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RESUMO

SOUSA, G.L. Desenvolvimento de sorvete simbiodtico de graviola (Annona
muricata L.) com teor reduzido de gordura e avaliacao da resisténcia
gastrointestinal dos probioticos in vitro. 2013. 138p. Tese (Doutorado) Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2013.

O presente trabalho objetivou avaliar o efeito da adi¢cdo de inulina (I) e a substituicao
parcial da gordura do leite (G) pelo concentrado de proteina de soro de leite (WPC)
sobre a sobrevivéncia dos probitticos Lactobacillus acidophilus NCFM e
Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 em sorvete de graviola com teor
reduzido de gordura, ao longo do periodo de armazenamento e frente as condigoes
encontradas no trato gastrointestinal (TGI) simuladas in vitro. Adicionalmente, avaliou-
se a influéncia desses ingredientes (6% I; 1,5% WPC; 3% e 1,5% G) sobre as
caracteristicas tecnolégicas e a aceitabilidade do sorvete funcional. Empregou-se um
planejamento fatorial 22, para 4 formulagdes produzidas, em triplicata, totalizando 12
ensaios: F1- controle (- I, - WPC); F2 (+ I, - WPC); F3 (- I, + WPC) e F4 (+ I, + WPC).
Todas as formulagbes foram armazenadas a -18+3°C e avaliadas apés 2, 28, 56, 84 e
112 dias de armazenamento. A determinacdo das caracteristicas tecnolégicas foi
realizada com as andlises de dureza instrumental (em analisador de textura TA-XT2),
fracdo de derretimento, overrun (durante a elaboragdo do produto) e perfil lipidico.
Para o teste de aceitabilidade do produto, utilizou-se uma escala hedénica estruturada
de 9 pontos. Elevada viabilidade probiética foi observada para todas as formulacoes,
com meédias de populacdes acima de 8,0 log UFC/g, ndo diferindo significativamente
durante o armazenamento de 112 dias (p>0,05). B. animalis subsp. lactis HNO19
apresentou uma maior resisténcia em relagdo a L. acidophilus NCFM quando
submetido aos sucos gastrointestinais artificiais, uma vez que a populacao de NCFM e
de HNO19 diminuiram, respectivamente, cerca de 5,2 log UFC/g e de 1,2 log UFC/qg,
durante o armazenamento. O efeito protetor do WPC e/ou | sobre a resisténcia de L.
acidophilus aos sucos gastrointestinais artificiais foi observada no 56° dia e, para B.
animalis subsp. lactis no 2° dia de armazenamento (p<0,05). Os sorvetes com WPC
apresentaram menores valores de dureza, aos 7° e 112° dias de estocagem (p<0,05).
A adicao de inulina influenciou no aumento da dureza para F2 apds 56 dias e para F4
durante todo periodo de armazenamento (p<0,05). Os resultados mostraram, também,
que a presenga do WPC e/ou inulina reduziu a velocidade de derretimento dos
sorvetes durante todo o armazenamento (p<0,05). Elevados escores médios (entre 6,8
e 8,0) foram obtidos no teste de aceitabilidade sensorial dos sorvetes probiéticos,
indicando excelente aceitacdo pelos consumidores e nao diferiram significativamente
durante o armazenamento de até 84 dias. Ja para F4, a adicdo do WPC + | aumentou
a aceitagdo do produto apds 56 dias (p<0,05). Os resultados obtidos sugerem que a
utilizacdo do WPC como substituto parcial da gordura lactea separadamente ou
combinada com a inulina pode ser vantajosa no desenvolvimento de sorvete probiético
com baixo teor de gordura, uma vez que a presenca desses ingredientes
desempenhou um papel importante na protecdo dos probiéticos contra o efeito dos
fluidos gastrointestinais nos testes in vitro. Aléem deste efeito protetor, a utilizagao da
inulina e WPC também melhorou as caracteristicas tecnolégicas e sensoriais do
sorvete funcional reduzido de gordura.

Palavras-chave: Lactobacillus, Bifidobacterium, prebiotico, inulina, resisténcia in vitro,
sorvete, graviola, concentrado proteico de soro.



ABSTRACT

SOUSA, G.L. Development of low-fat symbiotic graviola (Annona muricataL.) ice-
cream and evaluation of the probiotics gastrointestinal in vitro resistance. 2013.
138p. Tese (PhD of Science) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2013.

This study aimed to assess the effect of the addition of inulin (I) and the partial
substitution of the milk fat (MF) by whey protein concentrate (WPC) on Lactobacillus
acidophilus NCFM and Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 viability
incorporated in low fat graviola (Annona muricata L.) ice-cream and on probiotic
survival under in vitro simulated gastrointestinal conditions throughout 112 days of
storage. Moreover, the influence of these ingredients (6% I; 1,5% WPC; 3% and 1,5%
MF) on the functional ice-cream technological and sensorial features was also
evaluated. Employing a 22 factorial design, four formulations were produced, in
triplicates: F1- control (- I, - WPC); F2 (+ I, - WPC); F3 (- I, + WPC) and F4 (+ I, +
WPC). The product were stored at -18+£3°C and analyzed after 2, 28, 56, 84, and 112
days of storage. Ice-creams from each trial were used for determination of L.
acidophilus and B. animalis subsp. lactis viability in the products and survival in ice-
creams submitted to gastrointestinal simulated conditions during storage at -18+3°C for
up to 112 days. For the determination of technological features, instrumental hardness
(in TA-XT2 Texture Analyser), melting rate, overrun (during production), and lipid
profile were determined. For sensory acceptability evaluation, a 9 point hedonic scale
was used. High probiotic viability was observed for all formulations, with mean
populations above 8.0 cfu/g and which did not differ significantly throughout 112 days
of storage (p>0.05). B. animalis subsp. lactis HNO19 resistance to the artificial
gastrointestinal juices was higher than for L. acidophilus NCFM, since the NCFM and
the HNO19 populations decreased approximately 5.2 log cfu/g and 1.2 log cfu/g,
respectively, throughout storage. The protective effect of WPC and/or WPC + | on the
L. acidophilus resistance to artificial gastrointestinal juices was observed on the 56th
day and for B. animalis subsp. lactis on the 2nd day of storage (p<0.05). The ice-
creams with WPC presented lower hardness in the 7th and 112nd days of frozen
storage (p<0.05). The addition of inulin led to an incresed hardnes for F2 after 56 days
and for F4 during the whole storage (p<0.05). The results also showed that the
presence of the WPC and/or inulin reduced the ice-creams melting rates during the
whole storage (p<0.05). The high mean scores obtained (between 6.8 and 8.0) in the
acceptability test indicated that the functional ice-creams evaluated were very well
accepted, and did not differ significantly throughout storage of up to 84 days. Except for
F4, the addition of the WPC + | improved the acceptability after 56th days of frozen
storage (p<0.05). The results suggest that the use of WPC for the partial substitution of
the milk fat separately or combined with inulin may be advantageous in the
development of low-fat synbiotic ice-cream, since the presence of these ingredients
played an important role in the probiotic protection against gastrointestinal juices in the
in vitro simulated assays. Besides these protective effects, inulin and WPC also
improved the technological and sensory features of the low-fat functional ice-cream.

Keywords: Lactobacillus, Bifidobacterium, prebiotic, inulin, in vitro resistance, ice-
cream, graviola, whey protein concentrate.
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APRESENTAGAO

O desenvolvimento de novos produtos funcionais tem sido cada vez
mais desafiante, no sentido de atender, simultaneamente, a expectativa do
consumidor em relacdo a promocgao da saude, acessibilidade, praticidade e
apreciacao sensorial do produto. Nesse sentido, na categoria de alimentos
nutritivos e promotores da saude destacam-se os lacteos com propriedades
simbidticas, incluindo o sorvete como uma matrix alimenticia inovadora para
aplicacado de culturas probibticas e de ingredientes prebibdticos. No caso
especifico do sorvete, esse produto tem sido relatado em diversos trabalhos
como um alimento em potencial para o uso como veiculo de culturas
probidticas, com a vantagem de ser apreciado pela maioria da populagéao
(CRUZ et al., 2009). No entanto, o sorvete tradicional € um produto bastante
calérico que apresenta altas concentracdes de gordura lactea e sacarose, 0
que torna um alimento ndo muito atrativo para uma dieta com restricdo de
calorais.

Diante do interesse dos atuais consumidores por produtos mais
saudaveis e sem excesso de gorduras ou acucares, 0 que contribui para a
diminuicado dos riscos de doencas crénico-degenerativas, tem-se incentivado o
desenvolvimento de alimentos probi6ticos com baixo teor de gordura contendo
inulina e / ou concentrado protéico de soro do leite (WPC), uma vez que ambos
os ingredientes podem ser empregados como substitutos de gordura (AKALIN
et al., 2007; FRANCK, 2008).

