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RESUMO

FREIRE, V.A.P. Viabilidade de culturas probiéticas de Lactobacillus spp. e
Bifidobacterium spp. em iogurte adicionado de polpa e farinha do albedo de
maracuja (Passiflora edulis). 2012. Dissertacdo de Mestrado - Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

O interesse dos consumidores por alimentos saudaveis vem estimulando o
desenvolvimento do mercado de alimentos funcionais como € o caso dos leites
fermentados contendo culturas probidticas. A utilizacdo de micro-organismos
probidticos no processamento de alimentos, com o intuito de melhorar as caracteristicas
funcionais dos produtos, tem aumentado significativamente. Objetivou-se neste trabalho
avaliar a viabilidade de culturas lacticas iniciadoras (Streptococcus salivarius spp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus) e culturas probiéticas
(Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium spp.), como também as propriedades fisico-
guimicas e sensoriais em iogurtes adicionados de polpa e farinha do albedo de
maracuja. Seis iogurtes diferentes foram preparados diferindo-se quanto a adicao de
polpa e farinha do albedo de maracuja e diferentes combinacdes de culturas. O
delineamento do experimento foi inteiramente casualizado (DIC), com arranjo fatorial
(3x2), dois tratamentos e trés combinacdes de culturas, seis tipos de produtos, sendo
que cada produto foi elaborado em trés repeticbes, totalizando 18 unidades
experimentais a serem avaliadas em cada periodo de estocagem (1, 7, 14 e 21 dias).
Testes sensoriais de aceitacado foram realizados com setenta e cinco provadores e 0s
resultados obtidos foram submetidos a analises estatisticas. A viabilidade das culturas
probidticas durante o armazenamento foi satisfatéria, exceto L. acidophilus quando em
combinagdo com B. Bb-12 e L. bulgaricus. A adicéo de polpa e farinha do albedo de
maracuja interferiu nos valores de pH e acidez dos iogurtes, porém ndo afetou a
viabilidade das culturas probidticas. A atividade antioxidante nos iogurtes adicionados
de polpa e farinha do albedo de maracuja foi menor em comparacdo a polpa de
maracuja in natura. A viscosidade e o indice de sinérese podem ter sidos influenciados
pela adicdo de polpa de maracuja. A analise sensorial de iogurte probidtico teve boa
aceitacdo pelos provadores. Os resultados obtidos demonstram um grande potencial
para a producdo de iogurte probidtico com adicdo de polpa e farinha do albedo de
maracuja.

Palavras-chave: probiéticos, iogurte, polpa e farinha do albedo de maracuja, atividade
antioxidante



ABSTRACT

FREIRE, V.A.P. Viability of probiotic cultures of Lactobacillus spp. and
Bifidobacterium spp. in yogurt added to passion fruit pulp and albedo flour
(Passiflora edulis). 2012. Dissertacdo de Mestrado - Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The consumer interest in healthy foods has stimulated the development of the market for
functional foods such as fermented milks with probiotics cultures. The use of probiotic
microorganisms in the food processing, in order to improve the functional characteristics
of the products, has increased considerably. The objective of this study was to evaluate
the viability of lactic starter cultures (Streptococcus salivarius spp. thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus) and probiotic cultures (Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium spp.) as well as physico-chemical and sensory yogurt
added to passion fruit pulp and albedo flour. Six different types of yogurt were prepared,
differing as to the addition of passion fruit pulp and albedo flour, and different
combinations of cultures. The design of the experiment was completely randomized
(DIC) with factorial arrangement (3x2), two treatments and three crop combinations, six
types of products, and each product was prepared in three repetitions, totaling 18
experimental units to be evaluated in each storage period (1, 7, 14 and 21 days).
Sensory acceptance tests were conducted with seventy-five tasters and the obtained
results were subjected to statistical analysis. The addition of passion fruit pulp and
albedo flour interfered in the pH and acidity of the yogurt, but did not affect the viability
of probiotic cultures. The antioxidant activity in yogurt added of albedo flour and pulp of
passion fruit was lower compared with the passion fruit pulp. The viscosity and the
syneresis index may have been influenced by addition of passion fruit pulp. The sensory
evaluation of probiotic yogurt was well accepted by the tasters. The obtained results
show the great potential for the production the results show great potential for the
production of probiotic yogurt added with passion fruit pulp and albedo flour.

Keywords: probiotics, iogurt, pulp and albedo flour from passion fruit, antioxidant activity
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INTRODUCAO

O crescente interesse da populagéo por alimentos saudaveis vem estimulando o
desenvolvimento do mercado de alimentos funcionais (Suvarna; Body, 2005), como é o
caso dos leites fermentados. Estes alimentos, além de contribuirem para a nutricdo
basica, sdo benéficos a saude dos individuos que os consomem devido a presenca de
bactérias laticas como culturas probiéticas (Antunes et al., 2007; Donkor et al., 2007) e
dos metabdlitos produzidos por elas durante a fermentacédo do leite.

E cada vez mais comum encontrar no mercado leites fermentados que oferecam
uma série de caracteristicas dietéticas e terapéuticas baseadas no aporte de micro-
organismos que sSao comuns ao nosso organismo. Os mais conhecidos sdo os
Lactobacillus acidophilus e varias espécies do género Bifidobacterium (ORDONEZ et
al., 2005)

Segundo um estudo da Probiotics Market desenvolvido pela empresa de
consultoria Markets and Markets, o mercado de probiéticos alcancou ganhos de 15,9
bilhbes de dolares no ano de 2008 e tende a alcancar 32 bilhdes de délares até 2014,
oferecendo oportunidades para o desenvolvimento de alimentos funcionais para
humanos e animais, terapias e prevencao de doencas.

As principais empresas que produzem bactérias probidticas na atualidade sédo a
Danisco, a Morinaga e a BioGaia que fornecem produtos para varias outras grandes
companhias alimenticias como a Nestlé. O crescimento no mercado dara pelos
mercados europeu e asiatico. No Brasil, a tendéncia é semelhante, a Danone e a
Actmel deverédo ter um crescimento anual em torno de 8,7% em trés anos, superando a
Nestlé, com 5,9% e a Unilever, com 4,2% (INPI, 2011).

Dentre os beneficios a saude do hospedeiro atribuidos a ingestdo de culturas
probioticas que mais se destacam sao: 1) diminuicdo da frequéncia e da duracéo da
diarréia associada ao Clostridium difficile, diminuicdo de infeccdo por rotavirus,
diminuicdo dos efeitos associados a quimioterapia; 2) estimulacdo da imunidade

humoral e celular; e 3) reducéo dos metabdlitos indesejaveis, como amdnia e enzimas
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pro-carcinogénicas no colon. Além disso, existem evidéncias de outros efeitos: 1)
reducdo da infeccado por Helicobacter pylori; 2) diminuicdo dos sintomas alérgicos; 3)
alivio da constipacédo; 4) alivio da sindrome do intestino irritado; 5) melhoria do
metabolismo de minerais, principalmente a estabilidade e densidade dos 0ssos; 6)
prevencdo do cancer; e 7) reducdo das concentracdes de colesterol e triglicerideos no
plasma sanguineo (SCHREZENMEIR e DE VRESE, 2001).

Bactérias probioticas devem, apds a ingestdo, alcancar o intestino em niveis
elevados para ser capaz de sobreviver, aderir as paredes intestinais, multiplicar-se e,
talvez, exercer seus efeitos de promocao da saude. Consequientemente, a viabilidade
de espécies probidticas durante a armazenagem de leite fermentado é muito importante
(AWAISHEH, HADDADIN e ROBINSON, 2005).

Os micro-organismos probioticos podem ser inoculados a partir de uma
preparacao que deve conter linhagens definidas e viaveis em numero suficiente para
alterar a microbiota do consumidor, por implantacéo ou colonizagéao, e exercer efeitos
benéficos a salde (SHREZENMEIR; DE VRESE, 2001).

E importante ainda considerar que um micro-organismo probiético ndo pode ter
efeito no ambiente intestinal se sua populacdo nao atingir uma quantidade minima de
bactérias que varie entre 10° e 108 UFC no intestino humano (Charteris et al. 1998).

Atualmente é crescente a busca de novos produtos combinando lacteos
fermentados e frutas. Os frutos contém, além dos nutrientes essenciais e de
micronutrientes como minerais, fibras e vitaminas, diversos compostos secundarios de
natureza fendlica, denominados polifendis (Harbone e Williams, 2000). Segundo
Dhawan et al. (2004), o género Passiflora possui importantes componentes fitoquimicos
com atividade antioxidante, como compostos fendlicos, glicosidios e alcaldides. A
utilizacdo da polpa de frutas estad em expansdo nas industrias de produtos lacteos, de
sorvetes, doces, etc., 0 que aumenta o interesse dos produtores e dos consumidores.

Originario de regibes tropicais, o0 maracuja encontra no Brasil condi¢des
excelentes para seu cultivo. E fruto rico em minerais e vitaminas, principalmente A e C,
muito apreciado pela qualidade de seu suco, de aroma e sabor agradaveis (SANTOS,
1980).
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A casca de maracujid é constituida basicamente por carboidratos, proteinas e
minerais. Dentre os carboidratos da casca, caracterizados essencialmente como fibras
alimentares, as pectinas tem destaque como as de maior importancia pela capacidade
de reduzir riscos de doencas nas populacbes (SCWEIZER e WURSCH, 1991;
TURANO, 2002; CHAU e HUANG, 2004). Quando ingerida forma um gel, dificultando a
absorcdo de carboidratos e da glicose produzida no processo digestivo e também nas
gorduras, auxilia ainda a reducdo de glicemia e na taxa de colesterol (SZEGO, 2007).
Assim, os produtos ricos em fibras tem merecido destaque e encorajado pesquisadores
da area de alimentos a estudar novas fontes de fibras e a desenvolver produtos
funcionais (OU et al., 2002) e utilizar seu potencial tecnolégico como agentes
geleificantes, espessantes emulsificantes, estabilizantes (CHEFTEL, 2000).

Devido ao contetdo nutricional da polpa e da casca de maracuja, optou-se por
utilizar essa fruta na composi¢cédo do leite fermentado elaborado neste estudo. Outro
motivo importante foi a escolha do maracuja BRS Ouro vermelho, sendo uma cultivar
relativamente recém introduzida no mercado, e com poucas pesquisas a seu respeito.

Considerando a importancia dos leites fermentados, das culturas probioticas e do
maracuja, este estudo avaliou a potencialidade do aproveitamento de frutas regionais,
porém nao garante aproveitamento, na elaboracdo de um novo produto lacteo
probiético, com significativo valor nutricional e potencial antioxidante, jA aceito e

consumido por grande parte da populacéo.
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OBJETIVOS

1 Objetivo geral

Avaliar a viabilidade de culturas probidticas durante o armazenamento de
iogurtes adicionados de polpa e farinha do albedo de maracuja, como também analisar

as propriedades fisico-quimicas, reoldgicas e sensoriais deste produto lacteo.

2 Objetivos especificos

e Verificar a influéncia da adicdo de polpa e farinha do albedo de maracuja na
viabilidade de diferentes micro-organismos probidticos em iogurtes;

e Avaliar o efeito da adicdo de polpa e farinha do albedo de maracuja nas
propriedades fisico-quimicas e reolégicas de iogurtes contendo probioticos;

e Avaliar o efeito da adicdo de polpa e farinha do albedo de maracuja nas

propriedades sensoriais de iogurtes contendo probiéticos.



20

REVISAO DE LITERATURA

1 logurte

1.1 Historico e definicdo

A origem dos leites fermentados data de longo tempo, ndo sendo possivel uma
precisa definicdo de seu aparecimento. O iogurte é um alimento e bebida tradicional
nos Béalcds e na Asia Mediterranea e a palavra “iogurte” é derivada da palavra turca
“‘jugurt”, sendo conhecida por uma variedade de nomes em diferentes paises (TAMIME;
DEETH, 1980).

No inicio do século XX, a partir de estudos de Metchnikoff, no Institute Pasteur
(Paris - Franca), as pesquisas comecaram a associar a producdo dos leites
fermentados com o metabolismo de micro-organismos lacteos. A partir destas
descobertas, varias culturas lacticas foram isoladas e caracterizadas, bem como o
processo de fermentacdo passou a ser controlado e padronizado pelas indastrias
(ROBINSON, 1991).

O leite é utilizado como a principal matéria-prima para producédo de diferentes
tipos de produtos lacteos disponiveis no mercado. Dentre eles encontram-se os leites
fermentados, como o iogurte, o qual apresenta boa aceitacédo pelos consumidores.

‘Entende-se por leites fermentados, os produtos obtidos por coagulacdo e
diminuicdo do pH do leite, por fermentacéo lactica mediante acdo de cultivos de micro-
oorganismos especificos.” Incluem-se entre os tipos de leites fermentados o iogurte, 0
leite acidofilo, o Kefir, o Kumys e a coalhada (BRASIL, 2007).

logurte € o produto resultante da fermentacdo do leite pasteurizado ou
esterilizado, cuja fermentacdo se realiza com cultivos de Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus e Lactobacillus delbriieki subsp. bulgaricus. O leite utilizado na
fabricacdo de leites fermentados pode ser natural ou reconstituido, adicionado ou nao
de outros produtos de origem lactea (leite concentrado, entre outros), bem como de
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outras substancias alimenticias (BRASIL, 2004).

Os ingredientes obrigatorios para a producdo dos leites fermentados sao: leite
el/ou leite reconstituido padronizado em seu contetdo de gordura, cultivos de bactérias
lacticas e/ou cultivos de bactérias lacticas especificas. Os ingredientes opcionais
permitidos séo: leite concentrado, creme, manteiga, gordura anidra do leite ou butter oil,
leite em po, caseinatos alimenticios, proteinas lacteas, outros solidos de origem lactea,
soros lacteos, concentrados de soros lacteos e outros ingredientes ndo lacteos numa
proporcdo maxima de 30% do produto final. Os fermentos lacticos utilizados devem ser
viaveis, ativos e abundantes no produto final durante seu prazo de validade (BRASIL,
2007).

A fermentacdo do leite através das culturas lacticas resulta varios tipos de
produtos com vida util mais extensa do que o leite fresco devido a formacdo de
componentes metabdlicos como &cido lactico, &cido propidnico, diacetil que podem
exercer efeito inibitério nas bactérias gram-negativas responsaveis pela deterioracdo do
produto (MARTINS et al., 1988; VEDAMUTHU, 1991; VOSNIAKOS et al., 1991). Além
de aumentar a vida util do leite in natura, o processo fermentativo em si torna o produto
mais seguro e nutritivo (RAPACCI, 1999).

O iogurte contém as mesmas quantidades de nutrientes que o leite do qual ele
foi processado, no entanto, alguns nutrientes como proteinas e lipidios, apresentam
melhor digestibilidade por sofrerem hidrolise parcial durante a fermentacao
(FERNANDEZ-BANARES et al., 2006).

Devido a acdo metabdlica das bactérias laticas sobre os componentes do leite,
estes sdo transformados em substancias mais simples, podendo ser consumidos por
pessoas que, devido a deficiéncia da enzima lactase em seu organismo, ndo toleram a
lactose presente no leite (SALADO & ANDRADE, 1989). Para Kleinmam (1990), é
possivel os individuos aumentarem sua tolerancia a produtos lacteos por ingestéo de
produtos fermentados como o iogurte, devido ao fato do teor de lactose ser menor. A
lactose ingerida no iogurte € mais efetivamente digerida que a lactose do leite, ainda
gue o iogurte tenha quantidade equivalente em lactose. Este fato é atribuido a hidrélise
intestinal, pela acdo da [(-galactosidase microbiana dos organismos presentes no

iogurte, durante a passagem no trato gastrointestinal (LIN, SAVIANO e HARLANDER,
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1991).

2 Legislacéao
2.1 Normas Brasileiras
2.1.2 Viabilidades das culturas

A legislacdo brasileira vigente exige que os leites fermentados apresentem uma
contagem minima de bactérias laticas viaveis de 10° UFC.mL™ durante toda a sua vida
de prateleira e que as condicbes de conservacdo e comercializacdo dessas bebidas

nao ultrapasse 10°C, para garantir essa viabilidade celular (BRASIL, 2004).
2.1.3 Alegacdes sobre alimentos funcionais

As alegacdes sobre alimentos funcionais sédo definidas segundo a legislacéo
brasileira, da seguinte forma:
a) Alegacéo de propriedade funcional a qual se refere o papel metabdlico ou fisiologico
gue o nutriente ou o0 ndo nutriente tem no crescimento, desenvolvimento, manutencéo e
outras funcdes normais do organismo humano;
b) Alegacdo de propriedade de saude, que sugere ou implica na existéncia de uma
relacdo entre o alimento ou o ingrediente com a doenca ou condicdo relacionada a

salde.
2.1.4 Leites fermentados

No Brasil, a Instrucdo Normativa n.46 adota o Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Leites Fermentados (BRASIL, 2007) que estabelece o
iogurte como um produto obtido atraves da fermentacdo do leite pelos micro-

organismos Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
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0s quais devem ser viaveis, ativos e abundantes no produto final. A presenca de outras
bactérias lacteas, as quais podem contribuir para as caracteristicas finais do produto
também é permitida pelas normas.

A fermentacdo do leite pode ser realizada com um ou varios dos seguintes
cultivos: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium spp., S.
thermophilus e/ou outras bactérias acido-laticas que, por sua atividade, contribuem para

a determinacao das caracteristicas do produto final (BRASIL, 2007).

2.1.5 Classificagéo

De acordo com o conteludo de matéria gorda, os leites fermentados se
classificam em:

e Com creme: aqueles cuja base lactea tenha um conteddo de matéria gorda
minima de 6,09/100g;

e Integrais: aqueles cuja base lactea tenha um conteddo de matéria gorda minima
de 3,09/100g;

e Parcialmente desnatados: aqueles cuja base lactea tenha um conteddo de
matéria gorda maxima de 2,99/100g;

e Desnatados: aqueles cuja base lactea tenha um contetdo de matéria gorda
méaxima de 0,59/100g (BRASIL, 2007).

2.1.6 Composicao e requisitos

Composicao

Ingredientes obrigatorios:

e Leite e/ou leite reconstituido padronizado em seu conteddo de gordura;

e Cultivos de bactérias lacticas e/ou cultivos de bactérias lacticas especificas.
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Ingredientes opcionais:

Leite concentrado, creme, manteiga, gordura anidra de leite ou butter oil, leite em
po, caseinatos alimenticios, proteinas lacteas, outros solidos de origem lactea,
soros lacteos, concentrados de soros lacteos;

Frutas em forma de pedacos, polpa(s), suco(s) e outros preparados a base de
frutas;

Maltodextrinas;

Outras substancias alimenticias tais como: mel, coco, cereais, vegetais, frutas
secas, chocolate,especiarias, café, outras, s6s ou combinadas;

AcUcares e/ou glicidios (exceto polialcodis e polissacarideos);

Cultivos de bactérias lacticas subsidiarias;

Amidos ou amidos modificados em uma proporcdo maxima de 1% (m/m) do

produto final.

Os ingredientes opcionais ndo-lacteos, s6s ou combinados deverdo estar

presentes em uma propor¢ao maxima de 30% (m/m) do produto final (BRASIL, 2007).

2.1.7 Caracteristicas Sensoriais

Aspecto: consisténcia firme, pastosa, semisélida ou liquida;

Cor:

branca ou de acordo com a(s) substancia(s) alimenticia(s) e/ou corante(s)

adicionado(s);

Odor e Sabor: caracteristico ou de acordo com a(s) substancia(s) alimenticia(s) e/ou

substéancia(s) aromatizante(s)/saborizante(s) adicionada(s) (BRASIL, 2007).

2.1.8 Requisitos Fisico-Quimicos

Os Leites Fermentados deverdao cumprir os requisitos fisico-quimicos indicados

na Tabela 1 (BRASIL, 2007).
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Tabela 1: requisitos fisico-quimicos de leites fermentados.

Matéria gorda lactea (g/100g) Acidez (g de acido Proteinas lacteas (g/100g)
Norma FIL 116 A: 1987 latico/100g)
Norma FIL 150:1991

Com Integral Parcialmente Desnatado
creme desnatado
Min.6,0 3,0a59 06a29 Max. 0,5 0,6a20 Min. 2,9

Fonte: BRASIL, 2007

2.1.9. Contagem de micro-organismos especificos em leites fermentados

Os leites fermentados deverdo cumprir os requisitos considerados na Tabela 2
durante seu periodo de validade (BRASIL, 2007).

Tabela 2: Contagem de micro-organismos especificos em leites fermentados.

Produto Contagem de bactérias laticas totais Contagem de leveduras especificas
(UFCl/g) (UFCl/g)
Norma FIL 117 A: 1988 Norma FIL 94 B: 1990

logurte Min. 107 (*) -

Leite fermentado Min. 10° (*) -

Leite aciddfilo Min. 10’ -

Kefir Min. 10’ Min. 10" (*)

Kumys Min. 10’ Min. 10° (*)

Coalhada Min. 10° -

(*) No caso em que se mencione o uso de bifidobactérias, a contagem sera de no minimo 10° UFC de

bifidobactérias/g.
Fonte: BRASIL, 2007

3 Qualidade da matéria-prima

O leite a ser utilizado deverd ser higienizado por meios mecanicos adequados e
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submetido a pasteurizagdo, ou tratamento térmico equivalente, para assegurar
fosfatase residual negativa (A.O.A.C. 152 Ed. 1990, 979.13, p. 823) combinado ou n&o
com outros processos fisicos ou biolégicos que garantam a inocuidade do produto
(BRASIL,2007).

