,01"° 4,26+0,03"
28 4,36+0,14" 4,35+0,09" 4,39+0,03* 4,38+0,06"*
56 4,23+0,14" 4,23+0,14" 4,26+0,05"° 4,29+0,07"%
84 4,25+0,23" 4,27+0,24" 4,49+0,05" 4,43+0,10*
SCr - gordura lactea caprina+ L. rhamnosus HNOO1 SlIr - inulina + L. rhamnosus HNOO1

SCp - gordura lactea caprina + L. paracasei LBC82 Slp - inulina + L. paracasei LBC82

AB Letras mailsculas sobrescritas distintas na mesma linha indicam que houve diferenca significativa (p<0,05) entre
os diferentes sorvetes estudados no mesmo periodo de armazenamento.

ab | etras minGsculas sobrescritas distintas na mesma coluna indicam que houve diferenca significativa (p<0,05) entre
diferentes periodos estudados para um mesmo sorvete.

Em sorvetes de fruta, a acidez do produto esta diretamente relacionada a
valorizacdo do sabor da fruta no produto (DUAS RODAS, 2005). Embora a
recomendacao seja que alimentos com probidticos devam manter pH relativamente
elevado, entre 5,5 e 6,5 (CRUZ et al, 2009), a viabilidade de probidticos tem sido
observada em pH mais baixos, especialmente para a insercdo desses micro-
organismos em sucos de fruta (SHEEHAN; ROSS; FITZGERALD, 2007). Esse fato
foi observado por Suomalainen et al. (2006), em bebida de laranja a base de soro de
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leite em pH 3,8+0,2. Segundo os autores, a viabilidade de L. rhamnosus VTT E-
97800 (E800) e de L. rhamnosus Lc705 (em combinacdo com Propionibacterium
freudenreichii ssp. shermanii JS) mostrou-se superior a 8 log UFC/g e as
caracteristicas sensoriais do produto permaneceram constantes durante 3 semanas
a4°C.

4.1.2 Determinagéo de overrun, fragdo de derretimento e dureza instrumental dos

sorvetes

As caracteristicas tecnologicas do sorvete (overrun, fragdo de derretimento e
dureza) séo influenciadas pela formulacdo das misturas e pelas interacdes dos
ingredientes entre si (ALAMPRESE et al., 2002).

A incorporacdo de ar ou overrun no sorvete depende do processo de
fabricacdo e da composicdo do produto, promovendo uma textura mais suave e
influenciando nas propriedades fisicas de dureza e derretimento (SOFJAN;
HARTEL, 2004; MUSE, HARTEL, 2004.). Segundo Clarke (2004), é dificil obter
percentuais iguais ou superiores a 60% em sorvetes onde proteinas e gordura nao
estejam presentes ou estejam em baixa quantidade. E possivel que esse fato tenha
resultado em um overrun inferior dos sorvetes Sir e Slp, quando comparados a SCr
e SCp (Tabela 5).

Tabela 5 - Resultados obtidos para overrun, fracdo de derretimento e firmeza dos sorvetes apds 14
dias de armazenamento a -18+3°C.

Sorvetes
Parametros SCr SCp Slir Slp
Overrun (%) 29 28 17 16
Fracdo de derretimento (mL/min)  2,14+0,09°  2,22+0,13"° 2,25+0,06"° 2,35+0,35"
Dureza (Kgy) 5,05+0,44°  567+0,76°  12,81+1,10" 12,84+0,68"
SCr - gordura lactea caprina+ L. rhamnosus HNOO1 SIr - inulina + L. rhamnosus HN0OO1
SCp - gordura lactea caprina + L. paracasei LBC82 Slp - inulina + L. paracasei LBC82

A® |etras mailsculas sobrescritas distintas na mesma linha indicam que houve diferenca significativa (p<0,05) entre
os diferentes sorvetes estudados no mesmo periodo de armazenamento.
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A incorporagdo de ar também esta relacionada, quando possivel, ao ajuste
das condicbes da temperatura de retirada do sorvete da produtora. No presente
trabalho, os sorvetes foram retirados da produtora a temperatura controlada de -6°C.
Como a incorporacdo de ar ocorre durante a etapa de aeracdo e congelamento
simultaneos, um maior percentual de overrun poderia ter sido obtido caso
temperaturas mais baixas tivessem sido empregadas na produgdo dos sorvetes,
uma vez que temperaturas mais baixas demandariam um tempo maior de aeracéo e
congelamento na produtora. No entanto, a retirada dos sorvetes a -6°C mostrou-se
adequada ao produto, uma vez que Ferraz et al. (2012), sugerem que menores
niveis de overrun devem ser utilizados na fabricacdo de sorvetes incorporados de
probidticos, a fim de manter a sua viabilidade durante a vida de prateleira. Nesse
trabalho, os autores observaram a reducdo de até 2 log UFC/g de L. acidophilus
DOWARU ™ adicionados em sorvetes de baunilha elaborados com 60 e 90% de
overrun, durante 60 dias de armazenamento a -18°C.

A fracdo de derretimento do sorvete € afetada por varios fatores, incluindo a
guantidade de ar incorporada, a natureza dos cristais de gelo e a rede de glébulos
de gordura formados durante o congelamento (MUSE & HARTEL, 2004). E um
método empirico muito utilizado para observar a influéncia de alteracdes no
processamento e nas formulacdes sobre as propriedades dos sorvetes (CLARKE,
2004).

No presente trabalho, a semelhanca da fracdo de derretimento entre os
sorvetes (p>0,05) denota que a substituicdo de gordura por inulina em Sir e Slp ndo
afetou o perfil de derretimento dos sorvetes. O registro visual na Figura 2 fornece
subsidios para acompanhar o comportamento semelhante dos sorvetes no
derretimento. E importante ressaltar que as condicdes experimentais foram mantidas
idénticas para todos os sorvetes, a fim de minimizar a influéncia da temperatura e de
correntes de ar.

Em comparacdo ao leite bovino, aproximadamente 80% dos glébulos de
gordura do leite cabra sdo menores que 5um. Essa diferenca é a causa dos
derivados lacteos caprinos apresentarem textura mais macia, quando comparado ao
leite bovino (SILANIKOVE et al., 2010). O aumento significativo (p<0,05) da dureza
nos sorvetes com inulina pode estar relacionado a menor incorporacdo de ar

(overrun), conforme observado na Tabela 5. Semelhantemente, El-Nagar et al.



47

(2002) observaram um aumento da dureza dos sorvetes de iogurte adicionados de

inulina, em comparagéo com sorvetes adicionados de gordura.

20’-
30’- :

Figura 2 — Comportamento dos sorvetes durante o teste para determinacdo da fracdo de
derretimento. Imagens coletadas em intervalos de 10 minutos durante 60 minutos. SCr - gordura
lactea caprina + L. rhamnosus HNOO1; SCp - gordura lactea caprina + L. paracasei LBC82; SIr -
inulina + L. rhamnosus HNOO1; Slp - inulina + L. paracasei LBC82.
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4.2 Determinacdo das populacdes de micro-organismos probidticos e
avaliacdo dos parametros microbiolégicos

A Tabela 6 apresenta a viabilidade dos micro-organismos probiéticos nos
sorvetes SC (gordura lactea caprina) e Sl (inulina), durante armazenamento a -

18+3°C durante 84 dias de armazenamento, respectivamente.

