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RESUMO

COSTA, M.G.M. Desenvolvimento de sorvete simbidtico de acai (Euterpe oleracea) com
Lactobacillus rhamnosus GG e resisténcia do probidtico em um modelo de digestédo
gastrintestinal in vitro. 2014. 183p. Tese (Doutorado) Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2014.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da adi¢do de inulina (I — X), concentrado proteico de soro
de leite (WC — Xo) elou isolado proteico de soro de leite (WI — X3) em sorvete simbidtico de agai (Euterpe
oleracea Mart.) sobre a viabilidade do probidtico L. rhamnosus GG e a sua sobrevivéncia frente as condicdes
encontradas no trato gastrintestinal simuladas in vitro, bem como sobre as caracteristicas tecnoldgicas e a
aceitabilidade sensorial dos produtos resultantes, ao longo de seu armazenamento a -18°C por até 112 dias.
Adicionalmente, os sorvetes de acai foram caracterizados quanto a sua composi¢ao centesimal, cidos graxos
insaturados e potencial antioxidante. Por Ultimo, objetivou-se a otimizagdo do sorvete simbiético de acai a
partir dos parametros de dureza instrumental e fracdo de derretimento. Para este fim, foi empregado um
delineamento experimental para misturas simples (centroid simplex) incluindo um ponto axial, utilizando
diferentes proporcdes dos fatores X1, X2 e Xs. No total, 9 formulactes foram avaliadas por um periodo de até
112 dias de armazenamento congelado. As populagdes de L. rhamnosus GG permaneceram estaveis e entre 8
e 9 log ufc/g para todas as formulacGes e ao longo de todo o periodo de armazenamento. Entretanto, houve
reducdo em, pelo menos, 5 ciclos logaritmos da populacdo do probidtico, apos 6 horas de simulacdo
gastrintestinal em todos os periodos estudados, com uma recuperagao de L. rhamnosus GG proxima a 4 log
ufc/g. Apenas ao 7° dia de armazenamento, a resisténcia in vitro do probidtico nas formulacfes contendo
inulina, WC e WI superou em até 0,93 log ufc/g a formulacdo controle. A composicdo de &cidos graxos
revelou que o &cido oleico esteve em maior quantidade nas formulages (teor médio 46,47%), seguido do
acido palmitoleico (teor médio 42,12%). Os sorvetes apresentaram atividade antioxidante na faixa de 302,03 a
505,41 pmol TE/g. A maior atividade antioxidante foi observada para a formulagéo controle, seguida das
formulagbes WC (4% de WC) e WI (4% de WI). As formulagbes WC (4% WC) e WI (4% WI)
apresentaram os maiores valores de dureza, revelando que os fatores WC e WI exerceram forte influéncia na
dureza dos produtos (p<0,05). As menores taxas de derretimento foram observadas nas formulactes WI (4%
de WI) e WC-WI (2% de WC; 2% de WI). Exceto para a formulacdo 1-WC-WI (p<0,05), a presenca de
inulina nas demais formulacbes ndo alterou de forma significativa a velocidade de derretimento quando
comprada & amostra controle. As formulacdes I-WI (2% de inulina; 2% de WI) e I-WC-WI (1,33% de
inuling; 1,33% WC; 1,33 WI), apresentaram 0s maiores valores de overrun (37,95% e 39,18%,
respectivamente). Os escores de aceitabilidade sensorial variaram de 5,83 a 7,63. Apenas as formulages Wi
(4% WI) e WC-WI (2% WC; 2% WI) aumentaram seus escores médios de aceitabilidade durante os 84 dias
de armazenamento (p<0,05). De acordo com os modelos obtidos, WC foi o fator que mais contribuiu tanto
para 0 aumento de dureza como para a velocidade de derretimento das formulages. A partir da otimizacéo
simultanea, considerando as respostas avaliadas (textura e fracdo de derretimento), é desejavel que a
formulagdo de sorvete simbidtico acai seja produzida contendo 1,33% de inulina, 1,33% de WC e 1,33% de
WI. Os resultados obtidos sugerem que a utilizaco dos trés ingredientes (inulina, WC e WI) pode ser vantajosa no
desenvolvimento de um sorvete probi6tico de agai, uma vez que a presenca desses ingredientes contribuiu com o
valor nutricional das formulaces e também melhorou as caracteristicas tecnoldgicas de overrun, derretimento e
textura.

Palavras- chave: Sorvete, simbidtico, acai, trato gastrintestinal, aspectos tecnologicos.



ABSTRACT

COSTA, M.G.M. Development of synbiotic acai (Euterpe oleracea Mart.) ice cream with
Lactobacillus rhamnosus GG and probiotic resistance in an in vitro digestion
gastrointestinal model. 2014. 183p. Tese (PhD of science) Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2014.

The aimed of the present study was to evaluate the effect of inulin (I-X1), whey protein
concentrate (WC-X2) and whey protein isolate (WI-X3) addition on the viability and in vitro
survival of L. rhamnosus GG through in vitro simulated gastrointestinal tract (GIT),
technological properties and sensory acceptance of symbiotic acai ice cream. Additionally,
acai ice cream were characterized for their chemical composition, unsaturated fatty acids and
antioxidant activity. Finally, we aimed to optimized the symbiotic acai ice cream using
parameters of hardness and melting rate. For this purpose, an experimental design was used
for simple mixture (simplex centroid) including an axial point, using different proportions of
X1, X2 and Xz, nine formulations of synbiotic acai ice cream were studied during frozen
storage up to 112 days. A reduction of at least 5 log cycles of L. rhamnosus GG was observed
in all formulations after 6 hours of the in vitro assays for all storage period evaluated.
However, L. rhamnosus GG recovery was close to 4 log cfu/g for all formulations studied in
evaluated periods. Nevertheless, on the 7" day of storage, the probiotic in vitro resistance in
formulations supplemented with inulin, WC, and W1 exceeded up to 0.93 log cfu/g the control
formulation. The fatty acids composition showed that oleic acid was the highest fatty acid in
synbiotic acai ice cream (mean content 46.47%), followed by palmitoleic acid (mean content
42.12%). The antioxidant activity of ice creams ranged from 302.03 to 505.41 umol TE/g.
Formulation C showed the highest antioxidant activity, followed by the formulations WC
(WC 4%) and WI (WI 4%). Formulations WC (4% of WC) and WI (4% of WI) showed the
highest hardness values, revealing that WC and WI exerted a strong influence on the product
firmness. The lowest melting rate values were observed in formulation WI (4% of WI) and
WC-WI (2% of WC, 2% of WI). However, the presence of inulin and WC showed strong
influence on the melting rate of the ice creams, resulting in higher melting down of these
products. I-WI and I-WC-WI1 formulations presented the highest overrun (37.95 and 39.18%,
respectively). The sensory acceptability scores ranged from 5.83 to 7.63. WI and WC-WI
formulations increased their mean acceptability scores significantly during 84 days of storage,
whereas no significant differences were observed in acceptability throughout storage for the
other formulations. According to the obtained models, WC was the factor that most
contributed to increase both hardness and melting rate. From the simultaneous optimization,
considering the responses evaluated (hardness and melting rate), it is desirable a symbiotic
acai ice cream containing 1.33% of inulin, 1.33% of WC and 1.33% of WI. The results
suggest that the use of the three ingredients (inulin, WC and WI) may be advantageous in the
development of a synbiotic agai ice cream, since the presence of these ingredients contributed
to the nutritional value of the formulations and also improved the technological characteristics
of overrun, melting rate and texture.

Keywords: ice cream, synbiotic, acgai, gastrointestinal tract, technological properties.
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APRESENTACAO
O consumo de alimentos que trazem beneficios a satde cresce mundialmente, face ao
maior esclarecimento da populacdo em relacdo ao impacto direto da dieta com bem estar
fisico. Uma alimentacdo saudavel deve compreender o consumo de alimentos que supram as
necessidades nutricionais bésicas, bem como demonstrem a capacidade de regular as fungdes
fisiologicas de forma a auxiliar na prevencdo de doencas. Os alimentos probioticos e
prebioticos atendem a essas necessidades, uma vez que, quando administrados como parte de

uma dieta usual, conferem beneficios a salde.

Atualmente, as pesquisas com alimentos probidticos e prebiéticos buscam
alternativas de inovagdo que atendam as exigéncias do consumidor em relacdo aos produtos
tradicionais. O sorvete € uma sobremesa de facil aceitacdo e possui atributos sensoriais que
séo atraentes ao consumidor. No mercado brasileiro houve crescimento de 81,6% em termos
de consumo no ano de 2013 (ABIS, 2013), estes dados sdo promissores e demonstram o
potencial dessa matriz como veiculo de micro-organismos probidticos e fibras prebioticas.
Além do aspecto de mercado, a forma de armazenamento congelado favorece a preservagéo
das caracteristicas funcionais (viabilidade das culturas probidticas) por um tempo mais
prolongado (CRUZ et al., 2009; SOUKOULIS et al., 2014).

A incorporacdo de frutas a sobremesas congeladas, como o sorvete, constitui uma
alternativa de melhora do seu contetido nutricional. Nesse contexto, o acai (Euterpe oleracea)
merece destaque, devido a sua composicdo, que inclui fibras, &cidos graxos insaturados,
minerais e compostos fenodlicos (YUYAMA et al., 2012). O desenvolvimento de um sorvete
simbiotico de acai pode oferecer os beneficios combinados dos probidticos, prebioticos,

nutrientes e antioxidantes da fruta em um so alimento.

Outros ingredientes que podem agregar valor nutricional aos alimentos sdo 0s
concentrados e isolados proteicos de soro de leite. Esses ingredientes sdo utilizados com
sucesso no desenvolvimento de alimentos com teor reduzido de calorias, por atuarem como
substitutos de gordura, e por apresentarem a vantagem de aumento do conteldo proteico
(AKALIN et al., 2008; MAHDIAN e KARAZHIAN, 2013).

Dessa forma, a combinacdo de probidticos, prebioticos e proteinas do soro de leite
em um sorvete de acai representa uma excelente alternativa a sorvetes tradicionais, com a

vantagem de oferecer multiplos beneficios a satde do consumidor.
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O presente trabalho sera apresentado na forma de artigos divididos nos seguintes

capitulos:

Capitulo 1: Apresenta o embasamento bibliografico abordando os principais temas

envolvidos no trabalho.

Capitulo 2: “Efeito de inulina e proteinas do soro de leite na sobrevivéncia do probidtico
Lactobacillus rhamnosus GG em sorvete simbidtico de acai (Euterpe oleracea Mart.)
submetido a condig¢des gastrintestinais simuladas in vitro” — Esta se¢ao teve como objetivo
avaliar o efeito dos ingredientes inulina, concentrado (WC) e isolado proteico (WI) de soro de
leite sobre a viabilidade e a resisténcia in vitro do probiotico Lactobacillus rhamnosus GG

adicionado a sorvetes de acai.

Capitulo 3: “Caracterizacio quimica e potencial antioxidante de sorvete simbiotico de
acai (Euterpe oleracea Mart.)” — Esta secdo teve como objetivo caracterizar a composicado
quimica e investigar o potencial antioxidante de sorvete simbiotico de acai suplementado de
inulina, concentrado proteico (WC) e isolado proteico (WI) de soro de leite.

Capitulo 4: “Inulina e proteinas de soro de leite melhoram os aspectos tecnoldogicos de
sorvete simbidtico de acai (Euterpe oleracea Mart.)” — Esta se¢do teve como objetivo
investigar a influéncia dos fatores inulina, concentrado proteico (WC) e isolado proteico de
soro de leite (WI) sobre as caracteristicas tecnoldgicas e sensoriais de sorvete de acai
suplementado com a cepa probiotica Lactobacillus rhamnosus GG e o ingrediente prebidtico
fruto-oligossacarideo (FOS) durante o armazenamento dos sorvetes a -18 °C por até 84 dias.

Capitulo 5: “Obtencdo de modelos de regressdo, validacdo e otimizacdo da textura e
derretimento de sorvete simbidtico de acai contendo inulina e proteinas do soro de leite”
— Esta secdo teve como objetivo otimizar a propor¢do dos fatores inulina (I), concentrado
proteico (WC) e isolado proteico (WI) de soro a serem adicionados em sorvete simbidtico de
acai produzido com o probidtico L. rhamnosus GG e o prebidtico fruto-oligossacarideo
(FOS), no sentido de obter uma menor dureza instrumental e, simultaneamente, uma menor

fracdo de derretimento de sorvete de acai.
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Capitulo 1

REVISAO DE LITERATURA

1 O intestino como alvo para alimentos funcionais

Os hébitos alimentares e a tendéncia mundial na producdo e consumo de alimentos
apresentam um impacto direto na saude humana. O papel da alimentacdo na manutencao da
salde, bem-estar e prevencdo de doencas continua a receber um crescente interesse cientifico
e comercial, o que vem reforcando o conceito de alimentos funcionais. Em linhas gerais, os
alimentos funcionais podem ser definidos como alimentos que fornecem beneficios a saude
além de seus beneficios nutricionais (SHORT et al., 2004; RAMCHANDRAN e SHAH,
2010).

O Japao foi o primeiro pais a introduzir o termo “alimentos funcionais” na década de
1980, como resultado de um projeto nacional intitulado “Andlise Sisteméatica e
Desenvolvimento da Alimentacdo”, que estabelecia as relagdes entre nutrigdo, satisfacéo
sensorial e modulacdo de sistemas fisiologicos. Os estudos impulsionados por esse projeto
visavam definir quais os produtos alimenticios fortificados com constituintes especiais
possuiam efeitos fisioldgicos vantajosos a satde. Adicionalmente, esses estudos tinham como
objetivo a prevencdo de doencas em adultos e idosos através de uma dieta saudavel e a
reducdo de gastos com a satde publica (KWAK e JUKES, 2001; ARAI et al., 2002; SIRO et
al., 2008; SHIMIZU e HACHIMURA, 2011).

No cenario atual, alimentos funcionais sdo aqueles que oferecem beneficios a satde
além da nutricdo bésica, sdo similares aos alimentos convencionais e podem ser consumidos
como parte de uma dieta usual, proporcionando beneficios fisiolégicos e /ou a reducdo do
risco de doencas crénicas ndo transmissiveis (SIRO et al., 2008). Inicialmente, o foco no
desenvolvimento de alimentos funcionais se voltava para alimentos fortificados com
vitaminas, minerais, acidos graxos essenciais, fitosterois, fibras solGveis, entre outros. No
entanto, nos ultimos anos, tem havido uma tendéncia para o desenvolvimento de alimentos
funcionais que oferecam vérios beneficios a saude em um Unico produto, os chamados
alimentos multifuncionais (BIGLIARDI e GALATI, 2013).

Atualmente, diversas pesquisas tém sido voltadas para a relagdo existente entre a

dieta e os eventos metabolicos que ocorrem no intestino como causa de um impacto direto na
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salde dos individuos (NICHOLSON et al., 2012; COLLINS et al., 2012). Dessa forma, o
intestino pode ser considerado um importante alvo para alimentos funcionais e tem motivado
a producéo, em paises como o Japao e paises europeus, de alimentos que promovam a saude
intestinal (SIRO et al., 2008). Nesse contexto, destacam-se os alimentos probi6ticos,
considerados uma classe de alimentos funcionais que regulam o equilibrio da funcéo intestinal
do individuo (SAAD et al., 2006).

O intestino é o maior 6rgdo que estabelece uma interface com o ambiente externo e é
também uma barreira dindmica que abriga uma complexa comunidade microbiana
(SENGUPTA et al., 2013). Estima-se que o intestino de um individuo adulto contenha
aproximadamente 10'* micro-organismos (10 vezes mais células do que todo o corpo
humano). As bactérias sdo certamente 0s micro-organismos mais representativos estando
presentes entre 500 a 1000 espécies, com a maioria pertencente aos filos Firmicutes e
Bacteroidetes (GERARD et a., 2014). Este conjunto heterogéneo de micro-organismos é
chamado de microbiota intestinal e atua como um o6rgdo que exerce agfes metabolicas,
imunoldgicas e enddcrinas que influenciam a satde humana (GERARD et al., 2014;
CAMMAROTA et al., 2014).

Algumas patologias como obesidade, diabetes, aterosclerose, doencas inflamatérias
intestinais e enterocolite necrozante estdo associadas com alteraces na composicdo da
microbiota intestinal (MARQUES et al., 2014). Estudos associam a microbiota intestinal ao
estado inflamatério que ocorre em individuos obesos (RODRIGUES et al., 2011,
TREMAROLI e BACKHED, 2012). Outros estudos relacionam a fungdo e o comportamento
cerebral com a microbiota intestinal, tendo em vista que desordens psiquiatricas podem
coexistir com disfungdes gastrintestinais (BRAVO et al., 2011; COLLINS et al., 2012). No
entanto, mais estudos sao necessarios para se entender a relacdo entre a microbiota intestinal

com outros sitios alvo do hospedeiro.

A microbiota intestinal desenvolve uma série de funcdes de protecdo imunoldgica e
metabdlica, atuando diretamente no estado nutricional e na saude do individuo. A microbiota
residente e a transitria (associada, por exemplo, ao consumo de alimentos probioticos)
influenciam o desenvolvimento e a regulacéo dos sistemas de defesa do individuo atraves da
interacdo com o epitélio intestinal (LAPARRA e SANZ et al.,, 2010). Alteracdes na
composigdo microbiana do intestino tém sido associadas com desenvolvimento de doengas

alérgicas, como rinite e eczema atépico (HORMANNSPERGER et al., 2012). Outros tipos de
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alergias, como alergia ao leite, também podem estar relacionadas com alteracbes da microbiota
intestinal (GIGANTE et al., 2011). De acordo com CANANI e Di CONSTANZO et al. (2013),
evidéncias sugerem a utilizacdo de micro-organismos probidticos na prevencdo ou tratamento de

alergias ao leite.

Uma das possibilidades de restauracdo e manutencdo do equilibrio da microbiota
intestinal é através do consumo de alimentos contendo micro-organismos probioticos e fibras
prebidticas. A influéncia benéfica dos probioticos na saide do intestino inclui fatores como,
producdo de compostos antimicrobianos, competicdo com micro-organismos patogénicos por
sitios de adesdo e nutrientes e modulacdo do sistema imunologico (SAAD et al., 2006). Ja os
prebidticos auxiliam no estimulo da multiplicacdo, colonizacdo e sobrevivéncia dos
probidticos no intestino, uma vez que sdo fermentados seletivamente por estes micro-
organismos (ROBERFROID et al., 2007).

O trato gastrintestinal é habitado por uma complexa comunidade de micro-
organismos que desenvolve mecanismos para regular a absorcao e a utilizacdo de nutrientes
em simbiose com o individuo e em resposta a dieta. A atividade bioquimica desse ecossistema
microbiano gera compostos benéficos, assim como prejudiciais, a partir dos alimentos
ingeridos através da dieta. O equilibrio dos metabdlitos gerados é essencial para a manutencédo
da saude e a inclusdo da administracdo de bactérias probidticas através da dieta pode ser uma
estratégia para se atingir este equilibrio (LAPARRA e SANZ et al., 2010).

Nesse contexto, o desenvolvimento de alimentos probidticos e/ou prebidticos que
aliem beneficios a salde e atrativos sensoriais tém recebido um grande destaque nos altimos
anos, uma vez que essa classe de alimentos funcionais pode auxiliar na reducdo do risco de

diversas doencas, bem como na melhoria da qualidade de vida do consumidor.

2 Probidticos em alimentos

A palavra “probidticos” foi inicialmente usada como antbnimo da palavra

“antibidtico”. E derivada da palavra pré e bioto que querem dizer “para a vida” (HAMILTON
et al., 2003).
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No inicio da década de 1950, pesquisas ja abordavam o uso de probidticos no
emprego da restauragdo da salde de individuos desnutridos (KOLLATH, 1953). VERGIN
(1954) sugeriu que a administracéo de probidticos poderia restaurar o equilibrio da microbiota
intestinal apds um tratamento com antibioticos. O mesmo ponto de vista foi defendido por
KOLB (1955), que reconheceu os efeitos prejudiciais de uma terapia com antibidticos e
propds uma prevencdo com probidticos. Em 1965, LILLY e STILLWELL definiram
probidticos como “substancias secretadas por um micro-organismo que estimula o crescimento de
outro”. Similar a esta abordagem, SPERTI (1971) e FUJII e COOK (1973) descreveram probioticos
como compostos que estimulavam o crescimento microbiano ou melhoravam a resposta imune do

hospedeiro.

A definicdo de PARKER (1974) assemelha-se a descri¢des atuais, pois foi o primeiro
pesquisador a utilizar o termo probidtico como “organismos e substancias que contribuem
para o equilibrio microbiano intestinal”. Entretanto, em 1992, Fuller ampliou a defini¢ao de
probidticos, enfatizando a exigéncia da viabilidade do micro-organismo, e sugeriu que
probidticos fossem descritos como “suplemento alimentar de micro-organismos vivos, que

afetam beneficamente o hospedeiro, melhorando o equilibrio microbiano intestinal”.

A denificdo atualmente aceita é da FAO/WHO (2002) que define probidticos como
micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem

beneficios a satde do hospedeiro.

Comercialmente, as bactérias mais frequentemente empregadas como suplementos
probidticos para alimentos pertecem ao género Lactobacillus e Bifidobacterium, ressaltando-
se que a selecdo dessas bactérias possui como base os seguintes critérios: a espécie a qual
pertence a bactéria deve ser de origem humana; a capacidade de aderir a mucosa do intestino,
colonizar, a0 menos temporariamente, o trato gastrintestinal humano; produzir compostos
antimicrobianos; ser metabolicamente ativas no intestino (KOLIDA e GIBSON, 2011). Entre
0s requisitos, incluem-se, ainda, a seguranca para uso humano, ter histérico de néo
patogenicidade e ndo deve estar associada a outras doencas, alem de ndo apresentarem genes
determinantes de resisténcia a antibioticos (COLLINS et al., 1998; LEE et al., 1999;
SAARELA et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2002; VASILJEVIC e SHAH, 2008).

A fim de exercer suas propriedades funcionais, os probidticos devem alcancar as

diferentes partes do TGI de forma ativa e vidvel. Para tanto, é de extrema importancia que
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esses micro-organismos também estejam viaveis e ativos no veiculo de liberacdo escolhido
para que se possa obter os beneficios a salde. Ainda ndo ha um consenso sobre a
concentracdo minima de ingestdo de probidticos para se atingir os efeitos benéficos no
hospedeiro (ALEGRE et al., 2011). Os resultados de estudos dose-reposta ainda sao
conflitantes, mas geralmente os ensaios clinicos utilizam a dose do micro-organismo na faixa
de 108-10% ufc/dia (SZAJEWSKA et al., 2011). Além da viabilidade celular no alimento, até
0 momento da ingestdo pelo consumidor, o probidtico deve ser capaz de atingir o intestino
delgado metabolicamente ativo. Alguns estudos demonstram que a matriz alimentar afeta
tanto a estabilidade do micro-organismo ao longo da vida de prateleira, como a sobrevivéncia
do probidtico no ambiente gastrico (SAARELA et al., 2011). Em vista disso, enfatiza-se a
importancia ndo somente dos critérios funcionais, bem como de aspectos tecnologicos das
culturas probioticas (VASILIEVIC e SHAH, 2008). No Brasil a legislacdo estabelece que a
quantidade minima de bactérias probidticas viaveis no alimento deve estar entre 108 a 10° ufc
na recomendacdo diaria do produto pronto para o consumo (ANVISA, 2008).

O principal apelo para a utilizacdo de culturas bacterianas probioticas é o fato de
esses micro-organismos estimularem a multiplicacdo de bactérias benéficas, em detrimento a
proliferacdo de bactérias potencialmente prejudiciais, reforcando os mecanismos naturais do
hospedeiro (PUUPPNEN-PIMIA et al., 2002; SAAD, 2006). Entretanto, inimeros outros
efeitos benéficos sdo atribuidos aos probidticos, dentre eles: promocdo da resisténcia
gastrintestinal a colonizacdo por patégenos; controle do equilibrio da microbiota intestinal;
estabilizacdo desta microbiota apds tratamento com antibioticos; producdo de compostos
antimicrobianos como o &cido latico e acético e de bacteriocinas, dentre outros; melhora da
digestdo da lactose em individuos intolerantes a esse carboidrato; aumento da absorcéo de
vitaminas e minerais; producdo de vitaminas; alivio da constipacdo; reducdo da atividade
ulcerativa de Helicobacter pylori; estimulacdo do sistema imunoldgico; reducdo dos niveis
séricos de colesterol; redugéo do risco de cancer de colon (SHAH e LANKAPUTHRA, 1997,
CHARTERIS et al., 1998; JELEN e LUTZ, 1998; KLAENHMMER, 2001; TUOHY et al.,
2003; SULLIVAN e NORD, 2005; MINOCHA, 2009; SAAD et al., 2011).

Os beneficios a salde citados parecem ser especificos a determinadas cepas.
Portanto, ndo ha nenhum micro-organismo que forneca todos os beneficios propostos. Ainda,
a capacidade de uma bactéria probidtica sobreviver a passagem através do estdbmago e

intestino pode ser variavel e dependente da cepa (VINDEROLA et al., 2003).
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Evidéncias indicam que as propriedades funcionais desempenhadas pelos probidticos
podem ser influenciadas fortemente pela maneira como estes micro-organismos Sao
administrados (SANDERS e MARCO, 2010). Algumas caracteristicas dos alimentos, como o
pH, bem como sua capacidade tamponante podem auxiliar os probidticos na passagem pelo
estdbmago, no qual o pH gastrico pode exercer efeito deletério para estes micro-organismos.
Os alimentos também fornecem protecdo fisica para 0s micro-organismos probidticos,
minimizando os efeitos da exposi¢cdo ao ambiente gastrintestinal (BEDANI et al., 2013). A
interacdo de certos componentes alimentares com os probidticos também pode beneficiar o
seu desempenho funcional (RANADHEERA et al.,, 2012). TOMPKINS et al. (2011)
concluiram que a administracdo de probidticos juntamente com alimentos ou bebidas com
pelo menos 1% de gordura assegura uma alta sobrevivéncia de micro-organismos probioticos
viaveis no intestino delgado. Alguns estudos relatam que a presenca de uma matriz alimentar,
como por exemplo, queijo e iogurte, parece influenciar favoravelmente a sobrevivéncia de
probidticos ao longo do transito gastrintestinal (MADUREIRA et al., 2005; GUO et al., 2009;
MADUREIRA et al., 2011; BEDANI et al., 2014). Portanto a escolha adequada do alimento
que ira veicular os probidticos pode ser um dos meios eficazes para maximizar os beneficios

atribuidos a esses micro-organismos no organismo humano.

2.1 Lactobacillus rhamnosus GG

Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) é uma cepa comprovadamente probiotica
isolada a partir de fezes de um individuo saudavel. Inicialmente, a capacidade de adesdo a
mucosa intestinal e a resisténcia ao acido biliar foram os critérios que selecionaram esta cepa
como um potencial micro-organismo probiotico (SILVA et al., 1987; GOLDIN et al., 1992).
Segundo a Autoridade Europeia para a Seguranga de Alimentos (EFSA) (2011), L. rhamnosus
GG possui 0 apelo funcional de modular as defesas do hospedeiro contra patdgenos
intestinais. Esta alegacao de saude refere-se a defesa contra agentes patogénicos na populacéo

em geral.

Em alguns paises europeus como a Finlandia, L. rhamnosus GG tem sido largamente
consumido desde 1990, através de produtos lacteos fermentados ou na forma de céapsula
(SAXELIN et al., 1993; TYNKKYNEN et al., 1998). Resultados mostram que L. rhamnosus

GG sobrevive a passagem pelo trato gastrintestinal e consegue permanecer por alguns dias na
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microbiota do intestino, sem que haja uma nova suplementacdo oral, o que parece ser uma
caracteristica importante na prevencdo de certas doencas intestinais (GOLDIN et al., 1992;
KUMPU et al., 2013).

O consumo de L. rhamnosus GG tem demonstrado ser eficaz na reducéo do risco de
infeccdes intestinais e na diminuicdo da duracéo da diarreia (SZAJEWSKA et al., 2007) e no
alivio dos sintomas e reducdo do risco de dermatite atopica (RAUTAVA et al., 2002). Em
uma recente meta-anélise (SZAJEWSKA et al., 2013) avaliou-se o potencial de LGG no
tratamento de diarreia aguda em criangas. O estudo incluiu 11 ensaios clinicos que
envolveram 2963 participantes. O probidtico LGG demonstrou eficacia na reducdo da duracéo

de diarreia quando utilizado em uma dose diaria acima de 10% ufc.

A partir de um estudo de meta-analise conduzido por PASSARIELLO et al. (2014),
que buscou informacdes sobre a eficacia dos probioticos no tratamento de diarreia infecciosa
em individuos de todas as idades, foi possivel constatar que L. rhamnosus GG é um dos
probidticos mais estudados neste cenario, uma vez que seu consumo relaciona-se com reducao
da duracdo de diarreia e da frequéncia de evacuacfes. L. rhamnosus GG possui a capacidade
de desenvolver a microbiota intestinal benéfica e especula-se que isto seja devido ao sistema
“quorum sensing”. A presenca de pili é outra caracteristica que permite a adesdo desse micro-
organismo a mucosa intestinal e promove o deslocamento dos patdgenos e a estimulacdo do
sistema imunoldgico (BAJAJ et al., 2014).

L. rhamnosus GG tem sido utilizado com sucesso no desenvolvimento de novos
produtos probidticos. ALAMPRESE et al. (2005) estudaram a sobrevivéncia de L. rhamnosus
GG em sorvete ndo fermentado. Os autores concluiram que a fabricacdo de sorvetes
probidticos pode ser uma alternativa interessante para 0 consumo desse micro-organismo por
adultos e criancas que ndo apreciam alimentos fermentados. Mac¢ds minimamente processadas
também apresentaram éxito como matriz carreadora de L. rhamnosus GG, uma vez que este
micro-organismo probiotico foi capaz de sobreviver por 28 dias em concentracfes acima de
10° ufc/g (ALEGRE et al., 2011). KLU et al. (2012) também observaram uma alta
sobrevivéncia de L. rhamnosus GG em manteiga de amendoim com teor de gordura reduzido.
Esses pesquisadores verificaram que produtos mantidos refrigerados (4°C) e a temperatura

ambiente (25°C) mantiveram populacdes de LGG de no minimo 10° ufc/g de produto final.
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3 Inulina — prebiotico com beneficios a satde e aplicacdes tecnoldgicas

O uso de prebiodticos como ingredientes funcionais em alimentos destaca-se pelo
efeito que estes possuem em modular a microbiota intestinal. Prebidticos sdo definidos como
“componentes alimentares que sdo fermentados seletivamente e permitem alteragdes
especificas na composicao e/ou atividade da microbiota gastrintestinal, conferindo beneficios
a saude do hospedeiro” (GIBSON e ROBERFROID, 2008).

A inulina é um carboidrato do grupo de polissacarideos chamados frutanos. Os
frutanos representam uma categoria de compostos que abrangem todos os oligo- e
polissacarideos de origem vegetal, no qual uma ou mais ligagdes frutosil-frutose constituem a
maioria das ligacGes glicosidicas. Portanto, de uma forma genérica, sdo polimeros de frutose
(MEYER et al., 2011; SAAD et al., 2011). Ocorrem naturalmente em uma variedade de
plantas, tais como chicdria, cebola, alho, alcachofra, aspargo, banana, entre outros. A inulina
nativa, que pode ser encontrada em abundancia na raiz de chicéria, possui grau de
polimerizacdo que varia de 2 a 60 unidades de monossacarideos, com média de 10
monossacarideos. O produto de sua hidrélise parcial é chamado de oligofrutose e possui grau
de polimerizacdo variando de 2 a 8 monossacarideos. A inulina de cadeia longa possui grau
de polimerizacdo médio de 23 monossacarideos e é originada da inulina nativa através de
técnicas especificas de separacdo (GIBSON e ROBERFROID et al., 2008; MEYER et al.,
2011).

Além da caracteristica de resisténcia a acidez gastrica, a hidrélise por enzimas de
mamiferos e a absor¢do gastrintestinal (GIBSON e ROBERFROID, 2008), a acdo prebidtica
de frutanos do tipo inulina é confirmada através de varios estudos (GOETZE et al., 2008;
THOMAS et al., 2010). A acdo prebiotica pode ser caracterizada pelo fato desses polimeros
de frutose possuirem fermentacdo colonica especifica voltada para bifidobactérias. As
bifidobactérias sdo capazes de metabolizar a inulina como resultado da acdo da enzima 3-
frutofuranosidase e esta propriedade ocorre como uma vantagem competitiva das
bifidobactérias no heterogéneo ambiente que se apresenta a microbiota intestinal (KOLIDA e
GIBSON, 2007). De acordo com KOLIDA et al. (2007), o consumo de 5 a 8 g/dia de inulina
conferiu efeito bifidogénico em individuos adultos saudaveis, evitando-se efeitos colaterais

indesejados como flatuléncia e diarreia.
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Os efeitos na saude atribuidos aos prebioticos estdo relacionados a estimulagdo do
metabolismo (fermentacdo e produtos finais) da microbiota intestinal benéfica. Os resultados
de algumas pesquisas sugerem que o consumo de inulina pode contribuir para a reducdo dos
niveis de triglicérides e LDL-colesterol sérico, alivio de constipacao, diminuicdo de doencas
gastrintestinais e aumento da absorcéo de calcio (LARKIN et al., 2009; DE PRETER et al.,
2010; ROBERFROID et al., 2010; PACHIKIAN et al., 2013). Como resultado da
fermentacdo colbnica dos prebidticos, hd a producdo de acidos graxos de cadeia curta
(acetato, proprionato e butirato) e outros acidos organicos (como o lactato), acompanhado
pela reducdo do pH do limen intestinal, o que favorece a solubilidade e a difusdo do célcio
através da mucosa. Alguns &cidos graxos de cadeia curta, como o acido propiénico, podem
inibir a sintese de colesterol hepéatico e/ou proporcionar a redistribuicdo do colesterol do
plasma para o figado (AL-SHERAJI et al., 2012). Além de serem fonte de energia para as
células do intestino, os &cidos graxos de cadeia curta desempenham efeitos importantes na
fisiologia do intestino, uma vez que o butirato, principal fonte de energia para as células do
epitélio do célon (colondcitos), exerce efeito positivo sobre a diferenciacdo e profileracdo
celular (ROBERFROID et al., 2010; CAPRILES e AREAS, 2012).

Além de estimular o equilibrio da microbiota benéfica do intestino, a inulina
desempenha propriedades tecnoldgicas importantes nos alimentos, podendo ser utilizada
como substituto de gordura e de agUcar, agente espessante, emulsificante e gelificante
(MEYER et al., 2011). Quando em solucdo, a inulina forma um gel de estabilidade fisica,
devido a sua capacidade de aprisionar dgua. O gel formado é constituido por particulas
cristalinas de inulina que séo insollveis em agua e resultam em uma estrutura cremosa.
Devido a essa caracteristica a inulina tem sido utilizada com sucesso na substituicdo da

gordura em alimentos como sorvetes, iogurtes, molhos e recheios (NAIR et al., 2010).

As aplicacdes tecnoldgicas diferenciam-se pelo grau de polimerizagdo da cadeia de
inulina. A fracdo de cadeia curta, a oligofrutose, € mais solGvel e mais doce do que a inulina
de cadeia longa, e contribui para melhora do sabor do alimento. Por sua vez, a inulina de
cadeia longa é menos solUvel e mais viscosa e pode agir principalmente como modificador de
textura (MEYER et al., 2011). A alta solubilidade das fra¢Ges de inulina, quando comparada a
outras fibras classicas, torna a aplicacdo desses prebioticos relevante no desenvolvimento de

produtos alimenticios mais saudaveis, com caracteristicas similares a produtos convencionais.
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AKALIN e ERISIR (2008) estudaram o efeito da incorporacdo de inulina e
oligofrutose sobre as caracteristicas reoldgicas de sorvete de baixo contetudo de gordura. As
amostras de sorvete contendo 4% de inulina ou 4% oligofrutose apresentaram maior firmeza e
viscosidade quando comparados a amostra controle (sem inulina e sem oligofrutose). Com base
nos resultados obtidos nesse estudo, os autores concluiram que o produto com melhores
caracteristicas de textura (firmeza e propriedade de derretimento) foi aquele adicionado de 4% de

inulina.

4 Alimento simbidtico

O termo alimento simbi6tico é utilizado quando um produto contém tanto micro-
organismos probidticos como ingredientes prebidticos (PICARD et al., 2005; CARDARELLI
et al., 2008). Esta combinacdo pode melhorar a sobrevivéncia dos probioticos durante a
passagem pelo trato gastrintestinal, pois substratos especificos estdo disponiveis para sua
fermentacdo (VITALI et al., 2010).

Por outro lado, duas abordagens para a definicdo de alimentos simbidticos foram
propostas. A primeira discute sobre o efeito complementar, em que o probi6tico é escolhido
com base em seus efeitos especificos desejados e o prebidtico € selecionado de forma
independente, com o objetivo de aumentar seletivamente as populacGes da microbiota
intestinal benéfica. O prebidtico pode, indiretamente, favorecer a multiplicacdo e a atividade
do probidtico, mas ndo como parte de seu objetivo principal. A segunda definicdo sugere uma
acao sinérgica, na qual o probiotico é novamente selecionado com base nos efeitos benéficos
sobre o hospedeiro. No entanto, o prebidtico € escolhido especificamente para estimular a
multiplicacdo e a atividade do probi6tico selecionado. Nesse tipo de abordagem, o prebidtico
pode aumentar as populagdes de micro-organismos benéficos do hospedeiro, entretanto, seu
alvo principal é o probiético ingerido (KOLIDA e GIBSON, 2011).