4 Fluxograma de producéao

Tecnologia de producéao

A fabricacdo de iogurte de boa qualidade higiénica implica cuidados prévios. Nas
centrais leiteiras, analisa-se o leite rotineiramente no momento de sua recepcao para
assegurar-se de que cumpre 0s requisitos indispensaveis para o processamento e a
fabricacdo de iogurte. Determina-se sua composicdo, fazem contagens microbiol6gicas
e de células somaticas, analisam-se possiveis residuos de antibiéticos e mede-se a
temperatura de recepcédo do leite. A presenca de antibiéticos pode prejudicar os micro-
organismos iniciadores.

Basicamente a fabricacdo desses produtos compreende quatro fases (Figura 1):
tratamentos prévios do leite (enriquecimento em sélidos lacteos, desaeracéo,
homogeneizacdo, tratamento térmico, adicdo do iniciador, incubacdo, resfriamento,

envase e armazenamento (ORDONEZ, 2007).

e Enriguecimento em solidos lacteos

O enriquecimento fortificado ou fortificagcdo do leite implica incremento da
concentracdo de solidos para obter as propriedades reoldgicas desejadas no iogurte
e/ou uma normalizacdo (ajustar o leite a determinada composic¢ao). O objetivo principal
€ aumentar a porcentagem de sélidos lacteos ndo-gordurosos e, mais concretamente, a
porcentagem de proteina, a fim de potencializar a viscosidade do produto acabado.

Dependendo do tipo de iogurte, o extrato seco de procedéncia lactea (ESL) é
diferente. No iogurte natural, de consisténcia firme, o enriquecimento chega até 16 a

18% de ESL, enquanto o iogurte batido, embora requeira viscosidade elevada, s6 se



27

enriquece até 13 a 14%, pois nele permite-se a adicdo de espessantes.

Quanto a porcentagem de gordura, podem-se elaborar desde iogurtes
desnatados (inferior a 0,5%) até os enriquecidos em gordura (estilo grego com
aproximadamente 10% de gordura). Embora a gordura ndo afete a consisténcia do
coagulo, admite-se que a textura dos iogurtes com gordura é melhor.

A forma mais comum de concentracdo € adicionar leite em pd desnatado. Para
acelerar o processo, a dissolucéo é feita a cerca de 40°C e com ajuda de agitador. Com
cada produto obtém-se uma fortificacdo diferente em termos de gordura, lactose e
proteina (ORDONEZ, 2007).

Recepgdo e controle de matérias-primas

Y
Endiomedmento sm «—— Leite ou produtos lacteos em pd

. Concentragio| mediante eva 3 3
: & poragao a vicuo
slidos licteos € Concentragio| mediante filtragio por membrana

<— Estabilzantes
Filtragdo

Dcsocraqéﬂ
v
Homogeneizagdo

Y

Tratamento térmico | (80 a 85°C, 30 min/90 a 95°C, 5 min)

Y

[T!esfriamen'.o

<€— Cultivo inicador
Mistura

Y
Acondicionamento | (iogurte de consisténda firme)

Y

[ Incubagéo—] (logurte, 42°C, ~4h; produtos probidticos, 37°C)

LResfn'amemo ]

Iicondidommento (logurte batido e liquido)

Figura 1: fluxograma genérico de producao de iogurte.
Fonte: ORDONEZ (2005a)
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e Filtracdo, desaeracdao e homogeneizacgéao

A filtracdo é recomendada para eliminar as possiveis particulas ndo-dissolvidas
dos sdlidos lacteos - acrescentados na fase anterior — e 0s grumos procedentes do leite
de base. Isso pode ser feito de diversas formas: passando o leite através de filtros
cbnicos ajustados no interior dos condutores, com centrifugas clareadoras ou com filtros
de nylon ou de ago inoxidavel. O motivo de eliminar essas particulas é evitar obstrucdes
e danos no orificio do homogeneizador e depdsito nos trocadores de calor.

A eliminacdo de ar € recomendada, sobre tudo, quando o cultivo iniciador cresce
mal em presenca de tensdes elevadas de oxigénio.

Para homogeneizar o leite, deve-se passa-lo através de um pequeno orificio a
elevada pressao no homogeneizador, o que reduz o tamanho dos glébulos de gordura e

impede sua coalescéncia e a formacéo da linha de nata (ORDONEZ, 2007).

e Tratamento térmico

O tratamento térmico pode variar de 75°C durante 15 segundos (pasteurizacao
ordinaria) até um tratamento UHT a 133°C durante 1 segundo. Contudo parece que as
condicBes 6timas sdo de 80 a 85°C durante 30 minutos em sistemas descontinuos e de
90 a 95°C durante aproximadamente 5 minutos em sistemas de fluxo continuo. Quando
se trabalha em sistemas descontinuos para elaboracdo do iogurte, todas as operacdes
podem ser feitas em uma Unica cuba ou tanque multifuncional. Esses tanques possuem
parede dupla para circulagdo do agente calefator e refrigerante, normalmente agua
(ORDONEZ, 2007).

e Adicédo do iniciador

Antes de ser acrescentado o cultivo iniciador, o leite deve ser resfriado até uma

temperatura diferente para cada leite fermentado. Essa temperatura é a mesma que a
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da incubacédo, e depende, fundamentalmente, das caracteristicas do cultivo iniciador.
Quando o objetivo € fabricar iogurte, a temperatura ajustada ao desenvolvimento do
iniciador situa-se entre 40 e 45°C, mas quando se pretende o desenvolvimento de
Bifidobacterium spp ou de outras bactérias probidticas, a temperatura deve ser de 37°C.

O iniciador pode ser adicionado em po, congelado concentrado ou em forma de
suspensao liquida. No caso especifico de iogurte, o cultivo iniciador adicionado néo
deve apenas fornecer uma quantidade abundantes de micro-organismos viaveis, mas
deve proporcionar também uma populacdo em equilibrio com o mesmo numero de
individuos das espécies que intervem na fermentacdo (Streptococcus thermophilus e
Lactobacilus delbrueckii subsp. bulgaricus) (ORDONEZ, 2007).

e Incubacéao

A acidificacao do leite durante a fabricacdo de iogurte € um processo biolégico
gue deve ser controlado ao maximo, mantendo-se higiene esmerada e o0 emprego de
condi¢des de incubacao definidas.

Para obter iogurte, costuma-se incubar a 42°C, temperatura que representa um
compromisso entre a Otima das duas espécies responsaveis pela fermentacdo: 45°C
para a maioria das cepas de L. bulgaricus e 39°C para S. thermophilus. A essa
temperatura, completa-se a fermentacdo em cerca de 4 horas. E evidente que se a
temperatura de incubacao for menor, o tempo necessario para completar a fermentacao
e obter iogurte se prolonga (ORDONEZ, 2007).

e Resfriamento

Sua finalidade é frear a atividade do iniciador e suas enzimas para evitar que a
fermentacdo prossiga. Recomenda-se que a temperatura final do iogurte ndo exceda
5°C; desse modo, tem-se a coexisténcia de pH baixo e temperatura de refrigeracao,
gue atuam em sinergia para manter o iogurte em um estado apropriado para o
consumo, por no minimo, 15 ou 20 dias. Ja se comentou que o resfriamento do iogurte

acondicionado pode ser feito em equipamentos multifuncionais ou expressamente em
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camaras frias. Ao que parece, o resfriamento do iogurte ndo apresenta grandes
problemas, mas diversos estudos mostraram que o resfriamento muito rapido pode
afetar a estrutura do coagulo; levando a separacdo do soro devido a intensa retracao
das proteinas do coagulo, o que, por sua vez, afeta a capacidade de retencao de agua
destas. Atualmente recomenda-se que o resfriamento do iogurte seja feito em fases
sucessivas, primeiras de forma répida, até 30°C, depois, mais lentamente, a 20°C e
mais tarde a 14,5°C, antes de chegar, finalmente, a uma temperatura de 2 a 4°C. Assim

consegue-se a melhor textura sem permitir acidificacdo (ORDONEZ, 2007).

e Envase e armazenamento

No caso do iogurte batido, a fermentacdo é feita em um tanque com posterior
embalagem, no qual é envasado depois de resfriado e mantido sob refrigeracao por um
periodo superior a 24 horas antes de ser comercializado. A embalagem deve seguir
alguns critérios como: ser impermeavel aos sabores, corantes, odores do ambiente,
oxigénio e contaminacfes externas; resistir a acidez do iogurte, a umidade, golpes
mecanicos a que o produto € sujeito durante o transporte e armazenamento e nao
permitir exposicéo do produto a luz. Uma boa opcao para producdo em pequena escala
€ a embalagem de polietileno termoformada que apresenta também facilidade para o
fechamento térmico.

A temperatura de armazenamento deve ser de 2 a 5°C para conservar e
melhorar a consisténcia do iogurte, que deve ser consumido a temperatura de 10°C a

12°C, na qual o sabor torna-se mais apreciavel (ORDONEZ, 2007).
5 Culturas acido laticas utilizadas na fermentacéao
5.1 Culturas iniciadoras (starters)
As culturas do iogurte sdo compostas por Streptococcus subsp. thermophilus e

Lactobacilus delbrueckii subsp. bulgaricus, que s&o bactérias Gram-positivas,

homofermentativas e termofilicas, cujo crescimento 6timo a 42°C (SPREER; MIXA,
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1998).

S. thermophilus tem a morfologia de cocos unidos, geralmente em cadeias
curtas, com crescimento 6timo entre 37 e 45°C, mas pode tolerar até 50°C. Algumas
linhagens de S. thermophilus sintetizam exopolissacarideos, polimeros bastante (teis
na producado de leites fermentados firmes, responsaveis pela manutencédo da textura e
da viscosidade adequadas mesmo apoés a fermentagcédo (COLLET, 2005).

L. bulgaricus apresenta forma bacilar, de 0,5 a 0,8 x 2 a 9 yum; aparece em
cadeias curtas ou de forma individualizada. Produz D (+) lactato e acetaldeido a partir
de lactose no leite. Algumas linhagens produzem exopolissacarideos. Crescem muito
devagar abaixo de 10°C, sendo que a maioria das linhagens pode crescer entre 50 e
55°C. (ORDONEZ, 2007).

Embora ha algum tempo diversas bactérias laticas tenham sido testadas para a
fabricacdo de iogurte, logo se restringiram as duas: Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Estas duas bactérias crescem
simbioticamente. O resultado do crescimento em conjunto € que se acelera o
metabolismo e consegue-se a mesma concentracdo de acido latico e de outros
metabdlitos em menos tempo do que se crescessem separadas. Desse modo, o tempo
de incubacdo necessario para obter iogurte reduz-se a cerca de 4 horas a 42°C.
Atualmente, esse desenvolvimento simbiético esta bem documentado. O L. bulgaricus
libera, a partir das proteinas lacteas, diversos aminoacidos (entre eles valina, acido
glutdmico, triptofano e metionina) e alguns peptideos que estimulam o crescimento de
S. thermophilus. Por sua vez, esta bactéria produz formiato durante o metabolismo da
lactose e CO, a partir da uréia presente no leite. Os dois metabdlitos estimulam o
desenvolvimento do lactobacilo (ORDONEZ, 2007).

A acado simbiotica dessas culturas lacteas produz acido latico, diacetil, acetona,
acetoina, acido aceético e acetaldeido, que é responsavel pelo sabor caracteristico do
iogurte (MORAES, 2004).

A acidez provocada pela fermentacdo, além de estar associada ao
desenvolvimento do sabor, torna os iogurtes relativamente estaveis, e inibe o
crescimento de bactérias deterioradoras (Rodas et al., 2001). O pH do produto final

deve estar entre 4,2 e 4,4 uma vez que a producao exagerada de acido conduz a uma
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super acidificagdo durante a incubacao, resfriamento e armazenamento, promovendo

caracteristicas indesejaveis ao produto (MORAES, 2004).

5.2 Culturas Probidticas

5.2.1 Defini¢ao

De origem grega o termo probidtico significa ‘para a vida’. Ao longo dos anos e
de muitos estudos inUmeras definicdes surgiram para estabelecer o termo probidticos.
Inicialmente foi proposto por Lilly e Stillwell (1965) como sendo compostos ou extratos
de tecidos capazes de estimular o crescimento microbiano, posteriormente Parker
(1974) definiu probidtico como relativo a organismos e substancias que contribuem para
o equilibrio microbiano intestinal. Ja para Fuller (1989) probiéticos eram suplementos
alimentares a base se micro-organismos vivos, que afetam beneficamente o animal
hospedeiro, promovendo o balanco de sua microbiota intestinal. Entretanto, a definicdo
atualmente aceita internacionalmente é “probidticos sdo micro-organismos vivos, que
quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro” (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF UNITED NATIONS;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001, SANDERS, 2003).

Esses micro-organismos, notadamente algumas variedades de lactobacilos e
bifidobactérias, fermentam a lactose, produzindo acido lactico. Eles tém a capacidade
de manterem-se vivos no produto fermentado e sobreviverem a passagem pelo trato
gastrointestinal, fixando-se no intestino e trazendo melhorias no balan¢co da microbiota
de individuos que consumam periodicamente esses produtos (BEHRENS, ROIG;
SILVA, 2000).

Inimeros probidticos para fins de aplicagdo em produtos lacteos sdo disponiveis
comercialmente e a variedade desses produtos continua em expansao (Stanton et al.,
2003). Muitas pesquisas em termos de probidticos encontram-se voltada para produtos
como leites fermentados e iogurtes, sendo estes 0s principais produtos comercializados
no mundo, contendo culturas probioticas. Outros produtos comerciais contendo essas

culturas incluem sobremesas a base de leite, leite em po destinado a recém-nascidos,
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sorvetes, sorvetes de iogurte e diversos tipos de queijo, além de produtos na formula de
capsulas ou produtos em p6 para serem dissolvidos em bebidas frias, alimentos de
origem vegetal e maionese (STANTON et al., 1998; GARDINER et al., 1999; INGHAM,
1999; DAVIDSON et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2002; STANTON et al., 2003).

5.2.2 Principais micro-organismos probioticos

Bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium e, em menor
escala, Enterococcus faecium, sdo mais frequentemente empregadas como
suplementos probidticos para alimentos, uma vez que elas tém sido isoladas de
porcdes do trato gastrointestinal do humano saudavel. O ileo terminal e o cdlon
parecem ser respectivamente, o local de preferéncia para colonizacao intestinal dos
lactobacilos e bifidobactérias (Charteris et al., 1998; Bielecka et al., 2002). Entretanto,
deve ser salientado que o efeito de uma bactéria é especifico para cada linhagem, ndo
podendo ser extrapolado, inclusive para outras linhagens da mesma espécie
(GUARNER, MALAGELADA, 2003).

Dentre as bactérias pertencentes ao género Bifidobacterium, destacam-se B.
bifidum, B. breve, B. infantis, B. lactis, B. animalis, B. longum e B. thermophilum. Dentre
as bactérias laticas pertencentes ao género Lactobacillus, destacam-se L. acidophilus,
L. helveticus, L. casei - subsp. paracasei e subsp. tolerans, L. paracasei, L. fermentum,
L. reuteri, L. johnsonii, L. plantarum, L. rhamnosus e L. salivarius (COLLINS,
THORNTON, SULLIVAN, 1998; LEE et al., 1999; SANDERS, KLAENHAMMER, 2001).

5.2.3 Critérios de selecdo de micro-organismos probioticos

Linhagens probidticas podem ser utilizadas e s&o ativas apenas,sobre ou no
corpo do hospedeiro se preencherem um grande nimero de critérios.

Os critérios para a selecdo e avaliacdo de micro-organismos probioticos foram o
resultado da colaboracao de instituicdes de pesquisa e universidades com as industrias

de alimentos. A lista de propriedades esperadas dos potenciais probiéticos de linhagens
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de bactérias lacticas, compilado por diversos autores (1,18-22) sdo (SUSKOVIC et al,

2001):

Possuir identificagdo taxondmica exata;

Ser um habitante normal das espécies alvo: origem humana para probidticos
humanos;

N&o ser toxica e patogénica;

Ser geneticamente estavel;

Capacidade de sobreviver, proliferar e estimular a atividade metabélica no local
alvo.

Possuir caracteristicas de aderéncia e colonizacao;

Caracteristicas desejaveis de viabilidade durante preparacdo, estocagem e
consumo da cultura;

Viabilidade populacional elevada, apresentando em torno de 10° a 10® UFC por
grama de produto;

Producdo de substancias antimicrobianas, incluindo bacteriocinas, peroxido de
hidrogénio e acidos orgéanicos;

Antagonista a patdégenos;

Capacidade de competir com a microbiota normal, ou espécie especifica, ser
potencialmente resistente a bacteriocinas, acidos e outras substancias
antimicrobianas produzidas pela microbiota residente;

Resisténcia ao suco gastrico e a bile;

Propriedade imunoestimulatoria;

Capaz de exercer efeitos benéficos a saude (documentados e validados
clinicamente);

Favoravel ao processo de producdo: crescimento adequado, recuperacao,
concentragéo, congelamento, desidratagéo, estocagem e distribuicao;

Fornecer qualidades organolépticas desejaveis.
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6 Caracteristicas dos micro-organismos probioticos

6.1 Género Bifidobacterium

As bifidobactérias sdo micro-organismos Gram-positivos, anaerobios estritos,
que habitam naturalmente o trato gastrintestinal dos humanos. Nao possuem
motilidade, ndo formam esporos e apresentam-se em formas bifurcadas (forma de Y ou
V), embora em condi¢cdes desfavoraveis possam também apresentar outras formas
(SOLANO-AGUILAR et al., 2008).

Tais micro-organismos sdo descritos como sendo estritamente anaerdbios,
embora algumas espécies consigam tolerar o oxigénio. Sdo acidos tolerantes e os
valores de pH para a sua multiplicacdo variam entre 6,0 e 7,0. A temperatura 6tima de
multiplicacdo desses micro-organismos esta na faixa entre 37°C e 41°C, sendo as
temperaturas minimas e maximas compreendidas nas faixas entre 25-28°C e 43-45°C,
respectivamente (SHAH, 2007; RIVERA-ESPINOZA e GALLARDO-NAVARRO, 2010).
As bifidobactérias sdo micro-organismos sacaroliticos e possuem a capacidade de
fermentar glicose, galactose e frutose, produzindo acido acético e acido latico, bem
como acido succinico e CO,, em pequenas concentracdes (LEAHY et al., 2005; ANAL e
SINGH, 2007; JALILI et al., 2009).

Esses micro-organismos foram originalmente isolados e descritos no periodo
entre 1899 e 1900 por Henry Tissier, que observou abundéancia de bactérias com uma
forma peculiar (formato em “Y”) nas fezes de bebés saudaveis, quando comparadas as
fezes de criancas com diarréia. Tissier, entdo, sugeriu que esses micro-organismos, até
entdo chamados de “bifid bactéria”, poderia ser utilizados no tratamento de pacientes
com diarréia (BROEK et al.,2008).

Estima-se que mais de 500 espécies de bactérias habitem o trato gastrintestinal
humano, sendo o género Bifidobacterium pertencente ao grupo dominante dos micro-
organismos anaerobios da microbiota intestinal (ROY, 2005; VOROBJEVA, 2005;
SOLANO-AGUILAR et al.,, 2008; OFLAHERT e KLAENHAMMER, 2010). Tal
populacdo se estabelece rapidamente ap0s o0 nascimento do ser humano. Porém,

diminui no intestino humano adulto, quando passa a ser a terceira maior populacao
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presente depois de Eubacterium e Bacteroides. Durante a vida adulta, as populacfes
de Bifidobacterium spp. do homem permanecem estaveis, sendo relativamente
elevadas (10° - 10'° UFCI/g), correspondendo a proporcdes entre 3 e 6% da microbiota
total. Essa populacdo apresenta um declinio consideravel, quando o individuo atinge a
fase senil. Além disso, a dieta, o uso de antibidticos e/ou outros medicamentos e
situacOes de estresse séo indicados como fatores importantes capazes de influenciar o
decréscimo nas populacdes de Bifidobacterium presentes no intestino humano (SHAH,
2007).

Os micro-organismos do género Bifidobacterium auxiliam a satude do hospedeiro,
por promoverem o balango da microbiota intestinal, fermentando carboidratos que n&o
sdo digeridos e absorvidos no trato intestinal superior e, também, por apresentarem
efeitos adversos as bactérias patogénicas. Tais efeitos antagbnicos sdo resultantes da
producdo de acidos organicos, em particular, acido acético e acido latico. Algumas
linhagens do género Bifidobacterium (especialmente B. bifidum NCFB, B. longun e B.
infantis BCRC 14602) podem produzir moléculas antibacterianas especificas, como
bifidocina B, bifidolina, bifilong e bififina I, as quais inibem bactérias patogénicas. Além
disso, as bifidobactérias também sédo capazes de sintetizar vitaminas (YILDIRIM et al.,
1999; ALANDER et al., 2001; LOPEZ-MOLINA et al., 2005; AHMAD et al., 2010).

Diversos mecanismos sdo sugeridos para a eficacia da inibicdo de patégenos
Gram-negativos por bifidobactérias. Esses mecanismos incluem a diminuicdo do pH
pela producdo de acidos orgéanicos, a competicdo por nutrientes e sitios ativos de
adesao, além da estimulcdo da imunidade do hospedeiro (MAKRAS e VUYST, 2006).