Assim, os sorvetes com baixo teor de gordura e que apresentam
probidticos e ingredientes prebibdticos do tipo inulina, tendem a ser mais
atraente do que sorvetes tradicionais, devido aos seus efeitos potencialmente
benéficos para a saude dos consumidores.

O presente trabalho sera apresentado em trés capitulos, conforme a

descricao a seguir.



Capitulo 1 — “Revisao de Literatura”. Apresentara o embasamento

bibliografico abordando os principais temas envolvidos no trabalho.

Capitulo 2- “Sobrevivéncia das cepas probioticas em sorvete de graviola
(Annona muricata L.) com teor reduzido de gordura durante o

armazenamento e quando submetidas as condicoes gastrointestinais
simuladas in vitro”. Esta secdo tera como objetivo apresentar o efeito da
substituicdo parcial da gordura do leite por WPC e adi¢cdo ou nao do prebidtico
do tipo inulina sobre a viabilidade de Lactobacillus acidophilus NCFM e
Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 no sorvete light com polpa de
fruta de graviola (Annona muricata L.) e a sobrevivéncia dos probioticos ao
trato gastrointestinal (TGI) simulado in vitro ao longo do armazenamento do

produto.

Capitulo 3 - “Caracteristicas fisico-quimicas e aceitacdo sensorial dos
sorvetes probidticos e simbidticos de baixo teor de gordura e
adicionados de polpa de fruta de graviola (Annoma muricatalL).”

Pretende avaliar o efeito da substituicdo parcial da gordura do leite por WPC e
adicdo ou ndo do prebidtico do tipo inulina sobre as caracteristicas
tecnoldgicas, nutricionais e sensoriais de cada formulagcdo do sorvete
simbiotico adicionado de polpa de fruta de graviola (Annona muricata L) e

submetido ao armazenamento a -18+3°C por até 112 dias.






CAPITULO 1

Revisao de literatura

1. Alimentos funcionais

Nas ultimas décadas, as exigéncias dos consumidores em relacao a
qualidade dos alimentos mudaram consideravelmente. Cada vez mais ha uma
conscientizacdo de que uma alimentacdo equilibrada e saudavel esta
diretamente relacionada a saude do individuo, contribuindo, ndo apenas para o
seu bem estar, mas também para o risco minimo de desenvolvimento de
doencas ao longo da vida.

Os primeiros estudos cientificos que comprovaram a ligagdo entre
alimentacdo e saude surgiram nos anos 1960, apontando para os impactos
negativos do excesso de gordura e acucar. Na década de 1980, os produtos
diet e light comegaram a ser comercializados com sucesso. Recentemente,
vem-se exigindo ainda mais dos alimentos, pois além de nao fazerem mal a
saude, eles devem ainda desempenhar fungdes terapéuticas (RAUD, 2008).

As mudancas do estilo de vida e o aumento da expectativa de vida da
populacado, aliados ao crescimento dos custos médico-hospitalares, tém
estimulado a procura por novos conhecimentos cientificos e novas tecnologias
para o desenvolvimento de alimentos que atendam a essas necessidades
(SAAD; BEDANI, 2013). Diante disso, hoje os alimentos ndo se destinam
apenas em satisfazer a vontade de alimentar-se e em fornecer os nutrientes
necessarios para os seres humanos, mas também para a prevencao de
doencas relacionadas com a nutricdo e que resulte em melhorias do bem-estar
fisico e mental do individuo (PEREZ-ALVAREZ, 2008; SANZ; SALVADOR,;
FISZMAN, 2008).

O conceito de alimento funcional foi promovido pela primeira vez em
1984, por cientistas japoneses que estudaram as relacbes entre nutricao,
satisfacdo sensorial, fortificacdo e a modulacdo dos sistemas fisiolégicos. Em

1991, o Ministério da Saude — MS - introduziu um selo de aprovacéao para essa
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categoria de Alimentos para Uso Especifico a Saude conhecida como FOSHU
(Food for Specified Health Uses) (BURDOCK; CARABIN; GRIFFITHS, 2006;
MENRAD, 2003; ROBERFROID, 2000). O termo foi rapidamente adotado
mundialmente (HASLER, 2002). No entanto, as alegacdes ou claims, bem
como os critérios para a sua aprovacao, podem variar conforme a
regulamentagcédo de cada pais ou de cada bloco econdmico (STRINGHETA et
al., 2007).

Segundo a definicdo de alimentos funcionais, os mesmos devem
permanecer em sua forma original, ou seja, alimentos, e devem demonstrar
efeitos benéficos a saude em quantidades normalmente ingeridas na dieta
(ALZAMORA et al., 2005). Ja4 o termo nutracéutico ndo deve ser confundido
com o termo alimento funcional, pois os nutracéuticos possuem compostos
bioativos, independentemente da existéncia de uma matriz alimentar e sdo
apresentados ao consumidor geralmente na forma de pilulas, ampolas ou
capsulas (JONES, 2002).

De acordo com a Associacao Brasileira das Industrias da Alimentacao, 0
mercado mundial de alimentos funcionais deve crescer em 38% até ano de
2017, com faturamento estimado para US$ 207 bilhdes. J&4 no Brasil, o
crescimento do poder de consumo dos brasileiros nos ultimos anos, aliados a
preocupacao em viver mais € melhor, vem consolidando um cenario promissor
para o mercado de alimento funcional, estimado em US$ 4 bilhées ao ano no
pais (ABIA, 2012).

De acordo com Annunziata e Vecchio (2011, 2013), as atuais
preocupacdoes com saude, a familiaridade com o conceito de alimento
funcional, a natureza do veiculo do ingrediente funcional, bem como os
possiveis efeitos sobre a saude influenciam consideravelmente a procura
desses alimentos pelo consumidor. No entanto, o desenvolvimento e o
comércio dos produtos funcionais ainda sao bastante complexos, pois, além do
produto atender a alegacao funcional, é indispensavel que ele apresente
caracteristicas sensoriais satisfatérias para o consumidor, além da praticidade
e acessibilidade.

Nesse sentido, diferentes estudos tém mostrado que a aceitagdo de
alimentos funcionais pelo consumidor esta longe de ser incondicional. Como

principais condicdes para a aceitacdo do novo produto pelo consumidor séo
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considerados os atributos de sabor, o preco, a conveniéncia e a confiabilidade
das alegacées de saude (SIRO et al., 2008). De forma geral, os consumidores
parecem avaliar primeiro alimentos funcionais como alimentos. Em outras
palavras, os beneficios funcionais podem fornecer um valor adicional para
consumidores, mas nao podem prevalecer sobre as propriedades sensoriais
dos alimentos (SIRO et al., 2008).

No Brasil, os alimentos com alegacao de propriedade funcional ou de
saude sao regulamentados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) através das Resolucdes 16, 18 e 19 de abril de 1999, devendo ser
obrigatoriamente registrados junto ao 6rgdo competente e serem seguros para
0 consumo sem a supervisao médica (ANVISA, 1999a, 1999b, 1999c, 2008).
Também é obrigatério mencionar nas rotulagens que os beneficios a saude
esperados pelo consumo regular dos alimentos funcionais devem estar
associados a uma alimentacdo equilibrada e habitos de vida saudaveis
(ANVISA, 2008).

A compra de alimentos funcionais possibilita aos consumidores uma
impressdo moderna e positiva de si mesmos, pois 0 seu habito de consumo
torna-se uma maneira moderna de seguir uma alimentacéo e um estilo de vida
mais saudavel. De uma forma geral, € uma atitude positiva, tanto para os
consumidores como para o mercado de alimentos funcionais, apresentando

uma tendéncia sustentavel em maltiplos nichos de mercado (SIRO et al., 2008).

2. Microbiota intestinal

A microbiota intestinal é constituida por uma variedade de bactérias
aerdbias e anaerdbias que interagem entre si em um ecossistema complexo e
dindmico capaz de influenciar nos fatores microbiolégicos, imunolégicos e
bioquimicos no hospedeiro (MONREAL; PEREIRA; LOPES, 2005). Ela
apresenta um numero consideravel de microrganismos, em torno de 400-500
diferentes espécies bacterianas, incluindo principalmente as bactérias
anaerobias, destacando-se, em ordem decrescente: bacterdides,
bifidobactérias, lactobacilos, entre outros microrganismos (TRINDADE, 2004).

As bactérias autdctones desempenham trés grandes fungdes importantes no
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local que colonizam: antibacteriana, imunomoduladora e metabdlico/ nutricional
(ISOLAURI; SALMINEN; OUWEHAND, 2004; RAMOS, 2006).