A interagdo entre o probiotico e o prebiotico in vivo pode ser favorecida por uma
adaptacdo do probiotico ao substrato prebidtico na matriz alimenticia anterior ao consumo.
Isto pode, em alguns casos, resultar em uma vantagem competitiva para o probiético, caso ele
seja consumido juntamente com o prebidtico (MATTILA-SANDHOLM et al., 2002;
MACFARLANE et al., 2008). RODRIGUES et al. (2011) observaram que a adi¢do de FOS

em queijo curado contendo L. acidophilus La-5 contribuiu positivamente para 0 aumento de
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células viaveis do probidtico apos 30 dias de maturacdo. Nessa linha, CARDARELLI et al.
(2008) relataram que queijo petit-suisse adicionado dos prebidticos inulina e oligofrutose

proporcionaram maior multiplicacdo de B. animalis subsp. lactis e L. acidophilus.

Alguns estudos sugerem que o consumo de alimentos simbidticos pode ajudar no
equilibrio do perfil metabdlico, fatores inflamatorios e biomarcadores de estresse oxidativo
(ASEMI et al., 2014). Em um grupo de individuos saudaveis, o consumo de um alimento
simbidtico contendo L. acidophilus, B. longum e fruto-oligossacarideos (FOS) aumentou a
absorcdo de aminoacidos e preveniu o acumulo de produtos toxicos oriundos da fermentacéo
de aminas e amoénia. O aumento de metabdlitos como o acetato, butirato e lactato também foi
relatado (NDAGIJIMANA et al., 2009).

A aplicacéo de prebidticos em alimentos lacteos contendo probidticos, como iogurtes
e sorvetes, pode ir além dos beneficios fisiologicos associados ao consumo desses produtos.
As propriedades dos prebidticos como substitutos de aglcar e gordura podem resultar em
alimentos simbidticos mais saudaveis por conterem baixo teor calorico. AKALIN e ERISIR
(2008) observaram que a incorporagdo de inulina melhorou os aspectos de cremosidade e
resisténcia ao derretimento de sorvete probidtico com baixo teor de gordura. ARYANA et al.
(2007) relataram que iogurtes produzidos com diferentes comprimentos de cadeia de inulina
receberam melhor pontuacao sensorial nos aspectos de corpo e textura, quando comparados a
um iogurte probidtico natural sem gordura. Esses autores comentaram, ainda, que a
incorporacdo do prebidtico na fabricacdo de iogurtes probio6ticos depende do uso pretendido

no produto.

5 Acai

O acai é o fruto de um género de arvores nativas de palmeiras tropicais encontradas
em varias areas da regido amazonica. Ha trés espécies predominantes que produzem frutos
comestiveis: Euterpe edulis Mart., Euterpe precatoria Mart., e Euterpe oleracea Mart. Estas
espécies produzem um fruto chamado “agai” ou “jucara”, entretanto, as duas ultimas espécies
citadas produzem o fruto “agai”. Nas ultimas décadas, o agai vem sendo considerado uma
“super fruta” devido ao seu poder antioxidante e aos seus efeitos anti-inflamatérios (KANG et
al., 2012). Na decada de 90, a comercializacdo desta fruta teve um crescimento, ndo s6 no
mercado brasileiro, como também internacional. Atualmente, 0 acai continua se destacando no

mercado de exportacdo, devido as tendéncias mundiais do consumo de alimentos saudaveis e de
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sabores exdticos (POMPEU et al., 2009; PACHECO-PALENCIA et al., 2009; MENEZES,
2011).

A polpa do acai tem sido objeto de alguns estudos em funcdo de seu valor nutritivo e
sensorial (MENEZES et al., 2008; SHAUSS et al., 2010). Para muitos, é considerada um
alimento funcional, face ao seu rico contetdo de antocianinas, pigmentos hidrossoluveis
responsaveis pela cor caracteristica do fruto (RUFINO et al., 2011). Estudos recentes
aumentam os indicios do potencial efeito anti-inflamatério do acai (XIE et al., 2012; KANG
et al., 2012). Nessa linha, SOUZA et al. (2010) verificaram, em modelo animal, um aumento

da atividade antioxidante e do efeito hipocolesterolémico apds o consumo de acai.

A anélise da composicao fitoquimica da polpa de acai mostra que este fruto é rico em
compostos fendlicos e, dentre esses compostos, destacam-se os flavonoides, principalmente a
classe das antocianinas (SOUZA et al., 2009; GORDON et al., 2012). YUYAMA et al. (2011)
analisaram os nutrientes que comp®e o suco de acai e observaram quantidades expressivas de
lipideos, fibra alimentar, antocianinas, acidos graxos insaturados e minerais. Na fracdo
lipidica, destacou-se a presenca de acido graxo oleico (18:1), com porcentagem média de 68%
do total de acidos graxos. Dentre os minerais, 0 potassio foi 0 mais abundante, seguido do

célcio, e o ferro foi encontrado em concentra¢fes minoritarias.

O fruto do acaizeiro apresenta ainda um relevante contetido de fibras. RUFINO et al.
(2011) analisaram uma nova cultivar de acai e demonstraram quantidades acima de 70% de
fibra alimentar. Este valor pode ser considerado alto, quando comparado a frutas com
propriedades funcionais como a Roma, que apresentou conteudo total de fibra alimentar de
51,1% (VIUDA-MARTOS et al., 2012). Diante da sua composi¢do de nutrientes e do seu alto
contelido de compostos fenolicos, o acai tem sido considerado uma fruta de grande apelo
funcional, uma vez que seu consumo esta associado a beneficios fisioldgicos (HOGAN et al.,
2010; HEINRICH et al., 2011; KANG et al., 2012).

O acai apresenta um grande potencial no desenvolvimento de produtos probidticos,
uma vez que esses alimentos podem unir os beneficios a saude atribuidos a esses micro-
organismos com o0s beneficios nutricionais oferecidos por essa fruta. ALMEIDA et al. (2008)
desenvolveram iogurte de acai probidtico, contendo L. acidophilus e B. bifidum, que
mantiveram populagdes médias de 7 log ufc/ml ao final de 21 dias de armazenamento

refrigerado. Da mesma forma, ESPIRITO-SANTO et al. (2010) observaram que a polpa de
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acai ndo demonstrou efeito negativo na viabilidade das bactérias probidticas L. acidophilus
L10, B. animalis subsp. lactis BI04 e B. longum BIO5. No trabalho citado, a adi¢éo de polpa
de acai favoreceu o aumento das populaces dos probioticos estudados, demonstrando que
produtos probidticos adicionados de polpa de acai podem ser utilizados com sucesso como

veiculos de culturas probidticas.

6 Proteinas concentradas de soro de leite

As proteinas concentradas de leite sdo produzidas a partir do soro lacteo
remanescente da coagulacdo quase completa da caseina, sendo, portanto, consideradas
subprodutos da fabricacdo de queijo ou da caseina (SMITHERS et al., 2008). O soro de leite
que se separa do codgulo é constituido por 93% de agua, 5% de lactose, 0,6% de proteina,
0,6% de minerais e 0,02% de gordura. As proteinas concentradas do soro tornaram-se
importantes como matéria-prima no desenvolvimento de produtos alimenticios, devido as suas
propriedades funcionais e nutritivas (EL-SALAM et al., 2009). Os ingredientes derivados das
proteinas do soro sdo comumente classificados em “concentrados”, se o seu conteudo proteico
total estiver entre 25% e 80% de proteina, ou como “isolado”, quando o teor de proteina ¢
superior a 90%. A variacdo existente no teor proteico dos concentrados e isolados é
dependente da tecnologia de producdo empregada. Técnicas industriais de microfiltracdo,
ultrafiltracdo e diafiltragdo sdo aplicadas para a obtencdo de concentrados e isolados proteicos
de soro de leite (SURH et al., 2006; SMITHERS, 2008).

Do ponto de vista nutricional, as proteinas concentradas de soro de leite apresentam
um alto valor biolégico e sdo utilizadas na suplementacédo nutricional devido a sua rapida taxa
de absorcdo e sintese proteica muscular (HA e ZEMEL, 2003). Além dos aspectos
fisiolégicos, essas proteinas possuem propriedades funcionais que lhes possibilitam
aplicacbes no desenvolvimento de produtos alimenticios (DISSANAYAKE, 2010). Os
concentrados proteicos sao principalmente uma mistura de B-lactoglobulina, a-lactalbumina,
albumina de soro bovino e imunoglobulinas (EL-SALAM et al., 2009). A funcionalidade dos
concentrados ira depender da estrutura tridimensional dessas proteinas, incluindo tamanho,
forma, composicdo, sequéncia de aminodcidos, carga liquida, razdo hidrofobicidade e
hidrofilicidade, bem como da influéncia de outros componentes alimentares presentes no
alimento (DISSANAYAKE, 2010). A B-lactoglobulina, proteina mais abundante no soro de
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leite, desempenha importantes propriedades gelificante, emulsificante e de formacdo de

espuma.

A incorporacdo de concentrados e isolados proteicos de soro em formulagbes
alimenticias pode diminuir o teor calorico dos alimentos, devido a atuacdo dessas proteinas
como substitutos de gordura. Essa caracteristica ocorre em virtude da alta capacidade de
retencdo de agua dos concentrados proteicos de soro quando presentes em uma solucéo,
resultando em alteracbes na textura e palatabilidade dos alimentos (ALFAIFI e
STATHOPOULOQS, 2010; PANDIYAN et al., 2012). ALFAIFI e STATHOPOULOS (2010)
demonstraram que a substituicdo de gema de ovo por concentrado proteico de soro (WPC-80)
melhorou a textura e a incorporagdo de ar de sorvetes do tipo gelato italiano. De acordo com
PANDIYAN et al. (2012) concentrados proteicos de soro podem ser incorporados em uma
concentracdo de até 40% em formulacdes de sorvete com o objetivo de aumentar o teor de

proteinas sem, no entanto, afetar a qualidade sensorial desses produtos.

Além dos aspectos tecnoldgicos, os concentrados proteicos podem melhorar a
viabilidade de culturas probidticas, devido as proteinas e fosfatos presentes, que atuam como
agentes tamponantes e inibidores da atividade de proteases digestivas in vivo (ANTUNES et
al., 2005; KOS et al., 2000). Adicionalmente, as bactérias probidticas podem hidrolisar as
proteinas concentradas do soro de leite, gerando peptideos e aminoacidos imprescindiveis para a
manutencao da viabilidade dessas culturas (PESCUMA et al., 2010; PRASANNA et al., 2012).

KOS et al. (2000) estudaram a viabilidade de L. acidophilus M92 sob exposi¢édo a pH
gastrico simulado (pH=2) por um tempo de 4 horas, e concluiram que 0 micro-organismo
sobreviveu melhor na presenga de concentrado proteico de soro de leite (whey protein
concentrate - WPC), em comparacgdo a outros ingredientes, como a caseina, leite desnatado e
mucina. Os pesquisadores também observaram que a viabilidade de L. acidophilus M92
exposto ao suco gastrico na amostra controle foi de 15%, aumentando para 45% na presenca
de WPC, sugerindo que a adicdo deste ingrediente pode aumentar a tolerancia de micro-

organismos probioticos as condic¢des gastricas.

ANTUNES et al. (2005) estudaram a influéncia do WPC na viabilidade de culturas
probidticas em iogurtes desnatados. Os autores concluiram que WPC potencializou a
multiplicacdo e a viabilidade de L. acidophilus e B. longum. As espécies de bifidobactérias

sdo bastante exigentes, requerendo fatores de crescimento especificos para 0 seu crescimento
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(SHA et al.,, 1995). As principais proteinas presentes nos concentrados proteicos (B-
lactoglobulina e a-lactoglobulina) sdo excelentes agentes promotores de crescimento para
bifidobactérias (WADA e LONNERDAL, 2014). AKALIN et al. (2007) demonstraram que a
suplementacéo de leite com 1,5% de WPC, para a producédo de iogurte, resultou em aumento
de 1 ciclo logaritmo de B. animalis quando comparado a um iogurte produzido sem esta
suplementagéo.

7 O sorvete como alimento simbiético

O sorvete é um sistema coloidal constituido por cristais de gelo, células de ar,
goticulas de gordura parcialmente coalescidas em uma fase aquosa continua contendo
carboidratos complexos (gomas), aglcares simples (glicose, sacarose, lactose), proteinas e
minerais (SOUKOQULIS et al., 2014). Devido a sua popularidade em quase todo o mundo e a
sua alta aceitacdo por parte de consumidores de varias faixas etarias, o sorvete pode ser
considerado um alimento favoravel para incorporacdo de compostos que proporcionem saude
(SOUKOULIS et al., 2014). A sua forma de armazenamento congelado pode contribuir para a
preservacdo de compostos bioativos por um periodo prolongado (HOMAYOUNI et al., 2011).
A adicdo de culturas probidticas ao sorvete, além de agregar valor ao produto, oferece a
vantagem de torna-lo um alimento funcional. Adicionalmente, o emprego de fibras prebitticas
nesses produtos pode contribuir com aspectos tecnoldgicos de textura e sabor e com aspectos

fisioldgicos de modulacdo da microbiota intestinal do consumidor.

Cada fase do processo de producdo do sorvete deve ser otimizada, visando um
aumento da sobrevivéncia das bactérias probidticas, de forma a garantir a propriedade
funcional do produto final. Desafios envolvidos na producdo de sorvetes convencionais
devem ser levados em consideracdo durante o desenvolvimento de sorvetes probioticos. Estes
desafios incluem: contribui¢es das microestruturas e das propriedades coloidais fornecidas
pelos ingredientes e/ou componentes presentes na formulacéo, o conhecimento e o controle da
cristalizacdo do gelo, a escolha de estabilizadores adequados e, ainda, uma compreenséo e
controle da desestabilizacdo da gordura e da funcionalidade do emulsificante (GOFF, 2013;
CRUZ et al., 2009).

A incorporacdo de bactérias probidticas em uma formulacdo de sorvete ndo deve
afetar a qualidade global do produto. Portanto, parametros fisico-quimicos envolvidos no
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controle de qualidade destes produtos, tais como a taxa de derretimento e as caracteristicas
sensoriais, devem ser os mesmos ou ainda melhores, quando comparados a um sorvete
convencional (CRUZ et al., 2009). Nesse aspecto, os prebidticos sdo uma alternativa para
auxiliar na manutencdo de caracteristicas sensoriais adequadas de sorvetes. A substituicdo
parcial da sacarose por inulina e oligofrutose pode melhorar aspectos de sabor e textura de
sobremesas l4cteas ou ndo lacteas (SOUKOULLIS et al., 2014). Adicionalmente, o papel da
inulina como um potencial substituto de gordura tem sido intensamente abordado no
desenvolvimento de produtos de origem lactea mais saudaveis ao consumidor (MEYER et al.,
2011).

Em linhas gerais, as etapas de processamento de sorvete probidtico incluem:
recepcdo/pesagem dos ingredientes envolvidos (leite, emulsificante, estabilizadores, leite em
po, acucar); mistura; pasteurizacdo; refriamento a temperatura entre 37-40 °C para a adi¢ao do
fermento liofilizado (geralmente culturas starters de iogurte) e/ou das culturas probiodticas;
fermentacdo até que se alcance pH entre 4,7-4,8 (etapa presente apenas quando se tratar de um
frozen); manutencdo dessa mistura a 4 °C por 24 horas para maturacdo. A mistura é
posteriormente batida sob temperatura de congelamento, de modo a se obter o produto final
(CRUZ et al., 2009).

Diferentes técnicas sdo descritas para a incorporacdo de micro-organismos
probidticos em sorvetes. Entre essas técnicas, destacam-se: cultivo dos probidticos na mistura
de sorvete, propiciando a sua multiplicacdo nessa matriz (FAVARO-TRINDADE et al., 2006;
AKALIN e ERISIR, 2008); adicéo de leite fermentado & mistura de sorvete (MAGARINOS et
al., 2007; TURGUT e CAKMAKCI, 2009); adicdo das células bacterianas ativadas ao sorvete
(ALAMPRESE et al., 2002; ABGHARI et al., 2011; NOUSIA et al., 2011).

ABGHARI et al. (2011) sugeriram que o pH de sorvetes ndo fermentados da ao
produto uma vantagem sobre sorvetes fermentados ou frozen iogurtes e pode possibilitar uma
viabilidade satisfatoria de bactérias probioticas. Os autores sugeriram, ainda, que 0S
compostos crioprotetores presentes no sorvete, como gordura do leite, caseina, lactose e
acucar, geralmente promovem a protecdo contra danos celulares ocasionados pelo

congelamento.

Estudos mostram que culturas probiéticas sdo capazes de manter sua viabilidade em

produtos alimenticios congelados, com wuma perda minima verificada durante o
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armazenamento (ALAMPRESE et al., 2002, 2005; HARAMI, 2008; ABGHARI et al., 2011,
NOUSIA et al., 2011). De acordo com RANADHEERA et al. (2012), trés probidticos
estudados (L. acidophilus La-5, B. animalis subsp. lactis Bb-12, P. jensenii 702)
demonstraram baixa tolerdncia gastrica em iogurte de fruta. Entretanto, os referidos
probidticos, quando em sorvete, apresentaram maior manutencdo de viabilidade durante o

transito gastrico (com simulacéo do suco gastrico feito a pH 2,0).

Nesse sentido, ABGHARI et al. (2011) produziram um sorvete ndo fermentado
contendo culturas probidticas L. acidophilus e L. rhamnosus, a fim de avaliar se essa matriz
era adequada como veiculo desses micro-organismos. Apos 84 dias de armazenamento a -19
°C, o0s autores observaram que ndo houve decréscimo significativo nas células viaveis de L.
rhamnosus, o qual permaneceu com concentracio de 10° ufc/g ao final do estudo. L.
acidophilus que possuia uma populacdo de 102 ufc/g no inicio da estocagem apresentou um
declinio para 107 ufc/g ap6s 12 semanas de armazenamento congelado. Os autores afirmaram
que apesar desse declinio na concentracdo de células viaveis de L. acidophilus, a concentracdo
celular de ambas as culturas probidticas foi superior a menor dose terapéutica recomendada
(concentracio de 10° — 107 ufc/g de produto) que é sugerida pela International Dairy
Federation (IDF, 1992). Resultados similares foram encontrados por ALAMPRESE et al.
(2005), os quais relataram a sobrevivéncia de L. rhamnosus em sorvete ndo fermentado por

um periodo de 1 ano armazenado a -28 °C.

NOUSIA et al. (2011) produziram um sorvete probiotico ndo fermentado com a
incorporacdo de células ativadas de L. acidophilus. Os autores observaram manutencdo da

viabilidade celular ao final de 45 semanas, com estocagem a -15 °C e -25 °C.

ALAMPRESE et al. (2002) conduziram um estudo com sorvete suplementado com
L. johnsonii Lal, simulando condi¢des industriais. Quatro formula¢bes contendo diferentes
quantidades de gordura (5% e 10% m/v) e aglcar (15% e 22% m/v) foram preparadas. Para
cada formulacéo, sorvete com e sem Lal foram preparados e armazenados em temperatura de
-16 ° e -28 °C. As células puras de Lal e as amostras das formulacdes de sorvete foram
submetidas apOs o congelamento a testes preliminares de resisténcia a bile, antibidticos e
acidez. Os micro-organismos mostraram-se resistentes a maioria desses fatores de estresse. Os
autores observaram altas taxas de sobrevivéncia dos probidticos durante oito meses de

armazenamento dos sorvetes, sem reducdo na populagio inicialmente inoculada (107 ufc/g).
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Além disso, a adi¢cdo do micro-organismo probi6tico ndo promoveu alteragdes fisico-quimicas

no produto acabado.

Em trabalho realizado por HARAMI (2008), a adicdo de inulina em uma porc¢éo de
gelado comestivel melhorou a sobrevivéncia de L. acidophilus La-5 e B. animalis Bb-12,
contribuindo para que ao final de 90 dias de armazenamento a -18 °C, populacbes de pelo
menos 10° ufc/g ainda pudessem ser obtidas.

Em alguns casos, esforcos adicionais podem ser necessarios no desenvolvimento de
sorvetes probidticos, que incluem o uso de microencapsulacao de culturas e da suplementacao
com prebidticos. A adicdo de inulina, por exemplo, surge como uma alternativa para esses
produtos, a fim de auxiliar na sobrevivéncia e estabilidade de micro-organismos probidticos.
A inulina pode atuar também como agente estabilizante, controlando a recristalizacédo do gelo,
uma vez que apresenta efeitos crioprotetores em combinagdo com outros ingredientes, como
xarope de glicose, e, dessa forma, pode prevenir formacdo de cristais de gelo durante as
variacbes de temperatura que podem ocorrer durante 0 armazenamento
(SCHALLERPOVOLNY e SMITH, 1999; AKALIN e ERISIR, 2008).

De acordo com DI CRISCIO et al. (2011), doses elevadas de inulina (10%) alteraram
de forma significativa as propriedades sensoriais e fisicas de sorvetes. No entanto, em
formulagdes com 2,5% de inulina foi possivel obter sorvetes com caracteristicas similares as
de sorvetes convencionais, além de representarem 40% do consumo de prebidtico que é
necessario para se obter efeito positivo na modulacdo da microbiota intestinal. Os autores
desse estudo concluiram que é possivel a producéo de sorvetes simbiéticos adicionados de 3%

de inulina e de micro-organismos probiéticos a fim de se obter um produto funcional.

Assim, 0 sorvete é uma sobremesa que apresenta potencial como veiculo de culturas
probidticas e fibras prebidticas. Contudo, ha de se levar em consideracdo a influéncia de
diferentes fatores nas etapas de processamento, a fim de manter os micro-organismos viaveis
e capazes de conferir beneficios a salde do consumidor. Nesse contexto, também é necessario
considerar a concentracdo do inoculo, a etapa do processo que este sera adicionado, bem
como a selecdo da cultura a ser utilizada (CRUZ et al., 2009). No caso de prebiéticos, deve-se
considerar a dose a ser utilizada, tendo em vista que doses elevadas além de alterarem de
forma significativa as caracteristicas dos produtos, podem ainda exercer efeito laxativo no

consumidor.
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Com o objetivo de verificar a viabilidade de obtencdo de um sorvete simbidtico para
fins de congelamento, é necessario que se estude a sobrevivéncia dos probidticos, bem com as
caracteristicas do produto. Com o intuito de assegurar os beneficios atribuidos ao consumo
desse tipo de alimento, é necessario avaliar, também, se essas culturas probioticas resistem as
diferentes condicdes do trato gastrintestinal, para garantir o efeito probio6tico desse produto in
vivo. O emprego do prebidtico inulina, que atua como substituto de gordura e confere efeito
crioprotetor a produtos congelados, pode resultar em um sorvete simbidtico em potencial. O
emprego de proteinas do soro de leite, na forma concentrada e isolada pode auxiliar na
manutencdo das quantidades adequadas dos micro-organismos durante a passagem pelo TGl,
aumento da tolerancia dos probidticos as condi¢cdes adversas do estdbmago e do intestino
delgado. Dessa forma, é possivel a obtencdo de um novo alimento funcional que pode ser
armazenado sob congelamento, dessa maneira aumentando a probabilidade de favorecer a
administracdo de um numero razoavel de bactérias probidticas para atuarem no intestino do
individuo, favorecendo, de uma maneira geral, o equilibrio da microbiota do intestino, uma

vez que poderia, também, estimular a multiplicacdo de bifidobactérias no colon.

8 Metodologia de superficie de resposta e delineamento experimental do tipo centroid
simplex

A metodologia de superficie de resposta (ou RSM, de Response SurfaceMethodology)
€ um conjunto de técnicas baseadas no uso do planejamento fatorial, aplicado com grande
sucesso para a modelagem de processos industriais. Esta metodologia é baseada no uso do
“método dos minimos quadrados” ajustado para a construgdo de modelos empiricos simples
(em geral lineares ou quadraticos) que descrevem o comportamento do sistema em estudo,
com base nas respostas obtidas a partir de planejamentos fatoriais (BARROS NETO et al.,
2007). Na maioria das aplicacdes da RSM, varias respostas sdo medidas para cada grupo de
condi¢Bes experimentais e um modelo € ajustado para cada resposta. Um exemplo de
derivacdo da RSM é o caso de ensaios envolvendo misturas, empregados neste trabalho. A
RSM para modelagem de misturas vem sendo utilizada por varios pesquisadores na area de
alimentos (CASTRO et al., 2003; CARDARELLI et al., 2008; BURITI et al., 2010). Em
misturas, as propriedades sdo determinadas pelas proporgdes de seus ingredientes, que sdo

considerados variaveis dependentes (cujos valores sdo dependentes). Assim, as respostas para as
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misturas sdo determinadas pelas propor¢fes mantidas entre variaveis e ndo pela quantidade total
de cada uma.

O sistema de coordenadas usado para os valores de Xi (i= 1, 2, 3..., q) é chamado de
sistema de coordenadas simplex e a descricdo geométrica da representacdo espacial ira
depender do nimero g de componentes, podendo assumir a forma de um triangulo equilatero

para q=3.

O delineamento experimental geralmente empregado para determinar os valores dos
coeficientes do modelo cubico especial é conhecido como centroid simplex, que acrescenta

um ponto central, representando a mistura ternaria em partes iguais.

Misturas ternarias sdo formadas por trés componentes, ou seja, trés fatores
independentes. Observa-se que os fatores sao representados por Xi, X2 e X3, que devem somar
1, ou 100%, e correspondem geometricamente a um triangulo equilatero. As diferentes
composigdes possiveis sdo representadas pelos pontos pertencentes ao triangulo. Os vértices
correspondem aos componentes puros e o0s lados as misturas binarias, enquanto 0s pontos no
interior do triangulo representam as possiveis misturas dos trés componentes. A variacdo de
um determinado parametro (variavel-resposta medida) em funcdo da composi¢cdo da mistura
pode ser representada por uma superficie de resposta desenhada acima do triangulo (Figura
1).

Figura 1- Superficie de resposta para as possiveis misturas.

40



Capitulo 1

Quando Vvérias respostas sdo envolvidas, prefere-se o termo otimizacdo de respostas
combinadas (CASTRO et al., 2003) ou otimizagdo multi-resposta (ARTEGA et al., 1994;
CARDARELLI et al., 2008).

A otimizacdo pode ser definida como a escolha da melhor alternativa dentre um grupo
especifico de possibilidades. Portanto, quando se desenvolve um produto ou formula trabalha-
se essencialmente com um problema de otimizacdo. A otimizagdo de processos ou produtos
exige o planejamento de ensaios para se determinar os niveis 6timos dos componentes. Esses
componentes sdo as Vvaridveis-dependentes ou respostas que devem ser otimizadas
(maximizadas ou minimizadas) (CASTRO et al., 2003).

A otimizacdo pela metodologia da superficie de resposta é a mais usada na ciéncia e
tecnologia de alimentos, possivelmente porque a sua teoria é completa, eficiente e simples
(BOX e DRAPER, 1987). Através deste conjunto de técnicas, € possivel avaliar os efeitos dos

principais fatores que fornecam a melhor multi-resposta.
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Efeito de inulina e proteinas do soro de leite na sobrevivéncia do probiotico
Lactobacillus rhamnosus GG em sorvete simbidtico de acai submetido a condigdes
gastrintestinais simuladas in vitro

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito dos ingredientes inulina, concentrado (WC) e
isolado proteico (WI) de soro de leite sobre a viabilidade e a resisténcia in vitro do probi6tico
Lactobacillus rhamnosus GG adicionado a sorvetes de acai. A viabilidade de L. rhamnosus
GG manteve-se estavel em todas as formulacdes estudadas até os 112 dias de armazenamento
congelado, preservando populagdes proximas a 9 log ufc/g. O probidtico demonstrou melhor
resisténcia as condicdes gastrintestinais simuladas quando incorporado aos sorvetes de acai
comparado a cultura fresca, apontando que a presenca da matriz contribuiu para a
sobrevivéncia do micro-organismo. Para todas as formulagfes, houve redugdo em, pelo
menos, 5 ciclos logaritmos da populacdo de L. rhamnosus GG, apds 6 horas de simulacéo
gastrintestinal em todos os periodos estudados. A adicdo de inulina, WC e WI néo
demonstrou efeito significativo para a resisténcia do probidtico in vitro. Entretanto a
recuperacdo de L. rhamnosus GG esteve préxima a 4 log ufc/g para todas as formulacdes nos
periodos avaliados. Apenas no 7° dia de armazenamento a resisténcia in vitro do probidtico
nas formulacdes contendo inulina, WC e WI superou em até 0,93 log ufc/g a formulacédo
controle (isenta dos fatores estudados). A partir do estudo de microscopia, foi possivel a
visualizacdo de L. rhamnosus em cultura pura e adicionado ao sorvete. O probidtico
adicionado ao sorvete apresentou menos mudancas morfoldgicas, quando comparado a cultura
pura. Dessa forma, o sorvete de acai demonstrou ser uma matriz adequada como veiculo do

probidtico L. rhamnosus GG.

Palavras chave: Probiotico, sorvete de agai, Lactobacillus rhamnosus GG, Simbidtico
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Effect of inulin and milk whey proteins on Lactobacillus rhamnosus GG survival in

synbiotic acai ice cream under simulated gastrointestinal conditions.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of the ingredients inulin, whey protein
concentrate (WC), and whey protein isolate (WI) on the viability and the in vitro survival
through in vitro simulated gastrointestinal tract (GIT) conditions of the probiotic
Lactobacillus rhamnosus GG incorporated to acgai ice cream. L. rhamnosus GG viability was
stable in all formulations studied up to 112 days of frozen storage, preserving populations
close to 9 log cfu/g. The probiotic strain showed higher survival to simulated GIT conditions
when incorporated to acai ice cream, compared to fresh culture, indicating that the presence of
the matrix contributed for the micro-organism survival. A reduction of at least 5 log cycles of
L. rhamnosus GG was observed in all formulations after 6 hours of the in vitro assays for all
storage periods evaluated. The addition of inulin, WC, and W1 did not show any significant
effect on the resistance of the probiotic in the in vitro assays. However, L. rhamnosus GG
recovery was close to 4 log cfu/g for all formulations studied in evaluated periods.
Nevertheless, on the 7th day of storage the probiotic in vitro resistance in formulations
supplemented with inulin, WC, and WI exceeded up to 0.93 log cfu/g the control formulation
(without these ingredients). Based on microscopy study, it was possible to visualize L.
rhamnosus GG in pure culture and added to ice cream. Compared to the pure culture, fewer
morphological changes were observed when the probiotic was added to ice cream. Thus, the

acai ice cream was shown to be a suitable matrix for the probiotic L. rhamnosus GG strain.

Keywords: Probiotic, Acai ice cream, Lactobacillus rhamnosus GG, Synbiotic
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1 INTRODUCAO

Os alimentos probioticos destacam-se dentro da categoria de produtos funcionais, uma
vez que ajudam a manter o equilibrio da microbiota intestinal (AURELI et al., 2011), a partir
desta premissa efeitos positivos na saude sdo observados. A redugdo do risco de doencas
intestinais, tais como, diarreia, sindrome do intestino irritavel, constipacdo e doencas
inflamatdrias intestinais sdo alguns dos efeitos desejaveis relatados (SAAD et al., 2013).
Outros beneficios atribuidos aos probioticos incluem reducdo de intolerancia a lactose,
aumento da biodisponibilidade de nutrientes, prevencdo e reducdo de alergias, propriedades
anticarcinogénica, hipocolesterolémica, anti-hipertensiva e efeito imunomodulador
(MASOQD et al., 2011; ARGYRI et al., 2013). Embora ainda ndo haja um consenso sobre a
quantidade de células viaveis de probidticos a ser consumida para ser obter efeitos desejaveis
a saude (CHAMPAGNE et al., 2011), a manutencdo da viabilidade celular durante o transito
do trato gastrintestinal é essencial (FAO/WHO, 2002; PITINO et al., 2012).

A forma mais tradicional de se comercializar produtos probidticos é como produtos
lacteos fermentados. Recentemente, novos produtos lacteos ndo fermentados, como queijos e
sobremesas lacteas, estdo sendo explorados como veiculos de probidticos (PITINO et al.,
2012). Entretanto, a incorporacao de probidticos em uma matriz alimentar adequada é uma
forma de potencializar a eficacia destes micro-organismos no organismo humano. Isto por que
a composicdo dos alimentos pode fornecer uma protecdo para 0s probidticos, reduzindo a sua
exposicao fisica ao ambiente adverso do trato gastrintestinal (RANADHEERA et al., 2010).
Sorvetes surgem como um grande potencial para o uso como veiculo de culturas probidticas,
devido a sua composicdo, que inclui as proteinas do leite, gordura e lactose, assim como
outros compostos (CRUZ et al., 2009; CRUZ et al., 2011). Além disso, fatores como
armazenamento congelado e o pH mais elevado do produto podem favorecer a manutencao da
viabilidade celular das culturas (CRUZ et al., 2011).

Mesmo no caso da viabilidade celular do probiético no momento da ingestdo do
alimento ser alta, esse micro-organismo pode ndo conseguir sobreviver a digestdo e, assim, a
sua funcionalidade no intestino estara comprometida (MADUREIRA et al., 2011). Testes de
simulagfes gastrintestinais in vitro tém sido desenvolvidos e aplicados para avaliar a
caracteristica da resisténcia de cepas probidticas e, ainda, seu desempenho em diferentes
matrizes alimentares (ANDRIANTSOANIRINA et al., 2013; BEDANI et al., 2013). A
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avaliacdo das propriedades probioticas das cepas inclui a determinacéo da tolerancia ao acido
gastrico e bile. Apesar desses testes ndo serem totalmente adequados para predizer a
funcionalidade do probio6tico no organismo humano, a selecdo de uma matriz alimentar
adequada que contribua para a tolerancia do probiotico a condicdes gastrintestinais parece ser
atil (BURITI et al., 2010).

Lactobacillus rhamnosus GG €é uma cepa probiotica de origem humana com efeitos
benéficos a saude amplamente documentados (GORBACH e GOLDIN, 1992; HOJSAK et al.,
2010). Segundo a European Food Safety Authority (EFSA, 2011) L. rhamnosus GG ajuda a
manter a defesa contra patdgenos intestinais, esta alegacao de salde refere-se a defesa contra

patdgenos intestinais na populacdo em geral.

Resultados mostram que L. rhamnosus GG sobrevive ao trato gastrintestinal e
consegue permanecer por alguns dias na microbiota do intestino, sem que haja nova
suplementacéo oral. Esta caracteristica parece ser importante na prevencdo de certas doengas
intestinais (GORBACH e GOLDIN, 1992; KUMPU et al., 2013). Em alguns paises, esse
probidtico tem sido largamente consumido desde 1990 através de produtos lacteos
fermentados ou na forma de cépsula. Os resultados de estudos dose-resposta ainda sao
conflitantes, mas geralmente os ensaios clinicos utilizam a dose do micro-organismo na faixa
de 108-10%° ufc/dia (TYNKKYNEN et al., 1998; SZAJEWSKA et al., 2011).

A inulina é um carboidrato ndo digerivel que além do efeito prebidtico, pode exercer
efeito de protecdo sob micro-organismos durante o periodo de estocagem de alimentos
probidticos, bem como durante a passagem através do trato gastrintestinal (BURITI et al.,
2010; BEDANI et al., 2013). Esta protecdo estd associada com a resisténcia da inulina a
hidrélise enzimatica e com a capacidade de formacdo de um gel capaz de aprisionar dgua
(FRANK, 2008; MEYER et al., 2011). Uma possivel protecdo fisica dada por esta estrutura
gue envolve a célula do probidtico dentro da matriz do alimento é sugerida em alguns
trabalhos (FRANK et al., 2008; BURITI et al.,, 2010; BEDANI et al., 2013). Outros
ingredientes como as proteinas do soro do leite (concentrados proteicos; isolados proteicos)
podem desempenhar efeito protetor similar (DOHERTY et al., 2010), devido as propriedade
fisico-quimicas que abrangem, formacdo de um gel coeso estavel e capacidade tamponante.
Essas propriedades poderiam auxiliar na manutencéo da viabilidade celular ao longo da vida
de prateleira, bem como a resisténcia do probiotico ao longo do trato gastrintestinal.

57



Capitulo 2

Com o intuito de agregar beneficios a salde, grande interesse tem sido dado a
incorporacéo de frutas tropicais no desenvolvimento de alimentos funcionais. O acai (Euterpe
oleracea) é uma fruta nativa da regido norte da América do Sul que tem sido bastante
estudada pelo potencial antioxidante e anti-inflamatorio (RUFFINO et al., 2011; KANG et al.,
2012,). O desenvolvimento de sorvete de acai probidtico é uma possibilidade de fornecer

tanto os beneficios atribuidos a esses micro-organismos como aqueles conferidos pela fruta.

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da adicdo de inulina, concentrado
(WC) e isolado (WI) proteico de soro de leite, em diferentes proporg¢des, em sorvete de acai
sobre a viabilidade do probidtico Lactobacillus rhamnosus GG incorporado ao produto e a

sua resisténcia in vitro a condigdes gastricas e entéricas simuladas in vitro.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento experimental

Foram realizados ensaios, no sentido de avaliar os fatores inulina (X1), concentrado
proteico de soro (WC = X) e isolado proteico de soro (WI = Xz), adicionados durante a
fabricacdo do sorvete, em diferentes proporc¢des, mas sempre totalizando 4% do total das
formulacBes do produto. Foi utilizado o delineamento experimental para misturas simples
(centroid simplex) incluindo um ponto axial, que corresponde a um ponto interno (escolhido
aleatoriamente) ao simplex, a Figura 1 apresenta o desenho experimental do planejamento
adotado. O ponto axial adicionado ao planejamento foi realizado para posterior estudo
estatistico mais detalhado (BOX e DRAPER, 1987; BARROS NETO, 2007). A Tabela 1

mostra as diferentes formulacdes realizadas, dentro do planejamento experimental proposto.