As espécies de Bifidobacterium mais utilizadas como probidticas sdo: B. longum,
B. bifidus, B. essencis, B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve, B. infantis e B.
lactis (atualmente classificado como Bifidobacterium animalis subsp. lactis) (ANAL e
SINGH, 2007; SHAH, 2007).

Apenas linhagens de Bifidobacterium animalis subsp. lactis tém demonstrado
habilidades para sobreviver em ambientes &cidos. Estas culturas sdo os probioticos
preferencialmente utilizados em produtos a base de iogurte (JAYAMANNE; ADAMS,
2006).

No Brasil, como exemplo de produto probidtico comercializado contendo
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linhagens de Bifidobacterium spp. pode ser citado o iogurte Activia, produzido e
comercializado pela Danone®, que contém Bifidobacterium animalis, o iogurte
BioFibras (Batavo®) que contém, além do Lactobacillus acidophilus, a linhagem
Bifidobacterium lactis e o leite fermentado Nesvita® ( B. animalis). Além desses
produtos, recentemente, foram lancados mais um iogurte contendo Bb-12 ( iogurte
Lective®, da Leco®) e o Unico queijo probidtico existente no pais: o queijo Minas frescal
sanbios®, adicionado de Bifidobacterium lactis, produzidos pela Cooperativa Santa
Clara/RS.

Além de elevada resisténcia aos processos digestivos do humano, a linhagem B.
animalis subsp. lactis configura entre as linhagens mais utilizadas como probiéticos em
alimentos. Esse fato se deve a sua comprovada capacidade de adesdo a mucosa
intesticnal humana, resultando em elevada colonizacao do epitélio (Mohan et al., 2006;
Garrigues et al.,, 2010). Tal linhagem também ¢é reconhecida por possuir potente
eficdcia sobre a salde humana, em se tratando de situacdes relacionadas a diarréia
causada por rotavirus, ma absorcdo da lactose, diarréia associada ao uso de
antibidticos e diarréia associada ao Clostridium difficile (HASCHKE et al., 1988; MATTO
et al., 2006b; ANTUNES et al., 2007; SHAH, 2007; KUN et al., 2008; GUEIMONDE et
al., 2010).

Bactérias bifidas constituem um problema como culturas probioticas, pois sao
dificeis de serem isoladas e manipuladas, uma vez que sdo anaerObias. Quando
isoladas, nao toleram bem ambiente acido, sendo, portanto, dificeis de serem carreados
em produtos lacteos fermentados, considerados os carreadores universais de bactérias
lacteas. Uma alternativa para o aumento de bactérias bifidas no trato gastrointestinal é
o0 emprego de prebidticos (FERREIRA; TESHIMA, 2000).

A interacdo entre o probiotico e prebiotico in vivo pode ser favorecida por uma
adaptacao do probidtico através do consumo de prebiotico. Isto deve resultar em uma
vantagem competitiva para o probidtico se este for consumido juntamente com o
prebidtico (PUUPONEN-PIMIA et al, 2002).
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6.2 Género Lactobacillus

O género Lactobacillus € formado por micro-organismos gram-positivos, nao
formadores de esporos, e que sobrevivem na presenca de pequenas quantidades de
oxigénio. Sua fonte fermentativa € proveniente do metabolismo fermentativo sendo o
acido latico o produto final da degradacéo de carboidratos, motivo pelo qual sobrevive
em ambientes acidos (concentracdes entre 0,3% e 1,9%). O pH 6timo de crescimento
esta na faixa de 5,5 a 6,0 e temperatura 6tima entre 35 e 40°C, mas crescem em
temperaturas mais elevadas (até 45°C). As espécies, L. acidophilus, L. casei, L. reuteri
e L. rhamnosus sdo os principais probidticos do género atualmente empregados em
alimentos. Estes micro-organismos séo tolerantes ao &cido e a bile presente no trato
grastrintestinal e sdo capazes de aderir as células do epitélio intestinal (GOMES e
MALCATA, 1999; GOKTEP et al., 2006).

Lactobacilos pertencem ao grupo da LAB (Bactérias Acido Léticas).
Normalmente eles sdo encontrados em meios ricos em que estejam disponiveis fontes
de carboidratos, como em mucosas de humanos e animais (cavidade oral, intestino e
vagina), em plantas e materiais derivados destas, adubo, alimentos fermentados ou
deteriorados. Sdo micro-organismos amplamente presentes na dieta e sdo encontrados
no trato gastrointestinal desde o nascimento (BERNARDEAU et al., 2008).

Lactobacillus, assim como outras LAB, desempenham um papel crucial na
producdo de alimentos fermentados como vegetais (Gerez et al., 2008; Tolonen et al.,
2004), carnes (Cenci-Goga et al., 2008) e principalmente em laticinios (De Souza et al.,
2008; Gomez-Ruiz et al, 2008). A contribuicdo primaria destes micro-organismos
consiste na rapida formacao de acido lactico a partir das fontes de carbono disponiveis,
resultando em acidificacdo, que € um parametro critico na preservacao dos alimentos.
Além deste abaixamento do pH, durante a fermentacdo ha o desenvolvimento de
importantes caracteristicas como flavour, textura e alteragdes nutricionais
(KLEEREBEZEM, HUGENHOLTZ, 2003).
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Dados apontam para uma melhor utilizacdo da sacarose do que da lactose por
parte do Lactobacillus acidophilus, fato atribuido a diferenca nas atividades da [3-
galactosidase e da R-frutofuranosidase. Enquanto que a [3-galactosidase € uma enzima
construtiva do Lactobacillus acidophilus a RB-frutofuranosidase pode ser induzida
(GILLILAND et al., 2002).

7 Mecanismos de acao dos probioticos

Os mecanismos pelos quais 0s probiodticos exercem os beneficios sdo ainda
muito desconhecidos, mas podem envolver modificacbes do pH (producédo de acidos
organicos), atividade antagonista sobre patégenos por meio da producdo de compostos
antimicrobianos, competicdo com patdgenos por sitios de ligacao, efeito de barreira no
intestino, producédo de enzimas (3-galactosidase, sal biliar hidrolase), sintese e aumento
da disponibilizacdo de nutrientes (hidrélise de proteinas e lipideos), estimulacdo de
células imunomodulatérias, reducdo da atividade de enzimas que ativam a
carcinogénese e inibicdo do crescimento ou apoptose de células tumorais (producéo
de acidos graxos de cadeia curta, como exemplo, butirato) (PARVEZ et al., 2006;
VASILJEVIC; SHAH, 2008; VENTURA et al., 2009).

O desenvolvimento de probibticos eficazes aumenta a resisténcia contra
patdogenos. Como citado por Puupponen-Pimia et al. (2002), em que o emprego de
culturas probioticas exclui micro-organismos potencialmente patogénicos e reforca os

mecanismos naturais de defesa do organismo.

7.1 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana é uma das formas empregadas pelas bactérias
probidticas para excluir, competitivamente, ou inibir a atividade das bactérias
patogénicas no intestino. Entre os compostos antimicrobianos produzidos por bactérias
probioticas estédo acidos organicos (acido lactico e acético), peroxido de hidrogénio (nos
ambientes em que oxigénio esta presente), diacetil, B-hidroxipropionaldeido (produzido
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por Lactobacillus reuteri), além de peptideos (ou proteinas) bacteriostaticos ou
bactericidas. Bacteriocinas, compostos protéicos produzidos por bactérias, exibem
atividade bacteriostatica ou bactericida sobre bactérias susceptiveis. Estudos in vitro
mostraram que a maioria das linhagens de Lactobacillus produz frequentemente,
bacteriocinas que destroem espécies intimamente relacionadas. Como exemplo, a
linhagem Lactobacillus acidophilus NCMF produz a bacteriocina denominada lactacin B,
que nao apresenta acdo contra patdogenos (SANDERS e KLAENHAMMER, 2001).
MAKRAS e DE VUYST (2006) observaram que as linhagens de Bifidobacterium
testadas exibiram forte atividade antibacteriana para Salmonella enterica sorovar
Typhimurium SL1344 e Escherichia coli C1845. Segundo tais autores, essa atividade
tem origem na producdo de acidos organicos, em particular acido lactico e &acido
acético. Geralmente, esses acidos organicos apresentam forte atividade inibitoria contra
bactérias Gram-negativas, pois a forma nédo dissociada do acido organico penetra na
célula bacteriana e se dissocia no citoplasma. A eventual queda do pH interno ou a
acumulacéo intracelular da forma ionizada do acido organico conduz a morte do
patdogeno. Outra importante caracteristica funcional das bactérias probidticas € a
imunomodulagdo. Conforme OUWEHAND et al. (1999) para que o microrganismo
probiético consiga influenciar o sistema imune é necesséario que a bactéria ative as
células do tecido linféide, associado ao intestino. Os probiéticos podem afetar essas
células pelas interacbes entre o tecido linféide e o microrganismo intacto, seus
fragmentos ou metabdlitos produzidos in situ. O consumo das linhagens adesivas
Lactobacillus johnsonii Lj1 e Bifidobacterium lactis Bb12 aumentou a fagocitose de
Escherichia coli in vitro. Uma preparacdo, contendo esses dois micro-organismos em

conjunto com Streptococcus thermophilus, aumentou o nivel de IgA contra Salmonella.

7.2 Atividade antagonista

A atividade antagonista pode ser por exclusdo competitiva ou pela promoc¢ao da
funcdo de barreira epitelial, ocorrendo basicamente pela competicdo entre as linhagens
patogénicas e os probidticos pelos mesmos sitios de adesdo na mucosa intestinal ou

por nutrientes. Desta forma, linhagens de lactobacilos mais competitivas apresentam
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melhores chances de adesdo ao epitélio do intestino em detrimento de patdgenos
invasivos, promovendo a eliminagdo dos mesmos. Estudos existem avaliando os
lactobacilos que possuem sitios de ligacdo em comum nha mucosa intestinal com
patbgenos bacterianos como E. coli tipo 1 que se ligam a sitios receptores de
oligossacarideos (Lebeer et al. 2008). Varios fatores de exclusdo competitiva putativos
vém sendo propostos, como a adesina especifica a manose de L. plantarum (Pretzer et
al. 2005), sendo que as bactérias mutantes para 0 gene demostraram uma menor
capacidade de adesdo a células HT-29 e permitiram a aderéncia de E. coli
enteropatogénica. Segundo Chen et al. (2007) extratos de proteinas da camada S de L.
crispatus foram capazes de competir por sitios de adesdao com E. coli
enterohemorragica e Salmonella entérica. Além da competicdo molecular, foi
demonstrado que certas linhagens de lactobacilos sdo capazes de induzir a producao
de mucinas (Mack et al. 2003), estimular a adeséo ceélula a célula (Seth et al. 2008) e
prevenir a apoptose pelas células intestinais (Yan et al. 2007), contribuindo e

promovendo a manutencédo da barreira epitelial.

7.3 Modifica¢cbes do pH

Para funcionarem verdadeiramente como probiéticos, as bactérias selecionadas
devem ser capazes de resistir as condi¢cdes adversas impostas pelo organismo do
hospedeiro como as variacdes de pH ao longo do trato gastrintestinal, presenca de sais
biliares, enzimas gastricas, além de serem capazes de aderir a mucosa intestinal
(Hoyos, 1997). A bactéria probidtica deve resistir por no minimo 90 minutos em pH
acido, que é o tempo de transito gastrico humano. E importante ainda considerar que
um micro-organismo probiético ndo pode ter efeito no ambiente intestinal se sua
populacdo ndo atingir uma quantidade minima de bactérias que varie entre 10° e 10°
UFC no intestino humano (Charteris et al. 1998). Tais micro-organismos nédo devem ter
potencial patogénico, devem apresentar caracteristicas que permitam a sua producdo
em larga escala, como uma fécil proliferacdo. Deste modo, testes indiretos baseados
nos mecanismos de acao probidtica dos lactobacilos podem direcionar a selecado de

isolados com caracteristicas de interesse.
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7.4 Imunomodulacao

A imunomodulagcdo se da principalmente pela inducdo de células dendriticas
regulatorias e células T. O contato entre as superficies externas das células dendriticas
intestinais via receptores Toll-like e DC-SIGN (sinal da célula dendritica) e dos
probiéticos (Moléculas de Associacéo) induz a producéo de citocinas que promovem a
apresentacdo de antigenos do complexo de histocompatibilidade e moléculas co-
estimulatérias que polarizam células T em células T regulatérias e auxiliares do tipo 1 e
2 (LEBEER, 2010). Essa regulacdo é muito interessante, ja que a associacdo de
vacinas convencionais e probidticos pode gerar tanto uma resposta imune quanto uma
protecdo humoral mais eficiente (MAC DONALD e BELL, 2010).

8 Microbiota intestinal humana e probidéticos

O trato gastrointestinal humano possui uma ampla e dinamica colonizacao. Esse
ecossistema complexo é formado por mais de 500 diferentes espécies de bactérias.
Essa microbiota residente compreende, em nimero, aproximadamente 95% do total de
células do corpo humano e desempenha um importante papel na manutencao da saude
e na prevencdo do aparecimento de doencas, acdo esta que € alvo crescente de
estudos cientificos (KOLIDA ET AL., 2002; VOROBJEVA, 2005; MAKRAS e VUYST,
2006; IAPARRA e SANZ, 2010). O intestino grosso possui um dinamico ecossistema
com uma alta densidade de células vivas, chegando a atingir a concentracao de 10%° -
10'? células por grama de conteldo intestinal. Essas concentracdes sdo similares as
observadas em coldnias que se multiplicam sob condi¢cdes 6timas em laboratério (DEL
PIANO et al., 2006a).

A microbiota intestinal exerce influéncia importante sobre uma série de reagdes
bioquimicas do hospedeiro e, quando em equilibrio, impede que micro-organismos

potencialmente patogénicos presentes se multipliqguem e exercam seus efeitos
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patogénicos. As fungdes principais dessa microbiota natural do organismo humano séo:
a protecdo ecoldgica (impedindo a proliferacdo de micro-organismos patogénicos), a
imunomodulacdo (resposta rapida e adequada do sistema imune as agressfes
infecciosas) e a contribuicdo nutricional (regula a fisiologia digestiva, fornecendo
vitaminas e fontes energéticas). Por outro lado, o desequilibrio dessa microbiota pode
resultar na proliferacdo de patdgenos, com consequente infec¢do bacteriana (Ziemer e
Gibson, 1998; Spiller, 2008). Além disso, a microbiota intestinal contribui para a
fisiologia humana, através da transformacao de nutrientes complexos, como fibras, que
de outra forma poderiam ser eliminados pelo humano, em acucares simples, acidos
graxos de cadeia curta, aminoacidos e outros nutrientes que podem ser absorvidos.
Tais micro-organismos também sdo capazes de produzir alguns compostos
importantes, como vitaminas, incluindo a vitamina K, vitamina B12 e acido folico. Além
disso, esses micro-organismos sao capazes de transformar substancias cancerigenas
potenciais, como compostos N-nitrosos (CONs) e aminas heterociclicas (HCAs) (MAI e
DRAGANOQV, 2009).

A modulacdo da microbiota intestinal pelos micro-organismos probidticos ocorre
através de um mecanismo denominando “exclusdo competitiva”. Os probidticos
impedem a colonizacdo da mucosa intestinal por micro-organismos potencialmente
patogénicos através da competicdo por sitios de adesdo nessa mucosa, da competicdo
por nutrientes necessarios para a multiplicacdo de micro-organismos indesejaveis e/ou
os efeitos antagbnicos. A producdo de compostos antimicrobianos como bacteriocinas,
acidos organicos e outros compostos como peréxido de hidrogénio também fazem parte
do mecanismo de exclusdo competitiva (GUARNER e MALAGELADA, 2003;
ROUZAUD, 2007; O'FLAHERTY e KLAENHAMMER, 2010).

Como exemplo da competicao por nutrientes, pode-se citar a competicdo por
ferro, um elemento essencial para quase todos 0s micro-organismos. Lactobacillus
acidophilus é capaz de ligar o hidroxido férrico disponivel a sua superficie, tornando-o
indisponivel para 0s micro-organismos patogénicos (ELLI et al.,2000;
OELSCHLAEGER, 2010).

E importante destacar que a adesdo do micro-organismo probiético & mucosa

intestinal humana € de extrema importancia para posterior colonizacdo. Esse
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mecanismo dificulta a eliminacdo dos probidticos pelos movimentos peristélticos do
intestino, o que prové uma vantagem competitiva sobre 0S micro-organismos
patogénicos (KOS et al, 2003).

Além disso, os probidticos podem proteger o hospedeiro contra patdégenos,
através da formacdo de uma barreira fisica e da modulacdo dos mecanismos préprios
de defesa do hospedeiro. Esses efeitos podem ser resultantes do antagonismo exercido
pelo probidtico contra os patdgenos e do aumento da efetividade da resposta imune
(secrecdo de IgA, fagocitose), com consequente aumento na resisténcia a infecgbes. O
sistema imune do intestino possui duas vias de defesa: exclusdo imune (realizada pelo
sistema secretor de imunoglobinas) e eliminagcdo imune, que realiza a remocao de
antigenos que penetram na mucosa (HASCHKE et al., 1998).

Aléem dos fatores citados anteriormente, a influéncia benéfica dos micro-
organismos probidticos sobre a microbiota intestinal humana inclui outros fatores como
a degradacéao, inibicdo da sintese da acdo de toxinas patogénicas (NICOLI et al. 2003;
JAIN et al., 2004).

Esse conjunto de mecanismos resulta no aumento da resisténcia contra
patébgenos, garantindo, assim, a presenca dos micro-organismos com atividade
benéfica a salde e impedindo a manifestacdo dos chamados patogénicos (Nicoli et al.
2003). Assim sendo, a utilizacdo de culturas probidticas em alimentos garante a
presenca dos micro-organismos benéficos a saude humana na mucosa intestinal, em
detrimento a proliferacdo de bactérias potencialmente prejudicais, reforcando os
mecanismos naturais de defesa do hospedeiro. Essa resisténcia aumentada contra
patbgenos é a caracteristica mais promissora no desenvolvimento de probidticos
eficazes (PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002).

Assim, o emprego de probidticos em alimentos, associados ou ndo as terapias ja
existentes, pode representar uma estratégia eficiente no combate as infec¢cdes que
acometem os humanos. Esses novos métodos de tratamento ganham destaque diante
do quadro preocupante da resisténcia a antibioticos, cada vez maior entre 0s micro-
organismos patogénicos (SCHIFFRIN e BLUM, 2002).

9 Beneficios atribuidos pelos probioticos
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9.1 Probidéticos na intolerancia a lactose

A lactose é o unico glicidio livre que existe em quantidades importantes no leite,
sendo também o componente mais abundante, o mais simples e o mais constante em
propor¢do (45-50g/L). E o unico carboidrato presente apenas nos mamiferos. E
considerado o componente mais labil diante da acdo microbiana, pelo fato de ser um
bom substrato para as bactérias que o transformam em &acido latico. A hidrélise
enzimatica da lactose é um processo de grande interesse tecnoldgico, jA que 0s
compostos resultantes sé@o facilmente fermentaveis e absorvidos pelo intestino humano.
A B-galactosidase ou lactase é a principal enzima responsavel por essa hidrolise. Trata-
se de uma oxidase que hidrolisa a ligacao -1,4 glicosidica e libera glicose e galactose,
moléculas que o homem absorve com facilidade (ORDONEZ et al., 2005; LOWER;
PARKES; SANDERSON, 2008).

O interesse pela lactose como nutriente ainda € visto com reservas por causa
dos problemas de intolerancia (Ordéfiez et al., 2005). Nos humanos, a intoleréncia a
lactose € provocada pela perda ou diminuicdo da atividade da lactase (Adam; Teixeira;
Polaina, 2004). A origem desta intolerancia encontra-se no déficit de 3-galactosidase
produzida pelas células da mucosa intestinal, mais precisamente nas bordas em escova
do intestino delgado. Nesses casos, a lactose comporta-se como um acucar de
absorcao lenta e/ou nula (Gassull, 2006; Lower; Parkes; Sanderson, 2008). Quando os
carboidratos atingem o c6lon sem serem previamente digeridos, servem de substratos
para a microflora intestinal, sendo fermentados por bactérias anaerdbicas. O resultado
desta fermentacdo € a producdo de acidos graxos de cadeia curta e dos gases
carbdnico e hidrogénio, culminando com os sintomas de flatuléncia, inflamagéo,
nausea, dores abdominais, diarréia e desidratacdo nos casos de intolerancia aguda
(Adam; Teixeira; Polaina, 2004; Ordo6fiez et al., 2005). A severidade desses sintomas
depende da quantidade de lactose que cada individuo pode tolerar (Adam; Teixeira;
Polaina, 2004). O excesso de volume de gas é diminuido por bactérias metanogénicas
(pela producdo de metano) e bactérias sulfito-redutoras (produzindo gas sulfidrico)
(GASSULL, 2006; LOWER; PARKES; SANDERSON, 2008).
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Uma funcdo vital das bactérias laticas na microbiota intestinal é produzir a
enzima B-D galactosidade, auxiliando na quebra da lactose no intestino. Assim, da-se a
importancia de suplementar a alimentacdo de intolerantes com os probioticos. Essa
enzima microbiana sobrevive ativamente a passagem pelo estbmago apds 0 consumo
deste alimento, quebrando a lactose no intestino delgado e tornando-a digerivel. De
acordo com Saad (2006), diversas evidéncias tém demonstrado que o consumo de
guantidades adequadas, de cepas apropriadas de bactérias laticas (incluindo bactérias
laticas ndo-probidticas como Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus) é
capaz de aliviar os sintomas de intoleréncia a lactose. Desta maneira, consegue-se
incorporar produtos lacteos e os nutrientes importantes que fazem parte desses
produtos de volta a dieta de individuos intolerantes a lactose, anteriormente obrigados a

restringir a ingestado desses produtos.