A primeira funcdo da microbiota, chamada de “exclusao competitiva” ou
efeito de barreira microbiolégica, pode ser definida como a capacidade de
impedir ou reduzir a multiplicacdo de microrganismos exoégenos que
ocasionalmente penetram no ecossistema digestivo (RAMOS, 2006). Essa
protecdo envolve mecanismos como a competicdo por nutrientes essenciais,
competicdo por sitios de adesdao no epitélio intestinal e a producdo de
substancias ou metabdlitos antagonistas tais como: o0s peptideos
antibacterianos, os acidos organicos e outros compostos, como o peroxido de
hidrogénio, que também faz parte do mecanismo de exclusdo competitiva
(LIEVIN-LE MOAL; SERVIN, 2006; ROUZAUD, 2007; OFLAHERTY;
KLAENHAMMER, 2010).

A imunomodulacdo € outra funcdo importante nas infecgdes, ja que
permite resposta das defesas imunolégicas locais e sistémicas do hospedeiro a
uma tentativa de agressdo por microrganismos patogénicos. Ao aderir na
mucosa intestinal com a formacdo de microcolénias, as bactérias autdctones
sao reconhecidas por um sistema sofisticado que consegue detectar antigenos
bacterianos, permitindo ao hospedeiro distinguir, dentre a sua microbiota, as
bactérias residentes e as indesejaveis, como, por exemplo, os agentes
patogénicos (TURRONI et al., 2008).

As bactérias intestinais, ao se ligarem aos receptores localizados na
superficie das células epiteliais, desencadeiam uma cascata de mecanismos
de defesa imunoldgica, incluindo a producdo de citocinas pré6 e anti-
inflamatérias (SAAD; BEDANI, 2013).

A terceira funcdo da microbiota é a sua contribuigdo nutricional. A
microbiota intestinal possui muitas capacidades metabdlicas, que faltam no
hospedeiro e, assim, pode ser considerada como sendo indispensavel para a
vida dos seres humanos (SAVAGE, 2001). Ela contribui para nutricdo do
hospedeiro, melhorando o aproveitamento de energia da dieta, como a sintese
de vitaminas essenciais, por exemplo, as vitaminas do complexo B. No caso
das bacterias laticas, as enzimas que s&o liberadas no lumen intestinal podem
exercer efeitos sobre a digestao, aliviando sintomas de deficiéncia na absorcéo
de nutrientes (SAAD; BEDANI, 2013), como a liberacdo de B-galactosidase
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enddgena durante o metabolismo da lactose pela microbiota, favorecendo a
digestao para os individuos intolerantes a lactose (RABOT et al., 2010).

No entanto, o estresse, a dieta desbalanceada, os tratamentos com
antibiéticos, as infeccoes, as intoxicacdes alimentares e o0 avanco da idade sao
considerados fatores que podem interferir no equilibrio gastrintestinal e
imunoldgico e desencadear algumas doencas inflamatérias crénicas para o
hospedeiro (NAGALINGAM; LYNCH, 2012). Assim, a microbiota intestinal em
equilibrio, por sua vez, pode ser caracterizada pelo predominio de bactérias
benéficas ou promotoras da saude sobre bactérias potencialmente patogénicas
(ZIEMER; GIBSON, 1998; NICOLI et al., 2003; CUMMINGS et al., 2004).

A partir do conhecimento da microbiota intestinal e suas interacées com
o hospedeiro, é possivel o desenvolvimento de estratégias alimentares
objetivando a manutencdo e o estimulo das bactérias normais presentes na
mucosa intestinal (GIBSON; FULLER, 2000). Desta forma, a correcao das
propriedades da microbiota autéctone desbalanceada pode ser realizada por
microrganismos probioticos (ISOLAURI; SALMINEN; OUWEHAND, 2004;
SLOVER; DANZIGER, 2008).

Por definicdo, os probidticos sdao definidos como "microrganismos vivos
que, quando administrados em concentracbes adequadas, conferem beneficio
a saude do hospedeiro" (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF
THE UNITED NATIONS/WORLD HEALTH ORGANIZATION - FAO/WHO,
2006).

Os microrganismos probidticos sdao considerados potencialmente bem
sucedidos, quando apresentam varias propriedades desejadas e sdao capazes
de exercer efeitos benéficos. Os critérios de selecdo considerados relevantes
para qualquer microrganismo com potencial probiético prevéem que 0 mesmo
seja de origem humana, se for para uso em humanos (especificidade da
estirpe); que apresentem estabilidade com relagdo a acidez gastrica e a bile;
gue sejam seguros para uso em alimentos e em ensaios clinicos (GRAS); que
apresentem efeitos benéficos na saude, documentados cientificamente e
clinicamente validados; e que possuam propriedades tecnoldgicas desejaveis
(SALMINEN et al., 1998).

Tem sido destacado que a ingestdo dessas bactérias probiodticas pode

aumentar a resisténcia a infeccdes por microrganismos patogénicos, podendo
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inclusive contribuir na prevencao de alguns tipos de cancer (PARK et al., 1999;
VINDEROLA; MEDICI; PERDIGON, 2004; RINNE et al., 2005; ISOLAURI;
SALMINEN, 2005). Esse efeito pode estar relacionado a capacidade dos
microrganismos probiéticos interagirem com as placas de Peyer e as células
epiteliais intestinais, estimulando as células B produtoras de IgA e a migracao
de células T do intestino (PERDIGON; HOLGADO, 2000; PERDIGON;
FULLER; RAYA, 2001; FORSYTHE; BIENENSTOCK, 2010). Além disso, 0s
probidticos podem favorecer a atividade fagocitica inespecifica dos
macréfagos, sugerindo uma acao sistémica por secrecdo de mediadores que
estimulariam o sistema imunolégico (CROSS, 2002).

No entanto, é importante salientar que o potencial probiético de uma
determinada espécie pode diferir de uma cepa para a outra. Diferentes cepas
de uma mesma espécie sao incomparaveis e podem possuir areas de
aderéncia distintas, efeitos imunologicos especificos e diferentes mecanismos
de acdo sobre a mucosa saudavel ou inflamada (ISOLAURI; SALMINEN;
OUWEHAND, 2004).

Atualmente, os microrganismos probiéticos reconhecidos e utilizados na
tecnologia de produtos lacteos pertecem aos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium (SANDERS; MARCO, 2010).

Nesses dois géneros encontramos uma variedade de cepas com
atuagdo probidtica, entre elas, Lactobacillus acidophilus (NCFM) e
Bifidobacterium animalis subsp. lactis (HN0O19), também conhecido como
DR10™. Ambas as cepas sio comercializadas pela empresa Danisco (Redhill,
Reino Unido).

2.1 Lactobacillus acidophilus NCFM

O género Lactobacillus compreende um vasto grupo de bactérias gram-
positivas, na forma de bastonetes ou cocobacilos, ndo formadoras de esporos,
desprovidas de citocromos, anaerdbicos facultativos, mas aerotolerantes,

acido-tolerantes e catalase-negativas, com algumas excecdes (AXELSSON,



2004; BURITI; SAAD, 2007; VASILJEVIC; SHAH, 2008; WELLS; SAULNIER,;
GIBSON, 2008).

As cepas de L. acidophilus sdao homofermentativas, tendo grande
aplicagdo biotecnolégica na producdo de alimentos lacteos probidticos, uma
vez que esses microrganimos possuem as caracteristicas necessarias para
sobreviver as condicées ambientais adversas (SAMEERA; GANESH; PRASAD,
2013). De acordo com Tomas et al. (2002) e Arsene-Ploetze (2006),
Lactobacillus se multiplicam melhor em temperaturas de 30-37 °C e na
presenca de uma fonte de carbono inorganico. A acidez também é outro fator
importante que deve ser mantida em um intervalo de pH de 4,5-6,5 para uma
otima multiplicagao (CAl, 1999).

Dentro do género Lactobacillus, encontramos diferentes espécies com
atuacao probidtica, inclusive Lactobacilus acidophilus NCFM, que é uma
bacteria homofermentativa tipicamente do hospedeiro humano. Na literatura,
existem diferentes linhagens de L. acidophilus NCFM ® entre elas, NCFM,
NCK56, NCK45, N2, RL8KR, RL8KS e RL8K, apresentando padrdes idénticos
de fragmentos de DNA cromossdémico (SANDERS; KLAENHAMMER, 2001).