Tabela 6 — PopulagSes de micro-organismos probidticos obtidas (média + desvio padrdo) nos
sorvetes durante 84 dias de armazenamento a -18+3°C.

Viabilidade (log UFC/g)

Sorvetes
Tempo (dias) SCr SCp Slir Slp
0 8,56+0,20" 8,58+0,17"° 8,56+0,31" 8,56+0,04™"
1 8,50+0,36" 8,53+0,06" 8,42+0,39" 8,53+0,14™
7 8,30+0,31" 8,33+0,06"" 8,26+0,41" 8,35+0,15™
14 8,40+0,36" 8,35+0,08""° 8,15+0,24" 8,37+0,05™
21 8,38+0,32" 8,46+0,12"*° 8,19+0,38" 8,28+0,12"*
28 8,37+0,25™ 8,43+0,08"*° 8,31+0,41" 8,43+0,23"
42 8,35+0,43™ 8,22+0,10™" 8,37+0,54™ 8,49+0,37"
56 8,29+0,32" 8,37+0,15"° 8,14+0,36" 8,34+0,20™
84 8,27+0,30" 8,31:+0,05"" 8,02+0,31" 8,34+0,18"

SCr - gordura lactea caprina+ L. rhamnosus HNOO1 SIr - inulina + L. rhamnosus HNOO1

SCp - gordura lactea caprina + L. paracasei LBC82 Slp - inulina + L. paracasei LBC82

AB Letras mailsculas sobrescritas distintas na mesma linha indicam que houve diferenca significativa (p<0,05) entre
os diferentes sorvetes estudados no mesmo periodo de armazenamento.

b | etras minGsculas sobrescritas distintas na mesma coluna indicam que houve diferenca significativa (p<0,05) entre
giferentes periodos estudados para um mesmo sorvete.

Andlise realizada na calda do sorvete antes do congelamento.

Durante a aeracdo e o congelamento, a populacdo de probidticos pode
sofrer reducéo de até 1 log UFC/g, em virtude das injurias ocasionadas aos micro-
organismos nesse processo (CRUZ et al., 2011). Essa reducéo nao foi observada,
conforme mostram os dados apresentados na Tabela 6, comparando-se a calda
(Tempo 0) e o sorvete apOs congelamento (Tempo 1). Sugere-se que a baixa
incorporacdo de ar dos sorvetes juntamente com o curto periodo de aeracdo e

congelamento (5-7 min) tenha favorecido esse comportamento.
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As contagens dos micro-organismos probiéticos foram superiores a 8 log
UFC/g, ndo apresentando diferenca significativa (p>0,05) entre os sorvetes. Uma
vez que os produtos apresentaram valores de pH sempre abaixo de 4,5 (Tabela 4),
0s sorvetes desenvolvidos favoreceram a manutencdo da viabilidade dos micro-
organismos durante todo o periodo de armazenamento. Valores acima de 7 log
UFC/g atendem ao recomendado pela legislacéo brasileira, a qual preconiza que
um produto com alegacfes probidticas deve conter na recomendacao diaria do
produto pronto para o consumo, uma faixa entre 8 e 9 log UFC (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008). Levando-se em conta 0 consumo
diario de pelo menos 60 g de sorvete, a ingestdo de 8 log UFC/g supera a por¢ao
diaria minima de probiéticos recomendada.

Com base na Tabela 3 e considerando-se a por¢ao do produto, o percentual
adicionado de inulina encontra-se dentro do recomendado para que o alimento seja
também considerado prebidtico (3g de inulina/ 60g de sorvete). Sendo assim, pode-
se considerar que os sorvetes Sir e Slp apresentam potencial simbiotico, ou seja,
através do efeito combinado de pre e probidticos presentes em um mesmo produto
(KOLIDA; GIBSON, 2011).

Outros autores também relataram resultados favoraveis de sobrevivéncia de
cepas probidticas em sorvetes e outras sobremesas lacteas congeladas durante o
armazenamento dos produtos. Assim, Favaro-Trindade et al. (2007) desenvolveram
sorvete fermentado de caja, utilizando Lactobacillus acidophilus 74-2, L. acidophilus
LAC 4 e culturas starter. Os autores observaram que os probidticos apresentaram
viabilidade acima de 6 log/UFC durante 105 dias de armazenamento a -18 °C.
Sobremesas geladas a base de soja, contendo bactérias do grupo L. casei foram
desenvolvidos por Heenan et al. (2004). Nesse trabalho, as populacbes de
Lactobacillus rhamnosus 100-C e Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 01
permaneceram acima de 6 log/UFC durante 28 semanas de armazenamento a -
20°C. Sorvetes de acerola com Bifidobacterium lactis e Bifidobacterium longum
foram desenvolvidos por Favaro-Trindade et al. (2006), apresentando manutencéo
do potencial probiotico por 15 semanas a -18 °C. Aragon-Alegro et al. (2007)
desenvolveram musse de chocolate adicionado de Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei LBC 82 e inulina, o qual apresentou caracteristicas sensoriais satisfatorias

e viabilidade do probidtico durante 28 dias de estocagem refrigerada.
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Para ilustrar, a Figura 3 apresenta imagens dos micro-organismos
probibticos nos sorvetes SC, obtidas por Microscépio Bioldgico Binocular Modelo

TIM 2005, apds coloracdo pelo método de Gram.

Figura 3 - Imagens dos micro-organismos probioticos incorporados nos sorvetes SC (gordura lactea),
obtidas por Microscopio Bioldgico Binocular Modelo TIM 2005, apds coloracdo pelo método de Gram.
A — Lactobacillus rhamnosus HNOO1 (SCr). B — Lactobacillus paracasei LBC82 (SCp).

4.3 Parametros microbioldgicos sanitarios

N&o foi detectada a presenca de coliformes a 45°C, estafilococos coagulase
positiva e Salmonella spp. em nenhuma das amostras analisadas. Sendo assim, 0s
qguatro sorvetes desenvolvidos apresentaram-se de acordo com os padrbes legais
vigentes aprovados pelo Regulamento Técnico sobre os padr6es microbiologicos
para alimentos, estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2001).