9.2 Atividade antimicrobiana

Dentre uma variedade de substancias produzidas pelas bactérias probidticas
existem alguns metabdlitos que apresentam potenciais inibitérios tanto para bactérias
gram-positivas quanto para bactérias gram-negativas (Liong, 2007). Essas substancias
ndo reduzem apenas o numero de células vidveis dos micro-organismos patogénicos,
mas também afetam o metabolismo bacteriano ou a producédo de toxinas (Rolfe, 2000).
Dentre os compostos antimicrobianos estdo os acidos organicos, o peroxido de
hidrogénio, bacteriocinas, antibiéticos e acidos biliares desconjugados (Lourens-Hattin-
gh; Viljeon, 2001; Sheil; Shanahan; O’Mahony et al.,, 2007). Outros possiveis
mecanismos de inibicdo seriam a competicdo por sitios de adesdo e nutrientes e a
estimulacdo do sistema imune (LOURENS-HATTINGH; VILJEON, 2001; SHEIL;
SHANAHAN; O"'MAHONY, 2007).

Shah (2006) afirma que tanto as bifidobactérias quanto o Lactobacillus
acidophilus apresentam efeito antagonista sobre enteropatdgenos como Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus e Clostridium perfringes.

9.3 Efeito hipocolesterolémico
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O efeito hipocolesterolémico das culturas probidticas ainda gera controvérsia
(Roberfroid, 2000). Estudos realizados nas décadas de 70 e 80 relatavam reducdes de
5-17% na concentracdo de colesterol sérico apos 2-4 semanas de consumo diario de
produtos lacteos fermentados (ROBERFROID, 2000).

Hlivak e colaboradores (2005) estudaram o efeito de um ano de administracéo
oral de Enterococcus faecium no nivel de colesterol sérico de humanos e encontraram
uma diminuicdo no colesterol total de 12% apds 56 semanas. A explicacdo para o
possivel efeito hipocolesterolémico reside no fato de que o probiético deve: interferir
com a absorgdo de colesterol no cdlon; assimilar diretamente o colesterol ou produzir
metabdlitos que interferem no nivel de lipidios do sangue (SANDERS, 1994; FOOKS,;
FULLER; GIBSON, 1999).

No entanto, alguns estudos nado indicam nenhum efeito significativo nessa
concentracdo (Roberfroid, 2000; O’Sullivan et al., 2005). Os resultados sdo em geral di-
ficeis de serem interpretados de acordo com Arunachalam (1999), pois existem
variaveis confundidas, como exercicio fisico e dieta, além da existéncia de diferentes

niveis de colesterol total inicial.

9.4 Diarréia associada a antibioticos

O maior problema associado com o tratamento por antibiéticos é o aparecimento
de diarréia, causada frequentemente por Clostridium difficile. Este micro-organismo é
encontrado em pequenas quantidades no intestino de pessoas saudaveis, porém, com
a administracdo de antibiéticos e a disfuncdo da microbiota intestinal, hA um aumento
no seu numero e na producdo de toxinas, 0 que ocasiona o desenvolvimento da
diarréia. O tratamento com vancomicina é usualmente efetivo, mas recorréncias sao
comuns (SHAH, 2007).

Segundo O’Grady e Gibson (2005), o mecanismo pelo qual culturas probiéticas
exerceriam efeito protetor contra diarréias associadas a antibiéticos ainda nao esta

elucidado.
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9.5 Propriedades tecnologicas

Culturas probiodticas com boas propriedades tecnolégicas devem apresentar boa
multiplicacdo no leite, promover propriedades sensoriais adequadas no produto e ser
estaveis e viaveis durante armazenamento. Desta forma, podem ser manipuladas e
incorporadas em produtos alimenticios sem perder a viabilidade e a funcionalidade,
resultando em produtos com textura e aroma adequados (Oliveira et al., 2002). Além
disso, com relagdo as perspectivas de processamento de alimentos, é desejavel que
essas linhagens sejam apropriadas para a producao industrial em larga escala,
resistindo a condigdes de processamento como a liofilizagdo ou secagem por “spray
drying” (STANTON et al., 2003).

Os micro-organismos devem estar viaveis, apresentando-se em numeros
elevados (> 10° log UFC/ mL) durante toda a estocagem do produto (TRABULSI;
SAMPAIO, 2000).

Em relacdo ao sabor do produto fermentado é preciso mencionar que algumas
espécies de bactérias probidticas sdo homofermentativas (produzem apenas acido
lactico), enquanto outras sdo heterofermentativas (produzem &acido lactico e outros
acidos organicos). Por exemplo, as bifidobactérias sdo heterofermentativas e produzem
mistura de acido acético e acido lactico na proporcao de 3:2, respectivamente. O acido
acético vai proporcionar sabor desagradavel de vinagre. Além disso, as bactérias
probiéticas se multiplicam muito lentamente no leite (por apresentarem baixa atividade
proteolitica), gerando pouco acido lactico, o que aumenta o tempo de fermentacao.
Assim, as linhagens probidticas ndo sdo empregadas sozinhas, mas em conjunto com a
cultura iniciadora do iogurte (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii
subesp. bulgaricus) (ORDONEZ et al., 2005; SHAH, 2000).

A combinacdo da cultura iniciadora com as bactérias probidticas permite obter
um produto final com as caracteristicas ideais de textura, pH, aroma e sabor. Mas,
conforme mencionado por Shah (2000), o Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus

continua produzindo acido lactico durante a estocagem sob refrigeracdo. A industria
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chama esse fenbmeno de poés-acidificacdo. O &cido, produzido durante a estocagem
refrigerada, causa diminuicdo na viabilidade das bactérias probioticas. Portanto,
recomenda-se empregar apenas Streptococcus thermophilus em conjunto com as
bactérias probidticas. Nesse caso, mesmo sendo menos proteolitico do que L.
delbrueckii subsp. bulgaricus, S. thermophilus torna-se o principal responsavel pela
fermentacdo. A viabilidade das bactérias probidticas também depende da linhagem
utilizada, da interacdo entre as espécies presentes, da acidez final do produto e das
concentracfes de acido lactico e aceético.

Outros fatores que interferem na viabilidade sdo: a disponibilidade de nutrientes
e de promotores (ou inibidores) de crescimento; a concentracdo de acglcares (pressao
osmotica); o teor de oxigénio dissolvido e a permeabilidade de oxigénio através da
embalagem; a quantidade de indculo; a temperatura de incubacdo; o tempo de
fermentacao e a temperatura de estocagem. Entretanto, os principais fatores que levam
a perda de viabilidade sdo a reducdo do pH do meio e a acumulacdo de &cidos
organicos como resultado do crescimento e da fermentacdo. As bifidobactérias séo
anaerobicas por natureza, portanto elevado teor de oxigénio pode afetar seu
crescimento e viabilidade. A acumulacdo de peréxido de hidrogénio é facilitada pelo fato
dos lactobacilos ndo apresentarem a enzima catalase, mas a concentracdo de peroxido
de hidrogénio produzida pelos starters parece néo ser suficiente para afetar diretamente
as células presentes no produto. No entanto, o perdxido de hidrogénio pode reagir com
outros compostos e produzir substancias inibidoras (SHAH, 2000; VINDEROLA,
MOCCHIUTTI E REINHEIMER, 2002b; TALWALKAR e KAILASAPATHY, 2003;
DONKOR et al.,, 2006). As bifidobactérias, estritamente anaerdbias, geralmente séo
consideradas mais vulneraveis aos efeitos deletérios do oxigénio do que o Lactobacillus
acidophilus (microaerofilo) (TALWALKAR e KAILASAPATHY, 2004a).

10 Maracuja

10.1 Mercado e comercializagao
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O maracuja (Passiflora edulis) € originario da América Tropical, apresenta
aceitacdo pelos consumidores principalmente na forma de suco concentrado.
Atualmente, no pais é produzido cerca de 450 mil toneladas, o que representa
aproximadamente 56% da producdo mundial dessa fruta. (ITI TROPICALS, 2007). O
uso do maracujh em sobremesas lacteas ainda é muito incipiente, criar novas
alternativas para o enriquecimento funcional desta linha alimenticia, proporciona
beneficios econdmicos, nutricionais e ambientais.

Algumas propriedades funcionais atribuidas ao maracuja estdo possivelmente
relacionadas ao seu conteudo de antioxidantes, uma variedade de moléculas que
desempenham papel fundamental na manutencéo da saude interferindo no processo de
oxidacao ao reagir e neutralizar radicais livres (ZERAIL et al., 2007).

A Embrapa Cerrados possui uma colecdo com mais de 150 acessos de
passifloras, onde se destacam os hibridos recém lancados de Passiflora edulis, com
maior toleréncia as principais doengas do maracujazeiro: O BRS sol do Cerrado, BRS
Ouro Vermelho e BRS Gigante.

Caracteristicas da fruta como pH, solidos sollveis e acidez total titulavel sdo de
grande importancia na qualificacdo do fruto e segundo a legislacdo brasileira, na
Instrugcdo Normativa n° 01/100, preconiza para polpa de maracuja o teor minimo de
sélidos soluveis totais (SST) a 20°C em Brix; pH entre 2,7 e 3,8; acidez titulavel (ATT)

expressa em acido citrico (g/100g) no valor minimo de 2,50.

10.2 Cultura do maracuja

Os frutos do maracuja sdo muito cultivados, principalmente, para industrializacao
em forma de sucos, pertence a familia dos Passifloraceae, apresentando 14 géneros
com cerca de 580 espécies, destas, trés espécies sdo exploradas comercialmente. O
Brasil € o maior produtor mundial e possuem 150 espécies nativas, o0 mais cultivado
deles é o Passiflora edulis flavicarpa (maracuja amarelo ou azedo) (CABRAL; FREIRE
MATTA; 2005 ; CENTEC, 2004).

Apresenta-se de forma oval ou subglobosa, com grande variacdo de tamanho e

coloracdo da polpa. Possui, em média, 6 a 8 cm de comprimento por 5 a 7 cm de
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largura e peso de 44 a 160 g. A polpa possui de 13 a 18 % de sélidos soluveis, cujos
principais componentes s&o os aglcares e o acido citrico (CENTEC, 2004). E fruto rico
em minerais e vitaminas principalmente A e C, sendo muito apreciado pela qualidade
de seu suco, de aroma e sabor agradaveis. A composicdo nutricional da polpa de

maracuja pode ser observada na Tabela 3.

Tabela 3: Composicao nutricional em 100g de polpa de maracuja fresco.

Componentes P.edulis f. flavicarpat P.edulis?
Umidade (%) 72,22 75,10
Proteinas (g) 3,00 2,20
Gordura (g) 0,12 0,70
Glucose (%)3 38,10 37,10
Frutose (%)3 29,40 33,50
Sucrose (%)3 32,40 29,40
Fibras (%) 12,80 0,04
Acido citrico (meq)? 13,10 55,00
Acido maélico (meq)? 10,55 3,86
Acido latico (meq)3 0,58 7,49
Acido malénico (meq)3 0,13 4,95
Acido succinico (meq)? Tragos 2,42
Cinzas (%) 0,50 0,80
Sédio (mg) 8,00 28,00
Potassio (mg) 208,00 348,00
Célcio (mg) 6,80 13,00
Ferro (mg) 0,60 1,60
Fosforo (mg) 63,80 64,00
Magnésio (mg) 28,00 -4 17,00 -5
Zinco (mg) 0,60 -4 0,10 -5

Cobre (mg) 0,19-4 0,10 -5
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Vitamina A (U.l.) 200,00 700,00
Tiamina (mg) Tragos Tragos
Riboflavina (mg) 0,10 0,10
Niacina (mg) 1,50 - 2,20 1,50
Acido ascorbico (mg) 22,00 30,00

Fonte: tRomero-Rodriguez et al.(1994); 2Morton (1987); 3Chan et al. (1972); -4Kidoy et al. (1997); -5
Zibadi & Watson (2004).

10.3 Espécies Cultivadas

A espécie mais cultivada € o maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims f.
flavicarpa Deg.), por ser mais vigorosa e mais adaptada aos dias quentes, apresentar
frutos de maior tamanho, com peso entre 43 e 250 g, maior producdo por hectare,
maior acidez total e maior rendimento em suco.

O maracuja-roxo (Passiflora edulis Sims) € mais indicado para locais de maior
altitude e clima mais frio. Seus frutos apresentam peso entre 32 e 220 g, maior
percentagem de acuUcares e maior teor de sélidos soluveis (°Brix), quando comparado
com o maracuja-amarelo.

O maracuja doce (Passiflora alata Curtis) € uma espécie brasileira consumida
como fruta fresca, ao contrario do maracuja amarelo ou azedo. Seus frutos sédo
amarelados, com polpa doce, aroma e paladar atraentes e agradaveis, pesando de 80 a
300 g e teor de sdlidos soluveis (°Brix) acima de 15.

10.4 Propriedades nutricionais e funcionais da casca do maracuja

A casca do maracuja, principal sub-produto da industria de sucos, contém
pectina, um valorizado ingrediente funcional, largamente utilizado como agente
geleificante e estabilizante (Pinheiro et al., 2008). Estas cascas também tém sido
estudadas para o uso na producéo de balas e farinha para consumo humano (RAMOS

et al., 2007). A casca do maracuja € também rica em niacina (vitamina B3), ferro, calcio,
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e fosforo (Figura 2) (GONDIM et al., 2005), e as cascas ja foram testadas e usadas com
sucesso na alimentacdo animal (TOGASHI et al., 2007).

Parametros Quantidades em 100 g de cascas

Unudade 8764 ¢
Cinzas 057 g
Lipideos 001 g
Proteinas 067 g
Fibras 433 g
Carboidratos 6.78 g
Calonas 29 91 kecal
Calcio 44 51 mg
Ferro 0,89 mg
Sodio 43,77 mg
Magnesio 27.82 mg
Zinco 0,32 mg
Cobre 0,04 mg
Potassio 178,40 mg

Figura 2: Teor de nutrientes em cascas in natura de maracuja amarelo (P. edulis fo. flavicarpa).

GONDIM, 2005

A casca do maracuja € composta pelo flavedo (parte com coloragéo) e albedo (parte
branca), sendo este rico em pectina, espécie de fibra soluvel que auxilia na reducéo das
taxas de glicose no sangue, fonte de niacina (vitamina B3), ferro, calcio, e fosforo. Em
humanos, a niacina atua no crescimento e na producdo de horménios, assim como
previne problemas gastrointestinais. Os minerais atuam na prevencdo da anemia
(ferro), no crescimento e fortalecimento dos ossos (calcio) e na formacéo celular
(fésforo).

Quanto a composicao de fibras, a casca do maracuja constitui produto vegetal
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rico em fibra do tipo sollvel (pectinas e mucilagens), benéfica ao ser humano. Ao
contrario da fibra insoluvel (contida no farelo dos cereais) que pode interferir na
absorcdo do ferro, a fibra solivel pode auxiliar na prevencdo de doencas (Cordova;
Gama; Winter; Kaskantzis Neto; Freitas, 2005). A fibra de maracuja apresenta como
maior agente a pectina. Quando ingerida forma um gel, dificultando a absorcdo de
carboidratos e da glicose produzida no processo digestivo e também nas gorduras,
auxilia ainda a reducéo de glicemia e na taxa de colesterol (SZEGO, 2007).

As pectinas séo acidos pectinicos solaveis em agua, com numero de metoxilas
estereficaveis e grau de neutralizacdo varidvel. Em meio acido formam géis com
sacarose. As pectinas se localizam principalmente em tecidos poucos rijos como no
albedo das frutas citricas e na polpa da beterraba (BOBBIO, 1992).

O uso de pectinas em alimentos € permitido em todos os paises do mundo por
ser um aditivo seguro sem dose/diaria limite, sendo que a quantidade a ser usada
depende apenas da textura desejada a um determinado produto. Esses polimeros
podem ser utilizados em grande numero de alimentos, atuando como agentes
geleificantes, espessantes, emulsificantes, estabilizantes e, recentemente, como
substituintes de acUcar e gordura em alimentos dietéticos.

Esta multifuncionalidade das pectinas se origina da natureza de suas moléculas,
com regides polares e ndo-polares que tornam possivel sua incorporacdo em diversos
sistemas alimenticios. Podem ser usadas em alimentos como geléias, sobremesas,
bebidas dietéticas e molhos (CHEFTEL, 2000).

As pectinas podem formar gel por dois mecanismos. Aquelas com alto grau de
esterificacdo requerem uma concentracdo relativamente alta de sélidos solaveis
(sacarose, por exemplo) e um baixo pH. As pectinas com baixo grau de esterificacdo
requerem apenas a presenca de cations divalentes para haver a interagdo entre as

cadeias e a geleificagéo.

10.5 Atividade antioxidante da polpa de maracuja

O maracuja, além de seus nutrientes essenciais e de micronutrientes, apresenta
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compostos funcionais com propriedades antioxidantes, tais como 0sS compostos
fendlicos e a vitamina C. Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundéarios que
possuem a capacidade de captar radicais livres (atividade antioxidante), além de
apresentarem efeitos na prevencédo de enfermidades cardiovasculares e circulatérias,
cancerigenas, do diabetes e do mal de Alzheimer, destacando-se entre esses
compostos, os flavonoides (RAUHA, 200; SOARES, 2002; DEGASPARI; NINA, 2004;
CHITARRA, 2005).

Os compostos fendlicos estdo presentes em muitas plantas, como a Passiflora
edulis e Passiflora alata, principalmente pertencentes a classe C-glicosideo flavonas
(Dhawan, Sharma, 2004). Isoorientin, uma flavona C- glicosideo encontrado em P.
edulis (Dhawan et al., 2004), também foi encontrado por ser o principal flavonéide em
polpa de extratos desta espécie. Na verdade, o teor de flavondides na polpa de P.
edulis foi relatado ser bastante significativo em comparacdo com outras bebidas que
séo fontes de flavondides, como suco de laranja e caldo de cana (ZERAIK; YARIWAKE,
2010).

Devido ao seu alto valor nutricional e conteudo de flavondéides, pesquisas para
avaliar o potencial do maracujd como um alimento funcional ou uma fonte de
compostos ativos com finalidades antioxidante e anti-inflamatéria, sdo muito
importantes.

As espécies Passiflora mencionadas, sdo amplamente cultivadas e consumidas
no Brasil: a polpa de P. edulis é usada principalmente na producdo de industrial de
sucos, enquanto que P. alata € normalmente consumida fresca, devido ao seu sabor
doce (CARVALHO-OKANO; VIEIRA, 2001).

Estudos recentes tém mostrado o potencial do maracuja e sua casca para varios
propésitos, como efeito anti-hipertensivo da casca do maracuja, atribuidos parcialmente
pelo efeito vasodilatador dos polifendis, especialmente o flavondide luteolina (Ichimura
et al.,, 2006). Entretanto, a atividade biolégica da polpa que tem sido a mais
consideravelmente estudada é a atividade antioxidante, usando varios métodos, como o
DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazilo) € ABTS (2, 2’ — Azino — bis (3- ethylbenzo — thiazoline — 6
sulfonic acid) diammoninum salt) (KUSKOSKI, ASUERO, TRONCOSO, MANCINE-
FILHO, FETT, 2005; VASCO, RUALES, KAMAL-ELDIN, 2008).
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MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado nos laboratoérios de Processamento de Produtos
de Origem Animal e de Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial da Universidade Federal de Pelotas, Campus Capéao do Leé&o,
Rio Grande do Sul - (DCTA/UFPEL).

O leite utilizado como matéria-prima neste experimento foi o leite UHT integral
(Danby). O maracuja utilizado para obtencéo de polpa e farinha do albedo pertence a
cultivar BRS Ouro Vermelho (EC-2-0), cultivado na Colénia Sdo Manoel, interior de
Pelotas/RS.

As andlises fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais foram realizadas em
conjunto nos Laboratérios de Microbiologia de Alimentos, Frutas e Hortalicas e Analise
sensorial. Através de testes preliminares, todo processamento do iogurte foi definido,
assim como a quantidade dos componentes adicionados no mesmo.

Inicialmente foram analisados alguns parametros fisico-quimicos da polpa de
maracuja, tais como pH, colorimetria, teor de sélidos sollveis (°Brix) e atividade
antioxidante.

Os iogurtes, num total de seis tratamentos (Y, YM, LABL, LABLM, SBLA e
SBLAM), foram analisados no 1°, 7°, 14° e 21° dias de estocagem (periodo o qual foi
estabelecido o tempo de armazenamento), quanto ao valor acidez expressa em °Dornic
e pH, contagem de culturas iniciadoras do iogurte e, culturas probidticas. O teor de
gordura, atividade antioxidante, viscosidade, sinérese e a andlise sensorial foram
determinados apés 21 dias de armazenamento. As analises fisico-quimicas foram

realizadas em triplicata e as microbiolégicas em duplicata.