A cepa de Lactobacillus acidophilus NCFM foi isolada pela primeira vez
a partir de uma amostra fecal humana no inicio de 1970, no laboratério de
pesquisa “North Carolina Food Microbiology” da Universidade do Estado
Carolina do Norte, na qual recebeu a denominacdo de NCFM (SANDERS;
KLAENHAMMER, 2001). Essa cepa probidtica era, até recentemente
(atualmente a empresa foi adquirida pela DuPont), comercializada pela
empresa Danisco (Danisco Cultures Division, Paris) e também a Unica
linhagem desta espécie para a qual o genoma foi sequenciado, documentado e
publicado (ALTERMANN et al., 2005).

A cepa probiética Lactobacillus acidophilus NCFM é bem conhecida
qguanto a sua funcionalidade em manter e restaurar o bem-estar gastrointestinal
(OUWEHAND; LAHTINEN, 2009). Vaérios trabalhos investigaram os
mecanismos importantes desses microrganismos associados a producao de
bacteriocina, ao metabolismo de diferentes tipos carboidratos (BARRANGOU et
al., 2003), a tolerancia as tensdes fisioldégicas do sistema gastrointestinal
(ALTERMANN et al., 2005; AZCARATE-PERIL et al., 2004; DANIEL et al.,
2006), inclusive a capacidade de adesao as celulas epiteliais e modulacao do
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sistema imunolégico (GOH; KLAENHAMMER, 2010; O’FLAHERTY;
KLAENHAMMER, 2010; WEISS; JESPERSEN, 2010).

Os efeitos da cepa L. acidophilus NCFM sobre a modulacdo da
microbiota intestinal foi investigado pelos pesquisadores Bjérklund et al. (2011).
Durante o ensaio clinico, 51 vonluntarios idosos foram distribuidos
aleatoriamente para consumirem suplemento (L. acidophilus NCFM combinado
ao lactitol) ou placebo, durante um periodo de 2 semanas. A suplementagao
simbidtica resultou no aumento de populacdes de bifidobactérias e lactobacilos
enddgenos, inclusive de L. acidophilus NCFM. Também foi observada uma
reducao das populacoes de bactérias do grupo Blautia coccoides e Clostridium
nas fezes dos voluntarios avaliados que consumiram o suplemento.

Diante desses resultados, observa-se que a combinacao simbidtica de
L. acidophilus NCFM e prebiotico, quando adicionada a uma dieta habitual,
pode contribuir beneficamente ao equilibrio da microbiota intestinal de pessoas
idosas. Esse fato torna interessante o seu consumo, em especial durante o
envelhecimento. Nesta fase, as fungdes do corpo humano passam por diversas
transformacdes, incluindo a reducdo do metabolismo e do sistema de defesa
(DELAROSA et al., 2006), resultando, consequentemente, no maior tempo de
transito gastrointestinal e na alteragdo da composicdo da microbiota
(CLAESON et al., 2011; MAKIVUOKKO et al., 2010; MUELLER et al., 2006;
WOODMANSEY, 2007). Com isso, ha uma maior incidéncia para o
desenvolvimento de infecgcdes bacterianas (BARTOSCH; MACFARLANE;
MCMURDO, 2004).

Em muitos trabalhos in vitro, in vivo e clinicos com humanos, como 0s
dos pesquisadores Mohamadzadeh et al. (2011), Weiss e Jespersen (2010),
Schmidt et al. (2009) e Konstantinov et al. (2008), foi observado que a cepa
probidtica L. acidophilus NCFM pode melhorar o sistema de defesa do
organismo, através da promocao e ativacao das respostas imunes importantes
para a protecao contra infecgoes.

A cepa L. acidophilus NCFM apresenta boa estabilidade probidtica ao
longo do armazenamento, sendo empregada em diferentes matrizes
alimenticias, na suplementacao de iogurtes (TRAHAN, 2008) bebidas lacteas
fermentadas (AZCARATE-PERIL; TALLON; KLAENHAMMER, 2009), bebidas
a base de soja (DING; SHAH, 2010) e queijos (IBRAHIM et al., 2010;

11



LAHTINEN et al., 2012). No entanto, a aplicacdo de L. acidophilus NCFM no
desenvolvimento de produtos funcionais ainda carece de mais estudos com
objetivo de avaliar, também, o comportamento inserido em novas matrizes

alimenticias, como no caso dos sorvetes.

2.2 Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19

As espécies pertencentes ao género Bifidobacterium sao bactérias
Gram-positivas que se apresentam na forma de bastdo de véarios tamanhos,
como células individuais ou formando cadeias de diferentes tamanhos, com
formas bifurcadas em Y ou V. Nao formam esporos, nao apresentam motilidade
e sao anaerodbicos restritos, embora algumas espécies sejam tolerantes ao Oz
na presenca de CO2. A temperatura 6tima de multiplicagdo dessas bactérias
esta na faixa de 37 a 41°C, podendo se multiplicar entre 25 e 45°C.

Dentro desse género, encontramos a cepa probiética Bifidobacterium
animalis subsp. lactis HNO19, originada de produtos lacteos (GOPAL et al.,
2001) e comercializada como DR10™ pelas empresas Fonterra, Nova Zelandia
e como Bifido HOWARU pela Dupont Danisco, EUA.

Essa cepa é considerada segura e bem aceita em varios estudos em
humanos (DEKKER et al., 2009; SAZAWALL et al., 2004, 2010; GOPAL,;
PRASAD; GILL, 2003; GOPAL et al.,, 2005; WALLER et al., 2011) e 0 seu
consumo pode aumentar o nivel de bifidobactérias e lactobacilos residentes e
reduzir a contagem de enterobactérias em adultos (AHMED et al., 2007).

Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 € um probiético com tracos
relevantes para o uso em humanos direcionados para a atividade
gastrintestinal, com excelente capacidade de resisténcia ao pH baixo e aos
acidos biliares em testes in vitro (PRASAD et al.,1999).

Ha muitos mecanismos pelas quais a cepa B lactis HNO19 exerce seus
efeitos benéficos ao sistema imune do hospedeiro. Um deles € a modulagéo da
microbiota intestinal, exercida pela a capacidade do probiético B lactis HN0O19
em aderir e interagir com as células epitélias do intestino (GOPAL et al., 2001).

Em um estudo com objetivo de avaliar a atividade pr6 e anti-inflamatéria
de B lactis HNO19, as células probioticas foram capazes de inibir a adesao de
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enteropatogénos, como a Salmonella typhimurium (S. typhimurium) e de
modular respostas inflamatérias induzidas. Os resultados mostraram que a
cepa probidtica HNO19 pode ser utilizada como agente de prevengdo ou como
coadjuvante no tratamento de doencas inflamatérias gastrointestinais (LIU et
al., 2010).

Em um estudo utilizando um ensaio clinico randomizado, duplo-cego e
controlado por placebo, os pesquisadores Sazawal et al. (2010) observaram
que a intervencao dietética simbidtica com o probiotico Bifidobacterium animalis
subsp. lactis HNO19 e o prebidtico galacto-oligossacarideos (GOS) resultou na
reducao significativa da incidéncia e da prevaléncia de doencas em criancas
avaliadas com idade entre 1 e 4 anos, incluindo a infeccao intestinal, doencas
que ocasionam febre e infeccdes respiratorias agudas, além da reducao de
risco de anemia e deficiéncia de ferro apds a suplementacdo continua por
1 ano.

Em outro estudo clinico randomizado com 100 voluntarios adultos, com
idade média de 44 anos e 64% do sexo feminino, mostrou-se que a dosagem
alta da cepa probidtica (17,2 x10° ufc) durante 14 dias reduziu significamente
oito dos nove sintomas relacionados aos disturbios gastrointestinais. Ja a
dosagem baixa da cepa probiédtica (8,2 x 10° ufc) e o placebo reduziram em
sete e em dois dos sintomas avaliados, respectivamente. Diante dos resultados
obtidos, observa-se que o consumo da cepa B. animalis subsp. lactis HNO19
pode ser potencialmente vantajoso em contribuir na diminuicao dos sinais e

sintomas das doengas gastrointestinais (WALLER et al., 2011).

3. Definicao e caracteristicas de fibras alimentares e prebiéticos

As fibras alimentares compreendem uma ampla categoria de
carboidratos resistentes a digestdo e a absorcao no intestino humano, com a
fermentacdo completa ou parcial no intestino grosso, promovendo efeitos
fisiolégicos complexos, incluindo efeito laxativo e/ou reducao dos niveis séricos
de colesterol e/ou glicose (AMERICAN ASSOCIATION OF CEREAL
CHEMISTIS - AACC, 2001; MELLO; LAAKSONEN, 2009). Normalmente sao
definidas como parte ndo digerivel do alimento vegetal, tais como: a celulose,
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hemicelulose, ligninas, gomas, celuloses modificadas, mucilagens,
oligossacarideos, pectinas, frutanos (inulina e oligbmeros de frutose) e
substancias associadas as plantas, como ceras, cutina e suberina (AACC,
2001).