4.4. Ensaio in vitro de condig¢8es gastrintestinais simuladas

A sobrevivéncia de L. rhamnosus HNOO1 (SCr e Sir) e L. paracasei LBC82
(SCp e SIp) nos sorvetes submetidos as condi¢cdes gastricas e entéricas simuladas
in vitro ao longo do armazenamento esta apresentada nas Figuras 4 e 5.
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Figura 4 — Sobrevivéncia dos micro-organismos probiéticos nos sorvetes submetidos as condi¢des
gastricas e entéricas simuladas in vitro, apds 28 dias de armazenamento a -18+3°C. SCr - gordura
lactea caprina + L. rhamnosus HNOO1; SCp - gordura lactea caprina + L. paracasei LBC82); Sir -
inulina + L. rhamnosus HNOO1; Slp - inulina + L. paracasei LBC82.
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Figura 5 — Sobrevivéncia dos micro-organismos probidticos nos sorvetes submetidos as condi¢des
gastricas e entéricas simuladas in vitro, apds 84 dias de armazenamento a -18+3° C. SCr - gordura
lactea caprina + L. rhamnosus HNOO1; SCp - gordura lactea caprina + L. paracasei LBC82); SIr -
inulina + L. rhamnosus HNOO1; Slp - inulina + L. paracasei LBC82.
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Aos 28 dias, observa-se, para todos os sorvetes, que a sobrevivéncia dos
micro-organismos diminuiu em aproximadamente 5 log nas duas primeiras horas de
ensaio (fase gastrica). Os sorvetes com creme de leite de cabra - SCr e SCp
apresentaram o pior desempenho ao final das 6h de ensaio. O sorvete Sir, contendo
inulina e L. paracasei LBC 82 em sua composic¢ao, apresentou a maior sobrevivécia
ao final do teste. De um modo geral, a substituicdo da gordura lactea por inulina
favoreceu a sobrevivéncia dos probidticos ao final do ensaio das condi¢cdes
gastrintestinais simuladas in vitro.

Apés 84 dias de fabricacdo, ndo foi possivel detectar a sobrevivéncia dos
micro-organismos apos 4h e 6h de ensaio. De fato, Schillinger, Guigas e Holzapfel
(2005) observaram que L. paracasei e L. rhamnosus sdo menos tolerantes ao suco
gastrico simulado contendo pepsina, quando comparados a cepas de L. acidophilus
e L. johnsonii. Provavelmente, injurias ocasionadas pelo pH do produto ou
caracteristicas da fruta utilizada, associadas as limitacdes do ensaio conduzido,
possam ter ocasionado esses resultados. A utilizacdo de Propidio Monoazida (PMA),
um intercalante do DNA, em analises de PCR pode contornar a desvantagem de
métodos convencionais de identificacdo de micro-organismos, promovendo a
diferenciacdo entre células vivas e células com danos irreversiveis a membrana
celular (NOCKER; CHEUNG; CAMPER, 2006;).

Silva et al. (2012) detectaram atividade antibacteriana do caja. No referido
estudo, extratos da espécie Spondias mombin foram capazes de inibir Serratia
marcescens, Proteus mirabilis, Morganella morganii e Serratia liquefaciens. Durante
0 presente trabalho, um teste de difusdo em &gar foi realizado, a fim de observar
uma possivel inibicdo de L. rhamnosus HNOO1 e L. paracasei LBC 82 pela polpa de
caja. Nao foi possivel observar halo de inibicdo, sendo descartada essa
possibilidade.

Ensaios in vitro podem ser Gteis a fim de estimar se a bactéria sobreviveria a
passagem pelo TGI. No entanto, a comprovacao in vivo seria necessaria. A extrema
complexidade dos sistemas vivos associada a variabilidade de cada individuo néo
conferem aos experimentos in vitro a evidéncia definitiva na validagdo dos
fenbmenos probidticos. Somente investigacdes in vivo em humanos sdo capazes de
verificar a eficacia dos probidticos, o que confere mais confiabilidade ao estudo
(O’'MAY; MACFARLANE et al., 2005).
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Com esse objetivo, Suomalainen et al. (2006) administraram, em voluntérios
adultos, bebida de laranja a base de soro de leite, contendo L. rhamnosus VTT E-
97800 (E800) e L. rhamnosus Lc705 (em combinacdo com Propionibacterium
freudenreichii ssp. shermanii JS). A viabilidade dos micro-organismos permaneceu
acima de 8 log UFC/g, nos sucos com pH de 3,8%0,2, durante 3 semanas a 4°C.
Através de andlise das fezes dos voluntarios, os autores observaram que tanto L.
rhamnosus VTT E-97800 (E800) como L. rhamnosus Lc705 apresentaram boa
sobrevivéncia a passagem pelo trato gastrintestinal, estando entre 5,0 e 7,5 log
UFC/g em todos os individuos, durante o consumo da bebida suplementada com
E800.

Na impossibilidade de testar in vivo, existem equipamentos validados,
controlados por computador, que podem ser Uteis na deteccdo da viabilidade de
micro-organismos durante a passagem pelo trato gastrintestinal. Os modelos in vitro
do trato gastrintestinal TIM-1, TIM-2 e SHIME (Simulator of the Human Intestinal
Microbial Ecosystem) sdo bastante versateis e controlados por computador,
permitindo a determinacdo do destino de diferentes produtos ingeridos (incluindo
bactérias vivas) em um ambiente semelhante aquele encontrado no estémago,
intestino delgado e intestino grosso (MINEKUS et al., 1995; MOLLY et al., 1994).

Segundo ADAMS (2010), apesar dos probioticos serem definidos como
produtos que contenham micro-organismos benéficos em quantidades capazes de
beneficiar o hospedeiro, muitos dos efeitos obtidos com essas células viaveis
também podem ser obtidos com as mesmas células mortas. Desse modo, células
viaveis de probidticos sao capazes tanto de influenciar a microbiota intestinal quanto
a resposta imune. Por outro lado, os componentes das células mortas desses micro-
organismos podem exercer uma resposta anti-inflamatéria no trato gastrintestinal.
Sendo assim, segundo o autor, 0 uso de células mortas de probidticos pode ser
atraente, na medida que o produto que as contenham pode ter uma vida de
prateleira mais extensa, quando comparado a produtos adicionados de micro-
organismos vivos (ADAMS, 2010).
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4.5 Andlise sensorial

A avaliacdo sensorial para verificacdo da aceitacdo pelos consumidores é
critica para o desenvolvimento de novos produtos. Mundialmente, o sorvete € um
produto bem aceito por todos os publicos. No entanto, em se tratando de sorvete a
base de leite de cabra, o sabor caracteristico desse produto pode afetar a aceitacéao
dos consumidores.

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos durante o teste de aceitacdo dos
sorvetes realizado em Sobral (CE). Nao foi possivel observar diferenca significativa
(p>0,05) entre as amostras em cada periodo de armazenamento, ndo sendo
prejudicadas as caracteristicas sensoriais dos sorvetes adicionados de inulina. No
entanto, para os sorvetes desenvolvidos com creme de leite de cabra (SCr e SCp),
foi possivel observar reducéo significativa (p<0,05) da aceitabilidade a partir dos 42
dias de armazenamento. Como o leite de cabra é rico em acidos graxos insaturados,
essa reducdo pode estar relacionada a oxidacdo desses compostos (PARK, 2009).
As médias acima de 6,98 observadas em todos o0s sorvetes sugerem que 0S
sorvetes aqui desenvolvidos atingiram alto indice de aceitacdo entre consumidores

potenciais e, portanto, elevado potencial de mercado.

Tabela 7 — Resultados do teste de aceitacdo sensorial realizados nos sorvetes durante 84 dias de
armazenamento a -18+3°C.