1 Testes preliminares

Testes preliminares foram realizados para determinar os teores de agucar, polpa

e farinha do albedo de maracuja a serem empregados na formulacéo do iogurte.
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1.1 Teor de farinha do albedo de maracuja

Para a elaboracdo do iogurte, foram testados vérios teores de farinha do albedo
de maracuja (variando de 0,1 a 0,5%), baseando-se na Resolu¢cdo N° 05 (BRASIL,
2000) que permite a utilizacdo de espessantes e estabilizantes numa concentracao
maxima de 5g/Kg (0,5%) de leite fermentado. A partir disso, definiu-se por utilizar 0,1%

de farinha do albedo, pois apresentou uma melhor aceitacéo sensorial.

1.2 Teor de polpa de maracuja

Para determinar a quantidade de polpa de maracuja a ser adicionada no iogurte,

foram testados varios teores variando de 5%, 6% e 7%, sendo que considerou-se o teor

de 6%, pois teve menos influéncia no pH final do iogurte e boa aceitacdo sensorial.

1.3 Acucar

A quantidade de ac¢ucar adicionado no iogurte foi previamente testada, utilizando-

se teores que variavam de 8%, 10% e 12%, sendo o iogurte com percentual de 10% de

acucar obteve-se maior aceitagdo.

2 Maracuja

2.1 Polpa de maracuja in natura

Para obtencdo da polpa de maracuja in natura, primeiramente deixou-se 0s

maracujas imersos em agua clorada contendo 120ppm de cloro durante 10 minutos, a
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fim de promover uma sanitizacdo. Em seguida os mesmos foram lavados com &agua
corrente para que o excesso de cloro fosse retirado. Para a separacao da polpa das
sementes, utilizou-se peneira de mesh numero 32, de modo que as sementes ficassem
retidas e a polpa pura passasse diretamente para um recipiente plastico de um litro.
Alguns parametros fisico-quimicos da polpa foram avaliados, sendo eles o pH, °Brix,
atividade antioxidante e teste colorimétrico. A polpa foi envasada em garrafas de
polietileno branca (para conferir protecdo contra luz) e congelada em freezer a

temperatura de -18°C.

2.2 Obtencéao de farinha do albedo de maracuja

Apbs obtencdo da polpa de maracuja, a casca foi utilizada para elaboragcdo de
uma farinha, j& que esta possui um conteudo altamente rico em pectina, podendo ser
usada em substituicdo ao espessante comercial.

Para obtencéo de farinha do albedo de maracujd, retirou-se o flavedo da casca
(parte amarela), restando o albedo (parte branca), sendo este cortado em tiras finas e
levado em estufa com circulacéo de ar, a temperatura de 45°C por 18 horas. Do albedo
de maracuja seco, procedeu-se a trituracdo em moinho Martelo Laboratory Mill 3100
(empresa Perten instruments) obtendo-se uma farinha de cor ligeiramente amarelada,
sem gosto, inodora e com granulometria fina. Para o armazenamento, utilizaram-se
sacos plasticos estéreis de polietileno, envoltos por folhas de aluminios, seguido de
estocagem em condigdes de refrigeragéo (6°C).

3 Culturas laticas

As culturas laticas liofilizadas utilizadas para a elaboracdo do iogurte foram as
seguintes:
e DELVO YOG FVV 21 - Culturas starters do iogurte (Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus bulgaricus) (Global Food);
e DELVO PRO LAFTI L10 - Lactobacillus acidophilus (Global Food);



59

e DELVO PRO LAFTI B94, Bifidobacterium lactis (Global Food);
e ABT7 - Bifidobacterium Bb-12, Lactobacillus acidophilus, Streptococcus

thermophilus (Chr. Hansen).

3.1 Preparo dos in6culos

O preparo dos indculos foi realizado de acordo com instru¢des sugeridas pelo
representante técnico da empresa de onde foram obtidas as culturas laticas. Os
envelopes contendo cerca de 9,90 gramas de culturas laticas foram dissolvidos em 700
mL de leite UHT semidesnatado Molico (Nestlé). Feito isto, os indculos foram
distribuidos em Eppendorfes com capacidade de 2,0 mL e armazenados em
ultrafreezer a temperatura de -80°C

3.2 Fermentacgéo

A elaboracao do iogurte foi realizada em iogurteira com capacidade de 1Litro, de
acordo com fluxograma de processamento do iogurte pode ser visto no (Figura 3). Seis
tratamentos foram formulados, diferenciando-se na combinacdo de in6culos
adicionados, bem como a adi¢do ou nédo de polpa e farinha do albedo de maracuja, com
0 objetivo de avaliar o efeito destes dois ultimos ingredientes na viabilidade de
diferentes probidticos e nas propriedades fisico-quimicas, reoldgicas e sensoriais de
iogurte.

O delineamento experimental pode ser verificado na Tabela 4. A base lactea
utilizada para o experimento foi o leite UHT integral (Danby) com adicdo de 10% de
acucar e 0,1% de farinha do albedo de maracuja (nos tratamentos onde constava sua
adicdo). A esta mistura, aplicou-se um tratamento térmico de 90°C durante trés
minutos, e em seguida promoveu-se o0 abaixamento para 42°C, temperatura ideal para
adicado das culturas iniciadoras do iogurte. Nas formulagbes onde constavam B. lactis
ou B. Bb-12 a temperatura requerida foi de 37°C. Apds inoculagcédo das culturas laticas,
procedeu-se a homogeneizacao do leite, seguido de repouso.

Durante o periodo de incubacdo foram realizadas coletas de amostra para



60

monitoramento de pH do iogurte, em intervalos de 30 minutos a partir da terceira hora
de fermentacdo, até quando o mesmo atingiu valor de 4,6 (pH final), sendo entdo a
fermentacao interrompida. Em seguida, procedeu-se o resfriamento do coagulo, que ao
atingir a temperatura de 10°C, realizou-se sua quebra, seguido de adicdo de 6% de

polpa de maracuja, quando o tratamento o exigia.

Tabela 4 - Delineamento para avaliar o efeito da polpa e farinha do albedo de maracuja na viabilidade de

diferentes probiodticos e nas propriedades fisico-quimicas, reolégicas e sensoriais de iogurte.

Micro-organismos Tratamento/ Polpa de Farinha do albedo de
Caodigos Maracuja Maracuja

Stelb Y - -
Y+ La + Bl LABL - -
St+B.Bb-12 + La SBLA - -
Stelb YM + +
Y + La + Bl LABLM + +
St + B. Bb-12+ La SBLAM + +

(-) sem adicao de polpa e farinha de maracujg; (+) com adicdo de polpa e farinha de maracujg; (St) S.
thermophilus; (Lb) L. bulgaricus; (Bl) B. lactis; (La) L. acidophilus, (B. Bb-12) Bifidobacterium Bb-12.
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Figura 3 — Fluxograma de producéo de iogurte.

4 Analises fisico-quimicas e microbioldgicas do iogurte e polpa de maracuja

4.1 Andlises fisico-quimicas da polpa de maracuja

61

As andlises foram realizadas em triplicata logo apdés a obtencdo manual da
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polpa, sendo esta posteriormente congelada em freezer a 0°C.

As andlises fisico-quimicas da polpa do maracuja foram realizadas de acordo
com a legislacdo brasileira, na Instrucdo Normativa 01/100 (BRASIL, 2000) que
estabelece os padrdes de identidade e qualidade para polpas e sucos de frutas.

O pH da polpa in natura foi determinado através do pHmetro digital (marca
HANNA instruments, modelo HI 221). O teor de solidos solUveis expressos em °Brix foi
determinado em refratbmetro. A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada
pelo método DPPH (BRAND-WILLIAMS, 1995).

O perfil colorimétrico foi realizado em Colorimetro Minolta Chromameter (CR—
300, Osaka, Japan), usando sistema CIEL*a*b*, onde os valores de luminosidade (L*)
variam entre zero (preto) e 100 (branco), os valores das coordenadas de cromaticidade

a* e b*, variam de: -a* (verde) até +a* (vermelho), e de: -b* (azul) até +b* (amarelo).

5 Andlises microbiologicas dos iogurtes

5.1 Determinagdo da populagdo estimada de culturas iniciadoras e culturas

probidticas

A determinacdo da populacdo estimada de culturas iniciadoras e culturas
probioticas foi realizada de acordo com a International Dairy Federation (1997) nos 1°,
7°, 14° e 21° dias de armazenamento do produto. Um mililitro das amostras foi diluido
em tubos contendo 9 mL de 4gua peptonada 0,1% (p/v), seguido de homogeneizacao
em aparelho vortex. Em seguida, diluicbes seriadas foram feitas utilizando-se o0 mesmo
diluente, até a obtencé&o da diluicdo desejada para inoculagdo nos meios seletivos.

Os meios agar ST, agar LP-MRS, &gar Bile-MRS foram preparados de acordo
com a metodologia descrita por ZACARCHENCO (2004).

Para a contagem de Bifidobacterium spp. utilizou-se a técnica de plaqueamento
em superficie, inoculando-se 0,1mL de amostra, referente as diluicdes 10%,10°, 10° e
10, diretamente sobre a superficie com agar LP-MRS. Em seguida espalhou-se a
amostra com o auxilio da alca de Drigalski até sua total absor¢cdo pelo meio. As placas
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foram incubadas a 37°C por 72 horas em jarras de anaerobiose, utilizando-se
AnaeroGen (Oxoid, Basingstoke) para criar as condicbes de anaerobiose. Os
resultados obtidos foram expressos em UFC/mL. As culturas probiéticas L. acidophilus
foram enumeradas em &gar Bile-MRS, seguindo o mesmo procedimento das
Bifidobactérias, e incubadas a 37°C em condi¢des aerobicas.

As culturas iniciadoras S. thermophilus e L. bulgaricus foram enumeradas em
agar ST e agar MRS, respectivamente. Sendo que, para S. thermophilus a incubacao
foi a 30°C durante 48 horas em aerobiose, enquanto L. bulgaricus, incubou-se a 37°C
durante 72 horas sob condi¢des aerdbicas. Os resultados obtidos foram expressos em
UFC/mL.

No produto final (21 dias) além das contagens das culturas iniciadoras e
probioticas, realizaram-se a contagem de bolores e leveduras, contagem padrdo de
bactérias aerdbias mesofilas e pesquisa de coliformes totais e termotolerantes de
acordo com a Instrugdo Normativa n° 46 (BRASIL, 2007) e RDC 12 (BRASIL, 2001). A
finalidade da realizacdo dessas analises foi garantir a qualidade microbiolégica do

iogurte destinado a analise sensorial pelos provadores.

6 Analises fisico-quimicas e reolégicas do iogurte

pH

A determinacdo do valor de pH foi realizada em pHmetro digital HI 221 marca

HANNA instruments, aferido com as solugdes tampdes pH 4,0 e 7,0 (BRASIL, 2006). As

analises foram realizadas em triplicata nos tempos 1, 7, 14 e 21 dias de

armazenamento do iogurte.

Acidez titulavel

A partir de uma solugéo alcalina de concentracdo conhecida, foi realizada uma

titulometria para determinar a acidez do produto, utilizando-se a fenolftaleina como
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indicador (BRASIL, 2006). Os resultados foram expressos em percentual de acido latico
presente na amostra. A andlise de acidez foi realizada em triplicata a partir dos tempos
1,7,14 e 21 dias.

Percentual de gordura

O percentual de gordura foi determinado através do método Gerber, conforme

descrito por Atherton & Newlander (1977). As analises foram realizadas em triplicata no

tempo 21 dias.

Percentual de umidade

O percentual de umidade foi determinado pelo método de secagem em estufa a
105°C (AOAC, 1995) no tempo 21 dias.

Percentual de cinzas

O percentual de cinzas foi determinado pelo método de incineragdo em forno
mufla a 550°C (AOAC, 1995).

Determinagao de viscosidade

A viscosidade das amostras de iogurtes foi mensurada em redmetro Haak,
modelo RS 150, no modulo rotativo, a 25°C. Utilizou-se sistema coaxial do tipo cone-
copo, sensor DG 41, taxa de cisalhamento de 0,01a 100s™ com 50 pontos de aquisicdo

e duracdo da analise 300s. As analises foram realizadas em triplicata no 21° dia.
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Determinacdo de sinérese

O indice de sinérese das diferentes amostras foi determinado de acordo com a
metodologia proposta por Farnsworth et. al., (2006), com modificacdes. Apos 21 dias de
armazenamento, as amostras (15g) foram centrifugadas (Eppendorf, Modelo Centrifuge
5430 R) por 10 minutos sob refrigeracdo (6°), em triplicata. O percentual de sinérese foi
calculado pela massa do soro de leite separada da rede de gel, durante a
centrifugacédo, dividido pela massa de iogurte inicial, multiplicado por 100
(FARNSWORTH et. al., 2006).

Determinacao de atividade antioxidante

A determinagdo da atividade antioxidante do iogurte adicionado de polpa de
maracuja foi realizada através da captura do radical DPPH (BRAND-WILLIAMS, 1995).

As analises de atividade antioxidante foram realizadas em triplicata no tempo 21 dias.

7 Andlise sensorial

Somente o tratamento LABLM foi escolhido para aplicagdo da andlise sensorial.
A mesma foi conduzida depois de obtidos os resultados das analises microbiolégicas de
coliformes totais e termotolerantes e pesquisa de bolores e leveduras com o objetivo de
assegurar a qualidade do produto antes de ser oferecido aos provadores. A amostra de
iogurte probiotico foi avaliada por 75 provadores ndo treinados através de teste e
aceitabilidade (ABNT-NBR 14141) (BRASIL, 1998), utilizando-se escala hedobnica
estruturada de 9 pontos, com variacdo de gostei muitissimo ( ou 9 pontos ) a desgostei
muitissimo (ou 1 ponto). O modelo da ficha utilizada nas andlises encontra-se no
Apéndice 1.

Antes de participarem da analise sensorial, os provadores foram convidados a ler
o TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 2), contendo a

identificacdo da pesquisa e dos responsaveis pela mesma, além de apresentar os
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aspectos legais da pesquisa. Dessa forma, os provadores foram informados sobre o
objetivo da pesquisa, bem como os ingredientes que foram utilizados na formulacéo dos
iogurtes probidticos. Em caso de concordancia, os provadores entregavam o termo
preenchido e assinado. O projeto obteve aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Odontologia da UFPel, conforme consta no Parecer n° 225/2011
(Apéndice 3).

Apoés este procedimento, a amostra de iogurte probiotico (25mL acondicionadas

em copos de polietileno) foi servida aos provadores.

8 Andlise Estatistica

A partir dos resultados obtidos foi realizada a Analise de Variancia (ANOVA) e o
teste de Tuckey para comparacdo de médias utilizando-se o Programa Statistica,
versao 8.0 (Statsoft Inc, Tulsa, OK, USA). Em todas as analises foi considerado nivel de

significancia P< 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1 Processo de fermentacao do iogurte

O tempo total de fermentacdo dos iogurtes até atingirem um valor de pH de 4,6,
aproximadamente, podem ser observados na Figura 4. Ressalta-se que a polpa de
maracuja, nos tratamentos onde constava sua adicao, foi adicionada somente depois

do término da fermentacao, apés o resfriamento e quebra do coagulo.

Testes prévios foram realizados para definir a quantidade de in6culo a ser

empregada, de modo a assegurar a contagem inicial superior a 10%LogUFC.mL’
1
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Figura 4 — Tempo de fermentagéo na elaboracao dos seis tratamentos de iogurte.
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Através dos resultados obtidos, nota-se que nos iogurtes contendo bactérias
probioticas o tempo médio de fermentacdo foi menor quando comparado ao iogurte
somente com bactérias iniciadoras. Segundo Saccaro (2008), a reducdo do tempo de
fermentacdo do iogurte com adicdo de probioticos € devido ao fato das bactérias
probioticas contribuirem para aceleracéo da acidificacao do leite através da hidrolise da
lactose em metabdlitos secundarios. O tempo de fermentacdo do iogurte probidtico
LABL e LABLM foi reduzido de 16,8 minutos a menos quando comparado ao iogurte Y
(sem probiético). Ja para o iogurte probidtico SBLA e SBLAM a reduc¢do no tempo de
fermentacao foi maior, aproximadamente 50 minutos, em comparac¢ao ao iogurte Y.

Pereira (2002) utilizando as culturas tradicionais (S. thermophilus e L. bulgaricus)
e probidticas (L. acidophilus e Bifidobacterium spp.) observou que o tipo de cultura
afetou significativamente o tempo de fermentacao dos iogurtes. A autora relatou que os
produtos fermentados apenas pelas culturas tradicionais apresentaram maior tempo de

fermentacao.

2 Caracterizacao fisico-quimica da polpa de maracuja

Na tabela 5 sdo apresentados os valores de pH, teor de sdlidos soluveis (°Brix),
antividade antioxidante (umol/g) e perfil colorimétrico (luminosidade, (a) vermelho e (b)

amarelo) da polpa in natura de maracuja.

Tabela 5 — Caracterizacao fisico-quimica de polpa in natura de maracuja, cultivar BRS Ouro Vermelho
(EC-2-0).

Colorimetria

pH Soélidos Atividade
soliveis (°Brix) antioxidante Luminosidade a (Vermelho) b (Amarelo)
(Hmol.g™)
3,14 10,03 44,15 44,50 + 0,87 + 23,41

A regido sul do estado, busca a diversificacdo de culturas, alguns produtores
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rurais, Colonia S&o Manoel, interior de Pelotas/RS, estdo iniciando o cultivo do
maracuja, optando pela cultivar BRS Ouro Vermelho (EC-2-0).

De acordo com os resultados obtidos, o teor de solidos sollveis expressos em
°Brix encontra-se pouco abaixo do valor estabelecido pela legislacdo brasileira, na
Instrucdo Normativa 01/100 que é de 11°Brix. J& em relacdo ao pH obtido esta na faixa
estabelecida pela legislacéo, entre 2,7 a 3,8. Resultados semelhantes em relagéo ao
pH da polpa de maracuja da mesma cultivar foram encontrados por CITADIN et al
(2008) onde obtiveram um valor de pH 3,11., porém, com relacdo aos sélidos soluveis,
o valor encontrado foi superior (14°Brix) em relacdo ao presente estudo.

Com relacdo ao perfil colorimétrico da polpa de maracuja in natura os valores
positivos de a+ e b+ indicaram uma cor tendendo mais para o vermelho e amarelo,
indicando que o fruto estava maduro e em condi¢cdes de ser utilizado. A atividade
antioxidante apresentou valores semelhantes aos encontrados por Jauregui et al
(2007) maracuja (Passiflora mollisima),41,18 umol/g, e valores inferiores aos

encontrados por Vasco et al (2008), 70umol/g.

3. Estudo da viabilidade das Bactérias Acido Laticas durante o armazenamento do

iogurte sob refrigeragcéo

3.1 Determinacédo da populacdo estimada das culturas iniciadoras S. thermophilus

e L. bulgaricus

A contagem média das bactérias iniciadoras S. thermophilus e L. bulgaricus em
seus respectivos iogurtes (com e sem adicdo de polpa e farinha do albedo de maracuja
no periodo do 1° ao 21° dia de armazenamento sob refriageracdo, pode ser visualizada
na Figura 5 e Apéndice 4.

A partir da ANOVA verificou-se que existiam diferencas significativas (p<0,05) na
viabilidade de S. thermophilus e L. bulgaricus entre os tratamentos Y e YM (Apéndice
5), LABL e LABLM (Apéndice 6) e SBLA e SBLAM (Apéndice 7) durante o
armazenamento, pontualmente nos mesmos dias de analise. Porém, nao foi

constatada diferenca significativa (p>0,05) na viabilidade de S. thermophilus e L.
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bulgaricus (Apéndice 8 e Apéndice 9, respectivamente) do iogurte YM com o iogurte Y
nos dias de analise.

A contagem de S. thermophilus nos iogurtes Y e YM apresentou-se superior a
6LogUFC.mL™ de células viaveis durante o armazenamento, merecendo destaque para
o tratamento Y, onde a contagem de S. thermophilus no 1° dia esteve mais elevada,
com valores acima de 8LogUFC.mL™. Entretanto, no 7° dia houve uma reducéo de um
ciclo logaritmico dessa linhagem, que mesmo assim, permaneceu com contagens
superiores em relacdo ao tratamento YM.

A contagem de L. bulgaricus em ambos os tratamentos apresentou quantidade
de células viaveis inferiores quando comparadas a contagem de S. thermophilus. No
21°, a populacdo de L. bulgaricus forneceu contagens acima de 6LogUFC.mL™, em
ambos os tratamentos.

Apesar de verificar-se uma diminuicdo na contagem de L. bulgaricus ao longo do
armazenamento, sua viabilidade no iogurte Y manteve-se sempre superior em relacéo

ao iogurte YM.
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Figura 5 — Contagem média de viabilidade de S. themophilus e L. bulgaricus nos iogurtes Y e YM durante
21 dias de armazenamento sob refrigeracao.
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Na avaliacdo de S. thermophilus do iogurte LABL e LABLM verificou-se diferenca
significativa (p<0,05, Apéndice 10) no 1° dia de andlise em ambos os tratamentos,
porém, nao houve diferenca significativa (p>0,05) nos 7°, 14° e 21° dias de analise,
denotando que a diminuicao da viabilidade de S. thermophilus no iogurte LABLM néo foi
significativa em relacéo ao iogurte LABL a partir do 7° dia de analise.

Para a contagem de L. bulgaricus, verificou-se que ndo existiam diferencas
significativas (p>0,05, Apéndice 11) na viabilidade desse micro-organismo entre o0s
iogurtes LABL e LABLM nos 1°, 7°, 14° e 21° dias de analise.