As fibras alimentares podem ser classificadas como soluveis, insoluveis
ou mistas, podendo ser fermentaveis ou ndo fermentaveis, sendo que a
extensao da fermentagdo depende de sua estrutura fisica e quimica. As fibras
soluveis, normalmente sao fermentadas rapidamente, enquanto que as
insoluveis sdo lentamente ou apenas parcialmente fermentadas por bactérias
anaerdbicas do colon intestinal (SAAD; BEDANI, 2013).

Varios ingredientes alimentares tém sido propostos como potenciais
prebidticos, sendo que os frutanos inulina e oligofrutose sdo considerados
como prebidticos modelos (ROBERFROID, 2008). Devido a sua estrutura
quimica, os prebidticos ndo sdo absorvidos no intestino delgado, mas sao
fermentados e usados como fonte de energia por bactérias endbégenas no
célon, preferencialmente pelas bifidobacterias, favorecendo o seu crescimento
e sua atividade metabdlica (NAZZARO et al., 2012). Dessa forma, os
prebidticos ndo promovem a multiplicacdo de potenciais patdégenos, como o0s
clostridios produtores de toxinas, os bacterdides proteoliticos e a Escherichia
coli toxigénica, por exemplo (HAMILTON-MILLER, 2004; MANNING; GIBSON,
2004).

A especificidade das bifidobactérias em utilizar os frutanos,
provavelmente, deve-se a producdo de inulinase intracelular, enzima
necessaria para hidrolisar ligacoes glicosidicas do tipo B b-(2,1) entre as
unidades de frutose (ROBERFROID et al., 1999).

Como produto final da fermentacdo das fibras prebioticas, sdo obtidos
alguns substratos, como o acido latico e os acidos graxos de cadeia curta
(SCFAs), os quais podem desempenhar varias funcdes biolégicas benéficas ao
hospedeiro (NAZZARO et al., 2012). O aumento dos niveis de acidos graxos de
cadeia curta (acetato, propionato e butirato) durante a fermentacao e a reducao
do pH na regido luminal aumenta a solubilidade dos sais de célcio e de
magnésio e, com isso, ha uma melhora na absorcdo desses minerais pelo
hospedeiro (SCHULZ; AMELSVOORQ; BEATEN, 1993; LOPEZ et al., 1998,
MEYER; STASSE-WOLTHUIS, 2006; LAVANDA et al., 2011). Outro efeito
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benéfico dos acidos graxos de cadeia curta, no caso do butirato, € a prevencgao
do cancer de colon, pois o butirato € utilizado de maneira eficiente pelas células
da mucosa intestinal para a sua manutencdo (POMPEI et al., 2008;
THAMMARUTWASIK et al., 2009).

Oligofrutose e fruto-oligossacarideos (FOS) sao termos sinénimos,
utilizados para denominar frutanos do tipo inulina com grau de polimerizacéao
inferior a 10. O termo oligofrutose é o mais frequentemente empregado na
literatura para descrever inulinas de cadeia curta, obtidas por hidrélise parcial
da inulina da chicéria. J4 o termo FOS descreve a mistura de frutanos do tipo
inulina de cadeia curta, sintetizados a partir da sacarose (CARABIN; FLAMM,
1999; BIEDRZYCKA; BIELECKA, 2004; SAAD, 2006).

Quimicamente, os frutanos do tipo inulina sdo cadeias lineares de
carboidratos, consistindo principalmente de ligacdes B - (2 — 1)-frutosil-frutose,
podendo conter uma molécula inicial de a -D-glicose. Os frutanos do tipo inulina
contém glicose, frutose, sacarose e pequenos oligossacarideos e, em funcao
da sua configuracdo B do C2 anomérico em seus monbémeros de frutose,
resiste a hidrolise pelas enzimas intestinais digestivas de humanos, as quais
sao especificas para ligagdes a -glicosidicas (ROBERFROID, 2005).

Atée o momento, a raiz da chicéria nativa, pertencente a familia
Compositae tem sido a principal fonte de extragao industrial de frutanos do tipo
inulina. Varios trabalhos tém documentado a planta Agave tequilana Weber var.
azul como fonte de frutanos altamente ramificados com estruturas complexas
gue combinam as moléculas de frutose com as ligacdes B (2-1) e B(2-6) com
grau de polimerizacao (DP) variando de 3 a 29 (LOPEZ; MANCILLA-
MARGALLI; MENDOZA-DIAZ, 2003; AVILA- FERNANDEZ et al., 2008). Desta
forma, a inulina derivada da agave apresenta resisténcia a hidrélise por
enzimas digestivas humanas, sendo fermentada pela microbiota intestinal, com
a producao de acidos graxos de cadeia curta (SCFA), Lépez; Mancilla-Margalli;
Mendoza-Diaz, (2003) e com potencial efeito prebidtico, uma vez que estimula
a multiplicacao de bifidobactérias e lactobacilos (GOMES et al. 2010).

Constituida de cadeias longas, a inulina € menos soluvel que a
oligofrutose e, quando dispersa na agua ou no leite, forma microcristais que
interagem para dar origem a uma textura cremosa. Consequentemente, é

empregada como substituta de gordura em produtos lacteos, patés, molhos,
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recheios, coberturas, produtos de panificacdo e sobremesas congeladas
(SAAD; BEDANI, 2013,). Quando utilizada de forma compartilhada com cepas
probidticas, pode estimular a multiplicacdo e a estabilidade desses
microrganismos no produto funcional, durante a sua vida de prateleira (AKALIN
et al., 2007). Pode, inclusive, manter a viabilidade em alimentos congelados,
por apresentar efeito crioprotetor, com a reducdo do tamanho dos cristais de

gelo ao interagir com a agua disponivel no alimento (FRANCK, 2008).

4. Alimentos probiéticos, prebioticos e simbioéticos

Os microrganismos probidticos e os ingredientes prebidticos sao
incorporados em uma variedade de formulagdes, sendo que seu uso € mais
comum em iogurtes e leite fermentados (GRANATO, 2010).

Existem diversas publicacdes que citam 0s queijos, musses, sorvetes e
os alimentos a base de soja como matrizes alimenticias bem sucedidas para o
emprego de probidticos e/ou prebidticos (SAAD; CRUZ; FARIA, 2011) No
entanto, o desenvolvimento de novas formulacdes probidticas €, ainda,
bastante complexa, pois envolve a compreensao das condicdes ambientais e
tecnolégicas adversas que pode influenciar na funcionalidade da cepa
probidtica no produto, no qual foi inserida e ap6s O seu consumo
(KLAYRAUNG; VIERNSTEIN; OKONOGI, 2009).

Para garantir a funcionalidade do produto funcional deve-se avaliar
alguns fatores importantes envolvidos na estabilidade da cepa probidtica
durante o armazenamento, tais como: caracteristicas do microrganismo,
composicao das matérias-primas, influéncia dos aditivos alimentares, como
também as condicbes de fabricacdo e armazenamento do produto
(KLAYRAUNG:; VIERNSTEIN; OKONOGI, 2009).

No Brasil, a alegagao funcional permitida para alimentos probidticos e
prebidticos é restrita a contribuicdo para o equilibrio da microbiota intestinal.
Para que o alimento seja considerado probidtico, ele deve apresentar, na sua
porcdo diaria, de 108 a 10° UFC de microrganismos viaveis. Quanto aos
alimentos prebioticos, a recomendagao diaria minima de FOS e de inulina é de
3 g para alimentos sélidos e de 1,5 g para alimentos liquidos (ANVISA, 2008).
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Os probiédticos e prebiodticos, quando incorporados simultaneamente em
um alimento, exercem uma interacdo simbibtica, que favorece a sobrevivéncia
da bactéria probiética no alimento, bem como nas condi¢cdes entéricas e
gastrintestinais.

Essa interacdo entre o probiético e o prebibtico in vivo pode, inclusive,
ser favorecida por uma adaptacdo do probidtico ao substrato prebidtico na
matriz alimenticia anterior ao consumo. Isto pode, em alguns casos, resultar
em uma vantagem competitiva para o probiético sobre as espécies enddégenas
do hospedeiro, se ele for consumido juntamente com o prebi6tico (MATTILA-
SANDHOLM et al.,, 2002; MACFARLANE, G.; STEED; MACFARLANE, S.,
2008). Dessa forma, a identificacdo de um prebidtico que tenha efeitos
sinérgicos com um probidtico &, portanto, de elevado interesse comercial para
a industria de alimentos (SU; HENRIKSSON; MITCHELL, 2007).