Foi avaliada, ainda, uma formulagcdo controle ndo adicionada dos ingredientes
inulina, WC e WI (X1, X2, X3 =0, 0, 0).
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Wl - X3

(0,0,1)

wWe-wi
(0,1/2,1/2)

-Wi
(1/2,0,1/2)

I-WC-Wi

L
(1/3,1/3,1/3)

* 5
(2/3, 1/6, 1/6)

WceC - X2

¥
':11- o, D] ':1)!2! 1)(2, D] iDl 1, D]

I-W¢C

Figura 1 - Representacdo espacial das formulacbes de sorvete de acai no planejamento
adotado. Os vértices correspondem aos componentes (I, WC, WI) puros, os lados as misturas
bindrias dos componentes, e os pontos do interior do tridngulo, a mistura dos trés
componentes, e 0s pontos do interior do triangulo, a mistura dos trés ingredientes.
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Tabela 1 - Delineamento experimental centroid simplex empregado na elaboracdo das
formulac@es de sorvete de acai estudadas.

Formulacdes Proporgao de cada Quantidade de cada ingrediente (g) em

ingrediente da mistura 100 g de sorvete!

(X1, X2, X3) Inulina® e WI*

I (X1) (X2) (Xa)

| (1,0,0) 4,00 0,00 0,00
wC 0,1,0) 0,00 4,00 0,00
Wi 0,0,1) 0,00 0,00 4,00
I-WC (172, 1/2, 0) 2,00 2,00 0,00
I-WI (1/2, 0, 1/2) 2,00 0,00 2,00
WC-WI (0, 1/2, 1/2) 0,00 2,00 2,00
I-\WC-WI (1/3, 1/3, 1/3) 1,33 1,33 1,33
AS (213, 1/6, 1/6) 2,60 0,70 0,70
CS - 0,00 0,00 0,00

!Para cada 100 g de produto, 4 g da mistura total (inulina + WC +WI) foi adicionada aos demais ingredientes utilizados nas
formulagGes de sorvete de acai; 2Orafti®GR (Beneo-Orafti); 3Lacprodan 80® (Arlafoods); “Lacprodan DI19224® (Arlafoods);

Sformulagéo aleatéria, éformulagdo controle.

2.2 Obtencdo do micro-organismo e preparo da cultura estoque

Para o preparo da cultura pura, 0 micro-organismo probidtico Lactobacillus
rhamnosus GG foi isolado a partir de capsulas comerciais (Culturelle, Amerifit, EUA) e
mantido em caldo MRS com glicerol (50% v/v) em temperatura de -80°C. A analise da
sequéncia obtida a partir do gene 16S do RNA ribossomico da cultura estoque preparada
demonstrou 99% de similaridade (n° de descricio do GenBank FM179322.1) com

Lactobacillus rhamnosus GG quando submetida & comparagdo no programa BLASTn, o qual
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utiliza-se do banco de dados NCBI GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). A
ativacdo e preparo do pré-inoculo foi realizada com 1 mL da cultura estoque previamente
ativada em caldo MRS por 20h a 37°C. O pré-inéculo (4% v/v) foi transferido para um
volume maior de caldo MRS e incubado a 37°C por 16 h, até que se atingisse a fase
exponencial, apds este periodo o micro-organismo apresentou uma populagdo de cerca de 10°
ufc/mL. Apds a incubacdo, as células do micro-organismo foram colhidas por centrifugacéo
(5251,4 g x 10 min) em centrifuga Sorvall (modelo RC-5C), lavadas em solucdo fisioldgica

estéril (NaCl 0,9%), repetindo-se o processo de centrifugacédo e lavagem duas vezes.

A cultura do micro-organismo Lactobacillus rhamnosus GG foi ressuspendida em
leite em pd desnatado reconstituido estéril 10%. Posteriormente, essa cultura ativada foi

adicionada a mistura para a elaboracgéo do sorvete.

2.3 Fabricacdo do sorvete de acai

De acordo com o planejamento experimental adotado e descrito na Tabela 1, as
formulacdes de sorvete de acai foram produzidas em lotes de 4 Kg. Os ingredientes listados
na Tabela 2 foram misturados até completa uniformizacdo da massa em misturador Geiger
UMMSK-12 (Geiger, Pinhais, Brasil;), ap6s a sua pesagem e mistura manual prévia
(primeiramente, ingredientes liquidos, depois solidos e, por ultimo, ingredientes lipidicos). A
mistura obtida foi pasteurizada a 85°C por 25 segundos, no préprio misturador. A seguir, a
temperatura da massa foi reduzida a 40°C, para a adicdo do leite contendo a cultura
probidtica. Apds esta etapa, a mistura foi transferida para cabine refrigerada a 4 °C (Metalfrio,
Sdo Paulo, Brasil) para maturacdo da calda por 20 horas. Posteriormente, foi transferida para
sorveteira Skymsen BSK-16 (Metaltrgica Skymsen, Brusque, Brasil), onde ocorreram 0s
processos de batimento e congelamento simultaneos, por 15 minutos. Decorrida essa etapa, 0
produto foi acondicionado em potes plasticos de polipropileno proprios para alimentos (68
mm de didmetro, 32 mm de altura, 55 mL de volume total, Tries Aditivos Plasticos, S&o
Paulo, Brasil), em por¢oes de 20 g. Os produtos obtidos foram armazenados em congelador
vertical (Metalfrio, S&do Paulo, Brasil) a -18 °C e foram analisados, quanto a viabilidade do
probiético, e pH do produto apos 1, 7, 14, 28, 56, 84 e 112 dias, e a resisténcia do probidtico a
condigdes gastrintestinais simuladas foram analisadas apos 7, 28, 56, 84 e 112 dias.
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Tabela 2 - Ingredientes fixos e variaveis e respectivas proporc¢des, utilizados na producédo das
formulacBes de sorvete de acai estudadas, de acordo com o planejamento experimental

adotado e descrito na Tabela 1.

Formulacdes

Ingredientes (%) | WC WI I-WC I-WI  WC-WI I-WC-WI  A*  C**
Ingredientes fixos
Polpa congelada de acai® 200 200 200 200 200 20,0 200 200 200
Leite em pd desnatado® 120 120 120 120 120 120 120 120 120
Sacarose’ 80 80 80 80 80 80 80 80 80
Gordura Vegetal* 40 40 40 40 40 4,0 4,0 40 40
Glicose em p6® 30 30 30 30 30 30 30 30 30
FOS® 30 30 30 30 30 30 3,0 30 30
Emulsificante/Estabilizante’ 040 040 040 040 040 040 040 040 0,40
Cultivo de Lactobacillus
rhamnosus GG em leite. 025 025 025 025 025 025 025 025 025
Saborizante e aromatizante
artificial de acai® 0,10 010 010 010 010 0,0 010 010 010
Goma carragena’ 0,10 010 010 010 010 0,0 010 010 0,10
Goma guar® 016 016 016 016 016 0,16 016 016 0,16
Ingredientes variaveis
Inulina (1) 40 - - 20 20 - 133 26 -
WC - 40 - 20 - 2,0 133 07 -
Wi - - 40 - 20 20 133 07 -
Agua 450 450 450 450 450 450 450 450 490
Total 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0  100,0

Polpa de acai médio (Icefruit — Icefruit Comérico de alimentos, Tatui, Brasil); 2Molico (Nestlé, Aragatuba, Brasil); *Aglcar
refinado (Unido, Limeira, Brasil); “Gordura de palma 370SE (Agropalma, Belém, Pard);>(Nutre, Sdo Paulo, Brasil): ®Beneo®
P95 (Orafit, Oreye, Bélgica) ;’Emustab-Emulsificante e estabilizante neutro(Duas Rodas, Jaragua do Sul, Brasil); 8Selecta
tropical (Duas Rodas, Jaragua do Sul, Brasil); °Carrageenan(Danisco, Redhill, Reino Unido); °Grindsted®Guar(Danisco,
Redhill, Reino Unido); *A = formulag&o aleatéria; **C = formulag&o controle.
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2.4 Determinacéo do pH e viabilidade do probidtico Lactobacillus rhamnosus GG

Os valores de pH foram obtidos das amostras de sorvetes de cada formulacéo
produzida, em cada periodo de amostragem, em medidor de pH Orion Modelo Three Stars
(Thermofisher Scientific, Waltham, EUA) com a utilizacdo de eletrodo tipo penetracdo para

alimentos soélidos e semi-solidos, modelo 2A04-GF (Analyser, Sdo Paulo, Brasil).

Decorridos os tempos de armazenamento, porcdes de 10 g de sorvete (retiradas em
condicBes de assepsia) foram homogeneizados com 90 mL de agua peptonada 0,1% (diluicéo
101), utilizando-se um homogeneizador de amostras “Bag Mixer” (Interscience, St. Nom,

Franca). DiluicGes decimais subsequentes foram preparadas, utilizando o mesmo diluente.

Para a enumeracdo de L. rhamnosus GG, foi utilizada a técnica de semeadura em
profundidade (pourplate) de 1,0 mL de cada diluicdo em dgar DeMan-Rogosa-Sharpe (MRS,
Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). A incubag&o foi realizada a 37°C por 72 h, em aerobiose.

2.5 Avaliacdo in vitro da resisténcia da cultura pura do probiético L. rhamnosus GG as
condicdes gastrica e entérica simuladas e durante a vida de prateleira dos sorvetes mantidos
sob congelamento.

A avaliacdo da sobrevivéncia do probidtico em cultura pura e nos sorvetes de acai
congelados submetidos a condic¢des gastrintestinais simuladas foi realizada de acordo com o
método in vitro adaptado de LISERRE et al. (2007) com adaptacdes realizadas por BURITI et
al. (2010), com a modificacao para o pH 2,5 (estdmago), ao invés de 1,5. De cada triplicata da
diluicdo do sorvete de acai e da cultura pura em solucdo de NaCl 0,85% (m/v), 10 mL foram
transferidos para 3 frascos estéreis, totalizando 9 frascos contendo as amostras.
Posteriormente, o pH foi ajustado para o intervalo de 2,3-2,6 com HCI 1N (Merck, cidade,
pais). Foram adicionadas as enzimas pepsina (pepsina obtida de mucosa gastrica suina,
Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e lipase (Amano lipase obtida de Penicillium camemberti,
Sigma-Aldrich) em concentragdes 3 g/L e de 0,9 mg/L, respectivamente. Todos os frascos
foram incubados a 37°C, sob agitacdo de 150 rpm (Banho Metabolico Dubnoff MA-095,
Marconi, Piracicaba, Brasil), durante 2 horas, representando a fase a gastrica. Apds este
periodo, o pH das amostras foi ajustado para o intervalo entre 4,5 e 5,0, utilizando solugédo

alcalina [150 mL de NaOH 1N (Synth, Diadema, Brasil) e 14 g de PO4H2Na2H>0O (Synth) e
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agua destilada até 1 L]. Bile (bile bovina, Sigma-Aldrich) e pancreatina (pancreatina obtida de
pancreas suino, Sigma-Aldrich) foram adicionadas em concentragdes de 10 g/L e 1 g/L,
respectivamente. As amostras foram, novamente, incubadas a 37°C, mantendo-se a agitacao
de 150 rpm por mais 2 horas, conduzindo a fase entérica 1. Na ultima etapa, o pH foi ajustado
para o intervalo entre 6,5 e 7,5, utilizando a mesma solugéo alcalina da etapa anterior. Foram
adicionadas, novamente, bile e pancreatina, afim de manter as concentragcdes de 10 g/L e 1
o/L, respectivamente. As amostras foram incubadas, novamente, a 37°C por 2 horas sob

agitacdo, representando a fase entérica 2 e totalizando 6 horas de ensaio.

A quantificacdo da cepa probidtica L. rhamonosus GG foi realizada, utilizando
aliquotas coletadas de cada triplicata de amostra, apos 2 h, 4 h e 6 h (trés diferentes frascos de
cada formulacdo para cada tempo). Aliquotas de 1 mL foram semeadas em profundidade
(pourplate) em &gar DeMan-Rogosa-Sharpe (MRS, Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). A
incubacdo foi realizada a 37°C por 72 h, em aerobiose. Os resultados foram expressos como

log ufc/ml.

2.6 Microscopia eletrdnica de varredura

Para as analises de microscopia eletronica de varredura foram comparadas L.
rhamnosus GG em cultura pura e o probidtico na formulacdo | (4% de inulina). A escolha da
formulacdo | para o estudo de microscopia baseou-se no fato de que em dois periodos de
armazenamento estudados ndo foi possivel a detec¢do do probidtico L. rhamnosus GG apés a
fase entérica | (4 horas de ensaio) para a referida formulacdo de sorvete. As amostras obtidas,
conforme descrito na metodologia de resisténcia gastrintestinal simulada in vitro, foram
centrifugadas a 5000 g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi
suspendido em solucdo de NaCl (0,9% v/v) em uma concentracdo final de 5 log ufc/mL.
Aliguotas de 1 mL da suspensédo de células foram filtradas, utilizando uma membrana de 0,2
mm de tamanho (filtros de membrana Isopore, Milipore, Billerica, MA, EUA) e fixada
durante 24 horas em solucéo de glutaraldeido 2% (v/v). Posteriormente, as membranas foram
lavadas trés vezes com agua purificada (Mili-Q, Milipore), desidratadas com solucgdes de
etanol, 25%, 50%, 75%, 90% e 95% e, finalmente, etanol 100% (trés vezes) e secagem ao
ponto critico do CO.. As membranas secas foram transferidas para bases de aluminio, por

pulverizacdo catodica revestida com ouro e analisadas, utilizando microscopia de varredura
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eletronica (JEOL JSM-7401F; JEOL, Tokyo, Japéo) a 2,5 kV nas instalacdes do Instituto de
Quimica (1Q) da Universidade de Sao Paulo, Brasil).

2.7 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média+ desvio padrdo. Para a analise estatistica,
foi verificada a normalidade dos resultados, através do teste Hartley, com o = 0, 05. Foi
constatada a distribuicdo normal dos resultados. Portanto, foi empregada a Analise de

Variancia (ANOVA), com utilizacdo do teste de Tukey (teste de comparagdo de médias).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Valores de pH e viabilidade do probidtico

Os valores de pH das formulagcdes de sorvete de acai durante armazenamento
congelado estdo apresentados na Tabela 3, tendo variado de 5,58 a 6,03. N&o foi verificada
variacdo significativa (p>0,05) para as formulacbes WI, WC-WI e I-WC-WI durante o
periodo estudado. Entretanto, para as demais, um pequeno, porém significativo, aumento
(p<0,05) foi observado nos valores de pH. Estudos anteriores relatam que valores de pH de
sorvetes produzidos com a adicdo de bactérias laticas se mantiveram constantes ao longo do
armazenamento (BASYGIT et al., 2006; FAVARO-TRINDADE et al., 2007). Contudo, a
presenca de WC e W1 nos sorvetes de acai do presente estudo pode ter levado ao aumento dos
valores de pH das formulagdes, uma vez que a presenca desses ingredientes resulta em um
aumento da capacidade tamponante do meio no qual é adicionado, devido as proteinas e
fosfatos presentes (ANTUNES et al., 2005).

Para sorvetes ndo fermentados, os valores de pH normalmente descritos sdo em torno
de 6,3. Esse valor esta relacionado com a composicdo do sorvete. Assim, quanto maior a
quantidade de sélidos ndo gordurosos do leite no produto, menor o valor de pH. A adicdo de
polpa de frutas também influencia, uma vez que, quanto mais cida for a fruta, mais baixo o
valor de pH encontrado para o sorvete. Nesse sentido, € provavel que os valores de pH
encontrados possam estar relacionados a presenca da polpa de acai (pH 4,83 + 0,02) (SUN-
WATERHOUSE et al., 2013; GOFF e HARTELL, 2013).
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Tabela 3 - Valores de pH para as formulacbes de sorvete de agai armazenados sob congelamento (-18+ 3°C) por até 112 dias. Vide Tabela 1 para a
descricdo das formulacdes de sorvete de acai.

Tempo Formulagdes

(dias) 1 wC WI I-wC I-Wi WC-WI I-WC-WI A C

1 5,58 + 0,055 5,71 £ 0,0748° 5,77 £0,08%%¢ 571 +0,05"® 581 +0,14%8 588+ 0,054 5,80 £ 0,08%B%c 580 +0,03%%¢ 567+ 0,165
7 5,58 + 0,08 5,75 + 0,065 5,66 +£0,045¢2  575+0,10%° 5,79 + 0,075 5,75 + 0,078 5,70 + 0,03B¢¢ 5,96 +0,024° 5,70 £ 0,1885¢
14 5,66 + 0,12Aa¢ 5,83 £ 0,104 5,63+0,174 5,80 £0,03% 589 + 0,214 5,69 + 0,23 5,78 + 0,13Aabc 6,03 + 0,035 5,80 + 0,094
28 5,62 + 0,04 5,66 +0,11¢PP 5,80 £0,0978¢ 572 +0,045¢P> 571 +0,138¢P2 578 +0,058® 575+ 0,045 593+ 0,024 5,72 + 0,05B¢p
56 5,70 + 0,07¢akc 5,78 £ 0,05%BC 578 +(,1278@ 575+ 0,045 5091 +0,21782 592 + 0,044 5,92 + 0,09482 5,93 + 0,027 5,81 + 0,04ABC®
84 5,76 + 0,144 5,73 £ 0,174 5,82+ 0,194 596 +0,01% 591 +0,20% 5,87 £ 0,194 5,87 £ 0,074 5,94 + 0,03"° 5,93+0,13%
112 5,79 +0,13¢P? 591+0,1148¢ 579+0,09°% 570+0,01° 5096+0,15%8% 6,00+0,16"% 576 + 0,05°P 6,09 + 0,10% 5,84 + 0,078¢P®

ABC letras mailsculas sobrescritas distintas indicam diferenca significativas (p<0,05) entre as diferentes formulacdes para 0 mesmo periodo de

amostragem; *P<¢ |etras minGsculas sobrescritas distintas indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os diferentes periodos de amostragem

para uma mesma formulacéo.
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A Tabela 4 apresenta as populagdes de L. rhamnosus GG (Lr GG) nas formulacdes de
sorvete de acai estudadas ao longo do armazenamento. A viabilidade do probiético nos
sorvetes esteve proxima a 9 log ufc/g ao primeiro dia de armazenamento para todas as
formulacGes. Em geral, a adi¢cdo de inulina, WC e WI ndo influenciou a viabilidade do
probidtico durante o periodo de estocagem. Algumas variagdes na populacdo de Lr GG foram
observadas. Todavia, essas alteracbes ndo demonstram relevancia microbioldgica, uma vez

que estas estiveram sempre abaixo de 0,5 log ufc/g.

A legislagdo brasileira preconiza uma quantidade minima de 8 a 9 log ufc de bactérias
probidticas vidveis por porcdo diaria do alimento pronto para o consumo. Podemos observar
que, para todas as formulacdes, a viabilidade do micro-organismo esteve acima do que €
exigido pela legislacdo e o consumo de uma porcdo de sorvete 60 g ja forneceria uma
quantidade entre 9 a 10 log ufc de Lr GG.

Similarmente aos resultados obtidos no presente estudo, ALAMPRESE et al. (2005)
observaram elevada taxa de sobrevivéncia de Lr GG por até 1 ano, sem decréscimo na
populacdo inicialmente inoculada (8 log ufc/g) em sorvete de creme nao fermentado. Esses
resultados demonstram o potencial tecnolégico da cepa Lr GG para ser adicionada em
sobremesas congeladas, sem que haja perda de viabilidade ao longo do armazenamento.

Alguns fatores podem afetar a viabilidade de probidticos em sorvetes. O estresse
causado pelo congelamento pode resultar em danos a parede celular ou ruptura da membrana
por conta dos cristais de gelo formados dentro e fora da célula. Além disso, 0s processos de
batimento e congelamento também podem causar danos ao micro-organismo, podendo
resultar na reducdo de viabilidade (CRUZ et al., 2009). Apesar disso, a viabilidade do
probidtico Lr GG ndo foi afetada pelo processo de producdo do sorvete, assim como relatado
por DI CRISCO et al. (2010), que observaram manutencdo da viabilidade celular de L. casei e

L. rhamnosus quando incorporados em sorvete de creme de fruta e baunilha.

Por outro lado, a manutencdo da viabilidade celular de probidticos parece ser cepa
dependente, uma vez que PANDIYAN et al. (2010) observaram reducdo significativa na
viabilidade de L. acidophilus em sorvete fermentado durante o processo de congelamento. Os
autores alegaram que as etapas de fabricacdo do sorvete, incluindo estresse mecénico,
processo de congelamento e incorporacdo de ar, influenciaram na perda de viabilidade do

probidtico.
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Tabela 4 - Viabilidade de Lactobacillus rhamnosus GG (log ufc/g) obtidas nas formulag@es de sorvete de acai armazenadas sob congelamento (-18+
3°C) por até 112 dias. Vide Tabela 1 para a descri¢do das formulaces.

Tempo Formulagdes

(dias) | WC WiI I-wC I-WI WC-WI I-WC-WI A C

1 9,05 + 0,094 9,07 + 0,074abc 9,01 £0,117% 891 + 0,065 9,01 +£0,06"8 9,01 +0,14"2 9,10 £ 0,08" 8,78 + 0,082 8,89 + 0,0448®
7 8,99 + 0,037 9,09 + 0,06 9,02 + 0,114 8,95+0,11% 9,00 +0,08%%c 9,04 + 0,18 9,00 + 0,03Abc 8,78 + 0,198 9,01 +0,15%
14 9,00 + 0,054 9,11 + 0,094 9,02 + 0,084 9,04 £0,19% 9,10 +0,14" 8,98 + 0,08% 9,04 + 0,05°%® 8,73 £ 0,128 9,02 + 0,144
28 9,00 £ 0,114 9,02 +0,0678%¢ 9 07 +0,10" 8,92 +0,085% 8,91 + 0,078 8,98 + 0,11782 8,98 + 0,078 8,74 0,18 8,96 + 0,07A8®
56 8,92 + 0,0878P 9,01 + 0,064 8,97 + 0,107 8,91 +£ 0,088 891 +0,1278 809 + 0,13 8,96 + 0,09A¢ 8,82 + 0,085 8,90 + 0,0878®
84 9,01 + 0,054 9,06 + 0,10Aabc 8,91 + 0,065° 8,95+0,10% 8,89 + 0,098¢ 8,93 + 0,138 8,93 + 0,088¢ 8,81 + 0,06 8,83 + 0,18
112 8,93 +0,1178P 8,99 + 0,04%¢ 8,90 + 0,0748P 8,81 + 0,058 8,92 + 0,06" 8,82 +0,075° 8,97 + 0,074 8,78 £ 0,07 8,84 + 0,065°

ABC letras mailsculas sobrescritas distintas indicam diferenca significativas (p<0,05) entre as diferentes formulacdes para 0 mesmo periodo de

amostragem; *P<¢ |etras minGsculas sobrescritas distintas indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os diferentes periodos de amostragem

para uma mesma formulacéo.
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Apesar de o sorvete ser uma matriz alimentar que normalmente apresenta
potencial como veiculo de bactérias probioticas, alguns fatores como congelamento podem
ocasionar dano celular, levando a morte das células. Alguns trabalhos relatam perda de
viabilidade de micro-organismos em sorvetes armazenados sob congelamento (HEKMAT e
MACMAHON, 1992; AKIN et al., 2007). Entretanto, a sobrevivéncia bacteriana também esta
fortemente relacionada com a composicédo do meio (SUCCI et al., 2007). AKALIN e ERISIR
(2008) observaram que a adicdo de prebidticos (inulina e oligofrutose) a formulacdes de
sorvetes contribuiram para a sobrevivéncia das culturas probioticas L. acidophilus La-5 e B.
animalis Bb-12 durante armazenamento congelado. Em nosso estudo, os fatores inulina, WC
e WI ndo afetaram a viabilidade celular. Entretanto, a formulagdo controle (ausente dos
fatores), também ndo demonstrou decréscimo de viabilidade do probidtico, o que indica que a
composicdo fixa do sorvete de acai pode ter auxiliado para a sobrevivéncia do micro-

organismo.

SAGDIC et al. (2012) demonstraram gue € possivel a producdo de sorvete probidtico
utilizando L. casei Shirota suplementado com compostos fendlicos. O micro-organismo
demonstrou boa adaptacdo ao meio, com elevada sobrevivéncia (viabilidade ao redor de 7, 21
log ufc/mL) observada por um periodo de 60 dias. Alguns autores encontraram grande
variabilidade na estabilidade de cepas probidticas em polpas de frutas (VINDEROLA et al.,
2002; CELIK e BAKIRCI, 2003). CHAMPAGNE e GARDNER (2008) observaram melhor
viabilidade de L. rhamnosus comparado a L. acidophilus, em sucos de frutas refrigerados
(4°C) por um periodo de 80 dias. Em sucos de frutas tropicais, a viabilidade de probidticos
demonstra ser linhagem dependente. Estudos conduzidos com suco de meldo, caju e abacaxi,
observaram crescimento e manutencdo da viabilidade de L. casei (PEREIRA et al., 2011,
FONTELES et al., 2011; COSTA et al.,, 2013). Entretanto, sucos de abacaxi e Kiwi
apresentaram efeito negativo na sobrevivéncia de L. acidophilus (VINDEROLA et al., 2002).
No presente estudo, o probidtico Lr GG demonstrou boa adaptacdo a polpa de acali,
corroborando com Espirito Santo et al. (2010), que observaram aumento na viabilidade L.
acidophilus L10, B. animalis ssp. lactis B104 e B. longum B105 em leite adicionado de polpa

de acai ao final de 28 dias de armazenamento refrigerado.
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3. 2 Sobrevivéncia de L. rhamnosus GG frente as condic¢Ges gastrintestinais simuladas in vitro

A sobrevivéncia de Lactobacillus rhamnosus GG nas formula¢des de sorvete de acai e
em cultura pura submetida as condicBes gastricas entéricas simuladas in vitro é apresentada na
Tabela 5 e Figuras 1 (i, ii, iii, iv, v). Comparando a sobrevivéncia de Lr GG em cultura pura
e nas formulacdes de sorvete de acai, observa-se que a presenca da matriz contribuiu para a

sobrevivéncia do probiotico em todos os periodos estudados.

De um modo geral a populacdo de L. rhamnosus GG reduziu significativamente
(p<0,05) em pelo menos 5 ciclos logaritmos, apds 6 horas de simulagdo gastrintestinal nas
diferentes formulacdes em todos os periodos estudados. Na etapa gastrica (apds 2 h de ensaio)
a queda da viabilidade foi estatisticamente significativa (p<0,05) para todas as formulacdes,
com reducdo na faixa de 4 a 5 log. Em alguns periodos de armazenamento estudados, nao foi
possivel contabilizar a viabilidade do probidtico em algumas das formulacdes, | e WC (7
dias), I, WI, I-WC e WC-WI (28 dias), WI e WC-WI (56 dias), apos 4 h de ensaio (fase
entérica 1). Entretanto, na etapa seguinte o micro-organismo pode ser recuperado, com 0
aumento do pH entre 6,5-7,5 (fase entérica Il). Essa recuperacdo em alguns casos nao
demonstrou diferenca significativa (p>0,05) do valor encontrado na etapa gastrica (2h).

No 7° dia de armazenamento, as formulagdes I, WC, WC-WI e A apresentaram
maior sobrevivéncia (p<0,05) de Lr GG, 4,80 log ufc/g, 4,70 log ufc/g, 4,72 log ufc/g e 4,86
log ufc/g, respectivamente, ap6s 6 h de ensaio, comparado a formulacdo controle F9 (3,93 log
ufc/g). Entretanto, esse comportamento ndo foi reproduzido nos demais periodos de
armazenamento estudados. Desse modo, ndo foi demonstrado efeito protetor dos fatores
inulina, WC e WI, em suas diferentes proporcGes, sobre o probiotico ao final do teste de
simulacdo gastrintestinal. Aos 112 dias de armazenamento, ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) entre as formula¢des quanto a viabilidade do probidtico apds as 6 h de ensaio, com

valores expressos entre 4,3 log ufc/g e 4,74 log ufc/g.
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Tabela 5 - Populagdes de L. rhamnosus GG, em cultura pura, frente as condigdes gastrintestinais simuladas in vitro

Tempo (h) Lactobacillus rhamnosus GG (log ufc/ml)

0 9,17+0,18
2 4,80 £ 0,35
4 <1,00

6 2,86 + 0,24

Valores expressos como média + desvio padréo
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Formulations
Figura 2 - Sobrevivéncia de L. rhamnosus GG (log ufc/ g) nas formulagdes de sorvete de acai, apds 7, 28, 56, 84 e 112 dias (i, ii, iii, iv, v, respectivamente) antes (0 h) e

durante exposicdo gastrica (2 h) e entéricas (4 h e 6 h) simuladas in vitro. ~BC letras mailsculas sobrescritas distintas indicam diferenca significativas (p<0,05) entre as
diferentes formulagGes para o mesmo periodo de amostragem do ensaio in vitro; 229 letras minusculas sobrescritas distintas indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os
diferentes periodos de amostragem do ensaio in vitro para uma mesma formulagdo
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O efeito protetor da matriz alimenticia sobre o probiotico, comparado a cultura pura,
ao ambiente hostil do trato gastrintestinal tem sido relatado por outros autores (SHARP et al.,
2008; WANG et al., 2009; BEDANI et al., 2013). A acdo tamponante conferida pelos
alimentos de base lactea é descrita como um possivel efeito protetor. Adicionalmente, outros
componentes, como a gordura, podem promover um ambiente mais favoravel para a

passagem dos micro-organismos pelo trato gastrintestinal (PITINO et al., 2012).

Em nosso estudo, o probidtico L. rhamnosus GG demonstrou melhor sobrevivéncia as
condicBes gastrintestinais simuladas in vitro, quando incorporado aos sorvetes comparado a
cultura pura. Esses resultados estdo de acordo com WANG et al. (2009), que relataram melhor
taxa de sobrevivéncia de L. casei Zhang (submetido a suco gastrico simulado pH 2), quando
esse micro-organismo esteve presente em leite bovino fermentado, quando comparado a
cultura pura. Em produto fermentado a base de soja, BEDANI et al. (2013) relataram melhor
sobrevivéncia as condi¢des gastrintestinais simuladas in vitro dos probidticos L. acidophilus
La-5 e B. animalis Bb-12, comparado a esses micro-organismos em cultura pura. SAXELIN
et al. (1993) observaram aumento na concentragdo fecal de L. rhamnosus GG, quando o
micro-organismo foi administrado oralmente através de leite fermentado, comparado ao
mesmo probidtico administrado na forma de po liofilizado. Os autores alegam que a
capacidade tamponante do leite fermentado pode promover estabilidade da cepa as condicGes

gastrintestinais, quando comparado a sua administracdao na forma liofilizada.

Apesar da reducdo significativa (p<0,05) da viabilidade do probidtico na etapa
gastrica, a identificacdo do micro-organismo no meio de cultivo ndo foi prejudicada.
Entretanto, esse comportamento ndo foi observado na etapa entérica I, pois em alguns casos,
Lr GG ndo foi identificado pela técnica de cultivo empregada. Alguns autores atribuem essa
observacdo ao estresse causado pelo ambiente acido e condicdes arbitrarias do meio, que
podem promover alteracdo da atividade metabdlica da célula do micro-organismo, o que
limita a capacidade da formacéo de colonias. Este fato pode afetar a identificacdo, uma vez
gue a célula bacteriana entra em um estado de células viaveis, mas ndo cultivaveis, em
resposta a lesdo temporaria (OLIVER et al., 2005; BURITI et al., 2010; VILARREAL et al.,
2013).

Todas as formulagdes de sorvete desenvolvidas mantiveram quantidades proximas a 9
log ufc/g do probiotico pelo periodo de 112 dias de armazenamento. Apos as 6 h de ensaio de

resisténcia as condigdes gastrintestinais simuladas, esses valores reduziram para,
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aproximadamente, 4 log ufc/g. A dose a ser consumida para se ter um efeito desejado na
salde ainda é bem discutida. Entretanto, alguns estudos indicam que fatores como tipo de
linhagem e a matriz alimenticia podem influenciar nesta dosagem (RANADHEERA et al.,
2010; CHAMPAGNE et al., 2011; AURELI et al., 2011).

De acordo com a legislacdo brasileira, 0s micro-organismos probidticos devem
alcancar uma quantidade minima situada na faixa de 108 10° unidades formadoras de col6nias
(ufc) na recomendacdo didria do produto pronto para o consumo. Segundo a mesma
legislacdo, valores menores podem ser aceitos, necessitando da comprovacgéo de sua eficécia.
Um estudo de dose resposta conduzido com cultura de L. rhamnosus GG liofilizada, indicou
que consumo de 10 log ufc/g bactérias por dia € necessario para detectar esta linhagem nas
fezes (SAXELI et al., 1991). No entanto, um estudo clinico posterior demonstrou que o
probidtico L. rhamnosus GG foi recuperado em fezes, apds o consumo de uma dose bem
inferior a 8 log ufc/g quando consumido através de leite (HATAKKA et al., 2001, SAXELIN
et al. 2010). MADUREIRA et al. (2011) relatam que alguns micro-organismos, uma vez
atingindo a porcdo final do intestino delgado e grosso, possuem a capacidade de se aderir a
parede do intestino e desempenhar suas atividades bioldgicas desejadas. Essa propriedade de
aderéncia as células intestinais tem sido bem descrita para o probiético L. rhamnosus GG
(SAXELIN et al., 1993; DEEPIKA et al., 2009). Ainda, o efeito complementar do prebidtico
fruto-oligossacarideo que foi incorporado em todas as formulacGes dos sorvetes como
ingrediente fixo poderia auxiliar na multiplicagdo do Lr GG e posterior colonizagdo do

mesmo na mucosa do intestino.

De um modo geral, a adi¢do dos fatores inulina, WC e WI nos sorvetes de acai ndo foi
estatisticamente significativa (p<0,05) quanto a sobrevivéncia de L. rhamnosus GG frente as
condicdes gastricas e entéricas simuladas. Entretanto, aos 84 dias de armazenamento dos
sorvetes, a formulagdo contendo 4% de WC demonstrou maior viabilidade igual (4,50 log
ufc/g) (p<0,05) apos a fase entérica I, comparada as demais formulacGes, que demonstraram
valores na faixa de 2,55 log ufc/g a 3,99 log ufc/g. CRITTENDEN et al. (2006) e DOHERTY
et al. (2010) sugeriram que a presenca de proteina nas formula¢bes protege o probidtico
contra o estresse acido do trato gastrintestinal. Alguns estudos demonstram a efetividade de
proteinas do leite em proteger as células de probioticos ao ambiente arbitrario encontrado
através da digestdo. Entretanto, esses estudos fazem aplicacdo de microcpsulas dessas
proteinas como agentes microencapsulantes (DOHERTY et al., 2011). BURGAIN et al.

(2013) relataram que a melhor formulagdo para a producdo de microparticulas capazes de
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proteger Lr GG as condicdes gastricas simuladas consistiu de micelas de caseinas e proteinas

do soro de leite.

Trabalhos que comprovam a efetividade de inulina e proteinas de soro incorporadas
aos alimentos na protecdo gastrica e entéricas de probidticos ainda sdo poucos. Entretanto,
BURITI et al. (2010) demonstraram que inulina combinada com gordura de creme de leite foi
mais favoravel a sobrevivéncia de L. acidophilus presente em musses de goiaba congeladas
submetidas as condi¢bes gastrintestinais simuladas in vitro, comparado a inulina adicionada
com WC.

Adicionalmente, MANTZOURIDOU et al., 2012 demonstrou que uma emulsdo de
molho para salada incorporada de inulina proporcionou ambiente favoravel para a viabilidade
da cultura probidtica L. paracasei durante o periodo de armazenamento, e a capacidade da

cepa de sobreviver ao ataque de enzimas do trato gastrintestinal também favorecida.
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3.3 Microscopia eletrénica de varredura das fases do ensaio das condi¢des gastrintestinais
simuladas in vitro de L. rhamnosus GG em cultura pura e incorporada em sorvete de acai.

As Figuras 3 e 4 mostram as imagens obtidas por microscopia eletrdnica de
varredura do probidtico L. rhamnosus GG, em cultura pura e incorporada em sorvete
simbiotico de acai na formulacdo | (4% de inulina), antes, durante e ap0s 0s ensaios das

condicdes gastrointestinais simuladas in vitro.

50kV  X20,000 1gm WD 15.0mm S LEI 5.0kV  %X20,000 Tum WD 8.0mm

LEI 5.0kV  X20,000 1um WD 8.0mm SP LEI 50KV X10,000 Tum WD 8.0mm

Figura 3 - Mudancas morfoldgicas de L. rhamnosus GG em cultura pura durante o ensaio das
condi¢Bes gastrintestinais simuladas in vitro. Ao longo do experimento, foram obtidas
imagens do tempo zero (células ndo tratadas) (A); ap6s 2 horas, fase gastrica (pH 2,3-2,6 na
presenca de pepsina e lipase) (B); apds 4 horas, fase entérica | (pH 5,5-6,5 na presenca de bile
e pancreatina) (C); apds 6 horas, fase entérica Il (pH 6,5-7,5 na presenca de bile e
pancreatina) (D).

78



Capitulo 2

50kv  X15,000 1um WD 8.0mm

50kV  X20,000 Tum WD 8.0mm LEI 5.0kv  X15,000 Tum WD 8.0mm

Figura 4 - Mudancas morfoldgicas de L. rhamnosus GG incorporada em sorvete de acai com
4% de inulina (formulagdo 1) durante o ensaio das condi¢Ges gastrintestinais simuladas in
vitro. Ao longo do experimento, foram obtidas imagens do tempo zero (células ndo tratadas)
(A); apos 2 horas, fase gastrica (pH 2,3-2,6 na presenca de pepsina e lipase) (B); ap6s 4 horas,
fase entérica | (pH 5,5-6,5 na presenca de bile e pancreatina) (C); ap0os 6 horas, fase entérica
Il (pH 6,5-7,5 na presenca de bile e pancreatina) (D).