A contagem de S. thermophilus permaneceu acima de 7LogUFC.mL™ até o 21°
dia de analise em ambos os tratamentos. A partir do 14° dia, L. bulgaricus teve uma
reducdo de um ciclo logaritmico em sua populacdo e permaneceu com contagens
acima de 6LogUFC.mL™ até o 21°dia nos iogurtes LABL e LABLM.

Para a contagem de S. thermophilus nos iogurtes SBLA e SBLAM verificou-se
gue ndo houve diferenca significativa (p>0,05, Apéndice 12) na viabilidade desse
micro-organismo entre os dois iogurtes nos 1°, 7°, 14° e 21° dias de analise.

Ao final de 21 dias de armazenamento observou-se que a contagem de S.
thermophilus tanto no iogurte SBLA quanto no iogurte SLABM permaneceu em torno de
7LogUFC.mL™.

No contagem final do numero de células viaveis da bactéria iniciadora S.
thermophilus atende aos valores estabelecidos pela legislacéo brasileira em vigor em
todos os iogurtes elaborados, com e sem adicdo de polpa e farinha do albedo de
maracuja. De acordo com os Padrées de Identidade e Qualidade (PIQ) de Leites
Fermentados, Resolucdo N° 5, 13 de novembro de 2000 (BRASIL, 2000) a contagem
total de bactérias lacticas viaveis deve ser no minimo de 7LogUFC.mL™ no produto
final, durante todo o prazo de validade.

A legislacao brasileira vigente exige que os leites fermentados apresentem uma
contagem minima de bactérias laticas viaveis de 6LogUFC.mL™ durante toda a sua vida
de prateleira e que as condi¢cbes de conservagcdo e comercializagdo dessas bebidas

nao ultrapasse 10°C, para garantir essa viabilidade celular (BRASIL, 2004).
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Com relacdo a cultura iniciadora L. bulgaricus, a contagem final apresentou
valores inferiores ao estabelecido pela legislacdo. Ressalta-se que a legislacdo nao
separa 0S micro-organismos, portanto, na enumeracao geral as amostras de iogurtes
estavam de acordo com os padrdes preconizados.

Estudos tém mostrado que as bactérias do iogurte (S. thermophilus e L.
bulgaricus) sobrevivem bem no produto durante a vida de prateleira (DONKOR et alii,
2006). O L. bulgaricus € o principal responséavel pela pés-acidificacdo dos iogurtes, mas
por outro lado, contribui consideravelmente para a producdo de compostos aromaticos,
especialmente o acetaldeido, caracteristico do iogurte (GUYOT, 1992).

De acordo com Tamime e Robinson (1991) o valor de pH implica na atividade
metabdlica das bactérias, podendo favorecer um determinado grupo, em detrimento do
outro. No caso do iogurte, bactérias do género Lactobacillus crescem e toleram valores
de pH mais baixos do que as pertencentes ao género Streptococcus.

Segundo Lourens-Hattingh e Viljoen (2001), uma excessiva poés-acidificacdo
(acidificacdo indesejada ao produto) ocorre, principalmente, devido ao crescimento
incontrolavel de L. bulgaricus nas temperaturas de refrigeracdo e a baixos valores de
pH. Portanto, as industrias fabricantes de culturas lacticas fornecem culturas
tradicionais de iogurte com uma menor concentracdo de L. bulgaricus e uma maior
concentracdo de S. thermophilus. A reducédo na contagem de L. bulgaricus no produto
final contribui para diminuir a pés-acidificacdo do iogurte durante a vida de prateleira.
Isto € importante tanto para garantir ao produto final um sabor suave, quanto para evitar

efeitos adversos do pH baixo sobre as bactérias probitticas (DAVE e SHAH, 1997b).

3.2 Determinacado da populacédo estimada das bactérias probiéticas Lactobacillus

acidophilus e Bifidobacterium spp.

A contagem média das bactérias probidticas B. lactis, B. Bb-12 e L. acidophilus
em seus respectivos iogurtes (com e sem adicdo de polpa e farinha do albedo de
maracuja no periodo do 1° ao 21° dia de armazenamento sob refrigeracéo, pode ser
visualizada nas Figuras 6 e 7 e no Apéndice 13.
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Através das analises realizadas, verificou-se que ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) na viabilidade das bactérias probioticas B. lactis e L. acidophilus
(Apéndice 14 e Apéndice 15, respectivamente) dos iogurtes LABL e LABLM durante
os dias de analise.

A cultura probiotica B. lactis apresentou crescimento satisfatorio, com contagens
em torno de 7LogUFC.mL™? durante todo o periodo de andlise, em ambos os
tratamentos.

L. acidophilus foi considerada a cultura menos estavel dentre os probioticos nos
dois tratamentos. O iogurte LABL apresentou contagens acima de 7LogUFC.mL™" no 1°
dia, porém sua populagdo reduziu de um ciclo logaritmico entre os 1° e 7° dias de
anélise, permanecendo com contagens acima de 6LogUFC.mL™. Do 14° ao 21° dia, L.
acidophilus apresentou crescimento insatisfatério, sua populacdo reduziu um ciclo
logaritmico, permanecendo com valores em torno de 5LogUFC.mL™. J& no iogurte
LABLM, L. acidophilus também apresentou algumas variacdes, sendo que contagens
acima de 7LogUFC.mL™ foram obtidas no 1° dia de andlise, porém uma posterior
reducdo de um ciclo logaritmico ocorreu entre os 7° e 14° dias. Essa diminuicéo foi
igualmente repetida entre os 14° e 21° dias de analise, quando a populacdo atingiu
contagens acima de 5LogUFC.mL™.
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Figura 6: contagem média de viabilidade de S. thermophilus, L. bulgaricus, B. lactis e L. acidophilus nos
iogurtes LABL e LABLM durante 21 dias de armazenamento sob refrigeracéo.

Constatou-se também que ndo houve diferenca significativa (p>0,05) na
viabilidade de B. Bb-12 e L. acidophilus (Apéndice 16 e Apéndice 17,
respectivamente) dos iogurtes SBLAM e SBLA nos periodos 1°, 7°, 14° e 21° dia de
andlise.

De todas as bactérias probioticas adicionadas, tanto em iogurtes com adicao de
polpa e farinha do albedo de maracuja quanto em iogurte sem adicéo de polpa e farinha
do albedo de maracuja, a cultura B. Bb-12 (SBLA) foi a que apresentou maior
viabilidade até o 21° dia anélise., com contagens de mais de 6LogUFC.mL™. Observou-
se gue a viabilidade de B. Bb-12 em ambos os tratamentos (SBLA e SBLAM) foi
semelhante até o 14°dia de analise, com populacdes em torno de 7LogUFC.mL™.
Porém, no 21° dia, seu crescimento no iogurte SBLAM apresentou uma redugédo de um
ciclo logaritmico, mantendo-se em torno de 6LogUFC.mL™. Resultados semelhantes
foram encontrados por Silva (2007) em iogurtes probidticos com adicao de prebidticos.

A contagem da cultura L. acidophilus nos dois iogurtes apresentou semelhanca
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durante todo o periodo de armazenamento. Apesar da diminuicdo de um ciclo
logaritmico entre o 7° e 14° dia de andlise, em ambos os tratamentos, esta cultura
apresentou viabilidade até o 21°dia, mantendo-se em torno de 6UFC.mL™ nos iogurtes
SBLA e SBLAM.
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Figura 7: Contagem média de viabilidade de S. thermophilus, L. acidophilus e B.Bb-12 lactis nos iogurtes

SBLA e SBLAM durante 21 dias de armazenamento sob refrigeracéo.

A atividade metabdlica de L. bulgaricus e S. thermophilus durante a
armazenagem resulta na producgéo de &acidos organicos que futuramente podem afetar
a viabilidade das células probitdticas (DONKOR et al, 2006). Embora L. acidophilus
tolere a acidez, um rapido decréscimo no seu numero foi observado nos iogurtes LABL
e LABLM (ambos contendo as duas bactérias iniciadoras) quando comparado aos
iogurtes SBLA e SBLAM (ambos contendo somente S. thermophilus), sendo que em
LABL e LABLM a populacao de L. acidophilus atingiu valores proximos a 6LogUFC.mL"

! contagem suficiente para promover efeitos terapéuticos & saide do consumidor.
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Resultados semelhantes foram encontrados também por Saccaro (2008) em leites
fermentados contendo L. acidophilus, B. lactis, S. thermophilus e L. bulgaricus. Em seu
experimento, L. acidophilus atingiu populacdes menores que 5LogUFC.mL™* entre 0 7° e
14° dia de armazenamento.

Resultados semelhantes a contagem de B. lactis foram encontrados por
Kailasapathy (2008) em iogurtes adicionados de polpa de maracuja, porém em seus
estudos a viabilidade de L. acidophilus mostrou-se superior em relacdo a B. lactis.

Zacarchenco e Massanguer-Roig (2004) constataram a reducdo de dois ciclos
logaritmicos nas contagens de L. acidophilus, quando associado a S. Thermophilus e B.
longum, ao final da estocagem do leite fermentado em cultura mista. Vinderola
Mocchiutti e Reinheimer (2002) consideraram o L. acidophilus, a estirpe mais inibida no
iogurte em cultura mista em relacdo as demais bactérias acido laticas avaliadas (S.
thermophilus, L. bulgaricus, Lactococcus lactis, L. casei e Bifidobacterium spp.).

Gillland e Speck (1977) consideram o perdéxido de hidrogénio, substancia
resultante do metabolismo do L. bulgaricus, o principal agente responsavel pela
diminuicdo da viabilidade do L. acidophilus em cultura mista no iogurte. A partir desse
resultado, esses pesquisadores concluiram que o iogurte ndo deve ser considerado um
meio adequado para a inoculacdo de L. acidophilus, ja que, devido ao longo periodo de
estocagem, ndo € possivel considera que o L. acidophilus sobreviva em contagem
suficiente para beneficiar a microbiota intestinal.

Segundo Matto et al. (2006), Bifidobacterium lactis é a espécie mais utilizada em
aplicacOes probidticas, j& que o crescimento desde probidtico apos fermentacao fornece
produtos com maior estabilidade durante estocagem.

Gueimonde et al. (2004), relataram que as linhagens de B. lactis sdo bastante
utilizadas em produtos probidticos na Europa devido a grande resisténcia desta espécie
em meios acidos e sob condicdes de estresse oxidativo. Contudo, mesmo as bactérias
B. lactis consideradas estaveis podem apresentar limitacdes e deficiéncias tecnologicas
para aplicacbes na industria (Mattila-Sandholm et al., 2002). Por conta desses fatores,
Yolanda (2007) sugere um método alternativo para aumentar a estabilidade e
viabilidade das bifidobactérias, que pode ser desenvolvido através de aplicacdes

prolongadas desde micro-organismo em meios altamente acidos. As mudancas
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fenotipicas e o aperfeicoamento das propriedades biologicas estimulardo o aumento da
resisténcia de novas linhagens probioticas para utilizagdo comercial.

Diante dos resultados obtidos constata-se que a adicdo de polpa e farinha do
albedo de maracuja no iogurte ndo mostrou efeito negativo nem positivo sobre as

bactérias probitticas, apos 21 dias de armazenamento sob refrigeragéo.

4 Valores de pH e acidez expressa em graus Dornic (°D) durante o

armazenamento sob refrigeracao

Os valores médios de pH e acidez (°Dornic) dos iogurtes Y, YM, LABL, LABLM,
SBLA, SBALM nos 21 dias de armazenamento, podem ser observados na Figura 8 e no
Apéndice 18.

Verificou-se que houve diferenca significativa (p<0,05) nos valores de pH e
acidez de todos os iogurtes durante o periodo de armazenamento. Foram constatadas
diferencas significativas (p<0,05, Apéndice 19) no 1° e 7° dia de armazenamento do
iogurte YM em comparacdo com o iogurte Y, porém, ndo houve diferenca significativa
entre 0 14° e 21° dia de analise nas mesmas condi¢oes.

A partir da andlise realizada, pode-se inferir que a diminuicdo do pH do iogurte
YM no 1° e 7° dia de andlise foi mais acentuada em compara¢do com o iogurte Y e que
no 14° e 21° dia de armazenamento o pH nos dois tratamentos apresentavam valores

relativamente proximos.
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Figura 8: Valores médios de pH dos iogurtes Y e YM elaborados com culturas iniciadoras S. thermophilus
e L. bulgaricus durante o armazenamento sob refrigeracéo.

Foram constatadas diferencas significativas (p<0,05) da acidez do iogurte Y em
comparacao com o iogurte YM no 1°, 7° e 14° dia de armazenamento, porém nao
houve diferenca significativa no 21°dia de analise. A partir da andlise realizada, pode-se
inferir que 0 aumento da acidez do iogurte YM foi mais significante até o 14° dia de

analise quando comparado ao iogurte Y (Apéndice 20 e Figura 9).
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Figura 9: Valores médios de acidez expressos em °Dornic dos iogurtes Y e YM elaborados com culturas
iniciadoras S.thermophilus e L. bulgaricus durante o armazenamento sob refrigeracéo.

Com relacdo aos valores de pH e acidez (Apéndice 21 e Apéndice 22,
respectivamente) de LABL e LABLM, verificou-se que houve diferenga significativa
(p<0,05) nos 1°, 7°, 14° e 21° dias de andlise (Figura 10). Pode-se inferir que o pH foi
significativamente maior no iogurte LABL em comparacdo ao iogurte LABLM. Com
relacdo a acidez, também houve diferenca significativa entre os valores de acidez do
iogurte LABL e do iogurte LABLM nos 1°, 7°, 14° e 21° dias de armazenamento. A partir
dessa andlise, pode-se inferir que os valores de acidez do iogurte LABLM foram
superiores em relagcéo aos valores de acidez do iogurte LABLA, quando comparados no

1°, 7°, 14° e 21° dia de armazenamento (Figura 11).
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Figura 10: Valores médios de pH dos iogurtes LABL e LABLM elaborados com culturas iniciadoras S.

thermophilus e L. bulgaricus e culturas probiéticas B. lactis e L. acidophilus durante o armazenamento
sob refrigeracéo.
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Figura 11: Valores médios de acidez expressos em °Dornic dos iogurtes LABL e LABLM elaborados com

culturas iniciadoras S. thermophilus e L. bulgaricus e culturas probiéticas B. lactis e L. acidophilus durante
0 armazenamento sob refrigeracéo.

Através das analises realizadas verificou-se que existe diferenca significativa
(p<0,05, Apéndice 23) nos valores de pH nos iogurtes SBLA e SBLAM em todos os
dias de analise (1°, 7°, 14° e 21°). A partir dessa analise, pode-se concluir que o pH do
iogurte SBLAM foi significativamente inferior quando comparado ao iogurte SBLA em
todos os dias de andlise ( Figura 12).

Com relagdo a acidez verificou-se que houve diferenca significativa (p<0,05,
(Apéndice 24) entre os valores de acidez dos iogurtes SBLA e SBLAM no 1°, 7° e 14°
dia de analise. A partir do 21° dia de analise ndo houve diferenca significativa (p>0,05)
entre a acidez do iogurte SBLA e SBLAM. A partir da andlise realizada, pode-se inferir
gue a acidez do iogurte SBLAM foi significativamente superior, até o 14° dia de andlise,
em comparacdo ao iogurte SBLA. No 21° dia de analise, embora a acidez do iogurte

SBLAM ainda permanecesse maior em relacéo ao iogurte SBLA, essa diferenca nao foi
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significativa (Figura 13).
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Figura 12: Valores médios de pH dos iogurtes SBLA e SBLAM elaborados com a cultura iniciadora S.
thermophilus e culturas probidticas B. Bb-12 e L. acidophilus durante o armazenamento sob refrigeracao.



83

140

135 t

130 }

125 t

120 t

Acidez (°Dornic)

115 ¢

110 }

105

Dias
—— Sem adicdo de polpa e pectina -+ Com adi¢do de polpa e pectina

Figura 13: Valores médios de acidez expressos em °Dornic dos iogurtes SBLA e SBLAM elaborados com
a cultura iniciadora S. thermophilus e culturas probiéticas B. Bb-12 e L. acidophilus durante o
armazenamento sob refrigeracao.

Ao comparar os valores de pH e acidez expressa em °Dornic obtidos no final da
fermentacao e os obtidos durante o periodo de estocagem, verificou-se que houve um
decréscimo do valor de pH e aumento da acidez expressa em °Dornic durante o
armazenamento refrigerado de todos os iogurtes devido a continua producao de acidos
pelas bactérias lacticas. Nos iogurtes onde constava a adi¢cdo de polpa de maracuja,
esses valores eram mais relevantes.

Dos iogurtes probidticos, LABLM foi o iogurte que apresentou maior acidez, com
valores de 143,00°D, porém quando comparado iogurte YM (146,17°D) apresentou
acidez um pouco menor. Ja o iogurte sem adicdo de polpa e farinha do albedo LABL
atingiu valores superiores comparado ao iogurte Y.

A menor acidez constada foi a do iogurte SBLA, com valores de 129,8°D, pouco
menor que o iogurte Y, que apresentou 130°D.

Com relacdo aos valores de pH, o iogurte LABLM apresentou o menor pH (4,16)
de todos os iogurtes probioticos, porém ndo apresentou pH menor quando comparado
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ao iogurte YM (4,10). Ja o iogurte LABL apresentou o maior pH (4,31) entre os iogurtes
probiéticos e também quando comparado ao iogurte Y (4,14).

Segundo Beal et al (1999) os iogurtes estdo sujeitos ao decréscimo de pH e
aumento da acidez durante a estocagem refrigerada, isso devido a atividade das
bactérias durante a estocagem do produto.

Estudos anteriores tem relatado que o fator mais importante que contribui na
perda da viabilidade das células sdo a diminuicdo do pH durante o armazenamento
(p6s acidificacdo) e o acumulo de acidos organicos como produto de crescimento e
fermentacdo (HOOD & ZOTTOLA, 1998; SHAH, 2000).

A atividade metabdlica de L. bulgaricus e S. thermophilus durante a
armazenagem resulta na producéo de acidos organicos que futuramente podem afetar
a viabilidade das células probidticas (DONKOR et alii, 2006). Embora L. acidophilus
tolere a acidez, um rapido decréscimo no seu numero foi observado sob condi¢des
acidas. Bifodobactérias ndo sédo tdo tolerantes ao acido quanto L. acidophilus; o
crescimento dos Ultimos organismos cessa a um pH menor que 4,0, enquanto o
crescimento de Bifidobacterium sp. € retardado a pH abaixo de 5,0 (SHAH &
LANKAPUTHRA, 1997). No presente estudo aconteceu exatamente o contrario, a

viabilidade de Bifidobacterium sp mostrou-se elevada em comparacao a L. acidophilus.

5. Caracterizacao fisico-quimica do iogurte

Os valores médios de umidade, gordura e cinzas dos iogurtes avaliados no
21°dia de armazenamento sdo apresentados na Tabela 6. Os valores encontrados
foram inferiores ao de Cunha et al. (2009) em leite fermentado sem adi¢éo de soro de

leite.
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Tabela 6 - Valores de umidade, cinzas e gordura nos iogurtes, apés 21 dias de armazenamento sob

refrigeracéo.

logurte Umidade (%) Cinzas (%) Gordura (%)
Y 77 0,81 3,05
YM 75 0,83 3,00

LABL 78 0,82 3,10

LABLM 77 0,80 3,2

SBLA 74 0,81 3,04

SBLAM 79 0,79 3,06

Os resultados de cinzas e umidade foram semelhantes ao encontrado por Silva
(2007). Os percentuais de umidade e de cinzas teor de umidade apresentaram valores
proximos aos estabelecidos para a principal matéria-prima do iogurte, o leite.

Quanto ao teor de gordura, os percentuais encontrados estdo de acordo com a
legislacdo brasileira em vigor que estabelece para iogurtes integrais uma faixa de 3,0 a
5,9% (BRASIL, 2000).

6. Determinacdo da viscosidade

Pela determinagdo da viscosidade todas as amostras de iogurte analisadas

tiveram, conforme esperado, comportamento ndo Newtoniano. Os resultados podem ser

vistos na Tabela 7.
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Tabela 7 — Valores médios de viscosidade das amostras de iogurte a 15° C, expressa em mPa.s* em
diferentes taxas de cisalhamento.

Amostras Taxa de cisalhamento
10s™ 30s™ 60 s~ 100 s™

Y 172 116 129 123
YM 80,5 57 67,3 94,3
LABL 260 236 218 179
LABLM 252 169 106 71,3
SBLA 474 382 262 186
SBLAM 229 159 67,7 51,0

A amostra de iogurte SBLA foi a mais viscosa ou consistente, em todas as taxas
de cisalhamento. A amostras SBLAM, LABLM e LABL tiveram, na taxa de 10 s,
viscosidades equivalentes e que corresponderam a segunda maior viscosidade neste
cisalhamento. Entretanto, tiveram comportamento diverso com aumento da viscosidade.
Na amostra YM verificou-se a menor viscosidade, em todas as taxas de cisalhamento

analisadas.