Analise Sensorial

Sorvetes
Tempo (dias) SCr SCp Sir Slp
7 7,950,64* 8,030,73* 7,55+0,93* 7,68+1,38™
42 7,10+1,43" 7,45+0,96"° 6,98+1,46" 7,58+1,13"
84 7,60£1,01"% 7,40+1,26"° 7,13+1,28" 7,10+1,55™
SCr - gordura lactea caprina+ L. rhamnosus HNOO1 Slr - inulina + L. rhamnosus HNOO1
SCp - gordura lactea caprina + L. paracasei LBC82 Slp - inulina + L. paracasei LBC82

AB | etras mailisculas sobrescritas distintas na mesma linha indicam que houve diferenca significativa (p<0,05) entre

os diferentes sorvetes estudados no mesmo periodo de armazenamento.
ab | etras minGsculas sobrescritas distintas na mesma coluna indicam que houve diferenca significativa (p<0,05) entre
diferentes periodos estudados para um mesmo sorvete.
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Apesar do desvio padrdo dos dados ter contribuido para a reducdo das
notas meédias, o percentual de notas entre 6 e 9 foi acima de 87%, chegando a 100%
em algumas formulagcbes com 7 dias de armazenamento, como SCr, SCp e Sir.
(Figura 6). Essas notas correspondem, na escala hedoénica, as opinides variando

entre “gostei ligeiramente” e “gostei muitissimo”, portanto bastante satisfatorios.

SCr sCp Sir Sip

5%

7d

100%

10%

42d

8% 8%

84d

m6a9 w5 m1a4

Figura 6 - Frequéncia das notas atribuidas para os sorvetes durante armazenamento de 84 dias a -
18+3°C. SCr - gordura lactea caprina + L. rhamnosus HNOO1; SCp - gordura lactea caprina + L.
paracasei LBC82); SIr - inulina + L. rhamnosus HNOO1; Slp - inulina + L. paracasei LBC82.
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Sabor e textura foram os atributos mais apreciados (Tabela 8). A alta
qualidade dos derivados lacteos utilizados como ingredientes pode ser responsavel
pela redugcdo da percepgao do sabor “caprino”. O sabor caracteristico do leite de
cabra é oriundo, principalmente da concentracdo de acidos graxos de cadeia curta
(caproico, caprilico e céprico) no leite e, consequentemente, em seus derivados
(MORGAN e GABORIT, 2001). O sabor “caprino” ou “hircino” € um dos principais
entraves para determinar a qualidade do leite e seus derivados.

No entanto, é relatado que as boas praticas de manejo associadas ao
processamento do leite de cabra reduzem esse sabor desagradavel a algumas
pessoas (ALVES et al., 2009). Em relacdo ao manejo, é importante que o reprodutor
seja mantido distante da area de ordenha a fim de evitar que o leite absorva odores
indesejados. Por outro lado, o tempo decorrido entre a ordenha, o resfriamento e
pasteurizacdo podem favorecer a lipdlise enzimatica do leite, liberando assim os
acidos graxos de cadeia curta e acentuando o sabor/odor “caprino” (HOFF; BRUCH,;
PEDROZO, 2010).

Além da elevada qualidade do leite e creme de leite de cabra utilizados na
preparacdo do sorvete, em funcdo das boas praticas de manejo adotadas na
EMBRAPA e do curto tempo decorrido entre a ordenha e o processamento, a
presenca da polpa de caja pode ter contribuido para uma menor percep¢ao do sabor

caprino, em funcéo do sabor acentuado caracteristico desta fruta.
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Tabela 8 - Distribuicdo das citacdes relacionadas aos atributos sabor, textura, aparéncia e aroma
para os sorvetes durante o teste de aceitac&o realizado aos 7, 42 e 84 dias de armazenamento a -
18+3°C, utilizando-se 40 provadores para cada periodo de teste.

MAIS APRECIADO

MENOS APRECIADO

TEXTURA SABOR

APARENCIA

AROMA

INDIFERENTE

Tempo (dias)
7
42
84
Total

Tempo (dias)
7
42
84
Total

Tempo (dias)
7
42
84
Total

Tempo (dias)
7
42
84
Total

Tempo (dias)
7
42
84
Total

SCr
30
20
22
72

SCr
24
21
24
69

SCr

©

22

SCr

N W, W

SCr

0o wwnmN

SCp
32
20
19
71

SCp
19
25
19
63

SCp

10

26

SCp

Nk AN

SCp

N

11

Slir
26
24
17
67

Slir
18
24
21
63

0

WEFRLrON

Slr

BN

18

Slp
26
25
17
68

Slp
30
20
22
72

Slp

o

20

wn
\IOOI\)I\)_E

Slp

D

11

Tempo (dias)
7
42
84
Total

Tempo (dias)
7
42
84
Total

Tempo (dias)
7
42
84
Total

Tempo (dias)
7
42
84
Total

Tempo (dias)
7
42
84
Total

SCr
12
25
20
57

SCr

o

16

SCr

NP, O

SCr

~Nwwek

SCr
23
11
11
45

SCp
14
21
16
51

SCp

o b

18

SCp

NN L

SCp

O, WN

SCp
22
11
20
53

Slir
17
21
24
62

Slr

)

~Nwwe

Slr

[S2 0

10

Slir
15
13
14
42

Slp
22
17
22
61

Slp
11

28

[92)
NN O O3

Slp

O

10

Slp
20
13
11
44

SCr - gordura lactea caprina+ L. rhamnosus HNOO1
SCp - gordura lactea caprina + L. paracasei LBC82

Slir - inulina + L. rhamnosus HNOO1
Slp - inulina + L. paracasei LBC82
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No Brasil, o consumo de leite de cabra e derivados ainda é baixo, quando
comparado a outros paises. De modo geral, o consumidor brasileiro ndo tem habito
de consumir alimentos totalmente a base de leite de cabra, embora existam nichos
de mercado para derivados lacteos caprinos, como 0s queijos. Apesar desse fato,
esses produtos estdo em expanséao e tem grande potencial mercadolégico, em razao
de suas caracteristicas sensoriais diferenciadas, mas esbarram nas exigéncias de
qualidade do mercado (NOGUEIRA FILHO et al., 2010).

Com o objetivo de comparar a aceitacdo dos mesmos sorvetes consumidos
em regides diferentes, conduziu-se uma analise sensorial em paralelo, na Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas — USP.

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos durante o teste de aceitacao dos
sorvetes realizado em S&o Paulo (SP), em comparacdo a Sobral (CE). Nao foi
possivel observar diferenca significativa (p>0,05) entre as notas atribuidas as
amostras em cada local especifico. No entanto, os sorvetes elaborados com creme
de leite de cabra apresentaram notas significativamente menores (p<0,05) quando
avaliados pelos consumidores da USP, S&o Paulo, em comparacdo as notas
atribuidas aos sorvetes com creme de leite de cabra pelos consumidores da
EMBRAPA, em Sobral-CE (Tabela 9).

Apesar dessa diferenca, o percentual de notas entre 6 e 9, em ambas as
cidades , foi acima de 88%, chegando a 100% para os sorvetes SCr, SCp e Sir
analisados em Sobral-CE (Figura7). Essas notas correspondem, na escala

hedbnica, as opinides variando entre “gostei ligeiramente” e “gostei muitissimo”.