A figura 3A apresenta a célula de L. rhamnosus GG (Lr GG) em cultura pura, no
tempo 0, ou seja, antes de ser submetida ao ensaio gastrintestinal simulado. Podemos observar
que a célula esta integra e em formato de bastonete, caracteristico do género Lactobacillus.
Ao longo do ensaio, podemos observar que o probiotico Lr GG sofre mudangas morfolégicas.
Apos a fase géastrica (figura 3B), a morfologia da célula bacteriana muda, perdendo a sua
forma inicial de bastonete e parece se encurvar sobre si mesma. Nesta mesma fase, podemos
observar 0 acimulo de uma substancia sobre a célula que, provavelmente consiste de
conteddo intracelular que migra para fora, em virtude do estresse ao qual as células foram
submetidas. Na fase seguinte, figura 2C, essa substancia parece se pronunciar e ficar aderida
sobre toda a célula a ponto de ndo conseguirmos visualizar a membrana. Curiosamente, nesta
fase, que simula a fase entérica I, ndo foi possivel a quantificacdo das células de Lr GG pela
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técnica de cultivo empregada no presente estudo. Ao final do ensaio com a cultura pura
(figura 2D), podemos observar algumas células da cultura pura de Lr GG intactas, porém

ainda com algum material aderido a sua superficie.

Diferentemente do que foi observado em cultura pura, o probidtico Lr GG
adicionado ao sorvete aparece em meio a algumas substancias que, possivelmente, fazem
parte da formulacdo do sorvete de acai. As células de Lr GG apresentam menos mudancas
morfoldgicas ap6s a fase gastrica (figura 4B) e € visivel nas imagens a presenga de um
material com aspecto de fibra que, em alguns casos, parece recobrir as células. A maior
mudanca morfoldgica pode ser observada, na etapa entérica | (Figura 4C), onde a celula se
mostra encurvada e em alguns casos murcha. Nesta mesma etapa também é observado o
material fibroso que envolve a célula. Na etapa seguinte, fase entérica Il (Figura 4D), observa-
se algumas ceélulas ainda encurvadas, porém seu aspecto de bastonete ainda estd bem
pronunciado. O material aderido a célula do probidtico que foi observado também na cultura
pura aparece em maior quantidade na fase final do estudo (figura 4D), porém em menor

quantidade comparado a cultura pura.

A habilidade de persistir as condi¢cdes adversas do trato gastrintestinal (TGI) € uma
das caracteristicas vitais que permite uma bactéria probiotica sobreviver e transitoriamente
colonizar o intestino do hospedeiro (THOMPKINS et al., 2011; RANADHEERA et al.,
2012). Relata-se que o ambiente arbitrario do TGI afeta a estrutura da superficie celular,
influenciado pela regulacéo da expressao de algumas proteinas. Os lactobacilos desempenham
algumas propriedades de adaptacdo que sdo importantes para a sobrevivéncia dessas bactérias
no estdbmago e no intestino (KOSKENNIEMI et al., 2011). Conforme observado no presente
trabalho ja na etapa do teste in vitro, no caso da cultura pura do probidtico Lr GG, e nas
etapas finais, no caso da protecdo conferida pelo produto alimenticio testado, de acordo com
SENGUPTA et al. (2013), o revestimento celular externo é o primeiro alvo do estresse fisico-

quimico e ambiental o qual os lactobacilos encontram no TGI.

Fatores como baixo pH, presenca de sais biliares, estresse oxidativo, estresse
osmotico e falta de nutrientes levaram os lactobacilos a desenvolverem mecanismos de
adaptacdo para sobrevivéncia frente a estas condigdes. Algumas respostas que permitem as
células dos probidticos resistirem e se adaptarem ao ambiente do TGI sdo relatadas, como:

biossintese de exopolissacarideos (EPS), formacao de biofilmes, regulacdo da sintese proteica
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e producdo de Poli-P. Entretanto esses mecanismos de adaptacdo parecem ser cepa
dependente (SCILIANO et al., 2012; SENGUPTA et al., 2013; ALCANTARA et al., 2014).

Em estudo realizado por KOSKENNIEMI et al. (2011), foram observadas altera¢oes
na expressdo de genes associados a vias que contribuiram para a adaptacdo de Lr GG ao
estresse causado pelos sais biliares. Os autores observaram, também, uma diminui¢do da
biossintese de exopolissacarideo por parte das células do probidtico, quando expostas aos sais
biliares. Os autores discutiram que este evento, de alguma forma, melhoraria as propriedades
de adesdo e persisténcia do probidtico no intestino. De acordo com LEEBER et al. (2007),
condi¢cdes como baixo pH e presenca de acidos biliares podem afetar significativamente a
superficie celular de Lr GG e podem modular a formacéo de biofilme por este probiotico. Os
autores comentaram que a formacéo de biofilme faz parte do nicho dos lactobacilos, uma vez

que sdo importantes para a colonizacao e adesdo ao TGI.

Polifosfatos inorganicos (Poli-P) sdo moléculas presente em organismos vivos que
consistem de cadeias lineares de fosfatos, unidas por ligagcbes fosfoanidros. Poli-P
inicialmente foi considerada uma molécula de armazenamento de energia para bactérias.
Entretanto, estudos posteriores demonstraram seu envolvimento em diversos processos
fisiologicos e regulatérios das células bacterianas (ALCANTARA et al., 2014).
Recentemente, essa molécula tem sido associada com respostas a estresses oxidativo, acido,
osmotico e proveniente da falta de nutrientes em bactérias laticas e probioticas. Um estudo
identificou a sintese de Poli-P extracelular por L. brevis e este fator esteve associado a
manutencdo da homeostase da célula frente as condi¢des do trato gastrintestinal (SEGAWA et
al., 2011). ALCANTARA et al. (2014) investigaram 20 espécies de Lactobacillus quanto a
formacdo de Poli-P. Através desse estudo, foi possivel constatar a presenca de granulos de
Poli-P e sua correlacdo com a presenca dos genes gque codificam a enzima polifosfato quinase

(enzima envolvida na conversédo de Poli-P) em Lactobacillus rhamnosus GG.

O material granular visualizado nas imagens do probidtico Lr GG em cultura pura e
adicionado ao sorvete, provavelmente esté ligado a algum mecanismo de resposta ao estresse
que este probiotico sofreu ao longo do ensaio gastrintestinal simulado. Através das imagens
também foi possivel observar que as células de Lr GG modificaram sua morfologia em
algumas etapas do ensaio in vitro. Entretanto, ndo foram observadas células rompidas. Esses
fatores podem explicar a perda temporaria da capacidade de multiplicagio em meio de

cultivo, uma vez que o probidtico entra em um estado de celulas viaveis, porém néo
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cultivaveis (VILARREAL et al., 2013). Na fase do ensaio in vitro em que 0 micro-organismo
resultou em maior dificuldade de deteccdo em meio de cultivo (MRS) coincidiu com as
imagens em que observamos maiores mudancas morfologicas e acimulo de uma substéncia

que recobria a célula do probiotico.

4 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a viabilidade de L. rhamnosus GG nas nove
formulagBes de sorvete de acai desenvolvidas manteve-se estavel até os 112 dias de
armazenamento congelado, com popula¢bes médias iniciais de 9 log ufc/g, ndo sendo
observada reducdo significativa desta viabilidade ao longo do estudo. Apesar do efeito
protetor dos ingredientes inulina, WC e WI incorporados aos sorvetes ndo apresentarem
significancia estatistica (p>0,05), a matriz do sorvete de agai melhorou a sobrevivéncia de L.
rhamnosus GG, o qual apresentou populacdes médias de 4,30 log ufc/g, comparado a cultura
fresca, que demonstrou sobrevivéncia de 2,86 log ufc/g, quando submetidos a resisténcia

gastrintestinal in vitro.

A partir do estudo de microscopia de varredura foi possivel visualizar as células de L.
rhamnosus GG nas diferentes fases do ensaio gastrintestinal simulado. As mudancas
morfolégicas e o acimulo de uma substancia sobre as células do probidtico, possivelmente
ocorreu como mecanismo de defesa ao estresse causado pelo ensaio gastrintestinal simulado.
Foi possivel observar que a matriz do sorvete pode servir como uma barreira fisica que
protege a célula do probidtico das condi¢Bes do trato gastrintestinal. Portanto, o sorvete de
acai pode ser considerado como um bom veiculo da cultura probiética L. rhamnosus GG e
pode desempenhar um papel importante na sua protecdo contra condi¢des adversas
encontradas através do trato digestivo. Entretanto, mais pesquisas serdo necessarias para
otimizar a sobrevivéncias de L. rhamnosus GG in vitro e, ainda, para se estabelecer qual a
populacdo sobrevivente do probidtico no organismo que resulta em efeitos benéficos a saude

humana.

82



Capitulo 2

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AKALIN, A.S.; KARAGOZLU, C.; UNAL, G. Rheological properties of reduced-fat and
low-fat ice cream containing whey protein isolate and inulin. European Food Research and
Technology, v.227, n.3, p.889-895, 2008.

AKIN, M.B.; AKIN, M.S.; KIRMACI, Z. Effects of inulin and sugar levels on the viability of
yogurt and probiotic bacteria and the physical and sensory characteristics in probiotic ice
cream. Food Chemistry, v.104, n.1, p.93-99, 2007.

ALCANTARA, C.; BLASCO, A.; ZUNIGA, M.; MONEDERO, V. Accumulation of
polyphosphate in Lactobacillus spp. and its involvement in stress resistance. Applied and
Environmental Microbiology, v.80, n.5, p.1650-1659, 2014.

ALAMPRESE, C.; FOSCHINO, R.; ROSSI, M.; POMPEI, C.; CORTI, S. Effects of
Lactobacillus rhamnosus GG addition in ice cream. International Journal of Dairy
Technology, v.58, n.4, p.200—206, 2005.

ANDRIANTSOANIRINA, V.; ALLANO, S.; BUTEL, M.J.; AIRES, J. Tolerance of
Bifidobacterium human isolates to bile, acid and oxygen. Anaerobe, v.21, p.39-42, 2013.

ANTUNES, A.E.C.; CAZETTO, T.F.; BOLINI, H.M.A. Viability of probiotic micro-
organisms during storage, post acidification and sensory analysis of fat-free yogurts with
added whey protein concentrate. International Journal of Dairy Technology, v.58, n.3,
p.169-173, 2005.

ARGYRI, AA.; ZOUMPOPOULOU, G.; KARATZAS, K.-A.G.; TSAKALIDOU, E;
NYCHAS, G.-J.E.; PANAGOU, E.Z.; TASSOU, C.C. Selection of potential probiotic lactic
acid bacteria from fermented olives by in vitro tests. Food Microbiology, v.33, n.2, p.282-
291, 2013.

AURELI, P.; CAPURSO, L.; CASTELLAZZI, AM.; CLERICI, M.; GIOVANNINI, M.;
MORELLLI, L.; POLI, A.; PREGLIASCO, F.; SALVINI, F.; ZUCCOTT]I, G.V. Probiotics and
health: an evidence-based review. Pharmacological Research, v.63, n.5, p.366-376, 2011.

BASYIGIT, G.; KULEASAN, H.; KARAHAN, A.G. Viability of human-derived probiotic
lactobacilli in ice cream produced with sucrose and aspartame. Journal of Industrial
Microbiology & Biotechnology, v.33, n.9, p.796-800, 2006.

BEDANI, R.; ROSSI, E.A.; SAAD, S.M.I. Impact of inulin and okara on Lactobacillus
acidophilus La-5 and Bifidobacterium animalis Bb-12 viability in a fermented soy product
and probiotic survival under in vitro simulated gastrointestinal conditions. Food
Microbiology, v.34, n.2, p.382-389, 2013.

BURGAIN, J.; GAIANI, C.; CAILLIEZ-GRIMAL, C.; JEANDEL, C.; SCHER, J.
Encapsulation of Lactobacillus rhamnosus GG in microparticles: influence of casein to whey
protein ratio on bacterial survival during digestion. Innovative Food Science & Emerging
Technologies, v.19, p.233-242, 2013.

BURITI, F.C.A.; CASTRO, L.A.; SAAD, S.M.l. Viability of Lactobacillus acidophilus in
symbiotic guava mousses and its survival under in vitro simulated gastrointestinal conditions.
International Journal of Food Microbiology, v.137, n.2/3, p.121-129, 2010.

83



Capitulo 2

CELIK, S.; BAKIRCI, I. Some properties of yogurt produced by adding mulberry pekmez
(concentrated juice). International Journal of Dairy Technology, v.56, n.1, p.26-29, 2003.

CHAMPAGNE, C.P.; GARDNER, N.J. Effect of storage in a fruit drink on subsequent
survival of probiotic lactobacilli to gastro-intestinal stresses. Food Research International,
v.41, n.5, p.539-543, 2008.

CHAMPAGNE, C.P; ROSS, R.P; SAARELA, M. HANSEN, KF;
CHARALAMPOPOULQS, D. Recommendations for the viability assessment of probiotics as
concentrated cultures and in food matrices. International Journal of Food Microbiology,
v.149, n.3, p.185-193, 2011.

COSTA, M.G.M.; FONTELES, T.V.; JESUS, A.L.T.; RODRIGUES, S. Sonicated pineapple
juice as substrate for L. casei cultivation for probiotic beverage development: process
optimization and product stability. Food Chemistry, v.139, n.1/4, p.261-266, 2013.

CRITTENDEN, R.; WEERAKKODY, R.; SANGUANSRI, L.; AUGUSTIN, M.A. Synbiotic
microcapsules that enhance microbial viability during nonrefrigerated storage and
gastrointestinal transit. Applied and Environmental Microbiology, v.72, n.3, p.2280-2282,
2006.

CRUZ, A.G.; ANTUNES, A.E.C.; SOUSA, AL.O.P.; FARIA, JAF.; SAAD, S.M.I. Ice-
cream as a probiotic food carrier. Food Research International, v.42, n.9, p.1233-1239,
2009. [Review].

CRUZ, A.G.; ANTUNES, A.E.C.; HARAMI, J.B.; SOUSA, A.L.O.P.; FARIA, JAF;
SAAD, S.M.l. Sorvetes probidticos e prebidticos. In: SAAD, S.M.l.; CRUZ, A.G.; FARIA,
J.A.F., eds. Probidticos e prebidticos em alimentos: fundamentos e aplicacdes tecnoldgicas.
Séo Paulo: Varela, 2011. cap.15, p.359-388.

DEEPIKA, G.; GREEN, R.G.; FRAZIER, R.A.; CHARALAMPOPOULOS, D. Effect of
growth time on the surface and adhesion properties of Lactobacillus rhamnosus GG. Journal
of Applied Microbiology, v.107, n.4, p.1230-1240, 2009.

DI CRISCIO, T.; FRATIANNI, A.; MIGNOGNA, R.; CINQUANTA, L.; COPPOLA, R,
SORRENTINO, E.; PANFILI, G. Production of functional probiotic, prebiotic, and symbiotic
ice creams. Journal of Dairy Science, v.93, n.10, p.4555-4564, 2010.

DOHERTY, S.B.; AUTY, M.A.; STANTON, C.; ROSS, R.P.; FITZGERALD, G.F;
BRODKORB, A. Application of whey protein micro-bead coatings for enhanced strength and
probiotic protection during fruit juice storage and gastric incubation. Journal of
Microencapsulation, v.29, n.8, p.713-728, 2012.

DOHERTY, S.B.; GEE, V.L., ROSS, R.P.; STANTON, C.; FITZGERALD, G.F;
BRODKORB, A. Efficacy of whey protein gel networks as potential viability-enhancing
scaffolds for cell immobilization of Lactobacillus rhamnosus GG. Journal of
Microbiological Methods, v.80, n.3, p.231-241, 2010.

DOHERTY, S.B.; GEE, V.L.; ROSS, R.P.; STANTON, C.; FITZGERALD, G.F;
BRODKORB, A. Development and characterization of whey protein micro-beads as potential
matrices for probiotic protection. Food Hydrocolloids, v.25, n.6, p.1604-1617, 2011.

84



Capitulo 2

EFSA. Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies. Scientific opinion on the
substantiation of a health claim related to Lactobacillus rhamnosus GG and maintenance of
defence against pathogenic gastrointestinal microorganisms pursuant to article 13(5) of
Regulation (EC) No 1924/2006. EFSA Journal, v.9, n.6, p.2167, 2011.

ESPIRITO SANTO, AP.; SILVA, R.C.; SOARES, F.A.S.M.; ANJOS, D.; GIOIELLI, LA
OLIVEIRA, M.N. Acai pulp addition improves fatty acid profile and probiotic viability in
yoghurt. International Dairy Journal, v.10, n.6, p.415-422, 2010.

FAVARO-TRINDADE, C.S.; CARVALHO BALIEIRO, J.C.; DIAS, P.F.; SANINO, F.A;
BOSCHINI, C. Effects of culture, pH and fat concentration on melting rate and sensory
characteristics of probiotic fermented yellow mombin (Spondias mombin L) ice creams. Food
Science and Technology International, v.13, n.4, p.285-291, 2007.

FONTELES, T.V.; COSTA, M.G.M.; JESUS, A.L.T.; RODRIGUES, S. Optimization of the
fermentation of cantaloupe juice by Lactobacillus casei NRRL B-442. Food and Bioprocess
Technology, v.5, n.7, p.2819-2826, 2011.

FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS; WORLD
HEALTH ORGANIZATION. Guidelines for the evaluation of probiotics in food: Report
of a joint FAO/WHO working group on drafting guidelines for the evaluation of probiotics in
food. London: Ontario: FAO, 2002. 11p.

FRANCK, A. Food applications of prebiotics. In: GIBSON, G.R.; ROBERFROID, M.B., eds.
Handbook of prebiotics. Boca Raton: CRC Press, 2008. p.437-448.

GOFF, H.D.; HARTEL, R.W. Ice cream and frozen desserts. In HUI, Y.H.; CULBERTSON,
J.D., eds. Handbook of food science, technology and engineering. Boca Raton:
CRC/Taylor & Francis, 2006. v.4, p.154-1-154-48. (Food science and technology, 148).

GOLDIN, B.R.; GORBACH, S.L.; SAXELIN, M.; BARAKAT, S.; GUALTIERI, L
SALMINEM, S. Survival of Lactobacillus species (Strain GG) in human gastrointestinal
tract. Digestive Diseases and Sciences, v.37, n.1, p.121-128, 1992.

HATAKKA, K.; SAVILAHTI, E.; PONKA, A.; MEURMAN, J.H.; POUSSA, T.; NASE, L.;
SAXELIN, M.; KORPELA, R. Effect of long term consumption of probiotic milk on
infections in children attending day care centres: double blind, randomized trial. BMJ
[British Medical Journal], v.322, n.7298, art.1327, p.1-5, 2001.

HEKMAT, S.; MCMAHON, D.J. Survival of Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium
bifidum in ice cream for use as a probiotic food. Journal of Dairy Science, v.75, n.6, p.1415—
1422, 1992,

HOJSAK, 1.; ABDOVIC, S.; SZAJEWSKA, H.; MILOSEVIC, M.; KRZNARIC, Z,;
KOLACEK, S. Lactobacillus GG in the prevention of nosocomial gastrointestinal and
respiratory tract infections. Pediatrics, v.125, n.5, p.e1171-e1177, 2010.

HOMAYOUNI, A.; AZIZI, A.; JAVADI, M.; MAHDIPOUR, S.; EJTAHED, H. Factors
influencing probiotic survival in ice cream: a review. International Journal of Dairy
Science, v.7, n.1, p.1-10, 2012. [Review].

85



Capitulo 2

KANG, J.; THAKALI, K.M.; XIE, C.; KONDO, M.; TONG, Y.; OU, B.; JENSEN, G,
MEDINA, M.B.; SCHAUSS, A.G.; WU, X. Bioactivities of acai (Euterpeprecatoria Mart.)
fruit pulp, superior antioxidant and anti-inflammatory properties to Euterpe oleracea Mart.
Food Chemistry, v.133, n.3, p.671-677, 2012.

KOSKENNIEMI, K.; LAAKSO, K.; KOPONEN, J.; KANKAINEN, M.; GRECO, D
AUVINEN, P.; SAVIOKI, K.; NYMAN, T.A.; SURAKKA, A.; SALUSJARVI, T.; VOS,
W.M.; TYNKKYNEN, S.; KALKKINEN, N.; VARMANEN, P. Proteomics and
transcriptomics characterization of bile stress response in probiotic Lactobacillus rhamnosus
GG. Molecular & Cellular Proteomics, v.10, n.2, art.10.1074/mcpM110.002741, p.1-18,
2011..

KUMPU, M.; SWASNLJUNG, E.; TYNKKYNEN, S.; HATAKKA, K.; KEKKONEN, R.A;
JARVENPAA, S.; KORPELA, R.; PITKARANTA, A. Recovery of probiotic Lactobacillus
rhamnosus GG in tossil tissue after oral administration: randomised, placebo-controlled,
double-blind clinical trial. British Journal of Nutrition, v.109, n.12, p.2240-2246, 2013.

LEBBER, S.; VERHOEVEN, T.L.AA; VELEZ, M.P.; VANDERLEYDEN, J;
KEERSMAECKER, S.C.J. Impact of environmental and genetic factors on biofilm formation
by the probiotic strain Lactobacillus rhamnosus GG. Applied and Environmental
Microbiology, v.73, p.6768-6775, 2007.

LISERRE, A.M.; RE, M.l.; FRANCO, B.D.G.M. Microencapsulation of Bifidobacterium
animalis subsp. lactis in modified alginate-chitosan beads and evaluation of survival in
simulated gastrointestinal conditions. Food Biotechnology, v.21, n.1, p.1-16, 2007.

MADUREIRA, AR.; AMORIM, M.; GOMES, A.M.; PINTADO, M.E.; MALCATA, F.X.
Protective effect of whey cheese matrix on probiotic strains exposed to simulated
gastrointestinal conditions. Food Research International, v.44, n.1, p.465-470, 2011.

MANTZOURIDOU, F.; SPANOU, A.; KIOSSEOGLOU, V. An inulin-based dressing
emulsion as a potential probiotic food carrier. Food Research International, v.46, n.1,
p.260-269, 2012.

MASOOD, M.1.; QADIR, M.l.; SHIRAZI, J.H.; KHAN, I.U. Beneficial effects of lactic acid
bacteria on human beings. Critical Reviews in Microbiology, v.37, n.1, p.91-98, 2011.

MEYER, D.; BAYARRI, S.; TARREGA, A.; COSTELL, E. Inulin as texture modifier in
dairy products. Food Hydrocolloids, v.25, n.8, p.1881-1890, 2011.

OLIVER, J.D. The viable but nonculturable state in bacteria. Journal of Microbiology, v.43,
sp.iss., p.93-100, 2005.

PANDIYAN, C.; ANNAL VILLI, R.; KUMARESAN, G.; MURUGAN, B
GOPALAKRISHNAMURTHY, T.R. Development of symbiotic ice cream incorporating
Lactobacillus acidophilus and Saccharomyces boulardii. International Food Research
Journal, v.19, n.3, p.1233-1239, 2012.

PEREIRA, A.L.F.; MACIEL, T.C.; RODRIGUES, S. Probiotic beverage from cashew apple
juice fermented with Lactobacillus casei. Food Research International, v.44, n.5, p.1276-
1283, 2011.

86



Capitulo 2

PITINO, I.; RANDAZZO, C.L.; CROSS, K.L.; PARKER, M.L.; BISIGNANO, C,;
WICKHAM, M.S.J.; MANDALARI, G.; CAGGIA, C. Survival of Lactobacillus rhamnosus
strains inoculated in cheese matrix during simulated human digestion. Food Microbiology,
v.31,n.1, p.57-63, 2012.

RANADHEERA, C.S.; EVANS, C.A.; ADAMS, C.M.; BAINES, S.K. In vitro analysis of
gastrointestinal tolerance and intestinal cell adhesion of probiotics in goat’s milk ice cream
and yogurt. Food Research International, v.49, n.2, p.619-625, 2012.

RUFINO, M.S.M.; PEREZ-JIMENEZ, J.; ARRANZ, S.; ALVES, R.E.; BRITO, E.S;
OLIVEIRA, M.S.P.; SAURA-CALIXTO, F. Acai (Euterpe oleraceae) ‘BRS Para’: a tropical
fruit source of antioxidant dietary fiber and high antioxidant capacity oil. Food Research
International, v.44, n.7, p.2100-2106, 2011.

SAAD, N.; DELATRE, C.; URDACI, M.; SCHMITTER, J.M.; BRESSOLLIER, P. An
overview of the last advances in probiotic and probiotic field. LWT — Food Science and
Technology, v.50, n.1, p.1-16, 2013.

SAGDIC, O.; OZTURK, I.; CANKURT, H.; TORNUK, F. Interaction between some
phenolic compounds and probiotic bacterium in functional ice cream production. Food and
Bioprocess Technology, v.5, n.8, p.2964-2971, 2012.

SAXELIN, M.; AHOKAS, M.; SALMINEN, S. Dose response on the faecal colonization of
Lactobacillus strain GG administered in two different formulations. Microbial Ecology in
Health and Disease, v.6, n.3, p.119-122, 1993.

SAXELIN, M.; ELO, S.; SALMINEN, S.; VAPAATALO, H. Dose response colonization of
faeces after oral administration of Lactobacillus casei strain GG. Microbial Ecology in
Health and Disease v.4, n.4, p.209-214, 1991.

SAXELIN, M.; LASSIG, A.; KARJALAINEN, H.; TYNKKYNEN, S.; SURAKKA, A,
VAPAATALO, H.; JARVENPAA, S.; KOPERLA, R.; MUTANEN, M.; HATAKKA, K.
Persistence of probiotic strains in the gastrointestinal tract when administered as capsules,
yoghurt, or cheese. International Journal of Food Microbiology, v.144, n.2, p.293-300,
2010.

SEGAWA, S.; FUJIYA, M.; KONISHI, H.; UENO, N.; KOBAYASHI, N.; SHIGYO, T,
KOHGO, Y. Probiotic-derived polyphosphate enhances the epithelial barrier function and
maintains intestinal homeostasis through Integrin-p38 MAPK pathway. PloS ONE, v.6, n.8,
art.23278, p.1-15, 2011.

SENGUPTA, R.; ALTERMANN, E.; ANDERSON, R.C.; MCNABB, W.C.; MOUGHAN,
P.J.; ROY, N.C. The role of cell surface architecture of lactobacilli in host-microbe
interactions in the gastrointestinal tract. Mediators of Inflammation, v.2013, art.237921, p.1-
16, 2013. [Review].

SUCCI, M.; TREMONTE, P.; REALE, A.; SORRENTINO, E.; GRAZIA, L.; PACIFICO, S;
COPPOLA, R. Bile salt and acid tolerance of Lactobacillus rhamnosus strains isolated from
Parmigiano Reggiano cheese. FEMS Microbiology Letters, v.244, n.1, p.129-137, 2005.

87



Capitulo 2

SUN-WATERHOUSE, D.; EDMONDS, L.; WADHWA, S.S.; WIBISONO, R. Producing ice
cream using a substantial amount of juice from Kiwifruit with green, gold or red flesh. Food
Research International, v.50, n.2, p.647-656, 2013.

SZAJEWSKA, H.; WANKE, M.; PATRO, B. Meta-analysis: the effects of Lactobacillus
rhamnosus GG supplementation for the prevention of healthcare-associated diarrhea in
children. Alimentary Pharmacology and Therapeutics, v.34, n.9, p.1079-1087, 2011.

TOMPKINS, T.A.; MAINVILLE, I.; ARCAND, Y. The impact of meals on a probiotic
during transit through a model of the human upper gastrointestinal tract. Beneficial
Microbes, v.2, n.4, p.295-303, 2011.

TYNKKYNEN, S.; SINGH, K.V.; VARMANEN, P. Vancomycin resistance factor of
Lactobacillus rhamnosus GG in relation to enterococcal vancomycin resistance (van) genes.
International Journal of Food Microbiology, v.41, n.3, p.195-204, 1998.

VIDEROLA, C.G.; COSTA, G.A.; REGENAHRDT, S.; REINHEIMER, J.A. Influence of
compounds associated with fermented dairy products on the growth of lactic acid starter and
probiotic bacteria. International Dairy Journal, v.12, n.7, p.579-589, 2002.

VILLARREAL, M.L.M.; PADILHA, M.; VIEIRA, AD.S., FRANCO, B.D.G.M,;
MARTINEZ, R.C.R.; SAAD, S.M.l. Advantageous direct quantification of viable closely
related probiotics in petit-suisse cheeses under in vitro gastrointestinal conditions by
propidium monoazide — qPCR. PloS One, v.8, n.12, art.e82102, p.1-11, 2013.

WANG, J.; GUO, Z.; ZHANG, Q.; YAN, L.; CHEN, W.; LIU, X.M.; ZHANG, H.P.
Fermentation characteristics and transit tolerance of probiotic Lactobacillus casei Zhang in
soymilk and bovine milk during storage. Journal of Dairy Science, v.92, n.6, p.2468-2476,
2009.

88



Capitulo 3

89



Capitulo 3

Caracterizacdo quimica e potencial antioxidante de sorvete simbiotico de acai (Euterpe
oleracea Mart.)

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a composi¢cdo quimica e investigar o potencial
antioxidante de sorvete simbidtico de acai suplementado de inulina (I; X1), concentrado
proteico (WC; Xz) e isolado proteico (WI; X3) de soro de leite e elaborado com a adi¢do da
cepa probidtica Lactobacillus rhamnosus GG e do prebiédtico fruto-oligossacarideo (FOS).
Para esse fim, foi empregado um delineamento experimental centroid simplex de trés fatores e
um ponto central, utilizando diferentes proporcdes dos fatores Xi, Xz e Xs, que
compreenderam 4% do total dos ingredientes das formulacGes, totalizando 9 formulacdes de
sorvete. A incorporacdo de WC e WI nas formulagBes aumentou o contelldo proteico das
formulagdes. A polpa de acgai adicionada as formulacdes contribuiu, em media, com 1% do
total de gordura observada. As porc¢des de 60 g das formulacdes desenvolvidas apresentaram,
em média, 100 kcal. A composicao de acidos graxos revelou que o &cido oleico esteve em
maior quantidade nas formulacdes (teor médio 46,47%), seguido do &cido palmitico (teor
médio 42,12%) e, ainda, quantidades relevantes de acido estearico e &cido linoleico foram
encontradas. Os sorvetes apresentaram atividade antioxidante na faixa de 302,03 a 505,41
umol TE/g. A maior atividade antioxidante foi observada para a formulacéo controle, seguida
das formulacdes WC (4% de WC) e WI (4% de WI). Através do presente estudo, foi possivel
constatar que associacdo de um sorvete de acai adicionado de prebi6ticos e probidticos
representa uma alternativa de se desenvolver uma sobremesa congelada com ingredientes

diferenciados e potencial como alimento funcional.

Palavras chave: Sorvete, acai, simbiotico, alimento funcional, atividade antioxidante.
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Chemical characterization and antioxidant potential of synbiotic acai (Euterpe oleracea
Mart.) ice cream

ABSTRACT

The aim of this study was to characterize the chemical composition and investigate the
potential antioxidant of symbiotic acai ice cream supplemented with inulin, (I; X1), whey
protein concentrate (WC; X2), and whey protein isolate (WI; X3) and produced wth the
addition of the probioticstrain Lactobacillus rhamnosus GG and the prebiotic fruto-
oligossacharide (FOS). For this purpose, an experimental centroid simplex design was
conducted with three factors and a central point, using different proportions of the factors Xi,
X2, and Xs, which comprised 4% of the total formulation ingredients, resulting in 9 ice cream
formulations. The addition of WC and WI increased the protein content of the formulations.
Acai pulp added contributed with around 1% of total ice cream fat. A 60 g portion of
synbiotic acai ice cream presented around 100 kcal. The fatty acids composition showed that
oleic acid was the fatty acid with the highest quantity in synbiotic acai ice cream (mean
content 46.47%), followed by palmitic acid (mean content 42.12%) and also significant
amounts of stearic and linoleic acid were found. The antioxidant activity of ice creams ranged
from 302.03 to 505.41 umol TE/g. Formulation C showed the highest antioxidant activity,
followed by the formulations WC (WC 4%) and WI (W1 4%).

Keywords: Ice cream, acai, synbiotic, functional food, antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a exigéncia dos consumidores em relacdo aos alimentos mudou
consideravelmente, tendo em vista o fato de que cada vez mais é demonstrado que a
alimentacdo contribui diretamente para a salde. Nesse contexto, a decisdo quanto ao consumo
de um alimento, além da satisfacdo sensorial e saciedade, passa pelos nutrientes que aquele
alimento oferece, bem como potenciais compostos que propiciem beneficios fisioldgicos
(BIGLIARDI e GALATI, 2013). O sorvete é uma sobremesa apreciada por uma ampla faixa
etaria de consumidores. No entanto, a maioria das formulagcdes comerciais contém grandes
quantidades de gordura e agucar e, por outro lado, é carente de compostos bioativos que
favorecem a salde (SUN-WARTERHOUSE et al., 2011).

Os probiodticos sdo definidos como micro-organismos Vvivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios & salde do hospedeiro
(FAO/WHO, 2002). O sorvete possui potencial para a veiculacdo de culturas probidticas,
devido a sua composicdo e forma de armazenamento congelado, o qual favorece a
manutencdo da viabilidade celular dessas culturas (CRUZ et al., 2009; SOUKOQULIS et al.,
2014). J& os prebidticos, podem ser definidos como ingrediente alimentar, ndo digerivel, que
afeta beneficamente o hospedeiro ao estimular seletivamente o crescimento e/ou atividade de
bactérias benéficas no colon, dessa forma, proporcionando equilibrio da microbiota intestinal
(NAIR et al., 2010).

As frutas sdo uma alternativa para agregar valor nutricional a sobremesas congeladas
como os sorvetes (SUN-WARTERHOUSE et al., 2011). O acai (Euterpe oleracea Mart.) é
uma fruta nativa da América do Sul, que nos ultimos anos tem recebido ateng&o internacional,
em virtude das tendéncias mundiais do consumo de alimentos saudaveis e com promessas
terapéuticas (PACHECO-PALENCIA et al., 2009; POMPEU et al., 2009). A analise da
composicao nutricional mostra que a polpa de acai é rica em lipideos, fibras e minerais como
o célcio. Na fracdo lipidica, destaca-se a presenca do acido graxo oleico (56, 2%), seguido do
acido palmitico (24,1%) e acido linoleico (12,5%), sendo este Gltimo considerado um acido
graxo essencial (SCHAUSS et al., 2006). Dessa forma, a utilizagdo do acai no
desenvolvimento de sorvetes funcionais pode resultar em produtos com maior valor

nutricional.

Além dos beneficios nutricionais, o acai € considerado uma fruta com alto poder

antioxidante (KANG et al., 2012). E considerado um antioxidante um conjunto heterogéneo
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de substancias que protege o sistema biologico contra o efeito nocivo de processos ou reagdes
que podem causar oxidagédo excessiva de outras substancias (MAKSIMOVIC et al., 2013). A
alta capacidade antioxidante de frutas e vegetais tém sido associada a presenga de compostos
fenolicos. No acai, compostos fenolicos como as antocianinas, as proantocianidinas, 0s
flavonoides e as lignanas, entre outros, estdo diretamente relacionados com o alto poder
antioxidante dessa fruta (KANG et al., 2011).

Alguns ingredientes como a inulina e concentrados e isolados proteicos de soro de
leite sdo incorporados no desenvolvimento de sobremesas lacteas congeladas, como sorvetes,
devido as suas propriedades tecnoldgicas. Esses ingredientes podem atuar como substitutos de
gordura e aclcar em formulacdes com baixo contetdo de gordura (AKALIN et al., 2008),
bem como por exercerem efeitos fisioldgicos benéficos a salde (DELZENNE et al., 2013;
KERASIOTI et al., 2014). A inulina € considerada um prebidtico, uma vez que ao atingir o
célon humano é fermentada seletivamente pela microbiota benéfica e, dessa forma, permite
alteracdes especificas que resultam em equilibrio da microbiota intestinal (ROBERFROID,
2007). J& os concentrados e isolados proteico de soro de leite sdo subprodutos da fabricacéo
de queijos e séo descritos como ingredientes com aplicagdes nutricionais. S&o normalmente
utilizados como suplemento alimentar, especialmente por atletas com objetivo de crescimento
muscular (KERASIOTI et al., 2014).

O objetivo desse estudo foi caracterizar a composicdo quimica e investigar o
potencial antioxidante de sorvete simbiotico de acai suplementado caracterizar a composicao
quimica e investigar o potencial antioxidante de sorvete de acai suplementado de inulina (I;
X1), concentrado proteico (WC; X>) e isolado proteico (WI; X3) de soro de leite e elaborado com a
adicdo da cepa probidtica Lactobacillus rhamnosus GG e o prebiotico fruto-oligossacarideo
(FOS).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento experimental

Os ingredientes inulina (X1), concentrado proteico de soro (WC = X2) e isolado
proteico de soro (WI = X3) foram adicionados as formulagdes de sorvete simbiotico de agai
em diferentes proporcdes, mas sempre totalizando 4% do total das formulacdes. Foi utilizado
0 delineamento experimental para misturas simples (centroid simplex), incluindo um ponto
axial, que corresponde a um ponto interno (escolhido aleatoriamente) ao planejamento
proposto. A Figura 1 apresenta o desenho experimental do planejamento adotado. O ponto
axial adicionado ao planejamento foi realizado para posterior estudo estatistico mais
detalhado (BOX e DRAPER, 1987; BARROS NETO, 2007). A tabela 1 mostra as diferentes

formulacGes estudadas, dentro do planejamento experimental proposto.