Alguns exemplos de alimentos simbidticos podem ser vistos nos
seguintes trabalhos: o queijo petit-suisse adicionado de inulina, oligofrutose,
mel e dos microrganismos L. acidophilus e B. animalis subsp. lactis
(CARDARELLI et al., 2008); o queijo fresco cremoso adicionado de inulina e
L. paracasei em co-cultura com S. thermophilus (BURITI et al., 2007); as
musses de maracuja e goiaba adicionadas de inulina e L. acidophilus (BURITI;
KOMATSU; SAAD, 2007); as musses simbidticas de goiaba contendo
Lactobacillus acidophilus La-5 e oligofrutose e formuladas com substituto da
gordura lactea, concentrado protéico de soro e inulina (BURITI; CASTRO;
SAAD, 2010 a,b); a mousse de chocolate adicionada de inulina e L. paracasei
(ARAGON-ALEGRO et al., 2007) e o leite enriquecido com o probibtico
Bifidobacterium  animalis subsp. lactis (DR10 ™) e prebidtico galacto
oligossacarideos (SAZAWAL et al., 2004).
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5. Concentrado protéico de soro de leite (WPC)

O leite contém dois principais grupos de proteinas, ou seja, as caseinas
e as proteinas de soro de leite, as quais diferem quanto as suas propriedades
fisicas e biolégicas e somam 6% do total de proteinas do leite. Do total de
proteinas presentes no leite, aproximadamente 80% é constituida de caseinas
e o restante pelas proteinas do soro, que permanece soluvel apbés a
precipitacdo das caseinas em pH 4,6 e a 20°C e que se constituem em uma
fonte importante de peptideos bioativos (DUNKER; ALVARENGA; MORIEL,
2008; SMITHERS, 2008; MADUREIRA et al., 2007).

A composicado do soro de leite fresco liberada do coagulo durante a
fabricacao de queijo possui cerca de 94,25% de agua e 5,75% de sélidos, que
incluem a lactose em maior proporcdo e, em seguida, pelos minerais, as
gorduras e as proteinas, que representam aproximadamente apenas 13% dos
sélidos totais (OLIVEIRA, 2009). As proteinas do soro do leite sdo constituidas
por fracbes protéicas, em média, 50% de P-lactoglobulina, 25% de
a-lactoalbumina e 25% de fragdes menores que incluem a albumina do soro
bovino (BSA), imunoglobulinas e lactoferrina (RODRIGUES; TEXEIRA, 2009;
LIVDEY, 2010). Essas fragbes, no entanto, podem variar em tamanho, peso
molecular e funcdo (ANTUNES, 2003; SGARBIERI, 2005; LIVDEY, 2010).

Do ponto de vista nutricional, as proteinas do soro sao consideradas
superiores a caseina, devido ao perfil de aminoacidos ser similar ao do leite
humano e a evidéncia de maior digestdo e absorcdo das proteinas do soro,
quando comparada as caseinas (SINDAYIKENGERA; XIA, 2006).

Essas proteinas de alto valor biolégico estao associadas ao estimulo do
sistema imunoldgico, pelo aumento da producdo de anticorpos contra
antigenos especificos e pela maturagéao de linfécitos envolvidos nas respostas
imunes inatas da mucosa intestinal (RUTHERFURD-MARKWICK et al., 2005;
PEREZ-CANO et al., 2007).

Além disso, as proteinas de soro de leite sdo ricas em enxofre, contendo
aminoacidos como cisteina e metionina. Com uma elevada concentragao
desses aminoacidos, a funcao imunoldgica € melhorada, através da conversao
intracelular de glutationa — GSH (MARSHALL, 2004; RODRIGUES; TEXEIRA,
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2010), que € um potente antioxidante intracelular, naturalmente encontrado em
todas as células de mamiferos (WALZEM; DILLARD; GERMAN, 2002).

Os ingredientes alimenticios derivados das proteinas do soro sao
comumente classificados como “concentrados” se 0 seu conteldo protéico total
estiver entre 25 e 80% de proteinas, ou como “isolados” quando o teor protéico
for superior a 90%. No entanto, esses concentrados protéicos podem
apresentar variagdo na sua composi¢cdo, conforme o processamento
empregado (SURH; WARD; McCLEMENTS, 2006; MADUREIRA et al., 2007).

Os concentrados de proteinas de soro de leite tém sido amplamente
utilizados no desenvolvimento de produtos lacteos. Essas proteinas possuem
propriedades tecnoldgicas que podem ser utilizadas na melhoria nutricional dos
produtos ou para aplicacbes especificas em textura de alimentos (como a
gelificacao, emulsificacao, viscosidade, adesao e aeracao) (EMAM-DJOME et
al., 2008; DANIEL, 2009; HUPPERTZ; PATEL, 2012). Dessa forma, os WPCs
sdo empregados como substitutos de gordura e, por apresentarem alta
capacidade de retengcdao de agua, promovem a manutengdo da umidade
durante o armazenamento de produtos com teor lipidico reduzido (LOBATO-
CALLEROS et al., 2007).

Simplesse® é um produto comercial utilizado como substituto de gordura
de base protéica, que é formulado a partir das proteinas concentradas do soro
de leite ou das proteinas do ovo, sendo obtido por um processo que envolve
alto fracionamento e aquecimento (DANIEL, 2009). O Simplesse® apresenta-se
na forma de microparticulas esféricas e proporciona ao consumidor do alimento
a sensacao bucal de cremosidade equiparada a da gordura. Devido as suas
caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas, possui propriedades emulsificantes e,
por se ligar a agua, forma géis coloidais, reduzindo a velocidade de
derretimento e a sinérese em produtos congelados, incluindo sorvetes, além de
fornecer menos calorias do que a gordura (1 a 4 kcal/g) (AMERICAN DIETETIC
ASSOCIATION — ADA, 2005; DEIS, 2011).

Em alimentos contendo culturas probidticas, os concentrados proteicos
de soro de leite (WPCs) contribuem para a manutencao da viabilidade desses
microrganismos. Esse fato € atribuido as proteinas e fosfatos presentes, que
aumentam a capacidade tamponante do alimento (ANTUNES; CAZETTO;
BOLINI, 2005). Além disso, os WPCs apresentam efeito protetor semelhante na
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resisténcia contra as mudancas de pHs e as enzimas secretadas durante a
passagem através do TGl, permitindo que as bactérias probiéticas cheguem ao
intestino em uma concentracdo mais elevada de células viaveis (KOS et al.,
2000, AKALIN et al., 2007).

Conforme pode ser observado no trabalho de Buriti, Castro e Saad
(2010a), a adicao do substituto de gordura de base protéica (WPC) melhorou a
viabilidade Lactobacillus acidophilus La-5 nas musses refrigeradas, que
apresentaram populagdes de La-5 entre 7,7 e 6,2 log UFC/g. A adicado do WPC
também resultou em efeito protetor para a cepa La-5 quando submetida as
condi¢des gastrintestinais simuladas in vitro, na substituicao parcial da gordura

lactea por 2 a 3% pelo concentrado proteico WPC.

6. A polpa de fruta graviola (Annona muricata L.)

A Resolucdo RDC n® 272 de 2005 (ANVISA, 2005a) define a polpa de
fruta como o produto obtido por esmagamento das partes comestiveis de frutas
carnosas por processos tecnolégicos adequados. O consumo de frutas
tropicais vem aumentando ano apés ano, devido ao seu valor nutritivo e aos
seus efeitos terapéuticos. A utilizacdo da polpa de frutas congeladas esta em
expansao nas industrias de produtos lacteos, de sorvetes, doces, entre outros,
0 que aumenta o interesse dos produtores e dos consumidores (KUSKOSKI et
al., 2006). Dentre as frutas tropicais, encontram-se as Anonaceas, com mais de
600 espécies, destacando-se a graviola (Annona muricata L.), pinha, ata ou
fruta-do-conde (Annona squamosa), cherimélia (Annona cherimola) e atemdia
(hibrido entre cherimélia e pinha) (SAO-JOSE et al., 2000).

Como a maioria das frutas tropicais, a graviola tem um excelente
potencial para exportacdo e pode competir no mercado internacional, tanto
como polpa congelada, suco ou como misturas com oOutrosS Sucos
(JARAMILLO-FLORES; HERNANDEZ-SANCHEZ, 2000; FRANCO &
JANZANTTI, 2005).