Tabela 9 — Resultados do teste de aceitacdo sensorial realizados em Sobral (CE) e Sdo Paulo (SP).
Sorvetes com 7 dias de armazenamento a -18+3 °C.

Analise Sensorial CE/SP

Sorvetes
Estado
SCr SCp Slir Slp
CE 7,95+0,64™ 8,030,73™ 7,55+0,93* 7,68+1,38™
SP 7,60+1,26™° 7,46+1,20"° 7,46%1,40™ 7,46+1,31"
SCr - gordura lactea caprina+ L. rhamnosus HNOO1 Slr - inulina + L. rhamnosus HNOO1
SCp - gordura lactea caprina + L. paracasei LBC82 Slp - inulina + L. paracasei LBC82

AB | etras mailisculas sobrescritas distintas na mesma linha indicam que houve diferenca significativa (p<0,05) entre
os diferentes sorvetes estudados no mesmo periodo de armazenamento.

2 | etras minGsculas sobrescritas distintas na mesma coluna indicam que houve diferenca significativa (p<0,05) entre
diferentes periodos estudados para um mesmo sorvete.
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Figura 7 - Frequéncia das notas atribuidas para os sorvetes durante armazenamento de 84 dias a -
18+3°C. SCr - gordura lactea caprina + L. rhamnosus HNOO1; SCp - gordura lactea caprina + L.
paracasei LBC82); SiIr - inulina + L. rhamnosus HNOO1; Slp - inulina + L. paracasei LBC82.
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Tabela 10 - Distribuicdo das citacfes relacionadas aos atributos sabor, textura, aparéncia e aroma
para os sorvetes aos 7 dias de armazenamento a -18+3 °C, durante o teste de aceitacdo em regides

brasileiras distintas. Para cada periodo utilizou-se 40 provadores no Ceara e 35 em S&o Paulo.

MAIS APRECIADO

MENOS APRECIADO

Estado
CE
SP

SABOR

Estado
CE
SP

TEXTURA

Estado
CE
SP

APARENCIA

Estado
CE
SP

AROMA

Estado
CE
SP

INDIFERENTE

SCr
30
28

SCr
24
19

SCr

~

SCr

SCr

SCp
32
21

SCp
19
20

SCp

SCp

SCp

Slr
26
25

Slr
18
25

Slr

Sir

Sip
26
31

Sip
30
26

Sip

10

Sip

Slp

Estado
CE
SP

Estado
CE
SP

Estado
CE
SP

Estado
CE
SP

Estado
CE
SP

SCr
12
14

SCr

SCr

SCr

=

SCr
23
15

SCp
14
25

SCp

10

SCp

SCp

SCp
22

Slr
17
26

Slr
15

Slr

=

Slr

=

Slir
15

Slp
22
20

Slp

11

Slp

Slp

Slp
20
13

SCr - gordura lactea caprina+ L. rhamnosus HNOO1
SCp - gordura lactea caprina + L. paracasei LBC82

Slir - inulina + L. rhamnosus HNOO1
Slp - inulina + L. paracasei LBC82
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5. CONCLUSOES

Todos os sorvetes, apresentaram populacdes médias e estaveis de micro-
organismos acima de 8 log UFC/g, durante 84 dias de armazenamento a -18°C,
condi¢cBes satisfatorias para que um alimento seja considerado potencialmente
probidtico. Por outro lado, as cepas testadas mostraram baixa sobrevivéncia nos
testes in vitro realizados, com ligeiro aumento dessa sobrevivéncia na presenca
de inulina aos 28 dias de armazenamento, particularmente para o sorvete com

Lactobacillus paracasei LBC82 (Slp);

Os 4 sorvetes estudados receberam notas médias que variaram de 6,9 (Slr, aos
42 dias) a 8,0 (SCp, aos 7 dias) na avaliacdo sensorial, sem diferencas
significativas entre sorvetes distintos, mas com uma diminuicéo significativa nas
notas ao longo do armazenamento para os sorvetes com creme (p<0,05), o que
nao foi observado no caso dos sorvetes com inulina, 0s quais mostraram, ainda,

uma maior firmeza (p<0,05), com teores inferiores de lipideos.

Quando os 2 publicos de regides distintas foram comparados quanto a aceitacdo
sensorial dos sorvetes aos 7 dias de producdo, ndo foi verificada diferenca
significativa para os sorvetes com inulina, enquanto que aqueles com creme de
cabra obtiveram notas significativamente inferiores (p<0,05) do publico de SP
(médias de 7,60 e 7,46, respectivamente, para SCr e SCp), comparado aquele
do CE (médias de 7,95 e 8,03, respectivamente, para SCr e SCp).

Os sorvetes de leite de cabra com polpa de caja desenvolvidos apresentaram,
simultaneamente, um excelente potencial funcional como produtos
potencialmente probiéticos, para ambas as cepas de Lactobacillus estudadas -
Lactobacillus rhamnosus HNOO1 e Lactobacillus paracasei LBC 82 -, e boas
caracteristicas sensoriais. As formulagbes contendo inulina seriam a melhor
opcao, por apresentarem, ainda, caracteristicas prebioticas, teores inferiores de
lipideos, com maior estabilidade quanto a aceitacdo sensorial no
armazenamento e quando avaliados pelo publico dos 2 diferentes locais

testados.
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e Os sorvetes estudados sdo uma opcao viavel para empregar alimentos como o
leite de cabra e a polpa de caja no desenvolvimento de produtos que contenham

caracteristicas funcionais, portanto, alto valor agregado.
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Quadro 2 - Os processos de elaboracdo de creme de leite de cabra e leite de cabra em pé desenvolvidos no presente trabalho,
puderam ser aplicados aos seguintes estudos desenvolvidos em parceria com a Embrapa Caprinos e Ovinos, sob a supervisao da
Dra. Karina Maria Olbrich dos Santos:

Discriminagdo Titulo Aluno Orientador Curso/Programa Situacgao
Leite de cabra em | Caracteriza¢@o quimica e efeito da adicao de Maria Tamires Profa. MSc. Patricia Graduacdo em Tecnologia em | Concluido®
pé prebidtico sobre a qualidade e sensorial de iogurte de | Marques Silva Lopes Andrade Alimentos - IFCE

leite de cabra com geléia de goiaba
Leite de cabra em | Efeito da adicéo de queijo tipo Boursin como agente Jacqueline da Silva Profa. MSc. Patricia Graduagao em Tecnologia em | Concluido?
po de corpo e textura em sorvete de leite de cabra sabor | Oliveira Lopes Andrade Alimentos - IFCE
goiaba
Creme de leite de
cabra
Creme de leite de | Desenvolvimento de queijo caprino tipo petit-suisse Antdnio Diogo Vieira Profa. Dra. Susana Mestrado em Tecnologia Em
cabra com polpa de acai Marta Isay Saad Bioquimico-Farmacéutica andamento
FBT/FCF/USP
Leite de cabra em | Elaboracdo de sorvete funcional diet, de leite de Masu Capistrano Profa. Dra. Sueli Doutorado em Biotecnologia Em
po cabra, potencialmente probidtico adicionado de Portela Rodrigues Renorbio/UFC andamento

Creme de leite de
cabra

oligossacarideos obtidos a partir de sucos de frutos
tropicais
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Anexo | — Ensaios realizados para ajustar as formulacdes dos sorvetes. Ajustes na formulacdo SC (sorvete com gordura lactea
caprina): 1, 3, 6, 7 e 9. Ajustes na formulacao Sl (sorvete com inulina): 2, 4, 5, 8 e 10.