Foi avaliada, ainda, uma formulacdo controle, ndo adicionada dos ingredientes
inulina, WC e WI (X1, X2, X3=0, 0, 0).

Wl - X3

(0,0,1)

we-wi
(0, 1/2,1/2)

I-wi
(1/2,0,1/2)

I-WC-wi

L]
(1/3, 1/, 1/3)

* 5
(2/3, 1/6, 1/6)

W - X2

(1,0,0) (1/2, 1/2, 0) (0,1,0)

I-wc

Figura 1 - Representacdo espacial das formulacbes de sorvete de acai no planejamento
adotado. Os vértices correspondem aos componentes (I, WC, WI) puros, os lados as misturas
binarias dos componentes e 0s pontos do interior do triangulo, a mistura dos trés
componentes.
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Tabela 1 - Delineamento experimental centroid simplex empregado na elaboragdo dos
sorvetes de agai estudados.

Proporcéo de cada Quantidade de cada ingrediente (g) em
ingrediente da mistura 100 g de sorvete?

Formulagdes (X1, X2, Xa) Inulina® we Wi
I (X1) (X2) (X3)
I (1,0,0) 4,00 0,00 0,00
wC 0,1,0) 0,00 4,00 0,00
Wi 0,0,1) 0,00 0,00 4,00
I-wWC (1/2, 172, 0) 2,00 2,00 0,00
I-WI (1/2,0, 1/2) 2,00 0,00 2,00
WC-WI (0, 1/2, 1/2) 0,00 2,00 2,00
I-WC-WI (1/3, 1/3, 1/3) 1,33 1,33 1,33
A® (213, 1/6, 1/6) 2,60 0,70 0,70
Cc® 0,00 0,00 0,00

!Para cada 100 g de produto, 4 g da mistura total (inulina + WC +WI) foi adicionada aos demais ingredientes utilizados nas
formulagGes de sorvete de acai; 2Orafti®GR (Beneo-Orafti); 3Lacprodan 80® (Arlafoods); “Lacprodan DI19224® (Arlafoods);

5Formu|a(;éo aleatoria; 6Formuleu;élo controle.
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2.2 Obtencdo do micro-organismo e preparo da cultura estoque

Para o preparo da cultura pura, 0 micro-organismo probidtico Lactobacillus
rhamnosus GG foi isolado a partir de capsulas comerciais (Culturelle, Amerifit, EUA) e
mantido em caldo MRS (Oxoid, Hampshire, England) com glicerol (50% v/v) em temperatura
de -80°C. A analise da sequéncia obtida a partir do gene 16S do RNA ribossémico da cultura
estoque preparada demonstrou 99% de similaridade (n° de descricdo do GenBank
FM179322.1) com Lactobacillus rhamnosus GG, quando submetida a comparacdo no
programa BLASTn, o qual utiliza-se do banco de dados NCBI GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). A ativacdo e preparo do pré-indculo foi realizada
com 1 mL da cultura estoque previamente ativada em caldo MRS por 20h a 37°C. O preé-
indculo (4% v/v) foi transferido para um volume maior de caldo MRS e incubado a 37°C por
16 h, até que se atingisse a fase exponencial, apds esse periodo 0 micro-organismo apresentou
populacdo de cerca de 10° ufc/mL. Ap6s a incubacdo, as células foram colhidas por
centrifugacdo (5251,4 g x 10 min) em centrifuga Sorvall (modelo RC-5C, Ontario, Canada),
lavadas em solucdo fisioldgica estéril (NaCl 0,9%), repetindo-se o processo de centrifugacdo

e lavagem duas vezes.

A cultura do micro-organismo Lactobacillus rhamnosus GG foi ressuspendida em
leite em pd desnatado (Nestlé, Aracatuba, Brasil) reconstituido estéril 10%. Posteriormente,

essa cultura ativada foi adicionada a mistura para a elaboracdo do sorvete.
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2.3 Fabricacao do sorvete de acai

De acordo com o planejamento experimental adotado e descrito na Tabela 1, as
formulacdes de sorvete de acai foram produzidas em lotes de 4 kg. Os ingredientes listados na
Tabela 2 foram misturados até completa uniformizacdo da massa em misturador Geiger
UMMSK-12 (Geiger, Pinhais, Brasil), apds a sua pesagem e mistura manual prévia
(primeiramente, ingredientes liquidos, depois solidos e, por ultimo, ingredientes lipidicos). A
mistura obtida foi pasteurizada a 85°C por 25 segundos, no proprio misturador. A seguir, a
temperatura da massa foi reduzida a 40°C, para a adicdo do leite contendo a cultura
probidtica. ApOs essa etapa, a mistura foi transferida para cabine refrigerada a 4 °C
(Metalfrio, S&o Paulo, Brasil) para maturacdo da calda por 20 horas. Posteriormente, foi
transferida para sorveteira Skymsen BSK-16 (Metaltrgica Skymsen, Brusque, Brasil), onde
ocorreram 0s processos de batimento e congelamento simultaneos, por 15 minutos. Decorrida
essa etapa, o produto foi acondicionado em potes plasticos de polipropileno préprios para
alimentos (68 mm de diametro, 32 mm de altura, 55 ml de volume total, Tries Aditivos
Plasticos, Sdo Paulo, Brasil), em por¢des de 20 g. Os produtos obtidos foram armazenados em
congelador vertical (Metalfrio, Sdo Paulo, Brasil) a -18 °C por até 112 dias.
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Tabela 2 - Ingredientes fixos e varidveis e respectivas proporcdes, utilizados na producéo das
formulacGes de sorvete de acai estudadas, de acordo com o planejamento experimental adotado

e descrito na Tabela 1.

Formulacdes

Ingredientes (%) | WC WI I-WC I-WI  WC-WI I-WC-WI  A*  C**
Ingredientes fixos
Polpa congelada de acai® 200 200 200 200 200 20,0 200 200 200
Leite em pd desnatado® 120 120 120 120 120 120 120 120 120
Sacarose’ 80 80 80 80 80 80 80 80 80
Gordura Vegetal* 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Glicose em p6® 30 30 30 30 30 30 3,0 30 30
FOS® 30 30 30 30 30 30 3,0 30 30
Emulsificante/Estabilizante” 040 040 040 040 040 040 040 040 0,40
Cultivo de Lactobacillus
rhamnosus GG em leite 025 025 025 025 025 0,25 025 025 025
Saborizante e aromatizante
artificial de acai® 0,10 010 010 010 010 0,10 010 010 0110
Goma carragena’ 0,10 010 010 010 010 0,10 010 010 010
Goma guar® 016 016 016 016 016 0,16 016 016 0,16
Ingredientes variaveis
Inulina (1) 40 - - 20 20 - 133 26 -
WC - 40 - 20 - 2,0 133 07 -
Wi - - 40 - 20 20 133 07 -
Agua 45,00 4500 4500 4500 4500 45,00 4500 4500 49,00
Total 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0  100,0

Polpa de acai médio (Icefruit — Icefruit Comércio de alimentos, Tatui, Brasil); 2Molico (Nestlé, Aragatuba, Brasil); *Aclcar
refinado (Unido, Limeira, Brasil); “Gordura de palma 370SE (Agropalma, Belém, Para);>(Nutre, Sdo Paulo, Brasil): ®Beneo®
P95 (Orafit, Oreye, Bélgica) ;’Emustab-Emulsificante e estabilizante neutro(Duas Rodas, Jaragua do Sul, Brasil); 8Selecta
tropical (Duas Rodas, Jaragua do Sul, Brasil); °Carrageenan(Danisco, Redhill, Reino Unido); °Grindsted®Guar(Danisco,
Redhill, Reino Unido); *A = formulag&o aleatoria; **C = formulagéo controle
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2.4 Determinacdo da composicao centesimal do produto desenvolvido

Os resultados de composicdo centesimal das formulagdes de sorvete foram obtidos a
partir dos produtos finais mantidos em congelador vertical a -18 °C £ 3 °C. Todas as anélises
foram realizadas em triplicata. O teor de umidade foi determinado a partir de amostras de 59
por secagem a 70°C, em estufa a vacuo (modelo 440/D, Nova Etica, Vargem Grande Paulista,
Brasil). A fracdo cinza foi determinada gravimetricamente pela incineracdo de 1g de amostra
a 550°C (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005). As proteinas foram determinadas através da
andlise de contelido de nitrogénio total pelo método de micro-Kjeldahl, utilizando o fator de
conversdo 6,37, adaptado de AOAC (2003). O contetdo de lipideos totais foi obtido através
do método BLIGH-DYER (1959). O teor de carboidratos foi obtido por diferenca para se

obter 100% da composigéo total.

Para o célculo do valor energético total (VET) foram determinados os teores de
macronutrientes, os quais foram convertidos em quilocalorias por meio dos fatores de Atwater
e da energia oriunda da inulina [(4 kcal x g proteinas) + (4 kcal x g de carboidratos) + (9 kcal
x g total lipidios) + (1,5 kcal x g inulina) para determinar o valor energético total (VET) médio de
cada formulacéo do sorvete (ROBERFROID, 1999, 2005; ANVISA, 2003b; AUERBACH et al.,
2007).
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2.5 Composicao de acidos graxos

Apols a obtencdo da fracdo lipidica total (pelo método BLIGH-DYER, 1959), os
acidos graxos foram transformados em ésteres metilicos, segundo a metodologia de
HARTMAN e LAGO (1973). A anélise foi realizada em cromatografo a gas Varian GC,
modelo 430 GC, equipado com injetor automatico, detector de ionizacdo de chama e o
programa Varian’s Galixie Chromatography Software (Varian, Midelburgo, Holanda). Foi
utilizada coluna capilar de silica SP-2560 (Sulpeco, EUA), com 100 m de comprimento x
0,25 mm de diametro interno e contendo 0,2 um de polietilenoglicol dentro da coluna. As
condi¢des foram: injecdo Split, razdo de 50:1; temperatura da coluna: 140 °C por 5 min,
programada até 240 °C em uma razdo de 4 °C/min; arraste: hélio a 29 mL/min; temperatura
do injetor: 250 °C; temperatura do detector: 250 °C. A composicao qualitativa foi determinada
por comparacdo dos tempos de retencdo dos picos com o0s respectivos padrdes de acidos
graxos. Foram coletadas amostras de dois lotes de producdo de cada sorvete. As amostras
foram analisadas em triplicata e os valores apresentados como média * desvio padrdo desses

valores.
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2.6 Atividade Antioxidante (método — ORAC)

Diversos métodos tém sido descritos para determinar a atividade antioxidante in
vitro. Estes métodos podem ser baseados na captura do radical peroxila (ORAC, TRAP),
poder de reducdo do metal (FRAP, CUPRAC), captura do radical hidroxila (método de
desoxirribose), captura do radical organico (ABTS, DPPH), quantificacdo de produtos
formados durante a peroxidacdo de lipidios (TBARS, oxidagdo do LDL, co-oxidagdo do f-
caroteno). Dentre os métodos descritos, 0 ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) é
um dos mais utilizados atualmente (PRIOR et al., 2005) e foi o0 método adotado no presente
trabalho. Nesse método, o iniciador AAPH [2,2 -azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto]
abstrai o hidrogénio a partir da fluoresceina de sédio (molécula que é fluorescente). A reducao
da fluorescéncia é medida por um filtro de excitacdo a 485 nm e um filtro de emissdo a 525
nm. Na presenca de um antioxidante, o0 AAPH nao reage com a fluoresceina, o que significa
que a diminuicdo na fluorescéncia € inibida desde que o antioxidante esteja ativo (CAPITANI
et al., 2009).

Extracdo das amostras de sorvetes

Para a extracdo das amostras adotou-se a metodologia descrita por PRIOR et al.
(2003), com modificacbes. Foram pesadas 400 mg das amostras dos sorvetes em tubos de
ensaio de fundo redondo (5 ml) de prolipropileno com tampa. Ao material pesado, adicionou-
se 4 mL da solucdo extratora acetona/agua/acido acético (70: 29,5: 0,5, v/v/v), os tubos foram
agitados por 30 s, seguido pela sonificagdo a 37 °C por 5 minutos. Os tubos foram invertidos
uma vez no meio da sonificacdo e, posteriormente, permaneceram em temperatura ambiente
por 10 minutos, com agitagdes ocasionais. Os tubos foram centrifugados a 3500 rpm por 15
minutos, o sobrenadante foi removido e transferido para baldes volumétricos e diluido com

agua Milli-Q para um volume total de 10 mL.

Atividade Antioxidante Total

O extrato obtido (1 mmol/L) foi diluido em 75 mmol/L de solucdo tampé&o fosfato
(pH 7,0). Seis diluicbes foram preparadas e 25 pL dessas solugdes foram transferidas para
microplacas, em triplicata. Em seguida, foram adicionados 150 pL de fluoresceina 40 nM,
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diluida em tampéo fosfato 75 mmol/L (pH 7,0). Adicionalmente, a microplaca continha o
branco (200 pL de solvente), o controle (25 pL de solvente + 150 L de fluoresceina 40 nM)
e diluicOes seriadas de Trolox (150 pL de fluoresceina 40 nM + 25 pL de dilui¢des de Trolox
apropriadas). Para manter a temperatura na placa, 200 pL de agua foram adicionados ao redor
dos pogos que seriam lidos. Apos a incubacéo (37 °C, 30 min), 25 uL AAPH (153 mmol/ em
tampéo fosfato 75 mmol/L, pH 7,0) foram adicionados em todos 0s po¢os, exceto o branco, e
as placas foram agitadas por 10 s na maxima intensidade.

O leitor de placas (leitor de microplacas Elisa multi-detec¢do; Synergy-BIOTEK,
Winooski, VT, USA) foi programado para gravar a fluorescéncia a cada minuto apés a adigédo
do AAPH, por 120 minutos, e a area sob a curva de decaimento foi integrada, utilizando o
programa Gen5. As areas correspondentes ao branco (200 uL de solvente) e ao controle (25
pL de solvente + 150 pL de fluoresceina 40 nM) foram subtraidas das &reas obtidas para cada
concentracdo do composto. Utilizando a curva de calibragdo Trolox (ORAC = 349908x
+409356; R2 = 0,9992), expressa como area liquida vs. concentracdo pumol/L, a atividade

antioxidante das amostras foi expressa como pmol TE /g.

2.7 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Para a analise
estatistica, foi verificada a normalidade dos resultados, através do teste Hartley, com a = 0,05.
Foi constatada a distribuicdo normal dos resultados. Portanto, foi empregada a Andlise de

Variancia (ANOVA), com utilizacdo do teste de Tukey (teste de comparacdo de médias).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicéo centesimal e valor energético dos sorvetes

A composicdo centesimal obtida para as formulacfes de sorvete de acai é
apresentada na Tabela 3. As variacGes observadas nos teores de umidade (%), solidos totais
(%) e proteinas (%) estdo relacionadas com a presenca ou auséncia dos ingredientes inulina,
WC e WI.

Para sorvetes com teor de gordura de 0 a 8%, a qualidade de uma boa palatabilidade
geralmente esta associada a produtos em que o nivel de solidos totais estd na faixa de 30% a
38% (THARPS, 2009). Nas formula¢des do presente estudo, o teor de sélidos totais variou de
33% para a formulacdo C (controle) a 37% para a formulacdo I-WI (2% de inulina+2% de
WI1), sendo que o menor valor encontrado ja era esperado, uma vez que a formulagdo controle
(isenta dos fatores estudados no planejamento) continha 4% a mais de agua. Os menores
contetidos de proteinas, 4,51% e 4,19%, foram observados nas formulacgdes | (4% inulina) e
C, respectivamente, uma vez que estas ndo continham WC e WI. Conforme esperado, nas
demais formulacdes, a presenca de WC e WI aumentou o teor proteico dos produtos, o qual
variou de 6,05% a 7,23%.

O teor de gordura variou pouco entre as formulagfes, tendo se apresentado na faixa
de 4,92% para a formulagdo WC (4% de WC) a 5,49 para a I-WC (2% de inulina+2% de
WC). Em todas as formulagdes foram adicionados 4% de gordura de palma e os cerca de 20%
de polpa de acai adicionada as formulagdes contribuiu com o contetdo de gordura total dos
sorvetes. De acordo com o rotulo do fabricante da polpa de acai (Ice Fruit), 100g de polpa
fornece uma quantidade 5 g de gorduras totais, considerando que as bateladas dos sorvetes
produzidos com volume final de 4 kg, eram adicionadas de 800 g de polpa de acai (ou seja,
40g de gorduras totais), espera-se que a polpa tenha contribuido, em média, com 1% do valor

total de gordura encontrado.

A Tabela 4 apresenta a composi¢do centesimal e o valor energético total equivalente
a porcdo de sorvete (60 g) estabelecida pela legislacdo brasileira (ANVISA, 2003). A grande
variacdo na composicdo de sorvetes torna impraticavel fornecer dados nutricionais e valor
energético que sejam extrapolados para outros produtos. Em geral, os valores energéticos

encontrados para as formulagdes de sorvete de acai desenvolvidas foram equivalentes a
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sorvetes tradicionais disponiveis no mercado, como exemplo, podemos citar o sorvete de
frutas tropicais da Kibon, o qual a porcdo de 60g do produto fornece 118 Kcal. GOFF e
HARTEL (2013) relataram que uma porcdo de 67 g de sorvetes de baunilha (4,5% de

gordura) encontrados em supermercados norte-americanos apresentam, em média, 100 kcal.
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Tabela 3 - Composicao centesimal (%), teor de sélidos em g/100g e valor energético (VET) (meédia + desvio-padrdo) das formulagdes de sorvete
de acai estudados (vide Tabela 1 para a descricdo das formulacgdes).

Formulacdes

Composigéo I WC WiI I-wC I-WI WC-WI I-WC-WI A C

Umidade 65,19+0,67 65,70+1,00 63,60+0,36  63,99+0,91 62,31+1,13  64,23+0,21 64,20+1,24  64,79+0,68 66,50+0,10
Proteinas 4,51+0,08 6,74+0,36  6,89+0,08 6,15+0,39 7,04+0,38 7,23+0,07 6,77+0,15 6,05+1,05 4,19+0,15
Lipidios 5,25+0,48  4,92+0,37  5,38+0,17 5,49+0,28 5,43+0,19 5,15+0,36 4,98+0,15 5,18+0,09 5,09+0,20
Minerais 1,41+0,32  1,16+x0,06  1,03+0,05 1,25+0,04 1,79+0,55 1,03+0,28 1,34+0,06 1,45+0,05 1,10+0,21
Carboidratos totais  23,65+0,96° 21,48+0,96 23,10+0,38  23,11+1,02 23,43+1,57* 22,35+0,68 22,72+1,51° 22,530,364  23,13+0,45
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Solidos 34,82 34,3 36,40 36,00 37,69 35,76 35,81 35,21 33,51

Valor energético  142,36+6,01 149,65+2,18 160,88+1,90 158,98+1,90 163,28+6,31 157,21+1,18 155,25+4,44 153,47+2,38  147,55+1,43

Total (Kcal)

(6,599, ™4,73g, 4,11, (45299 correspondente aos frutanos: inulina e FOS [estimativas baseadas na informagdo do fornecedor (Orafti) para os frutanos (Beneo GR e Beneo P-95) utilizados no

presente estudo]. Todas as formulagGes foram adicionadas de 2,88 g de FOS.[(4 x g proteinas) + (4 x g carboidratos) + (9 x g lipidios totais) + (1,5 x g frutanos totais)]
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Tabela 4 - Composi¢do em nutrientes e valor energético total (VET) obtido para as por¢Ges* de 60g para cada formulacdo de sorvete de agai estudada

(vide Tabela 1 para a descrigédo das formulacdes).

Formulacgdes

Composicao I wC Wi I-wC I-WI WC-WI I-WC-WI A C

Carboidratos 14,19+0,30 12,89+0,57 13,85+0,23  13,87+0,61  14,06+0,94  13,41+0,41  13,63+0,91  13,52+0,22 13,88+0,27

Proteinas 2,70+0,05 4,04+0,22  4,13+0,05 3,69+0,23 4,22+0,23 4,34+0,04 4,06+0,09 3,63+0,63 2,51+0,09
Lipidios 3,15+0,29  2,95+#0,22  3,22+0,10 3,30+0,17 3,26+0,11 3,09+0,22 2,99+0,09 3,11+0,05 3,05+0,12
Minerais 0,84+0,19 0,70+0,03 0,61+0,03 0,75+0,02 1,07+0,33 0,61+0,17 0,80+0,04 0,87+0,03 0,66+0,12

Valor energético  85,42+3,61 89,79+1,31 96,53+1,14  95,39+3,02  97,97+3,78  94,33+0,71  93,15+2,66  92,08+1,43 88,53+0,86

total (Kcal/60g)

*Porcdo diaria estabelecida para sorvete, que corresponde a 60g ou 130mL do produto (Anvisa, 2003)
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3.2 Composicao de acidos graxos

A Tabela 5 apresenta os diferentes acidos graxos encontrados nas formulacdes de

sorvete de acai e suas respectivas proporcoes, em porcentagem de base integral.

Os principais &cidos graxos encontrados nas formulaces de sorvete de acai foram:
oleico (18:1), com uma concentracdo média na ordem de 46,47%, seguido do acido palmitico
(16:0), com uma concentracdo média de 42,12%. Ja para os acidos graxos poli-insaturados, o
linoleico (18:2) sobressaiu entre as amostras analisadas, apresentando concentracdo média de
5,48%. Os &cidos graxos, palmitico e linolénico foram encontrados em pequenas quantidades
e, em alguns casos, ndo foi possivel a sua quantificacdo, por estarem em quantidades

inferiores ao limite de deteccdo do método empregado.

SCHAUSS et al. (2006) apresentaram o perfil detalhado de &cidos graxos
encontrados em acai liofilizado. A analise da composicdo dos acidos graxos revelou que o
acido graxo predominante foi o oleico (56,2%), seguido do palmitico (24,1%) e linoleico
(12,5%). Do total de acidos graxos, 73,9% eram &cidos graxos insaturados. Do mesmo modo,
YUYAMA et al. (2010) encontraram concentracdo media de acido graxo oleico na ordem de
68,2%, seguido de acido palmitico (17,5%). Esses autores demonstraram que o0 suco de agai
analisado continha 7,5% de acido linoleico e 1,7% de &acido linolénico, reforcando que o perfil
lipidico do acai é composto de &cidos graxos monoinsaturados (principalmente oleico) e
contém quantidades consideraveis dos acidos graxos essenciais poli-insaturados linoleico e
linolénico. Para os resultados de &cido oleico, aqueles encontrados no presente trabalho
corroboram com os trabalhos citados, uma vez que o acido oleico foi 0 mais representativo

dos &cidos graxos. Por outro lado, o &cido palmitico foi encontrado em pequena quantidade.

Adicionalmente, a gordura de palma, incorporada aos sorvetes, contribuiu para a
composicdo de acidos graxos observada, uma vez que essa gordura contém quantidades
equivalentes de acidos graxos insaturados e saturados. Assim, cerca de 50% do total de &cidos
graxos na gordura de palma sdo saturados, sendo composta principalmente pelos acidos
palmitico (16:0) e esteadrico (18:0). Os acidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados
representam 39% e 10,5%, respectivamente (AINI e MISKANDA, 2007).

O perfil de acidos graxos de iogurtes probioticos de acai revelou que esse produto
continha quantidades expressivas de acido palmitico e acido oleico. Quantidades
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significativas dos acidos estearico, palmitoleico, linoleico e linolénico também foram
observadas (ESPIRITO-SANTO et al., 2010), corroborando com o presente estudo.

A presenca de acidos graxos poli-insaturados, linoleico (18:2 — -6) e a-linolénico
(18:3 - ®-3), agrega valor funcional e nutricional as formulacfes de sorvete de acai. Essa
constatacdo merece ser destacada, uma vez que estes acidos sdo considerados essenciais, por
ndo serem sintetizados pelo organismo humano e, nesse caso, necessitam ser ingeridos atraves
da dieta (UNDURTI e DAS, 2011; JANSSEN e KILIAAN, 2014). De fato, ja € bem estabelecido
na literatura, o papel fundamental dos &cidos graxos poli-insaturados (linoleico e linolénico) na
manutencao de condi¢cBes normais das membranas celulares, fungdes cerebrais, transmissdo de
impulsos nervosos e processos de crescimento, reproducdo, visdo e desenvolvimento do cérebro
dos seres humanos (IRIBARREN et al., 2004; VILELA e BAZOTTE, 2013).

Tabela 5 - Composicdo qualitativa de acidos graxos presentes em 100g das formulacGes de
sorvete de acai (média + desvio-padrdo). Vide Tabela 1 para a descrigdo das formulaces.

C16:0 C18:0 Cl6:1 C18:1n9c C18:2n6c C18:3n3
Formulacdes  (paimitico) (Estearico) (Palmitoléico) (Oleico)  (Linoleico) (Linolénico)

| 37,87+£1,19 5,11+0,15 0,07+0,02 49,80+0,27 7,15%1,02 nd

WC 46,84+3,76  4,64+0,92 0,12+0,02 44,59+1,13 3,62+0,56 0,19+0,05

Wi 43,95+1,56 6,23+0,22 0,14+0,05 44,68+1,33 4,84+0,64  0,17+0,09

I-wC 41,7945,86 6,57+0,75 0,19+0,07 47,23+6,05 4,11+0,29 0,39+0,05
I-wi 39,10+0,04 5,83+0,01 0,28+0,08 48,20+0,01 6,59+0,01 nd

WC-WI 46,87+0,03 7,20+0,05 0,04+0,06 41,72+0,24  4,03%£0,07 0,14+0,05

I-WwC-WiI 39,07+£0,19 6,30%0,20 0,02+0,0,2 47,52+0,22 6,95%0,29 0,12+0,02

A 43,85t1,74 6,92+0,15 43,85+1,74  4493+1,56 5,86+0,26 0,11+0,09

C 39,70+1,72  6,09£0,73 0,14+0,09 49,58+1,15 6,18+0,51 0,04+0,02
Média 42,12 6,10 0,11 46,47 5,48 0,13
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3.3 Atividade antioxidante total

A atividade antioxidante das formulagdes de sorvete de acai € apresentada na Figura 2.

600 -
A A
500 - . I I z
B
BC
400 - = cD I 1
D - D
300 - * I

200

100

o

N < N\ < N\ 8\ N\ <
N R P MO O

Formulaces do sorvete de acai

Atividade Antioxidante (uMol TE/q)

Figura 2 - Atividade antioxidante total (uMol TE/g) das formulacdes de sorvete de acai.
ABCD letras maitsculas distintas indicam diferenca significativas (p<0,05) entre as diferentes
formulacGes (vide Tabela 1 para a descri¢do das formulagdes).

A atividade antioxidante dos sorvetes de acai foi de 302,03 a 505,41 uMol TE/g. A
maior atividade antioxidante foi observada para a formulacdo C, seguida da WC (4% de WC)
e da WI (4% de WI). De forma geral, a interacdo entre os ingredientes nas formulacées I-WI,
WC-WI, I-WC e A resultou em diminuicdo da atividade antioxidante. No entanto, a presenca
de atividade antioxidante significativamente superior (p<0,05) as demais formulacdes, (exceto
para a formulacdo controle), em WC e WI, pode ser particularmente interessante apds o
consumo. Tal sugestdo tem como base o fato de que concentrados proteicos de soro sdo fontes
de aminoacidos essenciais, 0s quais sdo utilizados no organismo para a sintese de glutationa,
gue € considerado o principal agente antioxidante dos sistemas vivos. Ainda, alguns
componentes das proteinas de soro de leite concentradas, como a a-lactoglobulina, possuem
propriedade de quelante de metais, o que conduz a reducdo do estresse oxidativo
(HARAGUCHI et al., 2006; KERASIOTI et al., 2014).

As variagdes encontradas na atividade antioxidante entre as formulages podem ser

atribuidas a alguns fatores, como: a composicéo e concentragdo das polpas de acai, apesar de
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terem sido adquiridas polpas de um mesmo lote e do mesmo produtor; o fracionamento em
pequenas porcdes, 0 que pode resultar em diferencas na concentragdo; 0 processamento
térmico (pasteurizacdo) e o periodo de armazenamento. De fato, a degradacdo das
antocianinas durante o processamento térmico esta correlacionada a diminuicdo da atividade
antioxidante. A esse respeito, PACHECO-PALENCIA et al. (2009) relataram taxa de
degradacdo de antocianinas diretamente relacionada ao tempo de exposi¢do térmica e esse
resultado, por sua vez, foi acompanhado em uma diminuigédo da capacidade antioxidante total
em até 10%. O periodo de armazenamento também pode ser prejudicial aos compostos que
contribuem para atividade antioxidante, uma vez que oscilagdes na temperatura e no teor de
oxigénio podem acelerar processos bioquimicos que desestabilizem esses compostos
(PACHECO-PALENCIA et al., 2007; TONON et al., 2010).

Desde que a alta capacidade antioxidante do acgai passou a ser relatada, inumeras
pesquisas tém focado em avaliacGes que associam a atividade antioxidante da polpa, suco ou
extrato de acai (KANG et al.,2010). HOGAN et al. (2010) encontraram maior atividade
antioxidante em extrato de antocianinas do acai (1800 uMol TE/g), em comparacdo aquele
encontrado por SCHAUSS et al. (2006) para agai em pd (997 uMol TE/g). Os autores
relataram, ainda, que o valor antioxidante encontrado no acai foi maior que o de frutas como
mirtilo, morango e framboesa. Geralmente, a atividade antioxidante do acai é atribuida, em
grande parte, a presenca de antocianinas. No entanto, essa concep¢ao tem sido mudada desde
que LICHTENTHALER et al. (2005) observaram apenas 10% de contribuicdo das
antocianinas na capacidade antioxidante in vitro total do acai. Os autores sugeriram que a

fruta possui outros constituintes antioxidantes ainda ndo conhecidos.

Os flavonoides sdo os principais compostos fendlicos encontrados na polpa do acai.
No entanto, a capacidade antioxidante desses compostos varia, de acordo com a sua estrutura
quimica e as metodologias de andlise utilizadas. Em geral, as agliconas de flavonoides
demonstram maior capacidade antioxidante, bem como maior capacidade de penetrar em
células vivas em relacéo a flavonoides C-glicosideos (KANG et al., 2010). O alto contetdo de
compostos fendlicos associados a fracdo fibra do acai pode estar associado com a capacidade
antioxidante do agai. Apesar de nédo biodisponiveis no intestino delgado, alguns polifenois
alcancam o colon, onde servem de substrato para as bactérias colénicas. A fermentacdo desses
compostos libera metabdlitos antioxidantes, que podem melhorar a salde do intestino e
produzir outros metabdlitos que sejam absorviveis (RUFINO et al., 2011). Essa propriedade,

associada a alta sobrevivéncia do probiotico L. ramnosus GG, o qual manteve populagéo
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média acima de 8,8 ufc/g nas formulacbes (dados ndo mostrados), pode potencializar o

potencial beneficio fisiologico dos sorvetes de acai desenvolvidos no presente estudo.

Os resultados de biodisponibilidade dos flavonoides do acai ainda sdo escassos. A
capacidade antioxidante in vivo € foco de discussdo, uma vez que a forma na qual esses
compostos sdo absorvidos ou metabolizados no organismo ainda ndo estd bem estabelecida
(SCHAUSS et al., 2006; HEINRICH et a., 2011). AGAWA et al. (2011) avaliaram os teores
de compostos fendlicos, antocianinas e atividade antioxidante em diferentes por¢des do agai
(mesocarpo/epicarpo/endocarpo), bem como os perfis de absor¢do de antocianinas do acai
(cianidina-3-glicosideo e cianidina-3-rutinosideo) no plasma de ratos ap6s administracdo oral.
Os autores sugeriram que as antocianinas avaliadas foram absorvidas intactas na corrente
sanguinea. Entretanto, o cianidina-3-rutinosideo demonstrou maior biodisponibilidade, em

comparacao a cianidina-3-glicosideo.

O potencial antioxidante in vivo do acai foi estudado por MERTENS-TALCOTT et
al. (2008). Os autores observaram que 0 consumo de suco e polpa de acai resultou em um
aumento significativo da capacidade antioxidante no plasma sanguineo de voluntarios
humanos saudaveis. Alguns estudos divergem sobre a capacidade antioxidante no plasma
sanguineo induzido por frutas. Entretanto, deve-se levar em consideracdo que essas diferencas
podem, em parte, ser devido a diferencas na metodologia dos ensaios envolvendo

antioxidantes, quantidades administradas, bem como a selec¢do da populacéo do estudo.
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4 CONCLUSAO

Através do presente estudo, foi possivel constatar que as formulacdes de sorvete de
acai estudadas possuem bom potencial como alimento funcional. De fato, além de serem
desenvolvidas com a presenca do prebidtico fruto-oligossacarideo e do probidtico L.
rhamnosus GG, apresentaram alta atividade antioxidante e elevado perfil de &cidos graxos
insaturados, destacando-se a presenca dos acidos graxos essenciais linoleico (C18:2) e
linolénico (C18:3). Sendo assim, a associacdo de probioticos, prebidticos, acai e proteinas
concentradas de soro de leite em uma sobremesa lactea congelada de acai pode oferecer
multiplos beneficios a saude. Entretanto, ressalta-se que um maior entendimento da agédo

fisioldgica avaliada in vivo faz-se necessario em estudos futuros.

112



Capitulo 3

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGAWA, S.; SAKAKIBARA, H.; IWATA, R.; SHIMOI, K.; HERGESHEIMER, A,
KUMAZAWA, S. Anthocyanins in mesocarp/epicarp and endocarp of fresh acai
(Euterpe Oleracea Mart.) and their antioxidant activities and biovailability. Food
Science and Technology Research, v.17, n.4, p.327-334, 2011.

AINI, I.N.; MISKANDAR, M.S. Utilization of palm oil and palm products in
shortenings and margarines. European Journal of Lipid Science and Technology,
v.109, n.4, p.422-432, 2007. [Review].

AKALIN, AS.; ERISIR, D. Effects of inulin and oligofructose on the rheological
characteristics and probiotic culture survival in low-fat probiotic ice-cream. Journal of
Food Science, v.73, n.4, p.M184-M188, 2008

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official methods of
analysis of AOAC international. 17.ed. Gaithersburg: AOAC International, 2003. v.1,
p.12.1-12.3, v.2, p.33.1-33.88.

BARROS NETO, B.; SCARMINIO, L.S.; BRUNS, R.E. Como fazer experimentos:
pesquisa e desenvolvimento na ciéncia e na industria. 3.ed. Campinas: UNICAMP,
2007. 480p.

BLIGH, E.G.; DYER, W.J. A rapid method of total lipid extraction and purification.
Canadian Journal of Biochemistry and Physiology, v.37, n.8, p.911-917, 1959.

BOX, G.E.P.; DRAPER, N.R. Empirical model-building and response surfaces. New
York: Wiley, 1987. 669p. (Wiley series in probability and mathematical statistics.
Applied probability and statistics).

CAPITANI, C.D.; CARVALHO, A.C.L.; RIVELLI, D.P; BARROS, S.B.M;
CASTRO, lL.A. Evaluation of natural and synthetic compounds according to their
antioxidant activity using a multivariate approach. European Journal of Lipid Science
and Technology, v.111, n.11, p.1090-1099, 2009.

CRUZ, A.G.; ANTUNES, AE.C.; SOUSA, A.L.O.P.; FARIA, JAF.; SAAD, S.M.I.
Ice-cream as a probiotic food carrier. Food Research International, v.42, n.9, p.1233-
1239, 2009. [Review].

DELZENNE, M.N.; NEYRINCK, A.M.; CANI, P.D. Gut microbiota and metabolic
disorders: how prebiotic can work? British Journal of Nutrition, v.109, suppl.2,
p.S81-S85, 2013.

ESPIRITO SANTO, A.P.; SILVA, R.C.; SOARES, F.A.S.M.; ANJOS, D.; GIOIELLI,
L.A.; OLIVEIRA, M.N. Acai pulp addition improves fatty acid profile and probiotic
viability in yoghurt. International Dairy Journal, v.10, n.6, p.415-422, 2010.

GOFF, H.D.; HARTELL, R.W. Ice cream. 7.ed. New York: Springer, 2013. 462p.

113



Capitulo 3

HARAGUCHI, F.K.; ABREU, W.C.; PAULA, H. Whey protein: composition,
nutritional properties, applications in sports and benefits for human health. Revista de
Nutricéo, v.19, n.4, p.479-488, 2006.

HARTMAN, L.; LAGO, R.C.A. Rapid preparation of fatty acid methyl from lipids.
Laboratory Practice, v.22, n.6, p.475-473, 1973.

HEINRICH, M.; DHANJI, T.; CASSELMAN, I. Acai (Euterpe oleracea Mart.)—A
phytochemical and pharmacological assessment of the species’ health claims.
Phytochemistry Letters, v.4, n.1, p.10-21, 2011.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ. Métodos fisico-quimicos para andlise de alimentos.
4.ed. S&o Paulo: Secretaria de Estado da Saude: Instituto Adolfo Lutz, 2005. 1020p.

IRIBARREN, C.; MARKOVITZ, JH.; JACOBS Jr., D.R.; SCHREINER, P.J;
DAVIGLUS, M.; HIBBELN, J.R. Dietary intake of n-3, n-6 fatty acids and fish:
relationship with hostility in young adults-the CARDIA study. European Journal of
Clinical Nutrition, v.58, n.1, p.24-31, 2004.