A gravioleira é cultivada na Venezuela, em Porto Rico, na Costa Rica e
no Brasil, principalmente na regido nordeste, sendo seus frutos utilizados na
fabricacdo de suco, sorvetes, compotas, geléias e doces (SACRAMENTO, et
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al., 2003). E uma importante fonte de renda para muitos agricultores que a
cultivam para mercados de produtos frescos (OKIGBO; OBIRE, 2009).
Apresenta fruto composto de até 5 kg de peso, com a superficie verde com
auréolas bem marcadas e espinhosas, amadurecendo de setembro a janeiro
(Figura 1). A fruta de graviola possui polpa branca suculenta e fibrosa,
contendo sabor levemente &acido e bem aromatico (LIMA; ALVES;
FILGUEIRES, 2006). E uma boa fonte de vitaminas do complexo B (TEIXEIRA;
NEVES; PENA, 2006).

Figura 1- Graviola (Annona muricata L.)
fonte: http://www.brasilescola.com/frutas/graviola.htm

O sabor unico da graviola contém 114 compostos volateis responsaveis
por todo perfil aromatico, incluindo 44 ésteres, 25 terpenos, 10 alcoois e
aldeidos, entre outros compostos (FRANCO; JANZANTTI , 2005).

A parte comestivel da polpa de fruta de graviola corresponde a 67,5% do
peso total fruta, sendo uma boa fonte de proteinas, fibras, carboidratos,
minerais e vitaminas, conforme apresentado na Tabela 1. Os acucares mais
importantes sao a frutose (1,8%), glicose (2,3%) e a sacarose (6,6%) (Garcia
Soto, 2008).
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Tabela 1- Valor nutricional (g/100g) da polpa de fruta de graviola
(Annona muricata L.)

Componentes Valor
Agua (9) 78 - 82
Carboidratos (g) 9,8-15,8
Fibras (g) 1,2-1,9
Protéinas (g) 0,4-0,6
Lipidios totais (g) 0,1
Agucares totais (Q) 11,5-17,9
Agucares redutores (g) 6,8 -15,1
Pectinas (g) 0,4-0,9
Amido (g) 4,2 - 6,6
Cinzas (g) 0,6
Potassio (mg) 278
Fosforo (mg) 40
Magnésio (mgQ) 10
Célcio (mg) 6
Zinco (mgQ) 0,10
Vitamina C (mg) 22
Vitamina B5 (mg) 12,5
Vitamina B3 (mg) 0,9
Vitamina B1 (mg) 0,7
Vitamina B2 (mg) 0,7
Vitamina B6 (mg) 0,06

Fonte: RAMIREZ; LOPEZ; GUTIRREZ, 1998; TACO, 2011; USDA, 2013.

A graviola pertence a classe de frutas tropicais com potencial
mercadologico para serem utilizadas, inclusive em bebidas lacteas. Ocorre que,
além de ser uma boa fonte natural de antioxidantes (Baskar, Rajeswari &
Kumar, 2007), essa fruta contém carboidratos, proteinas, acido félico, calcio,
fésforo, ferro, vitamina C, B1 e B2 e fibras (DEMBITSKY et al., 2011).

Neste sentido, a incorporacdo de polpa de fruta de graviola em
alimentos lacteos fermentados pode melhorar a aceitacdo destes produtos
pelos consumidores. Em um estudo, com objetivo de avaliar a qualidade
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quimica e sensorial de iogurtes produzidos com Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus e S. thermophilus, a adicdo de 10% e 15% de néctar de
graviola melhorou a qualidade dos atributos sensoriais, principalmente quanto
ao sabor e o aroma. Adicionalmente, esses iogurtes apresentaram as maiores
intengdes de compra, além contribuirem nutricionalmente como fonte de zinco,
fosforo e célcio (LUTCHMEDIAL et al., 2004).

Em estudo realizado por Matos (2009), a utilizacdo de polpa de fruta de
graviola no desenvolvimento de bebida lactea com o reaproveitamento do soro
de queijo, mostrou ser bastante vantajoso. Essas formulagdes com 25% de
polpa da fruta de graviola apresentaram boa aceitabilidade pelos provadores e
foram consideradas mais nutritivas que as bebidas lacteas fermentadas e os
leites fermentados sem adicdo de frutas, em funcdo de sua composicao
nutricional, (consideravel teor de carboidratos, proteinas e minerais).

Do ponto de vista fitoquimico, as plantas da familia Annonaceae tém
sido intensivamente investigadas devido aos seus varios alcaldides presentes
em diferentes partes da planta (caule, raiz, folhas, semente e, em menor
concentragao, na polpa) (GAJALAKSHMI, VIJAYALAHSMI, DEVI RALESWARI,
2012). As acetogeninas annonaceas sao 0s principais compostos com ampla
atividade bioldgica antitumoral, antifingica e antiviral (WU et al., 2007; SOLIS-
FUENTES, 2010). Adicionalmente, os taninos e os flavondides presentes em
maior concentracdo no extrato aquoso da Annona muricata possuem atividades
antidiabética e hipolipidémica, consequente a sua acdo antioxidante e
protetora sobre as células - B pancreaticas, transformando e melhorando o
metabolismo da glicose (FLORENCE et al. 2014).

7. Sorvete - Definicao e caracteristicas tecnoldgicas

No Brasil, a legislacdo vigente classifica os sorvetes como “gelados
comestiveis”, que sao alimentos congelados obtidos a partir de uma emulsao
de gorduras e proteinas ou de uma mistura de agua e acucar(es), podendo ser
adicionados de outro(s) ingrediente(s), desde que n&o descaracterizem o
produto (ANVISA, 2005b).
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De acordo com as informacdes de mercado da EUROMONITOR
INTERNACIONAL (2013), a produgdo mundial de sorvete no ano de 2010
ultrapassou 16,3 bilhdes de litros, sendo que 31% da producdo mundial estava
localizada na Asia Pacifica, 29% na América do Norte, 20% na Europa
Ocidental, 7% na Europa Oriental e 6% na América Latina.

Em relacdo ao consumo total de sorvetes, os brasileiros consumiram
1209 milhdes de litros em 2012, com um aumento de 79,49% entre 2003 e
2012, conforme os dados da Associacdo Brasileira das Industriais e do Setor

de Sorvetes - ABIS (2013), como podem ser visto na Figura 2.
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Figura 2. Consumo brasileiro de sorvetes entre os anos 2003 e 2012 (ABIS, 2013).

A composicdo quimica do sorvete determina varios parametros
estruturais e sensoriais importantes para obtencdo de um produto final de
qualidade, como firmeza, resisténcia ao derretimento, textura, entre outras
caracteristicas (GRANGER et al., 2005). Desta forma, a selecdao dos
ingredientes utilizados na composicdo do ‘mix’ do sorvete sdao de extrema
importancia para definicdo das caracteristicas do produto (SOLER; VEIGA,
2001; ALVAREZ; WOLTERS; VODOVOTZ, 2005; GOFF & HARTEL, 2006,
2013).

De acordo com Goff e Hartell (2013), a formulacdo basica do sorvete

apresenta a relacao de ingredientes descritos no Quadro 1. Na mesma tabela
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também €& possivel encontrar as aplicacoes e limitacbes de uso desses

ingredientes na composicao da mistura do sorvete.

Quadro 1. Aplicacodes e limitacdes dos ingredientes utilizados para formulacao

do ‘mix’ do sorvete.

Ingredientes Aplicacdes Limitacoes
Gordura Lactea Lubrifica a boca e melhora o Custo relativamente mais alto
flavor Alto teor calérico

Solidos ndo gordurosos do
leite (SNGL)/ concentrado
de proteinas (WPC)

As proteinas promovem corpo
e textura do sorvete através
da emulsificagéo e retengao

de agua.
Promovem desenvolvimento
do overrun (rendimento do
sorvete)

Em alta concentragé@o pode
ocorrer off-flavor durante a
pasteurizacao.
Potencial para arenosidade
(cristalizacdo da lactose)

Aculcar (sacarose)

Promove a dogura do produto
Baixa o ponto de
congelamento

Excesso prejudica o flavor.
Menor temperatura
necesséria para
congelamento e potencial
para a recristalizagao.

Frutose (xarope de milho)

Menor custo que o agucar

Melhora corpo e a textura

Excesso promove uma
textura borrachuda e off-
flavor.

Estabilizantes

Estabilidade da textura
durante a vida de prateleira

Excesso pode promover
viscosidade excessiva
Alta resisténcia para o

derretimento do produto.

Emulsificantes

Promove a cremosidade do
produto.
Permite a coalescéncia parcial
dos glébulos de gordura.
Melhora a distribuicao das
bolhas de ar na matriz do
sorvete,

Excesso de viscosidade

Flavorizante ou
aromatizante

Melhora aceitabilidade

Elevada intensidade do flavor
prejudica o sabor e aroma

Adaptado de Goff e Hartell (2013) e Cruz et al. (2011).

A formulacdo do sorvete apresenta uma elevada concentragdo de
sélidos nao gordurosos do leite (SNGL), que varia entre 34 - 36% de proteina

do leite, fornecendo um teor de proteina em torno de 2,5 - 4%. Essas proteinas

sdo de excelente valor biolégico, contendo todos os aminoacidos essenciais.