As amostras SBLAM, LABLM, YM e Y foram, inicialmente, as mais
pseudoplasticas, ou seja, tiveram maior diminuicdo da viscosidade com o aumento da
tensdo de cisalhamento (Rodrigues, 1975); entretanto, com excecdo da SBLAM e
LABLM, ndo mantiveram este comportamento com o aumento da taxa de cisalhamento.
Ja a amostra LABL teve a menor pseudoplasticidade. A amostra SBLA, embora nao
tenha tido a maior pseudoplasticidade, manteve este comportamento durante toda a
faixa de cisalhamento analisada, o que é importante, ja que a faixa de cisalhamento em
questao simula o que ocorre durante a mastigacao e degluticdo. Na amostra YM, no
intervalo entre as taxas de 30 e 100 s™, verificou-se o indesejado comportamento
dilatante, quando ocorre o aumento da viscosidade com o aumento da tensdo de
cisalhamento (Rodrigues, 1975). A influéncia da pseudoplasticidade sobre as
qualidades sensoriais do produto estd relacionada com a reducdo da viscosidade

durante a mastigacdo, diminuindo a sensacdo de gomosidade, e possibilitando uma
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melhor percepcdo do sabor (CHALLEN, 1993), caracteristicas estas que potencializam
a aceitacdo do produto. Deste modo, pode-se afirmar que a amostra SBLA apresentou
os resultados mais desejaveis. Diferentes fatores tecnologicos influenciam as
propriedades reoldgicas dos iogurtes como: (a) fatores envolvidos durante a preparacao
da base lactea e seu tratamento térmico; (b) temperatura de incubacéo e tipo de cultura
empregada e (c) processo de resfriamento (Penn; Convert; Oliveira, 2006)

Conclui-se que a amostra SBLA, foi a mais viscosa ou consistente, tendo
comportamento pseudoplastico em toda faixa de cisalhamento analisada.

Entre os tratamentos observou-se que todos os tratamentos adicionados de
polpa e farinha do albedo de maracuja, apresentaram menores valores de viscosidade.
Segundo Garcés (1968) uma das alteracbes que se pode observar nos produtos
elaborados a base de frutas € a textura. Essa alteracdo é originada geralmente pela
acdo de enzimas hidroliticas da pectina, especialmente a pectinesterase.

7. Determinacdo da sinérese

A sinérese espontanea € o produto da contracdo de um gel sem a aplicagcédo de
uma forca externa e esta relacionada com a instabilidade da rede do gel (por exemplo,
rearranjos em grande escala) resultando na perda da habilidade de reter a fase aquosa
(LUCEY, 2002).

As varia¢cfes no perfil de sinérese dos iogurtes, em funcao da adicdo ou nao de
polpa e farinha do albedo de maracuja e das combinacfes das bactérias probidticas

podem ser observadas na Tabela 8 e Figura 14.

Tabela 8 — indice de sinérese nas amostras de iogurte.

Sinérese (%)

logurte Y YM LABL LABLM SBLA SBLAM

Média 16,40 17,29 9,65 11,29 14,84 16,69
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De acordo com as analises realizadas, verificou-se que houve diferenca
significativa (p<0,005 Apéndice 25 e Apéndice 26) do indice de sinérese entre o
iogurte YM e o iogurte LABL no 21° dia de armazenamento. Pode-se inferir que o indice
de sinérese do iogurte YM é superior em relacdo ao iogurte LABL, o que significa que
LABL apresentou capacidade de retencdo de soro significativamente maior, pois
apresentou indices de sinérese menor.

Os iogurtes onde constava a adicdo de bactérias probidticas, o indice de
sinérese apresentou-se menor quando comparado ao iogurte sem adicdo de bactérias
probidticas, tal fato pode estar relacionado com a temperatura de incubacao, ja que a
temperatura de incubacédo dos iogurtes probioéticos era de 37°C e 42°C para 0s iogurtes
sem probidticos. Em todos os tratamentos o indice de sinérese apresentou resultados
inferiores ao de Landim (2011) em bebidas lacteas com adicdo de diversos tipos de
espessantes.

As propriedades fisicas do iogurte, incluindo a separacdo do soro (sinérese),
apresentam um papel importante na qualidade do produto e aceitacdo pelo consumidor.
A separacdo do soro na superficie do produto é considerada o principal defeito na
producéo do iogurte (SANDOVAL-CASTILLA et al., 2004). As causas mais comuns para
a ocorréncia da sinérese incluem a utilizacdo de alta temperatura de incubacéo, altas
concentracbes de proteinas do soro em relacdo as caseinas, baixa concentracao de
sélidos totais e alteracao fisica do produto durante o armazenamento e distribuicdo
(LUCEY, 2004). Para evitar este tipo de problema, pode-se realizar o enriquecimento do
contetdo de matéria seca e/ou do conteudo protéico do leite antes da fermentacéo
(LORENZEN et al., 2002).

Apesar de Walsh-o’grady et. al., (2001) e Lee e Lucey (2004) relatarem que as
causas da sinerése ainda ndo sdo bem compreendidas, este defeito poderia ser
creditado a acdo conjunta de varios fatores. Portanto, resultados relativos a sinerese
sao influenciados conjuntamente pelo tipo de matéria-prima (Gonzalez-Martinez et. al.,
2002; Bertrand e Turgeon, 2007), tipo de proteina presente (Piyasena e Chambers,
2003; Sodini et. al., 2006), pelos valores do pH (Piyasena e Chambers, 2003) e da

acidez (Guler-Akin e Akin, 2007) apresentados pelas bebidas lacteas avaliadas.
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As bactérias acido laticas utilizadas em produtos lacteos sintetizam &acidos
graxos de cadeia curta, vitaminas e exopolissacarideos (EPS) (SHENE e BRAVO,
2006), sendo que EPS tem uma importante funcdo como agente natural para melhorar
a reologia de produto fermentado, como estabilizador fisico e para reter agua e limitar a
sinérese (DUBOC e BEA, 2001).
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Figura 14 — Valores médios de indice de sinérese dos iogurtes Y, YM. LABL, LABLM, SBLA e SBLAM no
21° dia de analise.

8 Determinacé&o da atividade antioxidante

Os valores médios de atividade antioxidante da polpa de maracuja e dos iogurtes

podem ser observados na figura 15.

N&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre a atividade antioxidante dos
iogurtes com adicdo de polpa e farinha do albedo de maracuja e dos iogurtes sem

adicao de polpa e farinha do albedo de maracuja. A partir dessa analise, pode-se inferir
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que a adicdo de polpa de maracuji nos iogurtes YM, LABLM e SBLAM néo interferiu

significativamente na atividade antioxidante.

Para obter uma quantidade significativa de atividade antioxidante nos iogurtes
adicionados de polpa e farinha do albedo de maracuja, recomenda-se adicionar um
percentual acima de 6%, jA que esse percentual apresentou baixos valores de atividade
antioxidante no iogurte quando comparado a atividade antioxidante da polpa. Porém

deve-se levar em consideracéo o pH e a acidez final do iogurte.

A titulo de comparacao, ndo foram encontrados trabalhos onde comparava-se a
atividade antioxidante entre polpa de frutas in natura e produtos adicionados das

mesmas.
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Figura 15: Atividade antioxidante de polpa de maracuja in natura e dos iogurtes YM, LABLM, SBLAM, Y,

LABL e SBLA no 21° dia de armazenamento sob refrigeracao.
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*Atividade antioxidante equivalente ao Trolox

9 Analises microbioldgicas do iogurte

Na pesquisa de coliformes totais e termotolerantes no iogurte SBLAM, nao foi
observada presenca de gas em nenhum dos tubos contendo caldo Lauril Sulfato de
Sodio com tubos de Durhan invertidos. Por isso, somente a Prova Presuntiva foi
realizada durante essa analise.

Os resultados obtidos indicam auséncia de coliformes totais e termotolerantes no
iogurte no segundo dia de estocagem sob refrigeragcdo. Tais resultados indicam
qualidade higiénica satisfatria durante todo o processo de producdo e armazenamento
do iogurte, obtendo assim qualidade microbiolégica exigida pela Instrucdo Normativa n°
46 (Brasil, 2007) que estabelece como critério microbiolégico para iogurtes no momento
da producéo, um limite maximo de coliformes a 45°C de até 10 NMP/g (NUumero Mais
Provavel) e de 100 NMP/g para coliformes a 30°C/g e RDC n° 12 (BRASIL, 2001) que
estabelece que o iogurte ndo pode conter mais que 10 NMP/g de coliformes
termotolerantes.

Com relacéo a pesquisa de bolores e leveduras, ndo foi observado crescimento
nas placas, indicando auséncia de bolores e leveduras no iogurte no segundo dia ap6s
a fermentacdo e qualidade exigida pela Instrucdo Normativa n° 46 (Brasil, 2007), que
permite até duas amostras entre cinco com contagens entre 50 a 200 UFC/g e
demonstraram que ndo ocorreu contaminacdo ambiental ou por manipulacdo com

esses micro-organismos.

10 Avaliacao sensorial

Na Figura 16 estdo os valores médios de cor, aroma, sabor, consisténcia e

impressao global do iogurte SBLAM atribuidos pelos provadores.
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A partir da ANOVA verificou-se que houve diferenca significativa (p<0,05) em
relacdo aos atributos sensoriais avaliados no iogurte SBLAM. Verificou-se que a
consisténcia diferiu significativamente (p<0,05, Apéndice 27) entre os atributos
impressao global, sabor e cor e ndo diferiu significativamente entre o aroma (p>0,05).
Através dos resultados obtidos, pode-se inferir que a consisténcia e o aroma foram os

atributos sensoriais com menor aceitagao pelos provadores.
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Impresséo Global Aroma Sabor Cor Consisténcia

Atributos Sensoriais

Figura 16 - Valores médios dos atributos sensoriais cor, aroma, sabor, consisténcia e impressao global do
iogurte SBLAM.

Os valores médios das notas apresentadas para os diferentes atributos avaliados
foram correspondentes a gostei moderadamente/gosteimuto, sendo o sabor o atributo
sensorial com a maior média (7,99), seguido de impressao global (7,95), cor (7,89),
aroma (7,71) e por ultimo a consisténcia (7,41).

De acordo com os resultados obtidos na andlise sensorial constatou-se que o
iogurte com polpa e farinha do albedo de maracuja elaborado com culturas probiéticas

teve boa aceitacdo pelos provadores.
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A andlise sensorial é efetiva no controle de qualidade de produtos alimenticios,
prevendo a aceitacdo ou rejeicdo destes produtos pelo publico consumidor, definindo o
Seu sucesso ou insucesso mercadolégico (FERREIRA et. al., 2000).

O corpo do iogurte € devido, principalmente aos ingredientes acrescentados
durante o processo de fabricacdo. Deve possuir suficiente viscosidade para resistir ao
manuseio normal durante todo o processo e armazenamento. A contragdo do coagulo e
a separacdo do soro durante o envase sado considerados defeitos do corpo. A
separacdo do soro ndo é apenas prejuizo na aparéncia visual, mas também revela
problemas de corpo e textura do produto (PINHEIRO, 2003).

A aparéncia global é traduzida pelo “conjunto”, relativa a primeira impressao
causada pelo produto como um todo, sem representar a média das notas das outras
caracteristicas avaliadas.

O sabor e aroma do iogurte dependem inteiramente da cultura e de seu
metabolismo durante a fermentagdo. Sabores e odores estranhos sdo geralmente
causados por subprodutos da fermentacdo inadequada. Estes atributos devem-se ao
acido lactico e em quantidades muito pequenas de acetaldeido, diacetil e acido acético
e dependem também do tipo e da qualidade dos ingredientes utilizados na mistura do
iogurte, do tempo e da temperatura de fermentacédo (VEDAMUTHU,1991Db).

De acordo com os resultados obtidos na andlise sensorial constatou-se que o
iogurte com polpa e farinha do albedo de maracuja elaborado com culturas probiéticas

teve boa aceitacdo pelos provadores.
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CONCLUSAO

Através dessa pesquisa foi possivel concluir que:

A viabilidade das culturas probiéticas durante o armazenamento apresentou-se
em conformidade com a Legislacdo vigente, porém, L. acidophilus quando em
combinagdo com Bifidobacterium Bb-12 e L. bulgaricus apresentou contagens
maiores quando comparado em combinacdo com B. lactis e as bactérias
iniciadoras, demonstrando dificuldades de crescimento. J& as bactérias do
género Bifidobacterium apresentaram contagens elevadas em todos os iogurtes
probidticos;

A adicdo de polpa e farinha do albedo de maracuja ndo afetou significativamente
a viabilidade das culturas probioticas;

A adicéo de polpa e farinha do albedo de maracuja afetou significativamente os
valores de pH e acidez, porém ndo interferiu nos valores de proteina, gordura,
cinzas e umidade. Ja a viscosidade e o indice de sinérese podem ter sidos
influenciados pela adicdo de polpa e farinha do albedo de maracuja devido a
mudanca do pH dos iogurtes.

A adicdo de 6% de polpa de maracujd no iogurte ndo apresentou diferenca
significativa para manter uma atividade antioxidante elevada no iogurte em
comparacao a polpa in natura;

Com relacédo a analise sensorial, o iogurte com polpa e farinha do albedo de
maracuja adicionado de bactérias probioticas teve boa aceitacdo pelos

consumidores, sendo o sabor o atributo sensorial com maior média.
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TESTE DE ACEITACAO

Nome:

Data: /[

Vocé esta recebendo uma amostra de iogurte probidtico sabor maracuja. Por favor,

avalie a amostra e use a escala abaixo para indicar o quanto vocé gostou ou desgostou

da amostra.

9- gostei extremamente

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 extremamente

Impresséo global ----
Aroma ----

Sabor ----

Cor ----

Consisténcia ----

Comentarios: I

Figura 1- Modelo da Ficha Sensorial utilizada na andlise sensorial de iogurte probiético.
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APENDICE 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Eu, Vagna Aparecida Pereira Freire, estou juntamente com uma equipe inter
institucional de pesquisadores, desenvolvendo a pesquisa Viabilidade de culturas
probidticas de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. em iogurte adicionado de
polpa e farinha do albedo de maracuja (Passiflora edulis), com o objetivo de
desenvolver iogurtes probidticos adicionado de polpa e farinha do albedo de maracuja,
visando estudar a interacao entre diferentes micro-organismos probiéticos,analisando a
viabilidade destes quando permanecem em um mesmo ambiente e caracterizar este

produto fisico-quimico, microbiolégico e sensorialmente.

O produto elaborado, iogurte probidtico, leva na sua formulacdo: leite UHT
desnatado, acucar refinado, polpa e farinha do albedo de maracuja e as seguintes
culturas comerciais: culturas tradicionais do iogurte (Streptococcus delbrueckii subesp
thermophilus e Lactobacillus bulgaricus) e culturas probiéticas Bifidobacterium lactis,
Lactobacillus casei e Lactobacillus acidophilus. Apés o processamento, o produto sera
armazenado sob refrigeracdo, sendo que nos tempos 1, 7, 14 e 21 serdo realizadas
analises microbioldgicas e fisico-quimica do produto. Ap6s o término das analises, sera
feita a andlise sensorial, que consistira da degustacdo do produto por provadores ndo
treinados, com a finalidade de saber sua aceitacdo. Ressalta-se que tal analise nao
oferece nenhum tipo de risco nem desconfortos a saude do provador, ao contrario, como
se trata de um produto probidtico, inUmeros beneficios podem ser proporcionados ao
consumidor uma vez que seu consumo seja constante. Declara-se também que a analise
sensorial sera realizada somente se os resultados das andlises microbiolégicas de
controle de qualidade estiverem de acordo com os padrdes estabelecidos pela legislacéo
vigente, garantindo, dessa forma que o provador ird consumir um produto seguro e de
gualidade. Esclarecimentos sobre a pesquisa serdo fornecidos sempre que se fizer

necessario.
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Se vocé estiver de acordo em participar, posso garantir que as informagdes
fornecidas seréo confidenciais e s6 serdo utilizadas nesta pesquisa.

Pesquisador responsavel: Vagna Aparecida Pereira Freire

Eu, , fui esclarecido(a)

sobre a pesquisa Viabilidade de culturas probioticas de Lactobacillus spp. e
Bifidobacterium spp. em iogurte adicionado de polpa e farinha do albedo de
maracuja (Passiflora edulis) e concordo que os dados da minha avaliacdo sensorial

do iogurte probiético sejam utilizados na realizacdo da mesma.

Assinatura: RG :

Pelotas, / /

Figura 2 - Modelo de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PELOTAS, 19 de outubra de 2011.

PARFECER N“ 22572011

O projeto de pesquisa ntitulade “Viabilidade de culturas probidticas de
Lactobacillus spp. e Bifidobacterium ssp. em iogurte adicionado de polpa ¢ pectina de
maracuji (Passiflora edulis)” esi constituido de forma adequada, cumprindo, na suas
plenitudes preceitos éticos estabelecidos por este Comité e pela legslacio vigente,
recebendo, portanto, PARECER FAVORAVEL 4 sua execugin,

o — > A

— C e o [Ny M)
Prof. Renato Fabricio de Andrade Waldemarin
Vice-Coordenador do CEF/FO/UFPel

Figura 3- Documento comprobatério de Parecer pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Odontologia da UFPel
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Tabela 1 - Contagem média de bactérias probidticas nos iogurtes LABL, LABLM, SBLA e SBLAM no
periodo do 1° ao 21° dia de armazenamento.

Contagem média de bactérias iniciadoras (LogUFC.mL™)

logurte Y
Dias St

1° 8,48
7° 7,75
14° 7,67
21° 7,57

Lb

8,12
7,34
6,96
6,85

St

7,94
7,65
7,34
7,23

YM

Lb

7,80
7,24
6,83
6,70

St

8,31
7,84
7,74
7,68

LABL

Lb

7,89
7,38
6,90
6,80

St

7,83
7,66
7,56
7,40

LABLM

Lb

7,75
7,31
6,76
6,53

SBLA

St

8,92
8,25
7,83
7,75

SBLAM
St

8,43
7,61
7,47
7,37

Y = logurte sem adicdo de polpa e farinha do albedo de maracujd contendo S. thermophilus e L.

bulgaricus

YM = logurte com adi¢cdo de polpa e farinha do albedo de maracuja contendo S. thermophilus e L.

bulgaricus

LABL = logurte sem adi¢cdo de polpa e farinha do albedo de maracuja contendo S. thermophilus, L.

bulgaricus, B. lactis e L. acidophilus

LABLM = logurte com adi¢@o de polpa e farinha do albedo de maracuja contendo S. thermophilus, L.

bulgaricus, B. lactis e L. acidophilus

SBLA = logurte sem adicdo de polpa e farinha do albedo de maracuja contendo S. thermophilus, B. Bb-

12 e L. acidophilus

SBLAM = logurte com adi¢éo de polpa e farinha do albedo de maracuja contendo S. thermophilus, B. Bb-

12 e L. acidophilus

St = Streptococcus thermophilus
Lb = Lactobacillus bulgaricus
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APENDICE 5

le Edit View Insert Format Statistice Data Mining Graphs Tools Data Workbook Window Help ;Iglﬂ
D EB (&SR % BT @ Adio Workbook - AddtoReport = Add to WS Word - 45 | &2 K2 . |
[Ariat S[w=l|s ru|== a8 2 [ 0t B | Bl w7 1 Vars - cases - [ES] [ES] - |
- Multivariate Tests of Significance (Spreadsheet3) =
£ ANOVA (Spreac Sigma-restricted parameterization =
£33 ANOVA Res Effective hypothesis decomposition
3 Adigae Test | Value F Effect | Error P
57 Adicso 1 | Effect df df
= Wilks] 0.0000711] 299457 7] 13.00000 0.000000
B Adicso . | Adigao de polpa & pectina de a Wilks| 0014848  215.6 4/13,00000 0.000000
Multive: | Dias de armazenamento | Wilks 0.001998 27.4 12| 34.68627 0.000000
icéio de polpa e pectina de maracuja‘Dias de armazenamento Wilks 0.035923 7. 12| 34.68627 0.000002
< >
< [m + 3 Adico de polps e pectina de marscuE Diss. | B Adico de poioa e pectina de maracuia-Dias Mutivarate Tests of Signfficance (Spreadsheetd) | | »]
[F]| EESANOVA Resutts 1: Nova(a... | FEY ANOVA Results 1: Sp__|

Figura 4- Andlise de variancia de viabilidade de micro-organismos iniciadores em iogurte com e sem
polpa e farinha do albedo de maracuja YM e Y no periodo de armazenamento de 21 dias.
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APENDICE 6

le Edit View Insert Format Statistics DataMining Graphs Tools Data Workbook Window Help

DA/ SR % B®E@| o| # AddioWorkbook - AddtoReport = Add to M5 Word ~ 8, | &3 K2
[arial Slu]|e zr ul=ss=FA-2-E-[RE| 82| [=g 5 & |4 v 23 vas- cae - B B -

a Werkbookd* Multivariate Tests of Significance (Spreadsheestd) EI
1] ANOVA (Spreac Sigma-restricted parameterization
)31 ANOVA Res Effective hypothesis decomposition
g Adigao 1 Test | Value F Error
Adigo df
£ Adicio WWilksl 0.000003|( 716664.9 11,00000| 0./
Multivar Wilks| 0,010909| 166,2 11,00000| 0.
i | wilks| 0,005970] 9.0 31,59798 0.
Wilks| 0.118154 2,0 31,59798| 0.

< + B Adigao de polpa e pectina de maracuiaDias d [ & Adigio de polpa s psctin i Dias da. : ivariste Tests of A
| X ANOVA Results 1: Sp...|
For Help, press F1 [ oVt | Wiks I [CAP [NUM [GRA

Figura 5- Analise de variancia de viabilidade de micro-organismos iniciadores e probiéticos do iogurte
LABL e LABLM com e sem polpa e farinha do albedo de maracuja no periodo de armazenamento de 21

dias
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APENDICE 7

=N

le Edit View Inset Format Statistics DataMining Graphs Tools Data Workbook Window Help NEET
DEED|S@| % BRE | o o |#4 AddicWorkbock - AddtoReport ~ Addtc MSWord = 4, | @ K2 .