JANSSEN, C.L.F.; KILIAAN, AJ. Long-chain polyunsaturated fatty acids (LCPUFA)
from genesis to senescence: the influence of LCPUFA on neural development, aging,
and neurodegeneration. Progress in Lipid Research, v.53, p.1-17, 2014.

KANG, J.; LI, Z; WU, T.; JESEN, G.S.; SCHAUSS, A.G.; WU, X. Anti-oxidant
capacities of flavonoid compounds isolated from acai pulp (Euterpe oleracea Mart.).
Food Chemistry, v.122, n.3, p.610-617, 2010.

KANG, J.; THAKALI, K.M.; XIE, C.; KONDO, M.; TONG, Y.; OU, B.; JENSEN, G.;
MEDINA, M.B.; SCHAUSS, A.G.; WU, X. Bioactivities of acai (Euterpeprecatoria
Mart.) fruit pulp, superior antioxidant and anti-inflammatory properties to Euterpe
oleracea Mart. Food Chemistry, v.133, n.3, p.671-677, 2012.

KANG, J.; XIE, C.; LI, Z.;; NAGARAJAN, S.; SCHAUSS, A.G.; WU, T.; WU, X.
Flavonoids from acai (Euterpe oleracea Mart.) pulp and their antioxidant and anti-
inflammatory activities. Food Chemistry, v.128, n.1, p.152-157, 2011.

KERASIOTI, E.; STAGOS, D.; PRIFTIS, A.; AIVAZIDIS, S.; TSATSAKIS, A.M,;
HAYES, AW.; KOURETAS, D. Antioxidant effects of whey protein on muscle C2C12
cells. Food Chemistry, v.155, p.271-278, 2014.

LICHTENTHALER, R.; RODRIGUES, R.B.; MAIA, J.G.S,;
PAPAGIANNOPOULOQOS, M.; FABRICIUS, H.; MARX, F. Total oxidant scavenging
capacities of Euterpe oleracea Mart. (Acai) fruits. International Journal of Food
Sciences and Nutrition, v.56, n.1, p.53-64, 2005.

MAKSIMOVIC, J.J.D.; MILIVOJEVIC, J.M.; POLEDICA, M.M.; NIKOLIC, M.D.;
MAKSIMOVIC, V.M. Profiling antioxidant activity of two primocane fruiting red
rapberry cultivars (Autumm bliss and Polka). Journal of Food Composition and
Analysis, v.31, n.2, p.173-179, 2013.

MERTENS-TALCOTT, S.U.; RIOS, J.; JILMA-STOHLAWETZ, P.J.; PACHECO-
PALENCIA, L.A.; MEIBOHM, B.; TALCOTT, S.T., DERENDORF, H.

114



Capitulo 3

Pharmacokinetics of anthocyanins and antioxidant effetcs after the consumption of
anthocyanin-rich acai juice and pulp (Euterpe oleracea Mart.) in human healthy
volunteers. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.56, n.17, p.7796-7802,
2008.

NAIR, K.K.; KHARB, S.; THOMPKINSON, D.K. Inulin dietary fiber with functional
and health attributes: a review. Food Reviews International, v.26, n.2, p.189-203,
2010.

PACHECO-PALENCIA, L.A.; DUNCAN, C.E.; TALCOTT, S.T. Phytochemical
composition and thermal stability of two comercial agai species, Euterpeoleracea and
Euterpe precatoria. Food Chemistry, v.115, n.4, p.1199-1205, 2009.

PACHECO-PALENCIA, L.A;; HAWKEN, P.; TALCOTT, S.T. Juice matrix
composition and ascorbic acid fortification effects on the phytochemical, antioxidant
and pigment stability of acai (Euterpe oleracea Mart.). Food Chemistry, v.105, n.1,
p.28-35, 2007.

POMPEU, D.R.; SILVA, E.M.; ROGEZ, H. Optimization of the solvent extraction of
phenolic antioxidants from fruits of Euterpe oleracea using response surface
methodology. Bioresource Technology, v.100, n.23, p.6076-6082, 2009.

PRIOR, R.L.; HOANG, H.; GU, L.; WU, X.; BACCHIOCCA, M.; HOWARD, L.;
HAMPSCH-WOODILL, M.; HUANG, D.; OU, B.; JACOB, R. Assays for hydrophilic
and lipophilic antioxidant capacity (oxygen radical absorbance capacity (ORACF.)) of
plasma and other biological and food samples. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v.51, n.11, p.3273-3279, 2003.

PRIOR, R.L.; WU, X.; SCHAICH, K. Standardized methods for the determination of
antioxidant capacity and phenolics in foods and dietary supplements. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v.53, p.4290-4303, 2005.

ROBERFROID, M.B. Inulin-type fructans: functional food ingredients. Journal of
Nutrition, v.137, n.11, suppl., p.2493S-2502S, 2007.

RUFINO, M.S.M.; ALVES, R.E.; BRITO, E.S.; MORAIS, S.M.; SAMPAIO, C.G;;
PEREZ-JIMENEZ, J.; SAURA-CALIXTO, F.D. Metodologia cientifica: determinacio
da atividade antioxidante total em frutas pela captura do radical livre DPPH. Fortaleza:
Embrapa Agroinddstria Tropical, 2007. p.1679-6535 (Embrapa Agroindustria Tropical.
Comunicado Técnico, v.127).

RUFINO, M.S.M.; PEREZ-JIMENEZ, J.; ARRANZ, S.; ALVES, R.E.; BRITO, E.S:;
OLIVEIRA, M.S.P.; SAURA-CALIXTO, F. Agai (Euterpe oleraceae) ‘BRS Para’: a
tropical fruit source of antioxidant dietary fiber and high antioxidant capacity oil. Food
Research International, v.44, n.7, p.2100-2106, 2011.

SCHAUSS, A.G.; WU, X.; PRIOR, R.L.;; OU, B.; PATEL, D.; HUANG, D,
KABABICK, J.P. Phytochemical and nutrient composition of the freeze-dried
amazonian palm berry, Euterpe oleraceae mart.(acai). Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v.54, n.22, p.8598-8603, 2006.

115



Capitulo 3

SOUKOQOULIS, C.; FISK, I.LA, BOHN, T. Ice cream as a vehicle for incorporating
health-promoting ingredients: conceptualization and overview of quality and storage
stability. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety, v.13, n.4, p.627-
655, 2014.

TONON, R.V.; BRABET, C.; HUBINGER, M.D. Anthocyanin stability and antioxidant
activity of spray-dried acai (Euterpe oleracea Mart.) juice produced with different
carrier agents. Food Research International, v.43, n.3, p.907-914, 2010.

UNDURTI, N.; DAS, M.D. Influence of polyunsaturated fatty acids and their
metabolites on stem cell biology. Nutrition, v.27, n.1, p.21-25, 2011.

VILELA, V.R.; BAZOTTE, R.B. Balanc¢o dietético de &cidos graxos poli-insaturados
O0mega 6 e 6mega 3. SaBios: Revista de Saude e Biologia, v.8, n.3, p.109-116, 2013.

YUYAMA, L.K.O.; AGUIAR, JP.L; SILVA FILHO, D.F.; YUYAMA, K,;
VAREJAO, M.J.; FAVARO, D.I.T.; VASCONCELLOS, M.B.A.; PIMENTEL, S.A.;
CARUSO, M.S.F. Caracterizacao fisico-quimica do suco de acai de Euterpe precatoria
Mart. oriundo de diferentes ecossistemas amazénicos. Acta Amazonica, v.41, n.4,
p.545-552, 2011.

116



Capitulo 4

117



Capitulo 4

Inulina e proteinas de soro de leite melhoram os aspectos tecnoldgicos de sorvete
simbidtico de acai (Euterpe oleracea Mart.)

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia dos fatores de inulina (I; X1), concentrado
proteico (WC; X2) e isolado proteico de soro de leite (WI; X3) sobre as caracteristicas
tecnologicas e sensoriais de sorvete de acai suplementado com a cepa probidtica
Lactobacillus rhamnosus GG e o ingrediente prebidtico fruto-oligossacarideo (FOS) durante o
armazenamento dos sorvetes a -18 °C +3 °C por até 84 dias. Para esse fim, foi empregado um
delineamento experimental centroid simplex de trés fatores e um ponto central, utilizando
diferentes proporcdes dos fatores Xi, X2 e Xz, que compreenderam 4% do total dos
ingredientes das formulacdes, totalizando 9 formulac6es de sorvete. As formulagdes WC (4%
WC) e WI (4% WI) apresentaram os maiores valores de dureza, revelando que os fatores WC
e WI exerceram forte influéncia na dureza dos produtos. As menores taxas de derretimento
foram observadas nas formulacdes W1 (4% de WI) e WC-WI (2% de WC; 2% de W1). Exceto
para a formulacdo I-WC-WI, a presenca de inulina nas demais formulacbes ndo alterou de
forma significativa a velocidade de derretimento quando comparada a amostra controle. As
formulacGes I-W1 (2% de inulina; 2% de WI) e I-WC-WI (1,33% de inulina; 1,33% WC; 1,33
WI), apresentaram os maiores valores de overrun (37,95% e 39,18%, respectivamente). Os
escores de aceitabilidade sensorial variaram de 5,83 a 7,63. Apenas as formulacées WI (4%
WI) e WC-WI (2% WC; 2% WI) aumentaram (p<0,05) seus escores médios de aceitabilidade
durante os 84 dias de armazenamento estudados e nas demais formulagbes ndo foram
observadas diferencas significativas na aceitabilidade ao longo do armazenamento. A
combinacéo dos fatores inulina, WC e WI nas formulacdes de sorvete de acai contribuiu para
0s aspectos tecnoldgicos sem, no entanto, sem afetar a aceitabilidade sensorial pelo
consumidor. Dessa forma, a combinacéo dos trés ingredientes é recomendada, com inulina na
proporcdo de 1,5 a 2% juntamente com WC e/ou WI na propor¢do de no maximo 2,5% no

produto.

Palavras chave: Sorvete, acai, simbiotico, anélise sensorial, propriedades tecnologicas.
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Inulin and whey protein improves technological aspects of synbiotic acai (Euterpe
oleracea Mart.) ice cream

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the influence of inulin (I; Xi), whey protein
concentrate (WC; Xz), and whey protein isolate (WI; X3) on the technological and sensory
profiles of agai ice cream supplemented with the probiotic strain Lactobacillus rhamnosus GG
and the prebiotic fructo-oligosaccharide (FOS), during storage at -18°C + 3°C up to 84 days.
For this purpose, an experimental centroid simplex design was conducted with three factors
and a central point, using different proportions of the factors X1, X2, and Xs, which comprised
4% of the total formulation ingredients, resulting in 9 ice cream formulations. Formulations
WC (4% of WC) and WI (4% of WI) showed the highest hardness values (p<0.05), revealing
that WC and W1 exerted a strong influence on the product firmness. The lowest melting rate
values were observed in formulation WI (4% of WI) and WC-WI (2% of WC, 2% of WI).
However, the presence of inulin and WC showed strong influence on the melting rate of the
ice creams, resulting in higher melting down of these products. I-WI and I-WC-WI
formulations presented the highest overrun (37.95 and 39.18%, respectively). The sensory
acceptability scores ranged from 5.83 to 7.63. WI and WC-WI formulations increased their
mean acceptability scores significantly (p<0.05) during 84 days of storage, whereas no
significant differences were observed in acceptability throughout storage for the other
formulations. Inulin, WC, and WI together contributed for the technological properties and
did not affect the sensory acceptability by consumers. Thus, the combination of the three
ingredients is recommended, with inulin proportions from 1.5 to 2% with WC and/or WI
added of at most 2.5% in the product.

Keywords: Ice cream, acai, synbiotic, functional food, antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

A busca por um estilo de vida mais saudavel tem reforcado o desenvolvimento de
alimentos funcionais (SIRO et al., 2008). O propdsito do consumo de alimentos funcionais
ndo se limita & saciedade e a ingestdo de nutrientes, mas sim atua como um coadjuvante na
manutencdo da salde e na redugdo do risco de doencas (SAAD et al.,, 2006; BUTT e
SULTAN, 2013). A incorporacdo de culturas probidticas em alimentos tem o objetivo de
fornecer ao consumidor, alimentos que melhoram e/ou restauram o equilibrio da microbiota
intestinal (BESTED et al., 2013). O sorvete é uma das sobremesas lacteas mais consumidas
mundialmente e possui 0 potencial para a incorporacdo de culturas probidticas uma vez que,
por ser armazenado congelado, favorece a preservacdo da viabilidade celular das culturas.
Adicionalmente, os sorvetes sdo consumidos por uma ampla faixa etaria (CRUZ et al., 2009).

O acai (Euterpe oleracea Mart.) é uma fruta nativa da América do Sul que tem se
destacado no mercado de exportacdo, em virtude das tendéncias mundiais do consumo de
alimentos saudaveis (PACHECO-PALENCIA et al., 2009; POMPEU et al., 2009). Muitas
vezes considerada uma “super fruta”, o agai se destaca devido ao seu potencial antioxidante e
composicdo, que inclui quantidades expressivas de &cidos graxos insaturados, fibras e
minerais (YUYAMA et al., 2011; RUFINO et al., 2011; KANG et al., 2012). A associacgdo de
frutas tropicais com sorvete probidtico pode melhorar tanto o seu sabor como sua propriedade
funcional. Desse modo, o acai pode ser considerado uma fruta adequada para o
desenvolvimento de um novo produto funcional.

A inulina é um polissacarideo ndo digerivel constituido de unidades de frutose, a
partir de ligagdes B (2-1). Ocorrem naturalmente em vegetais e frutas, como raiz de chicoria,
cebola, alho e banana. Além da funcdo de fibra dietética, a inulina também exerce funcao
prebidtica, uma vez que é fermentada seletivamente pelas bactérias do célon, permitindo
alteracbes especificas na composicdo da microbiota intestinal (LOBATO et al.,, 2009;
MEYER et al., 2011; CRUZ et al., 2011). O grau de polimerizac¢do da cadeia de inulina pode
variar de 2-60 unidades de monossacarideos. A inulina nativa € normalmente caracterizada
por um grau de polimerizacio médio de cerca de 12 unidades (GONZALEZ-THOMAS et al.,
2009; BAYARRI et al., 2010; MEYER et al., 2011;). O produto da hidrolise parcial da inulina
nativa é chamado de oligofrutose, que possui o0 grau de polimerizacdo variando de 2-8
unidades de frutose. Além dos beneficios a salde, a inulina e a oligofrutose podem ser
utilizadas como ingredientes na formulacdo de novos produtos, devido as fungdes
tecnologicas que exercem (CARDARELLI et al., 2008; LOBATO et al., 2009). A
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oligofrutose tem, em média, de 30-35% do dulcor da sacarose. Ja a inulina possui capacidade
de geleificagdo quando presente em uma solugdo, formando uma estrutura cremosa,
propriedade esta que possibilita 0 seu uso como substituto de gordura (FRANK, 2002).

Inulinas com diferentes graus de polimerizacdo sdo utilizadas como substitutos de
gordura e agucar em varios produtos lacteos (BAYARRI et al., 2010; TORRES et a., 2010;
MAHDIAN et a., 2013). BAYARRI et al. (2010) constataram que a adicdo de inulina de
cadeia curta e inulina nativa em sobremesas lacteas semi-solidas deu origem a produtos de
baixa caloria com propriedades similares de cremosidade, palatabilidade e consisténcia ao
produto controle, fabricado com leite integral. Em outro estudo, a incorporacdo de inulina
como substituto de gordura em sorvete, resultou no aumento de consisténcia e diminuiu o
indice de escoamento dos produtos (MAHDIAN et al., 2013).

Dentre os ingredientes bastante utilizados na elaboracdo de sorvetes, destacam-se 0s
concentrados e isolados proteicos de soro de leite sdo classificados quanto ao seu contetdo
proteico. Assim, os “concentrados” possuem de 35% a 80% de proteinas, enquanto que os
“isolados” apresentam teor proteico de 85% a 90% (SMITHERS, 2008). Além dos aspectos
nutricionais e funcionais, as proteinas de soro de leite apresentam importantes propriedades
tecnoldgicas, uma vez que atuam como agente gelificante, estabilizantes e modificadores de
textura em alimentos. Estudos sugerem que as proteinas concentradas do soro lacteo, quando
adicionadas em misturas de sorvetes, sdo capazes de aumentar a viscosidade e diminuir a taxa
de derretimento. Podem, ainda, melhorar aspectos de cremosidade, textura e sabor dos
produtos (ALVAREZ et al., 2005; LIM et al., 2008; PANDIYAN et al., 2012). ALVAREZ et
al. (2005) relataram que a utilizacdo de concentrado proteico melhorou as propriedades de
viscosidade e derretimento de sorvete, em comparagdo ao produto controle. De acordo com
ALFAIFI et al. (2010) o aumento nos niveis de concentrado proteico (WPC-80) resultou em
aumento no percentual de incorporacao de ar (overrun) de sorvetes tipo gelato italiano.

O grande desafio no desenvolvimento de alimentos funcionais € a substituicdo dos
ingredientes tradicionais por ingredientes alternativos, sem que haja alteracdo na qualidade do
produto. As caracteristicas de um sorvete probidtico de acai, associado ao prebidtico inulina e
proteinas concentradas de soro de leite ndo foi relatada na literatura. Portanto, o objetivo deste
estudo foi investigar a influéncia dos fatores inulina (I ;X1), concentrado proteico (WC; X2) e
isolado proteico de soro de leite (WI; X3) sobre as caracteristicas tecnologicas e sensoriais de
sorvete de acai suplementado com a cepa probiotica Lactobacillus rhamnosus GG e o
ingrediente prebidtico fruto-oligossacarideo (FOS) durante 0 armazenamento dos sorvetes a -
18 °C + 3 °C por até 84 dias.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento experimental

Foram realizados ensaios, no sentido de avaliar os fatores inulina (X1), concentrado
proteico de soro (WC = X;) e isolado proteico de soro (WI = Xz), adicionados durante a
fabricacdo do sorvete, em diferentes proporcdes, mas sempre totalizando 4% do total das
formulacdes do produto. Foi utilizado o delineamento experimental para misturas simples
(centroid simplex) incluindo um ponto axial, que corresponde a um ponto interno (escolhido
aleatoriamente) ao planejamento proposto. A Figura 1 apresenta o desenho experimental do
planejamento adotado. O ponto axial adicionado ao planejamento foi realizado para posterior
estudo estatistico mais detalhado (BOX e DRAPER, 1987; BARROS Neto, 2007). A Tabela 1

mostra as diferentes formulacdes realizadas, dentro do planejamento experimental proposto.

Foi avaliada, ainda, uma formulacdo controle, ndo adicionada dos ingredientes
inulina, WC e WI (X1, X2, X3=0, 0, 0).

Wl - X3

(0,0,1)

wWe-wi
(0,1/2,1/2)

1-W1

(1/2,0,1/2) Hwew

L
(1/3,1/3,1/3)

* 5
(2/3, 1/6, 1/6)

wc - X2

*
(1,0,0) (1/2,1/2,0) (0,1,0)

I-W¢C

Figura 1 - Representacdo espacial das formulacbes de sorvete de acai no planejamento
adotado. Os vértices correspondem aos componentes (I, WC, WI) puros, os lados as misturas
binarias dos componentes e 0s pontos do interior do tridngulo, a mistura dos trés
componentes.
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Tabela 1- Delineamento experimental centroid simplex empregado na elaboracdo das
formulacdes de sorvete de acai estudadas.

Formulacdes Proporgdo de cada Quantidade de cada ingrediente (g) em

ingrediente da mistura 100 g de sorvete!

(X1, X2, X3) Inulina? wc? WI4

I (Xo) (X2) (X3)

I (1,0,0) 4,00 0,00 0,00
wC 0,1,0) 0,00 4,00 0,00
Wi 0,0,1) 0,00 0,00 4,00
I-WC (1/2, 1/2, 0) 2,00 2,00 0,00
I-WI (1/2, 0, 1/2) 2,00 0,00 2,00
WC-WI 0, 1/2, 1/2) 0,00 2,00 2,00
I-WC-WI (1/3, 1/3, 1/3) 1,33 1,33 1,33
AS (2/3, 1/6, 1/6) 2,60 0,70 0,70
(o8 --- 0,00 0,00 0,00

!Para cada 100 g de produto, 4 g da mistura total (inulina + WC +WI) foi adicionada aos demais ingredientes

utilizados nas formulagdes de sorvete de acai; 2Orafti®GR (Beneo-Orafti); 3Lacprodan 80® (Arlafoods); *Lacprodan

D19224® (Arlafoods); 5Formula(;éo aleatoria; 6Formulagélo controle.

2.2 Obtencdo do micro-organismo e preparo da cultura estoque

Para o preparo da cultura pura, 0 micro-organismo probidtico Lactobacillus
rhamnosus GG foi isolado a partir de capsulas comerciais (Culturelle, Amerifit, EUA) e
mantido em caldo MRS com glicerol (50% v/v) em temperatura de -80°C. A analise da
sequéncia obtida a partir do gene 16S do RNA ribossémico da cultura estoque preparada
demonstrou 99% de similaridade (n° de descricio do GenBank FM179322.1) com

Lactobacillus rhamnosus GG quando submetida & comparagdo no programa BLASTN, o qual

123



Capitulo 4

utiliza-se do banco de dados NCBI GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). A
ativacdo e preparo do pré-indculo foi realizada com 1 mL da cultura estoque previamente
ativada em caldo MRS por 20h a 37°C. O pré-inéculo (4% v/v) foi transferido para um
volume maior de caldo MRS e incubado a 37°C por 16h, até que se atingisse a fase
exponencial. Apds esse periodo, 0 micro-organismo apresentou populagdo de cerca de 10°
ufc/mL. Apds a incubacdo, as células foram colhidas por centrifugagdo (5251,4 g x 10 min)
em centrifuga Sorvall (modelo RC-5C), lavadas em solucéo fisioldgica estéril (NaCl 0,9%),

repetindo-se o processo de centrifugacédo e lavagem duas vezes.

A cultura do micro-organismo Lactobacillus rhamnosus GG foi ressuspendida em
leite em pd desnatado reconstituido estéril 10%. Posteriormente, essa cultura ativada foi

adicionada a mistura para a elaboracgéo do sorvete.

2.3 Fabricacdo do sorvete de acai

De acordo com o planejamento experimental adotado e descrito na Tabela 1, as
formulacdes de sorvete de acai foram produzidas em lotes de 4 Kg. Os ingredientes listados
na Tabela 2 foram misturados até completa uniformizacdo da massa em misturador Geiger
UMMSK-12 (Geiger, Pinhais, Brasil;), ap0s a sua pesagem e mistura manual prévia
(primeiramente, ingredientes liquidos, depois sélidos e, por dltimo, ingredientes lipidicos). A
mistura obtida foi pasteurizada a 85°C por 25 segundos, no proprio misturador. A seguir, a
temperatura da massa foi reduzida a 40°C, para a adi¢cdo do leite contendo a cultura
probidtica. ApOs essa etapa, a mistura foi transferida para cabine refrigerada a 4 °C
(Metalfrio, Sdo Paulo, Brasil) para maturacdo da calda por 20 horas. Posteriormente, foi
transferida para sorveteira Skymsen BSK-16 (Metalurgica Skymsen, Brusque, Brasil), onde
ocorreram 0s processos de batimento e congelamento simultaneos, por 15 minutos. Decorrida
essa etapa, o produto foi acondicionado em potes plasticos de polipropileno préprios para
alimentos (68 mm de diametro, 32 mm de altura, 55 mL de volume total, Tries Aditivos
Plasticos, S&o Paulo, Brasil), em porc¢des de 20 g. Os produtos obtidos foram armazenados em
congelador vertical (Metalfrio, S&o Paulo, Brasil) a -18 °C.
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Tabela 2 - Ingredientes fixos e varidveis e respectivas proporcdes, utilizados na producéo das
formulacGes de sorvete de acai estudadas, de acordo com o planejamento experimental adotado
e descrito na Tabela 1.

Formulacgdes

Ingredientes (%) I WC Wil I-wC I-WI  WC-WI  [-WC-WI A* C**

Ingredientes fixos

Polpa congelada de acai* 200 200 200 20,0 200 200 20,0 20,0 20,0
Leite em po desnatado? 120 120 120 120 120 120 12,0 120 12,0
Sacarose® 80 80 80 80 80 8,0 8,0 80 80
Gordura Vegetal* 40 40 40 40 40 4,0 4,0 40 40
Glicose em p6° 30 30 30 30 30 3,0 3,0 30 30
FOS® 30 30 30 30 30 3,0 3,0 30 30
Emulsificante/Estabilizante’ 040 040 040 040 040 0,40 0,40 040 0,40
Cultivo de Lactobacillus

rhamnosus GG em leite 025 025 025 025 025 025 0,25 025 0,25
Saborizante e aromatizante

artificial de acai® 010 010 010 010 010 0,10 0,10 0,10 0,10
Goma carragena’ 010 010 0,10 0,10 010 0,10 0,10 0,10 0,10
Goma guar* 016 016 016 016 016 0,16 016 016 0,16
Ingredientes variaveis

Inulina (I) 4,0 - - 2,0 2,0 - 1,33 2,6 -
WC - 4,0 - 2,0 - 2,0 1,33 0,7 -
Wi - - 4,0 - 2,0 2,0 1,33 0,7 -
Agua 450 450 450 450 450 450 450 450 490
Total 1000 1000 1000 100,0 1000  100,0 1000 1000 100,0

Polpa de acai médio (lcefruit — Icefruit Comérico de alimentos, Tatui, Brasil); 2Molico (Nestlé, Aragatuba, Brasil); 2Aclcar
refinado (Unido, Limeira, Brasil); “Gordura de palma 370SE (Agropalma, Belém, Pard);>(Nutre, Sdo Paulo, Brasil): ®Beneo®
P95 (Orafit, Oreye, Bélgica) ;’Emustab-Emulsificante e estabilizante neutro(Duas Rodas, Jaragua do Sul, Brasil); 8Selecta
tropical (Duas Rodas, Jaragua do Sul, Brasil); °Carrageenan(Danisco, Redhill, Reino Unido); °Grindsted®Guar(Danisco,
Redhill, Reino Unido); "A = formulagéo aleatéria; *"C = formulag&o controle
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2.4 Determinacdo da dureza instrumental

As andlises para a determinacdo da dureza das formulaces de sorvete em estudo
foram realizadas através de teste de corte, em analisador de textura TA-XT2 (Stable Micro
Systems, Haslemere, Reino Unido), apds 14 dias do preparo e armazenamento a -18 °C + 3
°C. Os procedimentos para a realizacao do teste de corte, utilizando o dispositivo de aluminio
(probe Knife Edge- HDP/BS) foram adaptados a partir da analise descrita por AIME et al.
(2001) e de um estudo de aplicacdo prética, para analise de textura em sorvetes, descrito no
manual do analisador de textura utilizado (Stable Micro Systems, 2008), seguindo o
procedimento adotado por HARAMI (2008). Os dados foram coletados através do programa
Texture Expert for Windows — versdo 1.20 (Stable Micro Systems). A anélise foi realizada em
apenas um determinado periodo de armazenamento (dia 14) e ndo ao longo do periodo de
armazenamento. Esse procedimento adotado vai ao encontro do pressuposto de que a textura
dos sorvetes ndo sofre variacdes significativas, quando estes sdo armazenados a temperaturas
de — 18 °C x 3 °C ou inferiores (TRGO, 2003-2004). Para a realizacdo da anélise, foram
utilizados os seguintes parametros: velocidade de pré-teste, teste e pds-teste 2,0, 3,0 e 10
mm/s, respectivamente, para determinar a forca (g/F) necessaria para romper a amostra do

produto.

2.5 Fracdo de derretimento

A fracdo de derretimento das formulacdes sorvetes foi determinada adaptando-se o
método descrito por MUSE e HARTEL (2004) e CORREIA et al. (2008), com a utilizacdo de
amostras com 60 g de sorvete de cada lote produzido.

Apbs 14 dias do preparo, as amostras armazenadas a -18 °C + 3 °C foram retiradas
do congelador e imediatamente dispostas sobre uma malha metalica com aproximadamente
0,5 cm de abertura, acomodadas sobre um funil e uma proveta volumétrica graduada,
mantidas em temperatura ambiente (25 + 1 °C). O tempo de coleta dos primeiros 10 mL do
produto drenado foi registrado e, a partir de entdo, medigdes do volume coletado foram
realizadas a cada 3 minutos. O coeficiente de derretimento foi calculado considerando-se 0s

volumes drenados e o periodo de coleta, os quais foram plotados em graficos bidimensionais,
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obtendo-se, assim, a fracdo de derretimento em mililitros por minutos (mL/min) a partir do
coeficiente de inclinagéo da equacéo da reta obtida (CAVENDER e KERR, 2011).

2.6 Overrun — Incorporacéo de ar

A proporgdo de ar incorporado a calda durante o batimento e congelamento
simultdneos € denominada overrun. Essa medicdo foi realizada durante a elaboracdo do
sorvete, com a pesagem inicial da calda (250 mL) e depois do produto pronto (250 mL) para a
avaliacdo do rendimento do sorvete. No presente estudo, o overrun foi obtido a partir de uma
amostra de cada lote produzido, de acordo TRGO (2003-2004) e MUSE e HARTEL (2004),

através do seguinte célculo:

Overrun (%) = Pcalda — Psorvete x100 onde p = peso em 250 mL

Psorvete

2.7 Determinacdo das contagens populacionais dos micro-organismos indicadores

Para a confirmacdo da seguranca microbiolégica dos sorvetes, foram realizadas
analises dos micro-organismos indicadores de contaminagdo, conforme a legislacdo vigente
para gelados comestiveis (ANVISA, 2001). Dessa maneira, foram investigados coliformes a

45°C, Staphylococcus aureus coagulase-positiva e Salmonella spp.

Aliquotas de 1 mL de cada diluicdo das amostras foram transferidas para placas
Petriflm™EC (3M Microbiology, St. Paul, EUA), para a determinacdo de coliformes e
Escherichia coli e para placas Petrifilm™YM (3M Microbiology), para a contagens de bolores e
leveduras. As placas Petrifilm™EC foram incubadas a 37°C por 24 horas e as placas
Petrifilm™YM foram incubadas a 25°C por 5 dias, de acordo com as recomendacGes do

fabricante.

Adicionalmente, a partir de amostras mantidas congeladas, foram realizadas a
investigacdo de Staphylococcus aureus coagulase-positivas e de Salmonella spp. das
diferentes formulacdes do sorvete funcional, de acordo com os requisitos da legislacdo

brasileira para sorvetes (ANVISA, 2001). Essas analises microbiolédgicas foram realizadas no
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Laboratorio de Microbiologia de Alimentos do Departamento de Alimentos e Nutricdo
Experimental da FCF/USP, utilizando-se a metodologia descrita por DOWNES e ITO (2001).

Para a contagem de Staphylococcus coagulase-postiva, aliquotas de 0,1 mL de cada
diluico foram semeadas na superficie de placas contendo agar Baird-Parker (Oxoid)
adicionado de teltrio de potéssio 1% (10 mL/940 mL de meio) e gema de ovo (50 mL/940
mL de meio). As placas foram incubadas a 35°C por 48 horas (DOWNES e ITO, 2001).

Para a pesquisa de Salmonella spp., porcdes de 25 g de produto, retiradas em
condicdes de assepsia, foram homogeneizadas com 225 mL de 4gua peptonada tamponada 2%
(pH 7,0 £ 0,2 a 25°C) e incubadas a 35-37°C durante 24 horas, para a etapa de pré-
enriquecimento. Aliquotas de 0,1 mL e de 1 mL das diluicBes pré-enriquecidas foram
transferidas para tubos contendo 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) (Oxoid) e 10
mL de caldo tetrationato (TT), respectivamente, e incubadas a 42°C (RV) e a 35°C (TT), por
24 horas, para a etapa de enriquecimento. Alcadas de cada cultura de enriquecimento foram
semeadas em placas contendo agar sulfito de bismuto (SBA) (Oxoid), 4gar Hektoen-Enteric
(HE) (Oxoid) e 4gar Rambach (RAM) (Merck) e incubadas a 35-37°C, por 24 horas. Quando
necessarios, as colonias tipicas de Salmonella spp. foram submetidas a testes bioquimicos e
soroldgicos para identificacdo (DOWNES e ITO, 2001).

2.8 Avaliacédo sensorial

A avaliacdo sensorial das formulacGes de sorvetes foi realizada apds 3 periodos de
armazenamento congelado (-18 °C + 3 °C) intermediarios (7, 28 e 84 dias). Cada sessdo de
analise sensorial contou com a presenca de 30 consumidores adultos (provadores ndo
treinados) que analisaram até duas amostras por sessdo. A avaliacdo sensorial foi realizada no
Laboratdrio de Andlise Sensorial da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, através de
teste de aceitabilidade, utilizando escala hedoénica estruturada de 9 pontos, com variacdo de
gostei muitissimo (9 pontos) a desgostei muitissimo (1 ponto) (LAWSLESS e HEYMANN,

1999). O modelo da ficha de avaliagdo sensorial usada nas analises encontra-se em anexo.

As amostras (Ca. 20 g), codificadas com 3 digitos aleatorios, foram servidas aos
consumidores apos serem mantidas em condigdes de refrigeracdo por um periodo de

aproximadamente 15 minutos. Os provadores foram instruidos a relatar os atributos sensoriais
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gue mais gostaram e que menos gostaram naquelas amostras, atributos estes relacionados ao
sabor, textura, aparéncia e aroma. Quando tais citagdes ndo constavam na ficha de analise,

considerou-se que o provador foi “indiferente” ao atributo em questao.

A avaliacdo sensorial do presente trabalho foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (Parecer
07/2011 de 7/02/2011; anexo 1).

2.9 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média+ desvio padrdo. Para a analise estatistica,
foi verificada a normalidade dos resultados, através do teste Hartley, com a = 0, 05. Foi
constatada a distribuicdo normal dos resultados. Portanto, foi empregada a Analise de
Variancia (ANOVA), com utilizacdo do teste de Tukey (teste de comparagdo de médias).

Os resultados relativos a analise sensorial nos trés intervalos de tempo (7, 28 e 84
dias) ndo apresentaram variancia homogénea conforme teste de Hartley. Portanto, diferencas
entre as formulagdes foram avaliadas em cada intervalo de tempo através de teste de Kruskal-
Wallis ANOVA, assim como diferengas entre os intervalos foram avaliadas para cada

tratamento através de teste de Friedman ANOVA.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Dureza instrumental e velocidade de derretimento

Os resultados de dureza instrumental (N) e velocidade de derretimento (ml/min) dos
sorvetes de acai estdo apresentados na Tabela 3. Foram observadas diferencas significativas
(p<0,05) entre as diferentes formulacGes de sorvete de acai para os parametros de dureza e

velocidade de derretimento no periodo de 14 dias de armazenamento congelado.

Tabela 3 - Valores de dureza (N) e velocidade de derretimentos (mL/min) (média £ desvio
padrdo) obtidos para as formulagdes de sorvete de acai aos 14 dias de armazenamento sob
congelamento (-18+3°C). Vide Tabela 1 para a descri¢do das formulagoes.

Formulacdes Dureza (N) Velocidade de derretimento (mL/min)
I 96,16 + 29,92¢f 1,44 + 0,02
WC 211,04+ 23,612 1,65 + 0,092
Wi 173,04 + 28,19% 0,97 + 0,029
I-WC 110,53 + 22,49¢def 1,44 + 0,03
I-WI 122,01 + 16,79¢d 1,61 + 0,022
WC-WI 153,83 + 23,81 1,15 + 0,03¢
I-WC-WI 144,02 + 30,86« 1,32 + 0,07
A 105,67 + 27,38d%f 1,50 + 0,02°¢
C 77,66+ 22,34f 1,50 + 0,04°¢

abcd Jatras mindsculas sobrescritas distintas entre as linhas da mesma coluna indicam
diferenca significativas (p<0,05) entre as diferentes formulagdes.

As formulacées WC (4% de WC) e WI (4% de WI) apresentaram 0s maiores valores
médio de dureza (p<0,05), seguido da WC-WI (2% de WC+2% de WI). Esse efeito,
possivelmente, esta relacionado com o processo de gelatinizacdo, que ocorre com WC e WI,
resultando em aumento da consisténcia do produto através da retencdo de agua pela matriz
(BURITI et al., 2010; ANTUNES et al., 2013). Quando em solucdes, esses concentrados e
isolados proteicos de soro de leite formam géis estaveis com o aquecimento. As propriedades

dos géis formados sdo influenciadas por fatores como a concentracdo de proteina, pH,
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temperatura e duracdo do tratamento térmico (ANTUNES et al., 2003). De acordo com
YAMUL et al. (2013), a concentracdo de proteina desempenha um papel fundamental na
formagdo do gel, e diferentes texturas podem ser encontradas com diferentes concentragdes
proteicas. Com o0 aumento da concentracdo proteica ocorre modificacdo da textura dos géis,
resultando em aumento de firmeza e intensificando a retencdo de agua pela matriz (ANTUNES
et al., 2003).

A formulagéo | (4% de inulina) apresentou o menor valor de dureza, ndo diferindo
significativamente (p>0,05) da amostra controle. De fato, 0 uso da inulina pela indudstria de
alimentos tem sido explorado, devido as suas propriedades tecnoldgicas e nutricionais. No
presente estudo, as formulacdes de sorvete contendo inulina se apresentaram menos firmes
quando comparada as formulacdes de sorvete contendo WC e WI. A alteracdo da textura de
produtos alimenticios adicionados de inulina ocorre devido a competicdo da molécula de
inulina pela 4gua da matriz, o que resulta na formacdo de um gel que pode aumentar a

viscosidade do produto pelo aprisionamento de agua (BURITI et al., 2010).