. Ensaios
Ingredientes (%) 1 2 3 4 5 6 7 g 9" 10"

Leite de cabra integral 53,94 - - - - - - - - -

Leite de cabra (0,5% de gordura) - 53,94 35,00 39,96 38,44 33,58 32,62 39,90 32,24 37,24
Leite de cabra em p¢ integral * - - 6,39 - 3,83 6,65 6,65 - - -

Leite de cabra em p6 * - - - - - - - - 6,65 6,65
Sacarose 12,15 12,15 11,51 11,97 11,51 11,97 11,97 11,97 12,00 12,00
Creme de leite de cabra (50% de gordura) 8,10 - 9,83 - - 9,65 9,65 - 10,00 -

Inulina - 8,10 - 9,31 8,95 - - 9,31 - 5,00
Glicose em po6 4,72 4,72 4,47 4,65 4,47 4,65 4,65 4,65 4,65 4,65
Estabilizante 0,16 0,16 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
Emulsificante 0,67 0,67 0,63 0,66 0,63 0,66 0,66 0,66 0,66 0,66
Solucao de agua e &cido citrico (1:1) - - - - - 0,29 0,29 - 0,29 0,29
Polpa de caja 20,26 20,26 31,98 33,26 31,98 33,26 33,26 33,26 33,26 33,26
Probiético - - - - - - 0,06 0,06 0,06 0,06
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

" Leite de cabra em p6 integral Caprilat

? Leite de cabra em p6 obtido na Embrapa Caprinos e Ovinos, ap6s secagem em spray dryer.

* Sorvetes fabricados em produtora descontinua com capacidade de 45 L/h.

** Sorvetes fabricados em produtora continua PP12 Plus Finamac, com capacidade de 80L/h. Formulacdes escolhidas para dar continuidade ao experimento.
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Anexo Il — Comunicado Técnico resultande dos ensaios realizados para obtencéo

de creme de leite de cabra padronizado.

Introducdo

O leite de cabra é um alimento que se diferencia do
leite de vaca em diversos aspectos. No leite de cabra
sdo encontrados menores niveis de colesterol e da
proteina a-s1-caseina, a qual esté associada a alergias
alimentares em criancas, berm como um percentual
mais elevado de calcio. Adicionalmente, na gordura do
leite de cabra, os acidos graxos denominados
caproico, caprilico e céprico sdo encontrados em
concentragoes duas vezes superiores as do leite de
vaca, sendo esses indicados para pacientes em
tratamento da sindrome de ma absorcédo de nutrientes
e disturbios intestinais {ALFEREZ et al., 2001). Por
essas caracteristicas, o leite e os derivados lacteos
caprinos sao de grande importincia tanto para produ-
tores quanto para consumidores que podem desfrutar
de um produto diferenciado e de excelente qualidade.

Creme de leite &€ um produto lacteo relativamente rico
em gordura retirada do leite através do desnate, ou

Comunicado

Processamento de creme de leite... 1

ISSN 1676-7675
Sobral, Ce
Novembro, 2077

r -
Tecnico
Pratica e Processo
Agropecudrio

On line

Processamento de Creme de
Leite de Cabra Padronizado
Pasteurizado

Clara Mitia de Paula’

Karina Maria Olbrich dos Santos?
Maria Tamires Margues Silva?
Jacqueline da Silva Oliveira®
Suelene Carlos Pereira®

desnatamento, um procedimento tecnologicamente
adequado para a separacéo da gordura. De acordo
com a legislacao brasileira, denomina-se creme de
leite pasteurizado o creme que foi submetido a pasteu-
rizaco mediante um tratamento térmico adequado
(BRASIL, 1996). Quanto & denominacdo de venda, o
produto é designado “creme de leite” ou simplesmente
“creme”, podendo indicar-se “de baixo teor de gordu-
ra” ou “leve” ou "semicreme”, ou de "alto teor
gorduroso”, de acordo com a classificaciio correspon-
dente (Tabela 1).

De acerdo com seu conteddo em matéria gorda, o
creme de leite classifica-se em: creme de baixo teor
de gordura ou leve, creme, e creme de alto teor de
gordura (BRASIL, 1996). O creme cujo teor de matéria
gorda seja superior a 40% m/m pode ser classificado
como “duplo creme”. O creme cujo conteddo de
matéria seja superior a 35% m/m poderd,
opeionalmente, ser designado “creme para bater”.
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“ Bolsista FUNCAP, Estudante do Curso de Tecnologia de Almantos do IFCE-Sobral

“ Estagiéria da Embrapa Caprinos & Ovinos. Estudanta do Curso de Tecnologia de Alimentos do IFCE-Sobral
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Anexo Il — Resultado do experimento conduzido para secagem de leite de cabra
com 0,5% (m/v) de gordura.
Pardmetros do Equipamento* Leite em p6
Temperatura  Temperatura Bomba de Fluxo de Vazéo de Rendimento Umidade
de Entrada de Saida Alimentacgéo ar alimentacao por litro (%)
(°C) (°C) (m3/h) (mL/min) (9)
130 73 30 45 10,0 63 3,74+0,04
130 57 40 45 12,5 58 4,57+0,98
130 70 30 50 10,0 66 3,76x0,99
130 59 40 50 12,5 50 3,72+0,52
160 84 30 45 10,0 72 2,39+0,06
160 77 40 45 12,5 64 3,05+0,17
160 88 30 50 10,0 56 2,63+0,49
160 75 40 50 12,5 56 2,40+0,65
190 103 30 45 10,0 62 2,51+1,01
190 92 40 45 12,5 58 1,97+0,34
190 102 30 50 10,0 44 2,61+0,84
190 93 40 50 12,5 54 1,76+0,35

[ Parametros escolhidos com base nos resultados obtidos para rendimento e umidade do produto.
*Equipamento utilizado: Mini Spray Dryer B-290 (Biichi, Flawil 1, Switzerland).