[aa [ B 7 u|ss=dA-2 B E] 80w o | 8w i3 vas e Coses- [ ] [H] - |

3 Workbookl™ Multivariate Tests of Significance (Spreadshest1) j
B é;lUVA (Spreac Sigma-restricted parameterization
= ANOVA Res Effective h d
\g Adigio Test ‘ Value F  |Effect | Error
L Adigio | Effact df df
{1 Adigio | | Intercept Wilksl 0,000005) 497520,5 5/12,00000 0.

: Multiva\ Adicéo de polpa e pectina de maracuja Wilks| 0,026108| 895 5/ 12,00000
Armazenamento (Dias) | Wilks | 0,014869 5.0 15| 33.52812| 0.
Adicdo de polpa e tina de maracuja*Armazenamento (Dias, Wilks | 0,101224] 29 151 3352812 0

<[] + B3 Adigio de polpa e pectina de maracujd “Amazenamento (Dias); L. |ﬁ Adigio de polpa e pectina de maracujd“Amazenamento (Dias); L. Muttivariate Tests of Significance {Spreadshest 1) alr
[ # ANOVA Results 1: Sp...|
|Ready |Spreadshest1 | C1V1 | Wiks [ Sel:OFF [ Weight:OFF [CAP [NUM [GRA

Figura 6- Analise de variancia de viabilidade de micro-organismos iniciadores e probiéticos do iogurte
com e sem polpa e farinha do albedo de maracuja: Tratamentos SBLA e SBLAM, no periodo de
armazenamento de 21 dias
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APENDICE 8

ile Edit View Insert Format Statistics DataMining Graphs Iools Data Workbook Window Help =l
DEEE SR L B < | w0 o4 |k AddtoWerkbook - AddtoRepart - Addto MSWord - 2} | & K2 . |
[arial o~ ® ruo| = A-2 -[& % [ e E @ | 8] w2 1 Vars - Cases- B ] B2 -] .
= p 5
- Tukey HSD test; variable Viabilidade de S. thermophilus  LogUFC.mL™") (Spreadsheet3) =
) H ANOVA (Spreac Approximate Probabilitis for Post Hoc Tests B
1 ANOVA Res Error- Between MS = 11294, df = 16,000
& Adigao Adigio de Dias de {1 {2 3 {4} {5} {6} {7 {8}
LR Adigao polpa e |armazenament | 84800 | 7,7467 | 7.6733 | 75667 | 7.9433 | 7.6633 | 7.3467 | 72267
5 Adigdo pectina de o
£5 Adicio || Cell No_ ja
Multivar SEM D1 0,200642| 0,128529 0,064202 0,636562 0,113260| 0013963 0.006015
] Tukey F SEM D7[ 0,200642 0,999993  0,997191 0,995156 0,999962  0,817895 0,572366
[ Tukey F SEM D14 0.128529 0,999993 0,999906 0970467 1,000000| 0,923457 0,728723
] Tukey - |2 SEM D21 0.064202 0,997191 0,999906 0,856709 0999977  0,990564 0,907992
B Tukey COM D1[ 0,536562 0.995156 0,970467  0,856709 0,957202| 0413760 0,220939
CcOM D7[ 0,113260 0.999962  1,000000| 0,999977 0,957202 943438 0,768539
7 com D14 0,013983 0,817895 0,923457 0,990664 0.413760 0,943438 0,999795
8 COoM D21 0.006015 0,572366 0,728723| 0,907992 0.220939 0,768539 0,999795
4 »
< [m] D Tukey HSD test; variable Viabiidade de S. themmaphilus { Log... Tukey HSD test: vanable Visbiidade de L bulgaricus { LogUF... | 7] Tukey HSD test. vaniable pH (Spreadshest3) | [ Tukey HSD test: vanable Acidez (Dom « | »
[7| % ANOVA Resutts 1 cho(a..l % ANOVA Results 1- Spl
Ready [Civi | SEM | [ [CAP [MUM [GRA |

Figura 7- Teste de Tuckey para verificagdo de diferencas significativas entre a viabilidade de S.
thermophilus nos iogurtes com e sem adicao de polpa e farinha do albedo de maracuja: Tratamentos Y e
YM.
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Figura 8- Teste de Tuckey para verificacdo de diferencgas significativas entre a viabilidade de L. bulgaricus
nos iogurtes com e sem adicdo de polpa e farinha do albedo de maracuja: Tratamentos Y e YM,
respectivamente
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18 Adigao pectina de o
Multiver | Cell No. ija
Tukey - |1 SEM, D1 0.049544 0,012664| 0.005152| 0,047313| 0.003899 0,001132
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Tukey b D14] 0.012664 | 0.995294 0.999682 0,996203| 0,998127 0.88480
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Figura 9- Teste de Tuckey para verificacdo de diferencas significativas entre a viabilidade de S.
thermophilus nos iogurtes com e sem adicdo de polpa e farinha do albedo de maracuja: Tratamentos

LABL e LABLM, respectivamente.
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Figura 10 Teste de Tuckey para verificacdo de diferencas significativas entre a viabilidade de L.

bulgaricus nos iogurtes com e sem adigdo de polpa e farinha do albedo de maracuja: Tratamentos LABL
e LABLM, respectivamente
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Figura 11- Teste de Tuckey para verificagdo de diferencas significativas entre a viabilidade de S.
thermophilus nos iogurtes com e sem adicdo de polpa e farinha do albedo de maracuja: Tratamentos

SBLAM e SBLA, respectivamente.
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Tabela 2- Contagem média de bactérias probidticas nos iogurtes LABL, LABLM, SBLA e SBLAM no
periodo do 1° ao 21° dia de armazenamento

Contagem média de bactérias probiéticas (LogUFC.mL™)

logurte LABL LABLM SBLA SBLAM
Dias Bl La Bl La B. Bb-12 La B.Bb-12 La
1° 7,84 7,32 7,75 7,38 8,41 7,63 8,00 7,19
7° 7,59 6,68 7,47 7,24 7,77 7,31 7,13 7,09
14° 7,45 6,36 7,37 6,53 7,57 6,98 7,02 6,54
21° 7,34 5,80 7,27 5,71 7,49 6,65 6,98 6,31

LABL = logurte sem adi¢cdo de polpa e farinha do albedo de maracuja contendo S. thermophilus, L.
bulgaricus, B. lactis e L. acidophilus

LABLM = logurte com adi¢do de polpa e farinha do albedo de maracujid contendo S. thermophilus, L.
bulgaricus, B. lactis e L. acidophilus

SBLA = logurte sem adicdo de polpa e farinha do albedo de maracuja contendo S. thermophilus, B. Bb-
12 e L. acidophilus

SBLAM = logurte com adi¢éo de polpa e farinha do albedo de maracuja contendo S. thermophilus, B. Bb-
12 e L. acidophilus

Bl = Bifidobacterium lactis

La = Lactobacillus acidophilus

B. Bb-12 = Bifidobacterium Bb-12
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Figura 12- Teste de Tuckey para verificacdo de diferencas significativas entre a viabilidade de B. lactis
nos iogurtes com e sem adi¢ao de polpa e farinha do albedo de maracuja: Tratamentos LABL e LABLM,

respectivamente
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For Help, press F1 [Spd STATISTICA - [Workbooks” - Tukey HSD test; variable Viabilidade de L. acidophil A |

Figura 13 - Teste de Tuckey para verificacdo de diferencas significativas entre a viabilidade de L.
acidophilus nos iogurtes com e sem adi¢éo de polpa e farinha do albedo de maracuja: Tratamentos LABL
e LABLM, respectivamente.
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Figura 14 - Teste de Tuckey para verificacdo de diferencas significativas entre a viabilidade de B. Bb-12
nos iogurtes com e sem adi¢éo de polpa e farinha do albedo de maracuja: Tratamentos SBLAM e SBLA,
respectivamente.



132

APENDICE 17

le Edit View Insert Format Ststistics DataMining Graphs Iools Data Workhook Window Help R
DEREB(ER| § @< o o | # AdoWorkbook - AddtoReport = Add to M5 Word - &7 | @Y K2 |

[Aral Sl B o |A- o -E- [l @ % = i & | 4 w83 vas - coses~ [R-] [R] -
‘Workbookl*
= EiD:“N‘;f a G Tukey HSD test; variable Viabilidade de L. acidophilus (LogUFC.mL-') (Spreadsheet1) zl
E 7 preac Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
531 ANOVA Res Error: Between MS =, 12809, df = 16,000

Adigao de |Armazenamen {1 2 {3} {4 {5} {6} {n
polpa e to (Dias) 76267 | 73100 | 6.9767 | 6,6467 | 7,1933 | 7.0867 | 6,5367
pectina de
Cell No. 1ja
SEM o1 0,951442  0,387812 0061276 0.805584 0,600363 0.030178
D7) 0.951442 0,937520 0,364888  0,999888 0,992870 0,209185
D14) 0387812 0,937520 0,940495 0,994048| 0,999924 0794132
D21 0,061276 | 0,364888 0,940495 0.586806  0,794132 0,999924
D1] 0.805584  0,999888| 0,994048 0586806 0,999938 0.376247

Tukey

0600363 0,992870 0,999924 0,794132 0,999938
0.030178 0,209185| 0,794132 0999924 0,376247 0,580036
0.006920) 0,055137 0364888 0.937520 0.113509 0,209185 0.992870

0,560036

BREEEEEE

o + [ Tukey HSDtest: varinble Viabiidade de L. acidophilus (LogUF... | ] Tokey HSD test varatle o 1) ] ] Tukey HSD test: variae Acidsz (Domic) (Spreadsheet) | D
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Figura 15 - Teste de Tuckey para verificacdo de diferencas significativas entre a viabilidade de L.
acidophilus nos iogurtes com e sem adi¢cdo de polpa e farinha do albedo de maracuja: Tratamentos
SBLAM e SBLA, respectivamente.
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Tabela 3 - Valores médios de pH e acidez (°Dornic) dos iogurtes Y, TM, LABL, LABLM, SBLA e SBLAM

durante 21 dias de armazenamento refrigerado.

logurte Dias pH Acidez (°D)
Y 1 4,50 114,00
Y 7 4,25 131,17
Y 14 4,19 137,23
Y 21 4,14 143,27
YM 1 4,30 130,00
YM 7 4,15 141,00
YM 14 4,14 143,40
YM 21 4,10 146,17
LABL 1 4,41 119,37
LABL 7 4,39 121,63
LABL 14 4,35 125,23
LABL 21 4,31 133,43
LABLM 1 4,29 131,00
LABLM 7 4,20 134,23
LABLM 14 4,18 137,47
LABLM 21 4,16 143,00
SBLA 4,50 111,33
SBLA 7 4,35 124,33
SBLA 14 4,34 128,17
SBLA 21 4,30 129,83
SBLAM 1 4,30 126,17
SBLAM 7 4,26 131,60
SBLAM 14 4,24 133,40
SBLAM 21 4,23 134,10
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Figura 16 - Teste de Tuckey para verificacdo de diferencas significativas entre pH nos iogurtes com e
sem adicéo de polpa e farinha do albedo de maracuja: Tratamentos Y e YM, respectivamente
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Figura 17

- Teste de Tuckey para verificacdo de diferengas significativas entre acidez nos iogurtes com e

sem adicao de polpa e farinha do albedo de maracuja: Tratamentos Y e YM, respectivamente.
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Tuicey HSD test. variable pH (Spreadsheetd) =
EI-43 ANOVA (Spreac Approximats Probabilities for Post Hoc Tests =
)8 ANOVA Res Error Between MS
Adigio de Di {2 (<)) ). {5). ®) {7
polpa @ | armazenament 4.3900 | 4.3600 | 4,3133 | 4.2933 | 4,2000 | 4,633
na de o
Cell No_| maracuj
0,764905 0001624 0,000176 0.000175 0000176 0000175
0.029151| 0000205 0.000175 0.000175| 0.000175
0.052615| 0,001524 0000175 0,000175
0,052615 0,584806 0,000175| 0,000175
X X 0.001524 | 0,584808 0.000176/ 0000175
0.000175| 0, 0.000175| 0000175 0.000176 0.764905
0.000175 0,000175| 0,000175| 0,000175 0,764905
0.000175 0.000175 0.000175 0.000175 0,052615| 0.584806
. @ » m Tukey HSD test: varable Visbilidade de L. acidophilus (LegUF. : Tukey HSD test: varable pH (Spreadsheetd) musn:m:ummmrm)(wmsﬂ alr
[l 5 ANOVA Results 1: Sp
For Help_ press F1 Spreadsheetd | C1V1 | SEM ﬁ!ilww

Figura 18 - Teste de Tuckey para verificacdo de diferencas significativas entre os pH dos iogurtes com e
sem adicao de polpa e farinha do albedo de maracuja: Tratamentos LABL e LABLM, respectivamente
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= J Tukey HSD test. variable Acidez (“Domic) (Spreadsheetd)
1) ANOVA (Spreac Appr:xinﬂte Probabilties for Pns(t Hoc T;s(tsp ) =
Error- Bstwsen MS = 3,1250, df = 16,000
Adigao de Dias de {1 {2} {3 4} {5} {6} {n {8}
polpa e |armazenament | 11937 | 12163 | 12523 | 13343 | 13100 | 13423 | 13747 | 143.00
pectina de o
Cell No. ija
SEM D1 0.760265 0015873 0.000175| 0 000179 0,000175| 0.000175 0000175
SEM D7| 0.760265 0,264731/ 0,000178| 0,000312] 0,000176| 0000175 0,000175
SEM D14| 0.015873 0,264731 0,000825| 0,018140 0,000396| 0,000176  0,000175
SEM D21| 0.000175 0.000178| 0.000828 0,695738 0999040 0 164457 0 000276
coM D1|0,000179] 0.000312 0,018140| 0,695738 379785 0.007109 0,000177)
com D7|0,000175| 0.000176 | 0,000396| 0,999040] 0,379785, 0,379785 0,000477
com D14| 0.000175 0.000175 0.000176] 0164457, 0.007109 0379785 024752
(o] D21)0.000175| 0000175 0.000175| 0.000276| 0.000177 0,000477| 0.024752

4

<[m] v Tukey HSD test; variable Visbiidade de L. acidophius (LogUF... | 7] Tuksy HSD test: vaniable pH (Spreadshest9) Tukey HSD test; variable Acidez (“Domic) (Spreadsheetg) | <|»
[f] L ANOVA Results 1: Sp___
For Help. press F1 [Spreadsheets | C1V1 | SEM [ [CAP [NUM [GRA

Figura 18 - Teste de Tuckey para verificacdo de diferengas significativas entre os valores de acidez
(°Dornic) dos iogurtes com e sem adicao de polpa e farinha do albedo de maracuja: Tratamentos LABL e
LABLM, respectivamente.
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(3 Workbookd* Tukey HSD test, variable pH (Spreadshestl) |
E-C] ANOVA (Spreac Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
53R ANOVA Res Error: Between MS = ,00021, df = 16,000

£ Adicdo Adigao de |Armazenamen {1} {2 {3} 1G] {5} {6} {n
pelpa e to (Dias) 45033 | 4,3533 | 4,3367 | 43033 | 4,2967 | 4,2600 | 4,2400

pectina de

1 SEM| D1 0,000175] 0,000175 0,000174| 0,000174] 0.000175] 0,000174
2 SEM D7) 0,000175 0.844613 0,012189) 0,004166| 0,000182 0,000175
B SEM D14| 0.000175 0,844613 0,162776| 0,060482| 0.000325  0.000179
4 SE% D21| 0000175 0,012189| 0,162776. 0,998973| 0.035768 0,001495
5 com D1 0.000175 0,004166  0,060482 0,998973 0.100485 0004166
6 coq 0,000175 0,000182) 0,000325 0,035765 0,100485 698918
7 com 0.000175 0,000175| 0,000179 0,001495 0,004166) 0,698318

8

COM 0.000175 0,000175 0,000176 0,000614  0,001495| 0,379619 0,998973

| + [ Tukey HSD test; variable Viabiidade de L. acidophius (LogUF... Tukey HSD test: variable pH (Spreadsheet1) [ [E] Tukey HSD test: variable Acidez (-Domic) (Spreadsheet ) | A
Ready [ 1 civt | SEM [ [ [CaP [NUM [GRA|

Figura 19 - Teste de Tuckey para verificacdo de diferengas significativas entre os valores de pH dos
iogurtes com e sem adicdo de polpa e farinha do albedo de maracuja: Tratamentos SBLAM e SBLA,
respectivamente.
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a Workbookd* Tukey HSD test; variable Acidez (*Domic) (Spreadsheet1)
ANOVA (5) -
B a (Spreac Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
£ ANOVA Res Error: Between MS = 2.6171, df = 16,000
B Adic Adigao de | Armazenamen | {1} [ 6] ) [} [5) )
G Adi polpa e to (Dias) 111,33 | 12433 | 128,17 | 129,83 | 126,17 | 131,60 | 13340
£ Adicio pectina de
Multiva || Cell No_ ja
=] Tukey + 1 SEM o1 0.000175| 0,000175 0,000175| 0.000175] 0,000175 0.000175
[E] Tukey F 2 SEM D7) 0.000175 0,137101] 0,013105| 0,850075| 0,001102 0,000240
[E] Tukey F 3 SEM D14) 0.000175 0,137101 0,900169 0.789825| 0,225310 0.019339
] Tukey F 4 SEM D21|[ 0.000175 0.013105 0,900169 0,169558 0,871427 0,191888
] Tukey & COM D1} 0.000175) 0,850075| 0,789825 0,169558 0,014444 0,001148
e com D7( 0.000175 0.001102) 0,225310 0,871427 0.014444 0,860961
T COM D14) 0.000175 0.000240 0,019339 0,191888| 0.001149  0,860961
8 COM D21|[ 0.000175 0,000194| 0.006951 0,076837 0.000519 0,573774 0,999280

< v Tukey HSD test: variable Viabilidade de L acidophilus (LogUF. | Tukey HSD test: variable pH 1) Tukey HSD test; variable Acidez ("Domic) (Spreadsheet1) I |
[4]| E2ANOVA Results 1- Sp._|
Ready

I T civi [ SEM I [CaP [wum [GEA |

Figura 20 - Teste de Tuckey para verificagdo de diferencas significativas entre os valores de acidez
(°Dornic) dos iogurtes com e sem adicdo de polpa e farinha do albedo de maracuja: Tratamentos SBLAM
e SBLA, respectivamente.
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[ Workbookl.stw Univanate Tests of Significance for INDICE DE SINERESE (Spreadsheet]) =
5 ANOVA (Spreat Sigma-restricted parameterization
S ANOVA Res Effoctive b 4 ;
©. BB 10GURT - S E
[ Univaria

3710.624| 5307990
29,992 42903
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Figura 21- Andlise de variancia indice de sinérese em iogurtes Y, YM, LABL, LABLM, SBLA E SBLAM no
21° dia de andlise.



APENDICE 26

File Edit View Insert Fermat Statistics Data Mining Graphs Tools Data Workbock Window Help ==

DT S| % BRE | o [# AddioWorkbook - AddtoReport + Add to MS Word - 4 | @3 K2 . |

[arial _|10v|niu\ 8 0% |[ = i g @ | B4 w2 B3 Vars Cases~ =] -

[ ANOVA sinérese.st Tukey HSD test, variable INDICE DE SINERESE (Spreadsheet)

=550 ANOVA (Spreac Approximate Probabilities for Post Hoe Tests =
=455 ANOVA Res Errar: Bstween MS = 6,9906, df = 12,000
- I0GURT IOGURTE {1} {4} {5}
Univaria | Cell No. 16,397 p 11,290 | 14.820
Tukey F Y . 0. 07401 6 0241848 0,974139 0.

YM| 0,99 0,037017) 0,128838 0,853241
LABL| 0,074 , 0,969722 0,232336 0.
LABLM)|| 0.241848 0, 0.969722 593307 0.
SBLA| 0,974 , 0.232336 0,593307
SBLAM| 0. 5 0.058964 0,197705 0,947395

» 8 IOGURTE: LSMcm:I. ] Univariate Tests of INDICE DE (Spre... Tukey HSD test; variable INDICE DE SINERESE (Spreadshest 1) |

@ H ANOVA Resuits 1- Sp__ |

1 civ | Yl [CAF [NUM [GH

141

Figura 22 - Teste de Tuckey para avaliacao indice de sinérese em iogurtes Y, YM, LABL, LABLM, SBLA

E SBLAM no 21° dia de analise.
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{24 Teste Tukey Mota x

Tukey HSD test: variable Nota (Spreadsheetd) z]
E-3} ANOVA (Sprear Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
= R ANOVA Res Error Between MS = 1,0776, df = 369,00

o Atribute Atributos [) 2y [25)
- Tukey F | Cell No_ Sensoriais i 7.7067 7.8919
Impress3o Global 0.617444 0,897679
Aromal 0,617444 0.464203 0,812346
Saborfl 0,999316 0.464203 0,981078
Corl 0.997679  0,812346| 0.981078"
Consisténcial 0,014307| 0,415151 0.006475 0,039346

PR + R Ambutos Sensonais: LS Means  [7] Tukey HSD test; variable Nota (Spreadshects) |
[f]| L ANOVA Results 1:5;p,,,|
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Figura 23 - Teste de Tuckey para avaliacao dos atributos sensoriais cor, sabor, consisténcia, impressao
global e aroma de iogurte SBLAM.