Outras caracteristicas de textura podem ser alteradas com o emprego de inulina como
cremosidade e paladar (GUGGISBERG et al., 2009). Entretanto, a dureza estara relacionada
com a concentracdo na qual a inulina é adicionada nos produtos (BAYARRI et al., 2010).
GONZALEZ-TOMAS et al. (2009) afirmaram que, em geral, a adicdo de inulina em
concentracdes inferiores a 5% em produtos lacteos liquidos e semi-sélidos ndo modifica as
caracteristicas desses produtos. Alteracdes na textura sdo alcancadas quando se utiliza inulina
de cadeia longa, em concentracdo acima de 7%. Em nosso estudo, o emprego de 4% de

inulina ndo modificou significativamente (p>0,05) a dureza em relacdo a amostra controle.

KARACA et al. (2009) também observaram que o emprego de inulina (4%) em
sorvete com teor de gordura reduzido demonstrou viscosidade e coeficiente de consisténcia
semelhante ao produto controle. Por outro lado, assim como observado no presente trabalho,
no caso da adicéo das proteinas de soro de leite, 0 emprego de um substituto de gordura de
base proteica elevou a dureza do produto. BAYARRI et al. (2010) relataram que a adi¢do de
7,5% inulina de cadeia longa deu origem a um produto de baixo teor de gordura com a mesma
intensidade de espessura da amostra controle, que continha 3,5% de gordura. Tanto o tamanho
como o volume dos cristais de gelo contribuiram para a dureza dos sorvetes (MUSE e
HARTEL, 2003). SAKURAI et al. (1996) constataram que sorvetes com cristais maiores

eram mais duros do que sorvetes com cristais menores. Quando em contato com a agua ou

131



Capitulo 4

leite, a inulina possui a capacidade de formar microcristais, em virtude de sua cadeia longa.
Nas formulacGes de sorvete de acai | (4% de inulina), I-WC (2% de inulina+2% de WC) e A
(2,6% de inulina+0,7% de WC+0,7% WI), possivelmente, a formacdo de microcristais
interagiu para formar uma textura cremosa e sem, no entanto, alterar a dureza dos produtos
em relacdo a formulacgéo controle (BAYARRI et al., 2010; MEYER et al., 2011).

Curiosamente, o valor de dureza de I-WC (2% de inulina+2% de WC) néo
apresentou diferenca estatistica (p>0,05) comparada a formulagdo controle. Entretanto, o
mesmo comportamento ndo foi verificado para a I-WI (2% de inulina+2% de WI), que
demonstrou valor de dureza significativamente maior (p<0,05) em relacdo a formulacao
controle. Nesta Ultima, uma possivel interacdo entre inulina e as proteinas do soro de leite
promoveu maior estabilidade da matriz, levando-se em consideragdo que a concentracdo de
lactoglubulina pode diferir entre os concentrados e isolados proteicos de soro de leite e esta
proteina € a principal constituinte desses concentrados e possui papel fundamental na

formacédo de redes proteicas (AKIN et al., 2008).

A formulacdo aleatoria A (2,6% de inulina+0,7% de WC+0,7% de WI) nao diferiu
da formulacédo controle C. Possivelmente, a presenca da inulina contribuiu para a formacéo de
uma matriz menos firme. J& WC-WI (2% de WC+2% de WI) e I-WC-WI (1,33% de
inulina+1,33% de WC+1,33% de WI) apresentaram valores de dureza significativamente
maiores (p<0,05) que a formulacdo controle C. Semelhantemente, ALFAIFI et al. (2010)
observaram que a incorporacdo de diferentes niveis de concentrado proteico aumentou a
dureza de gelatos com 4,5% de gema de ovo. Os autores comentaram que um gel é formado
como resultado de uma rede tridimensional de agregados de moléculas proteicas. Esta rede
tridimensional formada aprisiona dgua por meio de forcas de capilaridade, resultando em

aumento da firmeza dos produtos.

A incorporagdo dos fatores estudados (I, WC e WI) aos sorvetes, resultou em
alteracdes significativas (p<0,05) na velocidade de derretimento dos produtos. O processo de
derretimento de sorvetes e afetado por fatores como: quantidade de ar incorporado, natureza
dos cristais de gelo formados e rede de globulos de gordura formada durante o congelamento
(MUSE e HARTEL, 2003). A Tabela 3 apresenta as taxas de derretimento (medida como

velocidade de derretimento) das formulagGes de sorvete de acai.

Os maiores valores de taxa de derretimento foram obtidos nas formulagdes WC (4%
de WC) e I-WI (2% de inulina; 2% de WI). Um dos fatores que influencia a taxa de fuséo de
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sorvetes € o tamanho dos cristais de gelo formados. Cristais grandes aumentam a taxa de
derretimento, uma vez que levam mais tempo para derreter e, desse modo, a velocidade de
derretimento é menor. PATEL et al. (2006) sugeriram que a propriedade das proteinas do soro
de leite de aprisionar agua resulta em menos agua livre disponivel para formar cristais de
gelo, resultando na formacdo de cristais pequenos em sorvetes. Neste caso, a possivel
formagéo de cristais pequenos de gelo resultou em velocidade de derretimento maior nas
formulagdes WC e I-WI. As formulagdes A (2,6% de inulina+0,7% de WC+0,7% de WI), C
(isenta dos fatores estudados), | (4% de inulina) e I-WC (2% inulina+2% de WC) néo
diferiram entre si (p>0,05). A presenca de inulina nas formulacdes A, | e I-WC pode ter
contribuido para a formacdo de microcristais, 0s quais, por sua vez, contribuiram para maiores
velocidades de derretimento quando comparado as formulagées WI, WC-WI, I-WC-WI, com
maiores niveis de concentrados e isolados proteicos. Diferentemente, AKALIN et al. (2008)
observaram velocidades de derretimentos maiores em sorvetes de reduzido e baixo teor de
gordura produzidos com inulina comparado a amostra controle. Entretanto, o controle do
referido estudo continha 4% e 7% a mais de gordura do que os sorvetes com teor reduzido e
baixo de gordura, respectivamente. A transferéncia de calor no produto é dependente das
moléculas presentes na mistura. Geralmente a presenca da gordura diminui a transferéncia de
calor nos sorvetes. Consequentemente, sorvetes contendo mais gordura derretem a uma taxa
mais lenta (GOFF e HARTEL, 2013). Em nosso estudo, a quantidade de gordura esteve fixa
em todas as formulacdes o que nos leva a crer que as diferencas observadas nas velocidades
de derretimento dos sorvetes ocorreram devido a presenca e interacdo dos fatores estudados
(inulina, WC e WI).

Os menores valores de velocidade de derretimento (p<0,05) foram observados nas
formulacbes WI (4% de WI), WC-WI (2% de WC+2% de WI) e I-WC-WI (1,33% de
inulina+1,33% de WC+1,33% de WI). Uma maior concentragdo proteica nos produtos
tratados com WC e WI, provavelmente, levou a formagdo de um gel coeso e estavel,
retardando a taxa de fusdo dessas formulagdes. WC e WI possuem a propriedade funcional de
modificar a textura dos alimentos através do processo de gelatinizacdo. Quando em solugdes,
esses concentrados e isolados proteicos de soro de leite formam geis estaveis através do
aquecimento (ANTUNES et al., 2003). RUFFIN et al. (2014) observaram que um pré-
aqguecimento (80°30s) de uma emulsdo contendo isolado proteico esteve diretamente
relacionado com a estabilizacdo final do gel formado. Os autores sugeriram que 0 pré-

aquecimento provoca desnaturacdo de WI, o que resulta em aumento de hidrofobicidade da
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molécula e, consequentemente, maior viscosidade da emulsdo. Misturas de sorvetes mais
viscosas apresentam tendéncia de fusdo mais lenta (GOFF e HARTEL, 2013). De fato, as
formulagBes com maior resisténcia a fusdo foram aquelas que apresentaram também maior
dureza, e este comportamento esteve relacionado com maior concentracdo de WC e WI nas

formulacGes de sorvete estudadas.

Outros componentes das formulacdes, como sacarose e frutose, interagindo com esse
sistema podem ter contribuido para a formacdo de um gel estavel. YAMUL et al. (2013)
sugeriram que a presenca de sacarose em um gel proteico aumenta a capacidade de retengéo
de &gua dessa estrutura, a qual se estabiliza ainda mais, dependendo do pH do meio.
Resultados similares ao presente trabalho foram encontrados por AKALIN et al. (2008). Os
autores observaram que sorvete com teor reduzido de gordura adicionado de isolado proteico
apresentou menor taxa de fusdo em relagdo a amostra controle e & amostra adicionada de
inulina. Os autores atribuiram tal observacdo a estabilizacdo da emulsdo de sorvete na

presenca de WI pela formacdo de uma rede de proteinas.

O registro visual das amostras durante o teste de derretimento (Figura 2) fornece
subsidios para acompanhar o colapso da estrutura e a interpretacdo das velocidades de

derretimentos apresentadas na Tabela 3.
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Figura 2 - Comportamento das formulacdes de sorvete de acai durante o teste de
derretimento (vide Tabela 1 para as descri¢des das formulaces).
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Em geral, a incorporacdo de inulina nas formulagdes nao elevou nem diminuiu o
derretimento das formulagdes estudadas, ou seja, isto demonstra 0 comportamento de sorvetes
que ndo derretem tdo rapido e tampouco tdo lentamente, conforme foi observado para as
formulacGes contendo WC e WI. Adicionalmente, a presenca de inulina favoreceu a textura
dos sorvetes, uma vez que as formulagdes contendo essa fibra apresentaram menores valores
de dureza. De acordo com GOFF (2013), a textura macia de sorvetes é um fator que

influencia positivamente a escolha desse alimento pelos consumidores.

3.2 Overrun — Incorporacéo de ar

O overrun € o calculo industrial do ar adicionado as sobremesas congeladas aeradas.
E calculado como a porcentagem do aumento do volume da mistura que ocorre como
resultado da adicdo de ar durante o processo de batimento e congelamento. O célculo do
overrun é essencial na producdo de sorvetes, uma vez que esta diretamente ligado com a
qualidade e estabilidade do produto e o rendimento do processo (MUSE e HARTEL, 2013).

Os valores de incorporacao de ar (overrun) obtidos durante a producéo dos sorvetes
de acai sdo apresentados na Figura 3. Foram observadas trés grupos de médias de overrun

das diferentes formulac6es que diferiram entre si (p<0,05).

50 - A A
45 -
40 - AB [
ABC
~35 1 asc ABC I [
E\/ 30 - I
pas ABC {
2 25 - I
- BC
o 20 -
> C :[
O 15 I
10 -
5 4
O T T T T T T T T 1
N\ N\ N\ \Y \Y
T R I
NI

Formulacodes

Figura 3 - Valores de overrun obtidos para as diferentes formulagdes de sorvetes acai, apos
agitacdo e congelamento a -2° a -3°C em produtora para sorvete (vide Tabela 1 para a
descricdo das formulacGes).
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Os valores de overrun dos sorvestes de acai variaram de 14,58%, para formulacéo
WI (4% de WI) a 39,18%, para a formulagdo I-WC-WI (1,33% de inulina+1,33% de
WC+1,33% WI). Em geral os valores de incorporagdo de ar em sorvetes comerciais se
apresentam na faixa de 25% a 150%. Pela legislacao brasileira, o overrun é interpretado como
densidade aparente e independente do tipo de sorvete, devendo apresentar o valor maximo de
475 g/L, o que corresponde a 110% de overrun (ANVISA, 2005). Um dos fatores que esta
fortemente ligado & incorporacdo de ar em sorvetes € a quantidade de gordura das
formulacBes, uma vez que as goticulas de gordura coalescentes aprisionam maior quantidade
de bolhas de ar no sorvete (SUN-WATERHOUSE et al., 2013). Em uma formulacgéo padréo,
0 contetdo de gordura varia de 8% a 20% e promove algumas fun¢des, como a estabilizacéo
da espuma formada. Pode ser dificil obter overrun acima de 60% em produtos onde as
gorduras estdo presentes em pequenas quantidades (GOFF e HARTEL, 2013; SUN-
WATERHOUSE et al.,, 2013). Nas formulacdes desenvolvidas do presente trabalho, o
conteddo de gordura fixo de 4% provavelmente interferiu para os baixos valores de
incorporacdo de ar nos sorvetes. Em sorvetes italianos conhecidos como gelatos, por exemplo,
0 baixo contetdo de gordura (geralmente de 4% a 8%) resulta em baixo valor de overrun (20-
40%) (GOFF e HARTEL, 2013).

As formulacdes WI (4% de WI) e WC-WI (2% de WC+2% de WI), que
apresentaram menores valores de velocidade de derretimento, demonstraram também menores
valores de overrun. J& o inverso foi observado para a formulacéo I-WC-W1 (1,33% de inulina;
1,33% de WC; 1,33% de WI) que apresentou o maior valor de overrun e o menor valor de
derretimento ap6s a WI e WC-WI. Alto valor de overrun e derretimento lento em sorvetes
podem ser atribuidos, possivelmente a diferenca na taxa de transferéncia de calor que ocorre
pela maior presenca de ar. O ar é um bom isolante térmico e, nesse caso, retardaria a taxa de
transferéncia de calor para o sorvete com alto overrun. Por outro lado, a quantidade, tamanho
e estabilizacdo das bolhas de ar formadas também influenciam consideravelmente o overrun.
Em geral, bolhas de ar pequenas, uniformes e em grande quantidade resultam em maior
overrun (SOFJAN e HARTEL, 2004; GOFF e HARTEL, 2013). No caso das formulagdes WI
e WC-WI, a maior quantidade de proteinas presente possivelmente levou ao maior
aprisionamento de agua pela matriz, dificultando a entrada de ar nos sorvetes e isto resultou
em formulagbes com menor overrun e maior dureza instrumental, o que consequentemente

dificultou a taxa de fusdo destas amostras.
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Os resultados encontrados no presente estudo corroboram com AKALIN et al.
(2008), que relataram valores de overrun na faixa de 20,7% - 39,2%, em sorvetes com teor
reduzido e baixo de gordura contendo proteina isolada de soro e inulina. O maior valor de
overrun relatado pelos autores foi obtido no sorvete de baixo teor de gordura contendo
inulina, enquanto que o mais baixo foi encontrado no sorvete contendo isolado proteico. Ja
em trabalho realizado por ALVAREZ et al. (2005) a presenca de concentrados proteicos nas
formulacdes de sorvete aumentou o overrun em relacdo a formulacdo controle. Os autores
comentaram que a desnaturacdo proteica, que ocorre no processo de concentracdo das
proteinas do soro de leite, bem como no préprio processamento térmico obrigatorio que
ocorre durante a producdo de alguns alimentos, pode facilitar maior absor¢cdo de ar pela
matriz. Alguns trabalhos relatam que proteinas desnaturadas melhoram a propriedade de
formacdo de espuma, atribuindo esta caracteristica ao aumento da hidrofobicidade das
moléculas de proteinas (LIM et al., 2008; BERNARD et al., 2011). Entretanto, a temperatura
de desnaturagdo dos concentrados e isolados proteicos deve ser levada em consideragéo.
Relata-se que temperatura moderada (40-50°C) melhora a propriedade de formacdo de
espuma, ao passo que tratamento térmico acima de 70°C resulta em diminuicdo desta
propriedade, pela desnaturacdo irreversivel e agregacdo das proteinas de soro de leite (LIM et
al., 2008). A melhora de incorporagdo de ar e estabilidade de espuma foi observada em
formulacdes de sorvete com baixo contetdo de gordura, incorporados de concentrado proteico
previamente tratado por alta pressdo hidrostatica e temperatura ndo superior a 40°C (LIM et
al., 2008).

Em nosso estudo, as formulagBes contendo inulina demonstraram uma tendéncia a
maiores valores de overrun. Do mesmo modo, MANDIAN et al. (2013) observaram que
amostras de sorvete contendo inulina apresentaram overrun na mesmo faixa da amostra
controle. J& a adicdo de concentrado proteico demonstrou diminuir o valor de overrun.
Diferentes valores de overrun podem ser obtidos dependendo das caracteristicas das
formulagGes, tipo de produto que se deseja obter e processo de producdo. Em nosso estudo,
foram obtidas formulagdes de sorvetes firmes e com incorporacdo de ar inferior a produtos
tradicionais. No entanto, deve-se levar em consideragédo a presenca de ingredientes funcionais
e 0 conteudo reduzido de gordura, o que torna os produtos mais saudaveis e de alto valor

agregado.
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3.3 Par@metros microbioldgicos sanitarios

Néo foi detectada a presenca de coliformes a 45°C, Staphylococcus aureus
coagulase-postiva e Salmonella spp., em nenhuma das amostras analisadas. Deste modo, as
nove formulagBes de sorvete de agai apresentaram-se de acordo com o0s padrBes legais
vigentes aprovados pelo Regulamento Técnico sobre os PadrGes Microbioldgicos para
Alimentos estabelecidos pela ANVISA (2001).

3.4 Aceitacdo sensorial dos sorvetes

Os escores de aceitabilidade das formulacdes de sorvete de acai, apos 7, 28 e 84 dias
de armazenamento estdo apresentados na tabela 4 (1 = desgostei muitissimo; 5 = nem gostei
nem desgostei; 9 = gostei muitissimo). Participaram deste estudo 450 provadores, dos quais

63% do sexo feminino e 37% do sexo masculino.
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Tabela 4 - Aceitabilidade sensorial obtida para as formulacGes de sorvete de acai armazenadas por até 84 dias sob congelamento (-18+3°C).

Vide Tabela 1 para a descricdo das formulagoes.

Tempo (dias)
7
28
84
Média

(Formulagdes)

Formulagdes

I-WC I-Wi WC-WI I-WC-WI A C
6,47 £1,57782 650 +1,6382 5,83 1,055 5,97 +1,675 6,97 +1,167B2 6,73 £1,31A8a 6,13 +1,38782 7,30 +1,42" 6,63 + 1,334B2
6,00 +1,575 6,00 +1,63% 6,27 £1,108> 6,70 +1,58"B¢ 6,20 +1,35%82 6,23 +1,28780 6,70 £1,12AB2 6,73 £1,3178 7,13 + 0,90
6,23 +1,38 6,47 £1,76%8@ 7,63 +1,10" 6,40 £1,228C% 673 +1,62ABC% 7,37 +1,0748% 6,67 £1,24"8%@ 6,47 +1,43/BC 650 + 1,46"BC2
6,36 +1,49 6,63 +1,38 6,78 +1,22 6,51 +1,25 6,83 £1,39 6,75+ 1,23

AB | etras maiusculas distintas sobrescritas em uma mesma linha indicam diferenca significativas (p<0,05) entre as diferentes formulagdes estudadas no
mesmo periodo de armazenamento. ° Letras mindsculas sobrescritas em uma mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os diferentes

periodos estudados para uma mesma formulacao.
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Em geral, todas as formulacGes apresentaram boa aceitabilidade sensorial ao longo
do armazenamento, com notas médias variando entre 5,83 a 7,63. As maiores médias de
aceitabilidade sensorial (p<0,05) foram observadas para as formulacdes WI, WC-WI, A e C
(7,63; 7,37; 7,30; 7,13, respectivamente) nos diferentes periodos de estocagem. No 7° dia de
armazenamento as formulagbes WI e I-WI apresentaram notas médias (5,83 e 5,97,
respectivamente) inferiores (p<0,05) as demais formulagbes. Entretanto este mesmo
comportamento ndo foi observado aos 28 dias, onde as formulacdes | e WC demonstraram
valores de aceitabilidade significativamente menor que as demais formulagdes (nota média
6,0 cada uma). Ao final de 84 dias de estudo a formulagdo | manteve a menor média (6,23)
(p<0,05). Contudo, a aceitabilidade sensorial da formulagdo WC (6,47) ndo diferiu das demais

formulacGes de sorvetes de acai.

Ao longo do periodo de estocagem, apenas as formulacdes WI e WC-WI
aumentaram (p<0,05) seus escores médios de aceitabilidade. Nas demais formula¢bes nédo
foram observadas diferencas significativas (p>0,05) na aceitabilidade durante os periodos de
armazenamento estudados. Aos consumidores, foi solicitado que apontassem caracteristicas
positivas e negativas das amostras avaliadas. Os atributos mais citados foram: sabor, textura e

cor. Tais informacdes estdo apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5 - Numero de citagfes dos atributos sensoriais (sabor, textura e cor) mencionados pelos consumidores como mais apreciados e menos
apreciados, nos trés periodos de analises sensoriais realizadas com as formulacgGes de sorvete de acai

7 dias 28 dias 84 dias

Classificagdo Formulacgdes Sabor Textura Cor Sabor Textura Cor Sabor Textura Cor
I 22 7 1 19 10 2 16 12 0

wC 15 17 1 11 18 1 15 12 0

Wi 18 7 0 15 20 0 18 16 0

Mais I-WC 15 14 2 19 15 0 17 7 2
apreciado  I-WI 21 14 1 17 18 2 13 17 0
WC-WI 17 16 0 16 18 0 14 17 1

I-WC-WI 12 15 1 11 16 3 20 5 0

A 18 17 1 11 17 0 17 11 1

C 14 20 2 20 17 1 15 5 1

Total 152 127 9 139 149 9 145 102 5
| 7 15 13 8 10 6 11 11 9

wcC 7 8 11 14 8 5 9 8 9

Menos WI 11 12 5 10 10 12 5 10 9
apreciado I-WC 11 10 6 11 9 12 3 13 6
I-WI 7 12 10 8 5 10 8 6 7

WC-WI 10 5 4 10 8 11 6 11 8

I-WC-WI 12 12 8 18 6 7 2 5 6

A 8 7 6 9 7 6 6 6 4

C 9 3 14 7 8 12 4 10 12

Total 82 84 77 95 71 81 54 80 70
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Dentre os critérios utilizados para atribuicdo de escores, o sabor foi mencionado
como atributo mais apreciado entre 0s consumidores, enquanto a cor destacou-se como
atributo menos apreciado. A expectativa dos consumidores em relacdo a cor ndo foi
alcancada, devido a coloragdo marrom apresentada pelos sorvetes de acai desenvolvidos do
presente estudo, diferente da coloracdo roxa na qual o agai € normalmente consumido.
SABBE et al. (2009) também observaram influéncia negativa da cor marrom na aceitabilidade
de sucos com 40% de polpa de acai. A polpa de acai estd sujeita a algumas alteracdes
quimicas e enzimaticas relacionadas com o processo de oxidacdo. A modificacdo da cor é
uma alteragdo decorrente da perda de estabilidade das antocianinas, que é o principal
pigmento que da a coloracdo caracteristica do acai. Neste caso, o produto perde sua coloracdo
violacea e adquire uma coloracdo marrom, em virtude da acdo de enzimas (ZOZIO et al.,
2010; ALBARICI et al., 2012). Possivelmente, a ocorréncia de alteracdes enzimaticas na
polpa de agai, bem como intera¢gBes com outros ingredientes adicionados nas formulagdes dos
sorvetes, resultou na desestabilizacdo das antocianinas resultando em modificacdo da cor dos

produtos desenvolvidos.

Figura 4 - Aparéncia geral dos sorvetes de acai servidos aos consumidores na analise
sensorial.

As frequéncias relativas das notas atribuidas as formulacdes de sorvete de acai em
cada periodo de armazenamento avaliado (7, 28, 84) estdo apresentadas na Figura 5. Maiores
frequéncias de notas foram observadas entre o ponto 4 (valor correspondente na escala a
“desgostei ligeiramente”), ao ponto 9 (valor correspondente na escala a “gostei muitissimo).
De modo geral, as notas apresentaram maior frequéncia na regido de aceitacdo da escala
hedonica de 9 pontos utilizada, o seja, acima de 5 (valor correspondente na escala a “nem
gostei nem desgostei”).
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Figura 5 - Frequéncia relativa das notas atribuidas as formulagGes de sorvete de acai em cada
periodo de armazenamento avaliado, 7°, 28°, 84° dias (i, ii, iii, respectivamente).
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MENEZES et al. (2011) conduziram um trabalho para avaliar a aceitagdo de
consumidores norte-americanos em relacdo a diferentes produtos a base de acai. Dentre 0s
produtos estudados, 0 sorvete apresentou 0s maiores escores de aceitacdo geral (6,1), sabor
(6,4) e sabor residual (5,9), indicando a preferéncia dos consumidores por esse produto,
comparado aos demais estudados (sucos, smoothies e bebida energética). O acgai possui
potencial para o uso no desenvolvimento de produtos inovadores, uma vez que 0 Seu Consumo
estd relacionado com bem estar e promocdo de saude. Adicionalmente, a incorporagdo de
culturas probidticas as sobremesas congeladas tem sido tema de estudo, com objetivo de

diversificar os alimentos probiéticos disponiveis no mercado (CRUZ et al., 2009).

No presente trabalho, a incorporacdo do probidtico L. ramnosus GG, o qual manteve
populacdo média acima de 8,8 ufc/g até o final do estudo (dados ndo mostrados), ndo
influenciou as caracteristicas sensoriais das formulacfes de sorvete de agai desenvolvidas. Do
mesmo modo, NOUSIA et al. (2011) relataram que a suplementacdo de sorvete com a cultura
probidtica liofilizada de L. acidophilus apresentou minimo efeito nas caracteristicas sensoriais
do produto. Por outro lado, a incorporacdo da mesma cultura de forma ativada melhorou
significativamente as caracteristicas sensoriais do produto final. FERRAZ et al. (2012)
produziram um sorvete probidtico com boa aceitacdo sensorial, uma vez que obtiveram escores
médios acima de 6,0 (gostei ligeiramente). A alegacdo de saude de produtos probidticos pode
favorecer a intencéo de compra inicial do consumidor. N&o obstante, o consumo continuo destes
produtos ira depender do cumprimento das expectativas sensoriais fundamentais (FERRAZ et al.,
2012).

Ingredientes como inulina e concentrados proteicos tém sido empregados no
desenvolvimento de sobremesas lacteas como substitutos de gordura e, igualmente, por
possuir propriedades funcionais e nutricionais de relevancia (ALVAREZ et al., 2005;
AKALIN et al., 2008; LIM et al., 2008; BAYARRI et al., 2011;). No entanto, a incorporagéo
desses componentes a uma formulacdo ndo deve afetar a qualidade global do produto.
Critérios de qualidade, entre eles as caracteristicas sensoriais, devem ser equiparados a
produtos convencionais (CRUZ et al., 2009). AKIN et al. (2007) avaliaram o efeito da inulina
sobre as caracteristicas sensoriais de sorvete probiodtico. A adi¢do de inulina ndo afetou as
caracteristicas de textura, cor e sabor dos produtos. Em outro estudo, BAYARRI et al. (2011)
avaliaram a influéncia de diferentes comprimentos de cadeia de inulina sobre as

caracteristicas sensoriais de sobremesa lactea a base de amido com baixo teor de gordura. A
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adicdo de inulina de cadeia longa melhorou o pardmetro de palatabilidade, enquanto que a
cremosidade ndo diferiu, quando comprado a amostra controle (sem inulina, produzida com
leite desnatado). Em nosso estudo, aos 7 e 84 dias de andlise sensorial, a formulacdo I,
contendo 4% de inulina ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05) quanto a
aceitabilidade sensorial, quando comparado a amostra controle (isenta dos fatores estudados-
inulina, WPC, WPI). Essa constatacdo nos leva a crer que a possibilidade de incorporacéo de
ingredientes prebidticos em sobremesas congeladas, como o sorvete, sem que haja alteracédo

na aceitacao do produto pelo consumidor € viavel.

Aos 28 dias de armazenamento, a formulacdo WC (4% de WC) apresentou escore de
aceitabilidade menor (p<0,05), quando comparado ao controle. Entretanto, esse
comportamento ndo foi observado nos demais periodos estudados. GIRI et al. (2013)
estudaram diferentes niveis de concentrado proteico em sobremesa lactea congelada tipica da
india (Kulfi). Em relacfo ao sabor dos produtos, os autores observaram que das amostras
analisadas (2% de WC, 3% de WC, 4% de WC), apenas a que continha 4% de WC apresentou
pontuacgdo inferior & amostra controle (isenta de WC). De acordo com os autores, o sabor
detectavel de soro pode ter influenciado nesses resultados. J& para aceitacdo geral dos
produtos, a amostra controle apresentou pontuacdo menor que as demais amostras avaliadas,
contendo 2%, 3% e 4% de WC. A melhoria nos aspectos de corpo e textura dos alimentos
adicionados de concentrados proteicos pode estar relacionada com a boa aceitacdo desses
produtos (ALVAREZ et al., 2005; GOFF, 2007; PANDIYAN et al., 2012).

A textura dos alimentos estd intimamente ligada com a percep¢do do sabor pelo
consumidor e, consequentemente, aceitacdo global dos produtos. Mudancas na textura podem
influenciar a percepc¢do de intensidade do sabor (WEEL et al., 2012). Apesar das formulagdes
contendo maior quantidade de proteinas WC (4% de WC), WI (4% de WI) e WC-WI (2% de
WC; 2% de WI) apresentarem maiores valores de dureza, esse fato ndo influenciou a
aceitacdo sensorial destes produtos. Uma vez que, de forma geral, ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) nos escores obtidos para essas formulagdes comparadas com as demais.
Esse resultado corrobora com TEIXEIRA et al. (2012), os quais relataram que a adicao de 3%
de concentrado proteico as sobremesas lacteas diet favoreceu a aceitabilidade sensorial dos
produtos. Os autores sugeriram que a adicdo de concentrados proteicos em formulagcfes
constituem excelentes opg¢des no desenvolvimento de novos produtos e pode ser interessante

para 0s consumidores, por conterem maior concentracdo de proteinas bioativas.
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4 CONCLUSAO

Através do presente estudo, foi possivel constatar que a adicdo dos fatores inulina,
concentrado proteico (WC) e isolado proteico (WI) de soro, influenciaram fortemente os
parametros tecnoldgicos e dureza e fragdo de derretimento. Exceto para WC (4% de WC), as
formulacGes adicionadas de WC e WI, apresentaram maiores valores de dureza e menores
velocidades de derretimento comparado as formulac6es adicionadas de inulina. A formacéo
de uma rede coesa de agregados de moléculas proteicas capaz de aprisionar agua pode ter

levado a este resultado.

As formulagdes contendo inulina demonstraram uma tendéncia a maiores valores de
overrun. Os menores valores de overrun foram observados nas formulagées WI (4% de WI) e
WC-WI (2% de WC+2% de WI), as quais também apresentaram menores valores de dureza e
de velocidade de derretimento. Em geral, as formulacGes apresentaram aceitacdo sensorial
dentro da regido de aceitacdo da escala hedonica de 9 pontos utilizada. Apenas as formulacdes
WI e WC-WI aumentaram seus escores de aceitabilidade durante os periodos de
armazenamento estudados, nas demais ndo foram observadas altera¢fes significativas dos

escores de aceitabilidade ao longo do estudo.

Considerando que a presenca dos fatores estudados (inulina, WC e WI) nas
formulacBes melhorou os aspectos tecnoldgicos de textura, derretimento e overrun, é
recomendavel a adi¢do de inulina na proporcdo de 1,5 a 2%, associada com a propor¢ao
conjunta ou separada de WC e WI, de maneira que estes ingredientes ndo ultrapassem 2,5%
no produto. Desse modo, além do potencial funcional das formulacGes de sorvete de acai
desenvolvidas com a presenca do prebidtico fruto-oligossacarideo e do probidtico L.
rhamnosus GG, os fatores avaliados (inulina, WC e WI), agregam valor proteico e aumentam

a quantidade de fibras, sem modificar a aceitacao sensorial dos produtos desenvolvidos.
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Obtencéao de modelos de regressao, validagéo e otimizacao dos parametros de textura e
derretimento de sorvete simbiotico de acai, contendo inulina e proteinas do soro de leite

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia dos fatores inulina (I; X1), concentrado
proteico (WC; Xz) e isolado proteico (WI; Xs) de soro sobre os parametros tecnolégicos de
dureza e fracdo de derretimento de sorvete de acai produzido com o probiotico L. rhamnosus
GG e o prebidtico fruto-oligossacarideo (FOS). Para esse fim, foi empregado um
delineamento experimental centroid simplex de trés fatores e um ponto axial. A partir desse
planejamento foram avaliadas 8 formulacgdes, que continham diferentes propor¢ées de inulina,
WC e WI, mas sempre totalizando 4% das formulacdes. Os fatores estudados promoveram
mudancas significativas nos parametros de dureza e fracdo de derretimento dos sorvetes. Um
modelo linear e um modelo quadratico foram obtidos para os pardmetros de dureza e fracdo
de derretimento, respectivamente. De acordo com os modelos WC foi o fator que mais
contribuiu tanto para o aumento de dureza e como para a velocidade de derretimento das
formulacgdes. A presenca de inulina resultou em sorvetes menos duros com velocidades de
derretimento mais elevadas quando comparada ao fator WI. A partir da otimizagéo
simultanea, considerando a respostas avaliadas (textura e fracdo de derretimento), € desejavel
que a formulacdo de sorvete simbiotico acai seja produzida contendo 1,33% de inulina, 1,33%
de WC e 1,33% de WI.

Palavras chave: Sorvete, acai, simbidtico, otimizacg&o.

154



Capitulo 5

Regression models, validation and optimization of the texture and melting rate of
synbiotic acai (Euterpe oleracea Mart.) ice cream, containing inulin and whey protein

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of the factors inulin (I, X1), whey protein
concentrate (WC, X2) and whey protein isolate (W1, X3) on technological properties of texture
and melting rate of the acai ice cream produced with the probiotic L. rhamnosus GG and
fructo-oligosaccharide (FOS). For this purpose, an experimental design simplex centroid for
experiments with mixtures with the addition of a central point and an axial point was
conducted. From this experimental design, eight formulations were produced, using different
proportions of inulin, WC and WI, but always totaling 4% of the formulations. The evaluated
factors promote significant changes on hardness and melting rate of acgai ice cream
formulations. Linear and quadratic models were obtained for hardness and melting behavior,
respectively. According to the obtained models, WC was the factor that most contributed to
increase both hardness and melting rate. The presence of inulin resulted in less hard ice cream
with higher melting rate, when compared to WI. From the simultaneous optimization,
considering the evaluated responses (texture and melting rate), it is desirable synbiotic acai
ice cream produced containing 1,33% of inulin, 1,33% of WC and 1,33% of WI.

Keywords: Ice cream, acai, synbiotic, optimization.
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1 INTRODUCAO

As comprovac0es cientificas cada vez mais estabelecem a relacdo direta que ha entre
uma boa alimentagdo, bem estar fisico e prevencio de doencas (SIRO et al., 2008; GUANG-
CHANG et al., 2012). Dessa forma cresce o interesse no desenvolvimento de alimentos que

favorecam a saude de uma forma geral e melhorem a qualidade de vida da populacéo.

Os probidticos sdo micro-organismos vivos que gquando administrados de maneira
adequada conferem beneficios a satde do hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Os prebidticos sdo
carboidratos ndo digeriveis que sdo fermentados seletivamente e permitem alteracdes
especificas, tanto na composicdo e/ou atividade na microbiota gastrintestinal, conferindo
beneficios & salde do hospedeiro (GIBSON e ROBERFROID, 2008). Alimentos contendo
probidticos e prebidticos sdo denominados de simbidticos (KOLIDA e GIBSON, 2011).
Através do consumo regular desses alimentos, pode se atingir o equilibrio da microbiota
intestinal, resultando em melhora na satde e bem estar geral (GIBSON et al., 2005; NAGPAL
et al., 2012). A incorporacdo desses componentes a sobremesas congeladas, como sorvetes,
pode beneficiar tanto seu aspecto funcional como tecnolégico e sensorial (CRUZ et al., 2009;
BURITI et a., 2010).

A inulina além de estimular a microbiota benéfica do intestino é também utilizada na
fabricacdo de alimentos com base em suas propriedades tecnoldgicas. O emprego tecnoldgico
ird depender do grau de polimerizagdo da cadeia de inulina. A fracdo de cadeia curta,
oligofrutose, € mais sollvel e mais doce, e pode contribuir, quando associados a edulcorantes,
para melhorar o sabor de alimentos de baixa caloria (AKALIN e ERISIR, 2008;
GUGGISBERG et al., 2011). Por sua vez, a inulina de cadeia longa € menor solavel e quando
incorporada aos alimentos pode principalmente favorecer 0s aspectos de textura e
palatabilidade (MEYER, 2011).

O soro lacteo tornou-se um importante subproduto da induastria de laticinios, uma vez
que d& origem a ingredientes que possuem aplicacbes no desenvolvimento de alimentos
funcionais (SMITHERS, 2008). A partir dessa matéria-prima sdo obtidos os concentrados e
isolados proteicos de soro de leite, que sdo utilizados devido ao seu alto valor nutricional,
representado principalmente pelo conteudo proteico (SMITHERS, 2008). Além do aspecto
nutricional, concentrados e isolados proteico do soro podem exercer propriedades

tecnologicas de formacdo de espuma e como agentes emulsificantes (RELKIN et al., 2006).
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Dessa forma, a incorporagdo desses componentes no desenvolvimento de sobremesas, como
sorvetes, pode melhorar aspectos de incorporacao de ar, cremosidade e sabor (PANDIYAN et
al., 2012; VIDIGAL et al., 2012; MAHDIAN e KARAZHIA, 2013).

As frutas tropicais na forma de sucos ou polpas sdo bastante utilizadas no
desenvolvimento de alimentos funcionais, pois além de possuirem sabores exoticos, as
caracteristicas de composicao, que incluem vitaminas e fibras, sdo atraentes ao consumidor
(SUN-WATERHOUSE et al., 2011; MENEZES et al., 2011). Em alguns casos, a presenca de
antioxidantes naturais se torna um aliado na determinagdo do consumo de produtos
alimenticios adicionados de frutas. O acai (Euterpe oleareace) € uma fruta nativa da regido
amazonica brasileira que tem se destacado devido ao seu potencial antioxidante e anti-
inflamat6rio (HEINRICH et al., 2011). O elevado valor nutricional pode se atribuido a
presenca de Aacidos graxos insaturados, fibras e minerais como o célcio e o potassio
(YUYAMA et a., 2011). Dessa forma, o acai pode ser considerado uma fruta adequada para o

desenvolvimento de sorvetes com maior teor nutritivo e funcional.