77

Anexo IV — Controle do pH (média + desvio padrdao) durante os testes de
sobrevivéncia as condi¢cdes gastricas e entéricas simuladas in vitro, apos 28 e 84
dias de armazenamento

pH
Dias de Sorvetes
armazenamento ' cMPO do teste scCr SCp SIr Slp
0-2h 3,18+0,03 3,18+0,02 3,24+0,02 3,24+0,02
28 2-4h 4,87+0,03 4,87+0,01 5,09+0,04 5,12+0,04
4-6h 6,57+0,07 6,57+0,06 6,92+0,09 6,94+0,08
0-2h 3,04+0,08 3,01+0,06 2,98+0,06 3,06+0,04
84 2-4h 4,92+0,01 4,81+0,04 5,13+0,01 5,11+0,03
4-6h 6,82+0,04 6,71+0,06 7,45+0,05 7,42+0,09

SCr ( gordura lactea caprina + L. rhamnosus HN0O1)
SCp (gordura lactea caprina + L. paracasei LBC82)
Sir (inulina + L. rhamnosus HN0O1)

Slp (inulina + L. paracasei LBC82)
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O objetivo deste projeto & desenvolver sorvetes utilizando leite de cabra, polpa de
caja e cepas potencialmente probloucas do grupo Lactobacillus casei observando se
as caracteristicas do produto serdo preservadas ao longo de seu armazenamento a -
18°C por até 12 semanas. Na primeira etapa do experimento serdo realizados
ensaios para o desenvolvimento de formulagdes com caracteristicas tecnologicas
adequadas. Na segunda, as formulagdes serdo avaliadas quanto a estabilidade
fisico-quimica, & sobrevivéncia dos microrganismos benéficos e a aceitagdo
sensorial. Essas etapas serdo conduzidas na Embrapa Caprinos e Ovinos em Sobral
(CE). Com o objetivo de comparar a aceitac8o das formulagdes entre consumidores
de regides distintas, sera realizada outra andlise sensorial no Departamento de
Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica da Universidade de S&o Paulo (FCF- USP),
Sao Paulo. Ao fim, a formulagdo com as melhores caracteristicas tecnologicas e
sensoriais sera submetlda a teste de sobrevwencsa a condigbes gastrintestinais
simuladas.

Objetivos Geral: Desenvolver formulacdes de sorvete probidtico de leite de cabra,
sabor caja.
Objetivos Especificos:
e Verificar a viabilidade de cepas do grupo Lactobacillus casei nessas
formulacdes ao longo de seu armazenamento a -18°C por até 12 semanas;
e Observar se as caracteristicas do produto suplementado com esses
microrganismos seréo preservadas ao longo de seu armazenamento a -1 8°C
por até 12 semanas;

Pégina‘1
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-« Comparar a aceitabilidade do produto diante de consumidores de -regides
distintas; ' _
o Definir a formulagdo com as melhores caracteristicas sensoriais e
tecnologicas e submeté-la a teste de condighes gastrintestinais simuladas.

Tipo de estudo: experimental

Descrigdo da Casuistica: A andlise sensorial sera conduzida em duas etapas. A
primeira serd conduzida em Sobral com a participagado de 40 até, no méaximo, 480
voluntarios adultos: (provadores ndo treéinados), de ambos os sexos. Esses
voluntarios saudaveis podem ser estagidrios e funciondrios da Embrapa Caprinos e
Ovinos ou outros voluntarios saudaveis que queiram participar do estudo. Ser&o
adotados cuidados especiais para evitar que individuos subordinados ou
diretamente ligados ao pesquisador sintam-se obrigados a participarem do estudo.

O numero de-provadores — de 40 a 480 — podera variar em fungéo da
possibilidade de um mesmo provador participar de diferentes segbes de andlise
sensorial. Como para cada amostra em um mesmo periodo de analise s&o
necessarios, no minimo, 40 provadores diferentes para justificar um n suficiente para
permitir uma analise estatistica adequada, esse & o nimero minimo de provadores
necessario para cada segio de andlise sensorial. J& o nimero maximo de 480
provadores s6 sera atingido caso nao haja repeticdo por parte de nenhum provador,
o que raramente ocorre. Amostras de aproximadamente 20g das diferentes
‘formulacdes (T1A, T1B, T2A e T2B), cedificadas com 3 algarismos, aleatoriamente,
serdo oferecidas aos provadores monadicamente.

As andlises tém em vista a comparacdo nos diferentes periodos de
armazenamento da amostra (de acordo com o periodo necessario para a
estabilizagdo dos componentes da formulagado, o. periodo de uma possivel
comercializagio de produtos -similares disponiveis no comercuo e a seguranga dos
provadores).

A avahagao sensorial sera conduzuda por teste de aceltablhdade utilizando-
se escala hedbnica de 9 pontos, com variagdo de gostei muitissimo (9 pontos) a
desgostei muitissimo (1 ponto). Cada formulagéo sera apresentada a 40 provadores
n&o treinados em cada periodo (DUTCOSKI, 1996).

Finalizada essa etapa, sera produzido outro lote das formulagbes, o qual
sera encaminhado 'ao Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica
Universidade de S&o Paulo (FCF-USP). Para efeito de comparagdo, sera conduzida
uma analise sensorial complementar a primeira, com o objetivo de verificar a
aceitabilidade das formulagdes desenvolvidas frente a consumidores de regides
diferentes. Nessa etapa participardo de 40 até, no maximo, 480 voluntarios adultos,
os quais podem ser alunos de graduag3o e de pés-graduagdo, docentes e
funcionarios da Universidade de S&o Paulo ou outros voluntarios saudaveis que
desejem participar do estudo. A metodologia de aplicagéo do teste seguird os

Av. Prof. Lineu Prestes, n° 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-500 - Sio Paulo - 8P
Fone | Fax: {11) 3813-5093 - e-mail: cepfcf@usp.br
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provadores que participardo da andlise sensorial nos dois centros sera de 960
(sendo 480 na Embrapa e 480 na FCF/USP).

Serao critérios de inclusdo: possuir entre 18 e 60 anos, de ambos 0s sexos

Serdo critérios de exclusdo: possuir historico de manifestagdo de alergia,
intolerdncia a .alimentos ou doenga cronica (como diabetes, hipotiroidismo,
hipertiroidismo, hipertens@o, ou outras), estar fazendo tratamento médico; estar
gripado, resfriado ou indisposto; ter entrado em contato, ha menos de 1 hora, com
materiais, alimentos ou cosméticos de cheiro forte

lil - Situagdo do Projeto: APROVADO em reunido de 25/10/2010.

O pesquisador devera:

e Comunicar ao CEP;

o Eventuais modificagbes no projeto aguardando a apreciacido e
aprovacdo do CEP;

o A interrupcao do projeto;

+ Apresentar relatério parcial em dezembro/2011 e relatorio final em
dezembro/2012.