O objetivo desse estudo foi investigar a influéncia dos fatores inulina (I; Xui),
concentrado proteico (WC; Xz) e isolado protecico (WI; Xs) sobre as caracteristicas
tecnoldgicas de dureza e derretimento de sorvete de acai suplementado com a cepa probiética
Lactobacillus rhamnosus GG e o ingrediente prebidtico fruto-oligossacarideo (FOS), e ainda
otimizar a mistura contendo os trés fatores (I, WC e WI), afim de obter um sorvete simbiético

de acai com qualidades tecnoldgicas de textura e fracdo de derretimento adequadas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento experimental

Foram realizados ensaios, no sentido de avaliar os fatores inulina (X1), concentrado
proteico de soro (WC = X;) e isolado proteico de soro (WI = X3), adicionados durante a
fabricacdo do sorvete, em diferentes proporc¢des, mas sempre totalizando 4% do total das
formulacdes do produto. Foi utilizado o delineamento experimental para misturas simples
(centroid simplex) incluindo um ponto axial, que corresponde a um ponto interno (escolhido
aleatoriamente) ao planejamento proposto. A Figura 1 apresenta o desenho experimental do
planejamento adotado (BOX e DRAPER, 1987; BARROS Neto, 2007). Neste delineamento,
0 ponto axial ndo serd utilizado na construcdo do modelo. Este ensaio seré reservado para a
validacao final dos mesmos. A Tabela 1 mostra as diferentes formulacdes realizadas, dentro

do planejamento experimental proposto.

Wl - X3

(0,0,1)

we-wi
(0,1/2,1/2)

1-W1

(1/2,0,1/2) e

L
(1/3,1/3,1/3)

* 5
(2/3, 1/6, 1/6)

Wc - X2

9
[111 0, D] |:]__'."2]I 1)’2, D] i.lDr 1, D]

I-W¢C

Figura 1 - Representacdo espacial das formulacbes de sorvete de acai no planejamento
adotado. Os vértices correspondem aos componentes (I, WC, WI) puros, os lados as misturas
binarias dos componentes e 0s pontos do interior do tridngulo, a mistura dos trés
componentes.

158



Capitulo 5

Tabela 1- Delineamento experimental centroid simplex empregado na elaboracdo dos
sorvetes de agai estudados.

P 3 . . .
Formulacdes roporgao de cada Quantidade de cada ingrediente (g) em

ingrediente da mistura 100 g de sorvete!

(X1, X2, X3) Inulina® e WI*

I (X1) (X2) (Xs)

| (1,0,0) 4,00 0,00 0,00
WC 0, 1, 0) 0,00 4,00 0,00
Wi 0, 0, 1) 0,00 0,00 4,00
I-WC (1/2, 1/2, 0) 2,00 2,00 0,00
I-WI (1/2, 0, 1/2) 2,00 0,00 2,00
WC-WI 0, 1/2, 1/2) 0,00 2,00 2,00
I-WC-WI (1/3, 1/3, 1/3) 1,33 1,33 1,33
AS (2/3, 1/6, 1/6) 2,60 0,70 0,70

Para cada 100 g de produto, 4 g da mistura total (inulina + WC +W!I) foi adicionada aos demais ingredientes utilizados nas
formulagGes de sorvete de agaf; *Orafti®GR (Beneo-Orafti); 3Lacprodan 80® (Arlafoods); “Lacprodan DI19224® (Arlafoods);

5Formulac;é\o aleatoria.

2.2 Obtencdo do micro-organismo e preparo da cultura estoque

Para o preparo da cultura pura, 0 micro-organismo probidtico Lactobacillus
rhamnosus GG foi isolado a partir de capsulas comerciais (Culturelle, Amerifit, EUA) e
mantido em caldo MRS com glicerol (50% v/v) em temperatura de -80°C. A analise da
sequéncia obtida a partir do gene 16S do RNA ribossémico da cultura estoque preparada
demonstrou 99% de similaridade (n° de descricio do GenBank FM179322.1) com
Lactobacillus rhamnosus GG quando submetida & comparagdo no programa BLASTn, o qual
utiliza-se do banco de dados NCBI GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). A
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ativacdo e preparo do pré-indculo foi realizada com 1 mL da cultura estoque previamente
ativada em caldo MRS por 20h a 37°C. O pré-inéculo (4% v/v) foi transferido para um
volume maior de caldo MRS e incubado a 37°C por 16h, até que se atingisse a fase
exponencial. Apds esse periodo, 0 micro-organismo apresentou populagdo de cerca de 10°
ufc/mL. Apds a incubacéo, as células foram colhidas por centrifugagdo (5251,4 g x 10 min)
em centrifuga Sorvall (modelo RC-5C), lavadas em solucéo fisioldgica estéril (NaCl 0,9%),

repetindo-se o processo de centrifugacédo e lavagem duas vezes.

A cultura do micro-organismo Lactobacillus rhamnosus GG foi ressuspendida em
leite em pd desnatado reconstituido estéril 10%. Posteriormente, essa cultura ativada foi

adicionada a mistura para a elaboracdo do sorvete.

2.3 Fabricacdo do sorvete de acai

Cada formulacéo do sorvete de acai foi produzida em lotes de 4 kg. Os ingredientes
listados na Tabela 2 foram misturados até completa uniformizacdo da massa em misturador
Geiger UMMSK-12 (Geiger, Pinhais, Brasil;), ap6s a sua pesagem e mistura manual prévia
(primeiramente, ingredientes liquidos, depois solidos e, por altimo, ingredientes lipidicos). A
mistura obtida foi pasteurizada a 85°C por 25 segundos, no proprio misturador. A seguir, a
temperatura da massa foi reduzida a 40°C, para a adicdo do leite contendo a cultura
probiotica. Ap0s esta etapa, a mistura foi transferida para cabine refrigerada a 4 °C (Metalfrio,
Sdo Paulo, Brasil) para maturacdo da calda por 20 horas. Posteriormente, foi transferida para
sorveteira Skymsen BSK-16 (Metalurgica Skymsen, Brusque, Brasil), onde ocorreram 0s
processos de batimento e congelamento simultaneos, por 15 minutos. Decorrida essa etapa, 0
produto foi acondicionado em potes plasticos de polipropileno préprios para alimentos (68
mm de didmetro, 32 mm de altura, 55 mL de volume total, Tries Aditivos Plasticos, S&o
Paulo, Brasil), em porc6es de 20 g. Os produtos obtidos foram armazenados em congelador

vertical a -18 °C (Metalfrio, S&o Paulo, Brasil).
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Tabela 2 - Ingredientes fixos e respectivas proporgdes, utilizados na producgdo das
formulagdes de sorvete de acai e teor de sélidos dos diferentes produtos obtidos.

Formulacgdes

Ingredientes (%) I WC WI I-'WC I-WI  WC-WI  I-WC-WI A~
Ingredientes fixos

Polpa congelada de agai* 200 200 200 200 20,0 20,0 200 20,0
Leite em pd desnatado® 120 120 120 120 120 120 120 120
Sacarose’ 80 80 80 80 80 80 8,0 8,0
Gordura Vegetal* 40 40 40 40 40 4,0 4,0 4,0
Glicose em p6® 30 30 30 30 30 30 3,0 3,0
FOS® 30 30 30 30 30 30 3,0 3,0
Emulsificante/Estabilizante’ 04 04 04 04 04 0.4 04 0.4
Cultivo de Lactobacillus

rhamnosus GG em leite 025 025 025 025 025 025 025 0725
Saborizante e aromatizante

artificial de acaf® 010 010 010 010 010 0,0 010 0,10
Goma carragena’ 010 010 010 010 010 0,0 010 0,10
Goma guar'® 016 016 016 016 016 0,16 016 0,16
Ingredientes variaveis

Inulina (1) 40 - - 20 20 - 133 26
WC - 40 - 20 - 2,0 133 07
Wi - - 40 - 20 20 133 07
Agua 4524 4524 4524 4524 4524 4524 4524 4524
Total 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Polpa de acai médio (lcefruit — Icefruit Comércio de alimentos, Tatui, Brasil); 2Molico (Nestlé, Aracatuba,
Brasil); 2AcUcar refinado (Unido, Limeira, Brasil); *Gordura de palma 370SE (Agropalma, Belém, Pard);>(Nutre,
Sé&o Paulo, Brasil)' ®Beneo® P95 (Orafit, Oreye, Bélgica) ;"Emustab-Emulsificante e estabilizante neutro(Duas
Rodas, Jaragua do Sul, Brasil); 8Selecta tropical (Duas Rodas, Jaragua do Sul, Brasil); °Carrageenan(Danisco,
Redhill, Reino Unido); *°Grindsted®Guar(Danisco, Redhill, Reino Unido); "A = formulagéo aleatdria.
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2.4 Avaliacdo do pardmetro de dureza a partir da analise de textura instrumental

As analises para a determinacdo da dureza das formulacbes de sorvete em estudo
foram realizadas através de teste de corte, em analisador de textura TA-XT2 (Stable Micro
Systems, Haslemere, Reino Unido), ap6s 14 dias do preparo e armazenamento a -18 °C + 3
°C. Os procedimentos para a realizacao do teste de corte, utilizando o dispositivo de aluminio
(probe Knife Edge- HDP/BS) foram adaptados a partir da analise descrita por AIME et al.
(2001) e de um estudo de aplicacdo prética, para analise de textura em sorvetes, descrito no
manual do analisador de textura utilizado (Stable Micro Systems, 2008), seguindo o
procedimento adotado por HARAMI (2008). Os dados foram coletados através do programa
Texture Expert for Windows — versdo 1.20 (Stable Micro Systems). A andlise foi realizada em
apenas um determinado periodo de armazenamento (dia 14) e ndo ao longo do periodo de
armazenamento. Esse procedimento adotado vai ao encontro do pressuposto de que a textura
dos sorvetes ndo sofre variacdes significativas, quando estes sdo armazenados a temperaturas
de — 18°C ou inferiores (TRGO, 2003-2004). Para a realizacdo da andlise, foram utilizados 0s
seguintes parametros: velocidade de pré-teste, teste e pds-teste 2,0, 3,0 e 10 mm/s,

respectivamente, para determinar a forca (g/F) necessaria para romper a amostra do produto.

2.5 Fracdo de derretimento

A fracdo de derretimento das formulacGes sorvetes foi determinada, adaptando-se o
método descrito por MUSE e HARTEL (2004) e CORREIA et al. (2008), com a utilizacdo de

amostras com 60 g de sorvete de cada lote produzido.

Apds 14 dias do preparo, as amostras armazenadas a -18 °C + 3 °C foram retiradas do
congelador e imediatamente dispostas sobre uma malha metalica com aproximadamente 0,5 cm
de abertura, acomodadas sobre um funil e uma proveta volumétrica graduada, mantidas em
temperatura ambiente (25 = 1 °C). O tempo de coleta dos primeiros 10 mL do produto drenado
foi registrado e, a partir de entdo, medi¢des do volume coletado foram realizadas a cada 3

minutos.

O coeficiente de derretimento foi calculado, considerando-se os volumes drenados e

0 periodo de coleta, os quais foram plotados em graficos bidimensionais, obtendo-se, assim, a
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fracdo de derretimento em mililitros por minutos (mL/min) a partir do coeficiente de
inclinagéo da equacdo da reta obtida (CAVENDER e KERR, 2013).

2.6 Andlise estatistica

Os resultados experimentais foram aplicados para obter o0 modelo de regressdao em
funcdo das proporgGes de cada ingrediente (xi=inulina, x.=WC, x3s=WI) presente nas
formulagdes: pi = bixi+boXot+baxa+bioxixo+biaxixa+h23XoXs+b123x1X2X3, onde pi = resposta
estimada, bi = coeficiente estimado pelo método dos minimos quadrados, e Xi =varidveis

dependentes, sendo 1> X; >0, i~ xi = 1.

A qualidade do modelo foi avaliada através de ANOVA, compartimentalizando-se o
residuo entre erro puro e falta de ajuste, e também através do coeficiente de determinacdo
ajustado (R?ajustado). A validacio dos modelos foi obtida através da comparagio entre os
valores estimados pelas respectivas regressoes e os valores determinados experimentalmente
em um ponto aleatério. Foi adotado um valor a de 5% para a rejeicao da hipdtese de nulidade.
A otimizagdo foi obtida pela metodologia descrita por DERRINGER e SUICH (1980). A
andlise estatistica foi realizada utilizando o software v.10 STATISTICA (Statsoft Inc., Tulsa,
OK, USA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencdo dos modelos de regressdo

As diferentes proporgdes dos fatores estudados, inulina (X1), WC (X2) e WI (X3),
causaram mudancas significativas (P<0,05) no parametro de dureza das formulacdes de
sorvete de acai, um modelo linear foi gerado para esta variavel resposta. Os coeficientes do
modelo e a analise de variancia do mesmo sdo apresentados nas Tabelas 3 e 4. Este modelo
foi significativo (P<0,05) e capaz de explicar 70,87% da variacio observada (R? ajustado). O
modelo cubico especial mostrou qualidade de ajuste, conforme mostrado pela néo

significancia associada a “falta de ajuste”. A partir do grafico de contorno gerado pelo modelo
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(Figura 2) podemos observar que as variaveis WC e WI foram as que mais influenciaram

para 0 aumento de dureza dos sorvetes.

Tabela 3 - Coeficientes calculados por regressao mdaltipla e respectivos erros-padrdo e
intervalo de confianga (IC) de 95% obtidos para 0 modelo linear a partir do resultado de
dureza das formulacdes de sorvete de acai (X1 = inulina, X2 =WC e X3=WI).

X1 X2 X3
Coeficientes 82,24" 186,88" 161,07"
Erro-padréo 16,02" 16,02" 16,02"
p 0,003" 0,000008" 0,0001"
IC 95% [-41,04; +123,44] [-145,68; +228,08] [-119,87; +202,27]

“Significante ao nivel de 95% de probabilidade (p<0,05)

Tabela 4 - Andlise de variancia obtida para o modelo linear a partir do resultado de dureza
das formulacGes de sorvete de acai aos 14 dias de armazenamento congelado (-18+3°C).

Causa da variacdo Soma Grausde  Quadrado médio F calculado p
Quadratica  Liberdade

Regressédo 7427,97" 2 3713,98" 9,51* 0,01"

Residuo 1950,99 5 390,19

Falta de ajuste 1923,31 4 480,83 17,37 0,17

Erro puro 27,67 1 27,67

Total 9378,96 7 1339,85

R? 0,79

R? ajustado 0,70

*Significante ao nivel de 95% de probabilidade (p<0,05)

O modelo linear obtido para 0 comportamento de dureza das formulagdes de sorvete
de acai apds 14 dias de armazenamento congelado esta apresentado na Figura 2 através do

gréfico de contorno.
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WPI (X3)
0,00 41,00

Dureza (N)
Bl >180
Bl < 160
1,00 o 0,00 % :igg
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 Bl < 100
Inulina (X1) WPC (X2)

Figura 2 - Diagrama triangular do comportamento de dureza das formulacGes de
sorvete de acai ap6s 14 dias de armazenamento congelado. (Xi=inulina, Xo= WC e X3=WI).

O modelo de regressdo mdltipla do tipo linear obtido para o resultado de dureza das
formulacGes de sorvete de acai apds 14 dias de armazenamento é representado pela equacdo a

sequir:
§=82,24 X1" + 186,88 X, " + 161,07 X3

Onde, y é o valor estimado da varidvel resposta dureza das formulacfes de sorvete

apos 14 dias de armazenamento congelado. Xi=inulina, Xo= WC e X3=WI.

O modelo indica que os trés fatores exerceram influéncia significativa no
comportamento de dureza dos sorvetes. Todos os fatores (Inulina Xi; WC Xz; WI X3)
analisados isoladamente elevaram a dureza dos sorvetes. Como podemos constatar através do
gréafico de contorno, a adi¢do de WC nas formulagdes elevou a dureza dos sorvetes de acai, e

a regido que se encontra 0s menores valores durezas sao observadas com adicdo de inulina.
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O comportamento de derretimento dos sorvetes de acai foi afetado estatisticamente
(p<0,05) pelas diferentes propor¢des dos fatores estudados, inulina (X1), WC (X2) e WI (Xa3),
um modelo quadratico foi gerado para esta variavel resposta. Os coeficientes do modelo e a
analise de variancia do mesmo sdo apresentados nas Tabelas 5 e 6. Este modelo foi
significativo (P<0,05) e capaz de explicar 74,54% da variagio observada (R? ajustado). O
modelo quadratico mostrou qualidade de ajuste, conforme mostrado pela ndo significancia
associada a “falta de ajuste”. A partir do grafico de contorno gerado pelo modelo (Figura 3)
podemos observar que a regido onde se encontra a menor velocidade de derretimento € aquela

apresentada no ponto do fator WI.

Tabela 5 - Coeficientes calculados por regressdo multipla e respectivos erros-padrdo e
intervalo de confianca (IC) de 95% obtidos para 0 modelo quadratico a partir do resultado de
velocidade de derretimento das formulagdes de sorvete de agai (X: = inulina, X, =WC e X3=WI)

X1 Xz X3 X1X3
Coeficientes 1,40" 1,53" 0,91" 1,46"
Erro-padréo 0,10 0,09" 0,10 0,50"
p 0,001" 0,00007" 0,0009" 0,04"
IC 95% [-1,11; +1,69]" [-1,27; +1,79]" [-1,19; +1,19]"  [-0,06; +2,86]"

“Significante ao nivel de 95% de probabilidade (p<0,05)

Tabela 6 - Andlise de variancia obtida para 0 modelo quadratico a partir do resultado de
velocidade de derretimento das formulacdes de sorvete de acai aos 14 dias de armazenamento
congelado (-18+3°C).

Causa da variacao Soma Graus de Quadrado médio F calculado p
Quadratica  Liberdade

Regressdo 0,30" 3 0,10 7,83" 0,03"

Residuo 0,05 4 0,01

Falta de ajuste 0,05 3 0,01 9,28 0,23

Erro puro 0,001 1 0,001

Total 0,35 7 0,05

R? 0,85

R? ajustado 0,74

“Significante ao nivel de 95% de probabilidade (p<0,05)
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WPI (X3)
0,00 41,00

Velocidade de
derretimento (ml/min)
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<14
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5000 = 11
<1
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Figura 3 - Diagrama triangular do comportamento de velocidade de derretimento das
formulacdes de sorvete de acai apds 14 dias de armazenamento congelado. (Xi=inulina, Xo=
WC e X3=WI).

O modelo de regressdo multipla do tipo quadratico obtido para o resultado de
velocidade de derretimento das formulacbes de sorvete de acai ap6s 14 dias de

armazenamento é representado pela equacao a seguir:

§=1,44X1" + 1,53 Xo" +0,91X3" + 1,46X1X3"

O modelo indica que os trés fatores exerceram influéncia significativa no
comportamento de derretimento dos sorvetes. WC e inulina foram os fatores que exerceram
maior influéncia, levando ao aumento do parédmetro avaliado. A maior velocidade de
derretimento pode ser observada quando WC estd em maior quantidade na formulacéo

(vértice X2-WC do diagrama triangular). A adicdo do fator WI resultou nas menores
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velocidades de derretimento (vértice WI -X3, do diagrama triangular). Apenas a interacdo
binéria inulina x WPI (X1X3) foi significativa, no qual resultou em aumento deste parametro

avaliado.

A presenca de WC, em seu maior nivel (4%) elevou a dureza das formulacdes de
sorvete estudadas. Outros estudos também observaram alteracdo na textura de sorvetes
adicionados de concentrados proteicos de soro de leite (ALVAREZ et al., 2005; AKALIN et
al., 2008; ALFAIFI et al., 2010;). Em estudos com concentrados e isolados proteicos é
observado que a incorporacdo desses ingredientes as formulages resulta em aumento da
dureza de sorvetes. Os autores explicam que o0s concentrados e isolado proteicos de soro
formam uma rede tridimensional proteica, esta estrutura retém agua por meio de forcas de
capilaridade e resultam no aumento da firmeza dos produtos, além disso, as bolhas de ar
formadas e os cristais de gelo formados poderiam exercer alteragcdes na textura dos sorvetes
(ALVAREZ et al., 2005; ALFAIFI et al., 2010).

Em nosso estudo o emprego do fator inulina (4%) elevou o parametro de dureza dos
sorvetes, porém em menor escala quando comparado a WC e WI. Do mesmo modo AKALIN
et al. (2008) observaram maior aumento de dureza em sorvetes adicionados de WI, quando
comparado a sorvetes adicionados apenas de inulina. A inulina parece atuar de maneira
diferente na modificacdo da textura de alimentos, a formacdo de microcristais e capacidade de
geleificacdo da cadeia longa de inulina, resulta em uma textura cremosa que aumenta a
viscosidade e consequentemente aumenta também a firmeza dos produtos (GONZALEZ-
TOMAS et al., 2009). Este comportamento pode ser interessante do ponto de vista sensorial,
tendo em vista que para os consumidores é desejavel produtos menos duros e com maior

maciez.

Os efeitos da utilizacdo de inulina e concentrados proteicos de soro de leite sobre a
propriedade de derretimento de sorvetes foram estudados por outros autores (AKALIN et al.,
2008; PANDIYAN et al., 2010; MAHDIAN e KARAZHIA, 2013). Igualmente ao que foi
observado no presente estudo, AKALIN et al. (2008) mencionaram que sorvetes com baixo
teor de gordura contendo WI apresentaram menor velocidade de derretimento quando
comparado a amostra de sorvete contendo inulina. Os autores atribuiram tal observagdo, a
capacidade das amostras contendo W1 de manterem sua forma original, devido a estabilizacao
da estrutura formada pela rede proteica, resultando em retardo na velocidade de derretimento.
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PANDIYAN et al. (2010) relataram que o tempo de derretimento de sorvetes
diminuiram com o aumento de concentrados proteicos as formulagfes. Do mesmo modo,
GIRI et al. (2013) observaram reducdo significativa na taxa de fusdo de amostras de sorvetes
tratadas com WC. De acordo com o0s autores este comportamento pode ser atribuido a
capacidade de retencdo de agua das proteinas do soro. O contrario foi observado em nosso
estudo, no qual a incorporagdo de WC no sorvete de acai em sua maior proporcdo (4%)
resultou na maior velocidade de derretimento (p<0,05). No entanto deve-se levar em
consideracdo que as caracteristicas de derretimento estdo relacionadas com fatores especificos
de composicdo e processamento do alimento. Como esses fatores sdo variaveis de um produto
para outro, podemos concluir que ndo ha como generalizar o0 comportamento de derretimento

de sorvetes apenas devido a presencga de um unico ingrediente.

Adicionalmente aos aspectos tecnoldgicos, os fatores analisados (inulina, WC e WI)
podem favorecer uma maior protecdo fisica ao probiotico L. rhamnosus GG, que manteve
populacdes médias acima de 9 log ufc/g nas formulacdes de sorvete de acai, por um periodo

de 112 dias de armazenamento congelado (dados n&o mostrados — artigo 2).
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3.2 Validagdo dos modelos com o ponto axial

A validagdo dos modelos de regressdo obtidos foi realizada através de um ensaio
aleatoriamente escolhido (ponto axial - vide tabela 1), dentro da é&rea experimental
previamente definida, pois se sabe que os valores preditivos sé serdo validos dentro da faixa

experimental estudada.

As formulagdes de sorvete de acai foram produzidas seguindo a mesma metodologia
apresentada anteriormente e analisadas para as variaveis respostas dureza e fracdo de

derretimento aos 14 dias de armazenamento.

Tabela 7 - Comparacdo entre os valores estimados pelos modelos e os valores medidos
experimentalmente no ensaio de validacéo.

Variavel-resposta Formulacdo  Valor estimado®  Valor observado® Pvalue”
Dureza Aleatoria (A) 112,48 105,67 0,96
Fracdo de Aleatdria (A) 1,50 1,50 1,00

derretimento

"Valores expressos por média; “valores de probabilidade pelo Teste t de Student.

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos experimentalmente e os resultados
estimados pelos modelos para os parametros de dureza e fracdo de derretimento. Estes valores
quando comparados através do Teste t de student ndo demonstraram diferencas significativas

entre eles, sugerindo que os modelos apresentaram bom ajuste aos dados experimentais.
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3.3 Otimizacdo empregando o programa estatistico Statistica

O programa estatistico Statistica usa a abordagem desenvolvida por DERRINGER e
SUICH (1980), que propuseram o uso de funcbes de desejabilidade (desirability) para
otimizacdo simultanea de diferentes variaveis-resposta. Esta técnica de otimizacdo simultanea
consiste em encontrar valores dos fatores estudados que otimizem uma ou mais resposta, ou
no minimo as mantenham em faixas desejaveis. A abordagem baseia-se também em converter
cada resposta analisada em uma funcéo individual que varia em uma faixa de 0-1, de acordo
com a proximidade do valor esperado da resposta. Zero (0) significa um valor inaceitavel,
enquanto (1) representa o valor mais desejavel. Assim, as variaveis independentes sao
escolhidas de modo a maximizar a desejabilidade global (CARDARELLI, 2006; CALADO e
MONTGOMERY, 2003).

Por fim, os valores individuais de desejabilidade s&o combinados em uma funcéo de
desejabilidade global, através da média geométrica e o problema torna-se entdo maximizar
este numero. A busca da otimizacdo é realizada empregando-se as equagdes dos modelos
construidos para cada uma das respostas, desta forma € importante que eles tenham sido
obtidos através de um planejamento estatisticamente fundamentado e que tenham sido
validados (BREITKREITZ et al., 2009).

A Tabela 8 apresenta a atribuicdo dos valores na otimizacao realizada de acordo com
0s critérios desejados, empregando o programa estatistico Statistica para Windows, versdo 10
(Statsoft, Tulsa, OK, EUA).

Tabela 8 - Valores atribuidos no procedimento de otimizacdo matematica realizado,
empregando o programa Statistica (Statsoft).

Valor atribuido na Variaveis-resposta estudadas
otimizacao
Dureza Velocidade de derretimento
Baixo 0,4 0,4
Médio 0,5 0,5
Alto 0,6 0,6

*peso relativo para valores baixos, médios e altos na escolha da desejabilidade variando de 0 a 1.
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De acordo com a Tabela 8, quando se deseja valorizar mais um determinado
resultado, pontua-se com o nimero 1 no critério de otimizacdo. Por outro lado, quando néo se
deseja determinado resultado, pontua-se com o numero 0. No caso das respostas avaliadas,
dureza e velocidade de derretimento, adotaram-se valores intermediarios (0,4; 0,5; 0,6) uma
vez que ndo se deseja valores extremos para esses parametros, por exemplo, sorvetes muito

duros ou sorvetes que derretem muito rapido.

A otimizagéo pode ser definida como a escolha da melhor alternativa a partir de um
determinando conjunto de possibilidades. A fim de se obter uma otimizacdo adequada é
necessario avaliar cada resposta de maneira diferente, pois existem algumas possibilidades de
otimizacdo que se encaixam nas diferentes condicBes selecionadas (CASTRO et al., 2003;
CARDARELLI, 2006). E importante destacar que o termo “melhor” pode ter significados
diferentes para produtos diferentes. Por exemplo, em um caso, a melhor formulacéo pode ser
aquela com o menor custo, enquanto para outro produto a qualidade sensorial pode definir a
melhor formulacdo (ARTEGA et al., 1994). Em nosso estudo a finalidade foi encontrar

valores intermediarios de dureza e velocidade de derretimento.
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Figura 4 - Perfis para os valores preditivos e desejabilidade para as variaveis otimizadas e

desejabilidade global

A Figura 4 mostra o comportamento de cada variavel, a faixa contendo os resultados

otimizados estd apresentado pelas linhas horizontais azuis. Os tragos verdes representam a

evolucdo dos resultados preditivos de desejabilidade conforme a propor¢do de cada

ingrediente aumenta, da esquerda para a direita. A linha pontilhada vertical vermelha

corresponde a proporcao de cada variavel na mistura 6tima obtida. A desejabilidade global é

observada na ultima linha de graficos, através da linha pontilhada azul. De acordo com a

otimizacdo, valores intermediarios de dureza e velocidade de derretimento (valores preditivo,

143,40N; 1,37ml/min, respectivamente) podem ser obtidos com a mistura 6tima contendo 33%

de inulina, 33% de WC e 33% de WI. Como os fatores estudados sempre totalizam 4% das

formulagdes desenvolvidas, estes valores corresponderiam a 1,33% de inulina, 1,33% de WC e

1,33% de WI.
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4 CONCLUSAO

Os fatores analisados, Inulina, WC e WI exerceram efeitos estatisticamente
significativos (p<0,05) sobre os parametros tecnoldgicos de textura (expresso como dureza) e
fracdo de derretimento dos sorvetes simbidticos de acai. A partir do modelo linear obtido
através dos resultados de dureza das formulacGes de sorvete de acai, foi possivel constatar que
os trés fatores analisados (Inulina, WC e WI) elevaram a dureza das formulacGes de sorvete
de acai, no entanto WC foi o fator que mais contribuiu para este comportamento. Para 0s
resultados de fracdo de derretimento foi possivel obter um modelo quadréatico, o qual revelou
que os trés fatores estudados também elevaram a velocidade de derretimento dos sorvetes.
WC foi fator que mais contribuiu para aumentar a velocidade de derretimento das
formulacBes, no entanto as menores velocidades de derretimento foram observadas para o
fator WI. Apenas a interagdo bindria entre inulina x W1 foi significativa, no qual resultou em

aumento da velocidade de derretimento das formulagdes.

A partir da otimizacdo realizada, para se obter um sorvete simbidtico de agai com
parametros de textura e fracdo de derretimentos adequados € desejavel a mistura contendo
1,33% de inulina, 1,33% de WC e 1,33% de WI. Além disso, esta associacao é interessante do
ponto de vista nutricional, uma vez que aumenta o conteldo proteico e de fibras das

formulacGes de sorvete simbidtico de acai.
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CONCLUSAO GERAL

No presente estudo, foi possivel obter um sorvete de acai adicionado do prebiotico
fruto-oligossacarideo (FOS), e da cepa probioticaL. rhamnosus GG, o qual manteve
viabilidade na faixa de 8,78 a 8,99 log ufc/g nos produtos, ao final de 112 dias de
armazenamento congelado. A adicdo dos ingredientes inulina (I) e concentrado (WC) e
isolado proteico de soro (WI) contribuiu com o conteudo de fibras e proteinas,
respectivamente, das formulacfes estudadas, sem aumentar o valor caldrico das mesmas.
Além disso, a atividade antioxidante observada nas formulag¢fes dos sorvetes, juntamente com
as quantidades apreciaveis de acidos graxos insaturados, representa uma boa caracteristica de
alimento potencialmente funcional.

Baseado nos resultados deste estudo, I-WC-WI pode ser considerada a melhor
formulacdo, pois se encaixa na maioria das caracteristicas desejaveis: boa viabilidade de L.
rhamnosus GG durante o periodo de 112 dias de armazenamento e maior sobrevivéncia deste
micro-organismo, comparado a cultura fresca, quando submetido as condicdes gastrintestinais
simuladas in vitro, além de apresentar aceitabilidade sensorial comparavel a formulacao
controle. Esta formulacdo demonstrou os melhores parametros tecnoldgicos de fracdo de
derretimento e dureza. Além disso, os trés ingredientes (inulina, WC e WI) unidos em uma
mesma formulacdo, reforca a possibilidade de se desenvolver um sorvete com ingredientes
diferenciados, com a vantagem de possuir 0s beneficios a salde previstos pelo acai, pela cepa

probidtica L. rhamnosus GG e pelo prebidtico fruto-oligossacarideo.
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ANEXOS
ANEXO | — Protocolo de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

PARECER CONSUBSTANCIADO

Parecer CEP/FCF/07/2011
S Protocolo CEP/FCF/566
CAAE: 0030.018.0000-10

- Identificagdo:

Projeto de Pesquisa: Desenvolvimento de sorvete simbibtico de acai
e resisténcia dos probiéticos in vitro.
Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Susana Marta Isay Saad

Instituicao: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - FCF-
USP/SP
Area Tematica Especial: -
Patrocinadores: -
Il - Sumério Geral do Protocolo:

Atuaimente, a sociedade modema esta em busca de uma alimentacéo saudavel e
uma dieta balanceada com vistas & promog¢ao da sa(ide. Uma das formas de se
promover esta melhoria € através da inclusdo de alimentos com propriedades funcionais
benéficas para a salde, tais como os produtos lacteos com agdo funcional, sejam
alimentos simbidticos , prebidticos e/ou probidticos. A adicdo de culturas probidticas e de
ingrediente prebiético, toma o alimento mais atrativo, potencialmente saudavel, podendo
ser apreciado pela maioria da populagio.

Neste contexto, o presente trabalho tem por objetivo desenvolver um sorvete
simbiético com polpa de agai, elaborado com a adicdo de culturas probidticas
(Lactobacillus casei subsp. Rhamnosus ATCC 7469 e Bifidobacterium animalis subsp.
lactis Bb-12) e do prebiético inulina. Sera avaliado o efeito do congelamento sobre as
caracteristicas do produto, bem como estabelecida a melhor propor¢édo entre os
ingredientes inulina, concentrado proteico de soro e isolado proteico de soro, para o
produto, durante o tempo de armazenamento. Sera ainda avaliada a viabilidade dos
probidticos adicionados ao sorvete, mmmmmmm
novo produto.

Osobjoﬁmdoptmnbm:douo
projeto apresenta como objetivo geral, desenvolver um sorvete funcional com - -
pdmdemmuw(wmasMnstdeLadoMuscaseisubsp

Rhamnosus ATCC 7469 e Bifidobacterium animalis subespécie lactis Bb-12 e o

prebidtico inulina.

Para tanto, serdo desenvolvidos objetivos especificos:

v Avaliar o efeito do congelamento (—18+3°C) sobre a sobrevivéncia dos probidticos e
as caracteristicas tecnolégicas de cada formulag@o, com objetivo de estabelecer a
formulagdo mais adequada;

v Verificar a viabilidade dos probiéticos adicionados a0 sorvete;

v Verificar a resisténcia in vitro dos probidticos nos produtos frente as condigdes
géstricas e entéricas simuladas e o efeito da adicdo dos ingredientes — WPC e
isolado protéico do soro sobre essa resisténcia.

v Avaliar a aceitabilidade sensorial e suas caracteristicas fisico-quimicas durante
armazenamento a -18°C.

Pdgina 1

Av. Prof. Lineu Prestes, n® 580, Bloco 13 A - Cidade Universitiria - CEP 05508-500 - 530 Paulo - 5P
Fone: (11) - 3091-3622 - Fone / Fax: (11) 30013677 - e-mail: cepici@usp.br
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

Descrigdo da Casuistica:

Sera realizada a andlise sensorial das formulagBes constantes no projeto, tendo a
previsdo de no minimo 30 e no méaximo de 720 'voluntarios adultos saudéveis
(provadores nao treinados), podendo ser alunos de graduacio e de pds- graduacdo,
docentes e funcionarios da Universidade de Sdo Paulo ou outros volunidrios que

* queiram participar do estuco.

Serd aplicado um questionadrio sobre a aceitabilidade do produto elaborado,
mencionando-se o nome do individuo que realizaré o teste, data e especificagio da
amostra e o grau de aceitabilidade descrito em uma escala de 1 a 9, sendo 0s valores
relacionados a ‘desgostei muitissimo” e “gostei muitissimo”, respectivamente, além da
descricdo das caracteristicas do produto cue mais agradou e que menos agradou ©
voluntario. A avaliagdo sensorial sera realizada apés os 3 periodos de armazenamento
UZBeSﬁdas)podundounmmvdmtmopamaparxmoumalsetapasda
pesquisa.

Os critérios de incluséo dos participantes s8o: serem voluntarios saudaveis, ter entre
18 e 60 anos, de ambos 0s sexos.

Serdo critérios de exclus@o: Possuir historico de manifestagdo de alergia, intolerancia
algum tipo de alimento, aditivo alimeniar ou doenga crbnica (como diabetes,
hipotiroidismo, hipertiroidismo, hipertensao cu outras), estar em tratamento médico, estar
gripado, resfriado, ou indisposto; ter entrado em contato, hérrmuosde1m com
materiais, alimentos ou cosméticos de cheiro forte.

Il - Situagdo do protocolo: APROVADO em reunido de 07/02/2011.

O CEP sugere apenas que para melhor aproveitamento dos dados coletados e
€aso o numero de participantes permita, seja incluido na Ficha para teste de aceitacdo, a
identifica¢do do SEXO do voluntario.

Cabe ainda ao pesquisador.

¢ . Comunicar ao CEP: .

] Evmmmmmmamewm&ﬁ
o A interrupgdo do projeto;

« Apresentar relatério final em dezembro/2013.

S&o Paulo, 07 de fevereiro de 2011.

CEP/FCF/USP
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ANEXO Il — Informagdes aos membros da banca

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pés-Graduagao

Informagdes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fard uma apresentacdo oral do seu trabalho, com duragdo
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a argiiicgo oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para argiir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua
resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), €
facultada a argiiicio na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessdo de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a argiiigdo por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatério de defesa) a aprovagdo ou
reprovacdo do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na argtiigdo.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissao
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Serd considerado aprovado o aluno que obtiver aprovagdo por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Dlvidas poderdio ser esclarecidas junto & Secretaria de Pos-
Graduacdo: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - So Paulo - SP
Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-mail: pgfarma@usp.br
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