1 Sao Paulo, 25 de outubro de 2010.

A
N
Profa. D!r . MariZa La
Coordenadera do/Gomité de Etica

CEP/FCF/USP

VAV.PNI.LMPI’&IQS‘.n‘SBO.m13A -WW~CEPW»SSOPMID-SF
Fone | Fax- (111 3R13-6088 - aumail: canfef@usn br
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Anexo VI - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Universidade de S&o Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

1. INFORMAGOES DO SUJEITO DA PESQUISA

Nome:

Documento de Identidade n®: [ Sexo: ()M ()F
Data de Nascimento: / /

Endereco: [ N© | Complemento:

Bairro: [ Cidade: [ Estado:

CEP: | Telefones:

2. DADOS SOBRE A PESQUISA

Titulo do Projeto de Pesquisa: Utilizagdo de bactérias do grupo Lactobacillus casei no desenvolvimento de
sorvete potencialmente probiético de leite de cabra e polpa de caja

Duracéo da Pesquisa: 2 anos; Analise sensorial — 1 ano

Nome do pesquisador responsével: Prof". Dr’. Susana Marta Isay Saad

Cargo/ Fungao: Professora Associada | N° do Registro do Conselho Regional: CRF-8: 9.541

Instituicdo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP

3. REGISTRO DAS EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PROVADOR SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

Justificativa, objetivos e procedimentos

Vocé foi convidado a participar da andlise sensorial de um sorvete de leite de cabra e polpa de caja. A base
desse praduto € o leite de cabra, um alimento rico em nutrientes, o gual apresenta baixo teor de colesterol, elevado
indice de calcio e proteinas quando comparado ao leite bovino. E uma alternativa para substituir o leite bovino em
inumeras preparacdes. Para conferir sabor ao sorvete, utilizou-se o caja, um fruto tropical muito apreciado pelo sabor
exoético. O desenvolvimento deste sorvete é realizado pela mestranda e co-responsavel pelo projeto Clara Mitia de
Paula (Tecndloga em Alimentos), sob a orientagdo da Prof2. Dr®. Susana Marta Isay Saad. O produto foi elaborado e
acondicionado de acordo com as Boas Praticas de Fabricagdo de Alimentos, na Unidade de Processamento de
Produtos Lacteos e Laboratdrio de Ciéncia de Alimentos da Embrapa Caprinos e Ovinos, em Sobral (CE). Caso vocé
tenha interesse em participar, acomode-se junto a uma das cabines do Laboratério de Analise Sensorial.

O produto a ser avaliado nessa analise possui em sua formulagéo: leite de cabra, polpa de caja, espessantes e
estabilizantes, saborizantes, agucar e glicose. As formulagdes podem estar adicionadas de creme de leite de cabra ou
inulina (fibra alimentar solivel que traz beneficios a fung&o intestinal). Todos os ingredientes da formulagdo sio
utilizados em produtos disponiveis para consumo humano, ou seja, s&o de grau alimenticio. Além disso, os produtos
foram adicionados de microrganismos que contribuem com a fungéo intestinal (Lactobaciflus rhamnosus HNOO1 e
Lactobacillus paracasei), os chamados probioticos.

Para participar desta analise, vocé: deve ter entre 18 e 60 anos; gostar de produtos lacteos (iogurtes, queijos,
sobremesas), ndo possuir histérico de manifestago de alergia, intolerdncia ou qualquer outro tipo de restricdo aos
ingredientes (como doenga cronica ou tratamento médico com uso de medicamentos que podem interagir); ndo deve
estar gripado, resfriado ou indisposto ou ter entrado em contato ha menos de 1 hora com materiais, alimentos ou
cosméticos de cheiro forte. Atendendo a essas condigdes, vocé podera participar da analise sensorial do sorvete
probidtico de leite de cabra e polpa de caja.

Vocé recebera uma amostra e uma ficha de avaliagdo. A amostra contém aproximadamente 20g de sorvete.
Prove a amostra e registre na ficha sua opinido com relagdo ao produto de uma maneira geral circulando o nimero na
escala de 1 a9, onde 1 = desgostei muitissimo e 9 = gostei muitissimo. Em seguida, escreva o que vocé mais gostou e
0 que menos gostou na amostra.

Desconfortos e riscos

Os riscos desse estudo sdo minimos. Pelo fato do sorvete possuir em sua composigdo microrganismos que
auxiliam na fungao intestinal, bem como a fibra alimentar utilizada, sendo reconhecidos como seguros, os possiveis
desconfortos sdo minimos. Adicionalmente, ndo foram encontradas evidéncias de risco ou desconforto relacionado a
analise sensorial em estudos desse tipo.
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Beneficios esperados
Nao ha nenhum beneficio direto. Porém, vocé contribuird para o desenvolvimento de alimentos com
caracteristicas sensoriais adequadas as expectativas de potenciais futuros consumidores.

4. ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA

Caso vocé ndo queira continuar participando da pesquisa, a qualquer momento vocé pode desistir, sem que haja
qualquer prejuizo. Havendo qualquer duvida com relagdo aos procedimentos, riscos e beneficios relacionados a
pesquisa, vocé deve comunicar ao grupo de pesquisa, a qualquer momento. E assegurado que todas as informagdes
pessoais serdo confidenciais, o sigilo e privacidade também sdo garantidos, mesmo que os resultados sejam
publicados em periddicos cientificos.

N&o havera remuneracio financeira aos participantes das analises sensoriais.

5. INFORMAGOES DE NOMES, ENDEREGOS E TELEFONES DOS RESI"ONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO
DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Susana Marta Isay Saad e Clara Mitia de Paula
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Departamento de Tecnologia Bioguimico-Farmacéutica. Av. Prof. Lineu Prestes, 580
CEP05508-000 Sao Paulo-SP
Telefone: (11) 3091-2379

Karina Maria Olbrich dos Santos e Flavia Carolina Alonso Buriti
Embrapa Caprinos e Ovinos. Estrada Sobral-Groairas Km 04. CEP 62030-970 Sobral-CE Telefone: (88) 3112-7444

6. OBSERVAGOES COMPLEMENTARES

7. CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

“Estou ciente do objetivo do teste, ndo apresento reag&o alérgica ou intoleréncia aos ingredientes, tenho entre 18 e 60
anos, ndo tenho nenhuma doenga cronica (como diabetes, hipotiroidismo, hipertens&o ou outras), ndo estou fazendo
tratamento médico (tomando algum medicamento) e aceito participar dessa analise.”

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

, de de
Assinatura do sujeito de pesquisa Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador co-responsavel
Profa. Dra. Susana Marta Isay Saad Clara Mitia de Paula

Para qualquer questéao, duvida, esclarecimento ou reclamag&o sobre aspectos eticos dessa pesquisa, favor entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo — Av. Prof. Lineu Prestes,
580 - Bloco 13A — Butanta — S&o Paulo — CEP 05508-900. Fone: 3091-3622, fone-fax: 3091-3677 — e-mail: cepfcf@usp.br
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Anexo VIl — Modelo da ficha de avaliagédo sensorial utilizada no presente trabalho.

Nome:
Data: [/ |
Produto: “Sorvete de leite de cabra, sabor caja.” N° da amostra:

Por favor, prove a amostra que vocé acabou de receber, e em seguida, circule o
namero na escala abaixo que indique a sua opiniao geral sobre o produto.

9 = gostei muitissimo

8 = gostei muito

7 = gostei moderadamente

6 = gostei ligeiramente

5 = nem gostei nem desgostei
4 = desgostei ligeiramente

3 = desgostei moderadamente
2 = desgostei muito

1 = desgostei muitissimo

Cite a caracteristica que vocé mais gostou na amostra @ : Comente:

Cite a caracteristica que vocé menos gostou na amostra © : comente:




Anexo VIl = Curriculum lattes.

http://lattes.cnpq.br/9499417447715344
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