As proteinas presentes no SNGL possuem alta capacidade de retengdo de

agua, proporcionando o aumento da viscosidade na fase do soro, a

cremosidade e a textura macia e compacta dos sorvetes (GOFF; HARTEL,
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2013). Em altas concentracbées prejudicam a viscosidade e favorecem a
cristalizagdo da lactose, promovendo uma textura arenosa ao sorvete.

A gordura favorece o flavour, lubrifica a boca e contribui com as
propriedades desejaveis para a textura do sorvete (GOFF; HARTEL, 2013). A
gordura desempenha vérias funcdes no sorvete: ajuda a estabilizar a espuma,
que é responsavel, em grande parte, pela textura cremosa do produto, além de
diminuir a velocidade de derretimento do sorvete necessario para carrear as
moléculas aromaticas lipossoluveis (CLARKE, 2004). Entretanto, as limitacoes
a utilizacdo excessiva de gordura em uma mistura incluem o custo, o overrun
prejudicado e a diminuicdo do consumo, devido alto valor calérico (GOFF;
HARTEL, 2013).

A sacarose tem como principal fungdo conferir sabor doce, sendo
utiizada como padrdo de referéncia do potencial de dogcura de outros
adocantes. Ela contribui com o teor de soélidos na fase continua (soro) do
sorvete e regula a formacéao de cristais de gelo no sorvete por meio da reducéo
do ponto de congelamento do produto (SOLER; VEIGA, 2001; GOFF; HARTEL,
2006).

Os estabilizantes sdo os polissacarideos que, durante o processamento
do sorvete, ajudam na estabilidade da emulsdo, prevenindo a liquefacdo da
gordura e mantendo em suspensdao os aromatizantes liquidos. No caso
especifico da goma carragena, esta evita a separacao da fase soro, devido a
excelente compatibilidade desse polissacarideo com as proteinas do leite, que
durante a estocagem do produto final, evitam o crescimento dos cristais de
lactose e retardam a recristalizacdo (crescimento de grandes cristais de gelo
que ocorrem especialmente em condi¢gdes de flutuacdo de temperatura)
(GOFF, 2005). Entretanto, se o0s estabilizantes forem usados em
concentracdes elevadas, podem causar alteracées indesejaveis, como
viscosidade excessiva, o que tera reflexo negativo em atributos intrinsecos de
qualidade, como a velocidade de derretimento (Quadro 1).

Estabilizantes sao utilizados devido a suas propriedades hidrofilicas, que
ao reter a agua, evitam a formacdo de cristais grandes que ocorrem
principalmente nas flutuagéo de temperatura e, assim, modificam a viscosidade
da mistura. O mecanismo consiste em reduzir a agua livre do sistema, ligando-

se a agua e, consequentemente, imobilizando-a dentro de uma estrutura de
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gel. Os estabilizantes melhoram, também, as condicées para a formacao das
microborbulhas de ar durante o overrun, conferindo rigidez a estrutura da
interface ar-mistura (SANTQOS, 2008).

Os emulsificantes sao compostos de natureza hidrofilica-hidrofébica que
auxiliam no desenvolvimento da estrutura dos glébulos de gordura e na
distribuicdo das bolhas de ar na matriz do sorvete, promovendo uma textura
suave e adequado ao derretimento, (CRUZ el at., 2011). Durante a
homogeinizagcdo da mistura do sorvete, a adicdo do emulsificante reduz a
tensao interfacial entre a gordura e a 4gua substituindo as proteinas que estao
adsorvidas nos glébulos de gordura. Desta forma, possibilita a formagdo de
uma membrana de menor espessura, mais resistente a coalescéncia e melhor
estabilizacado das bolhas de ar oriundas do batimento (GOFF, 2005).

A estrutura complexa dos sorvetes € constituida pelos seguintes
componentes: cristais de gelo, bolhas de ar, micelas de gordura e a fase do
soro (parte ndo congelada), nas quais estdo dissolvidos os acglcares, sais,
proteinas e os estabilizantes (GOFF; HARTEL, 2013), conforme o0 esquema na
Figura 3.
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SORVETE

(x 1000)
MISTURA DO SORVETE
(x 10.000)
Bolhas de ar Cristais de
Membrana mista de
proteina e
emulsificante Solugdo de

solutos

Micelas de
caseinas
Fase ndo
congelada Coalescéncia parcial da
Globulos de gordura gordura

parcialmente
cristalizados
Adaptacao de Goff e Hartel (2013).

Figura 3- llustracdao da estrutura do sorvete contendo cristais de gelo, bolhas de ar e
globulos de gordura parcialmente coalescidas como fases distintas dentro do soro nao
congelado contendo materiais dissolvidos tais como: aglcares, sais, dispersdes de proteinas
do leite, estabilizantes, etc. A superficie dos glébulos de gordura demonstra a competicao das
micelas de caseinas adsorvidas, com as proteinas do leite (globulares e parcialmente
desnaturadas), como a 3-caseina e os emulsificantes. Absor¢do dos aglomerados glébulos de
gordura parcialmente coalescidos na superficie das bolhas de ar, envolvidas também pelas
proteinas e os emulsificantes.

A formulagdo ou a composicao da mistura do sorvete esta diretamente
relacionada com a o processamento do sorvete comeca com a mistura dos
ingredientes secos e liquidos, descritos anteriormente no Quadro 2. Durante o
processamento da calda, a mistura é homogeneizada com a formag¢do de uma
emulsao e a distribuicdo do tamanho dos glébulos de gordura com a adsorcao
das proteinas. Posteriormente, ap6s a pausterizacdo, a calda é resfriada e
mantida ao processo de maturagédo por um intervalo de até 24 hs a temperatura
entre 0 e 4°C. Nessa etapa, comeca a cristalizacao da gordura e a completa
hidratacdo de ingredientes secos, como proteinas e estabilizantes
(ANDRESEN; NIELSEN, 1998; MARSHALL; ARBUCKLE, 2000). ApGs a etapa
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de maturacdo, a mistura é submetida ao processo de cristalizagdo com
agitacdo, que se refere ao congelamento parcial do produto simultdnea a
incoporacao de ar. Nesta etapa, a mistura liquida é transformada num produto
viscoso com estrutura semi-sélida, constituida de multifaces (GOFF, 2002;
GOFF; HARTEL, 2013).

Conforme pode ser visto no Quadro 2, o sorvete tradicional apresenta
elevada concentracdo de gordura do leite, minimo de 10%, o que o torna um
produto bastante calérico. Por isso, nao é muito apreciado pelos consumidores
que necessitam de uma alimentacao com restricao de calorias, principalmente
com menos gorduras. Na tentativa de atrair este publico, 0 mercado tem
introduzido alimentos “light’ ou baixo teor de gorduras, com a substituicdo
parcial ou total das gorduras por ingredientes alternativos, como as proteinas
e/ou carboidratos. Assim, atualmente encontramos diferentes tipos de sorvetes
que podem ser classificados conforme a composicao final e apresentacao

deste ao consumidor.

Quadro 2. Diferentes tipos de sorvetes.

Produto Definicao

Constituido de ingredientes lacteos com, no minimo, 10%
de gordura do leite.

Sorvete com teor Minimo de 25% de reducgéao do teor de gordura ou 33% de
reduzido de gorduras reducgéo caldrica, comparado ao produto referéncia.
Minimo de 50% de redug¢ao de teor de gordura ou 33% de
reducao calérica, comparado ao produto referéncia.

Sorvete convencional

Sorvete light

Sorvete de baixo teor
de gordura

Sorvete sem adi¢cdo de | Maximo de 0,5% de gorduras por porgao.
gordura

Maximo de 3g de gorduras totais por por¢éo.

Adaptado de Cruz et al. (2011)

Muitos compostos podem ser utilizados para substituir a gordura por
produtos de baixas calorias, sem afetar a sua aceitacdo ao consumidor.
Basicamente, os substitutos de gorduras (fat replacers) podem ser divididos em
duas classes: substitutos de gorduras (fat substitutes) e miméticos de gordura
(fat mimetics) (ROLLER; JONES, 1996; HORT; COOK, 2007).
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“Fat substitutes” sao ingredientes similares quanto as propriedades
fisicas e quimicas de gorduras e éleos convencionais, podendo substitui-los
completamente na mesma quantidade (1:1). Esses substitutos de gordura séo
compostos sintetizados quimicamente ou derivados de gorduras e Oleos
convencionais por modificagdo enzimatica. Apresentam baixa digestibilidade e
fornecem zero ou baixissimas calorias (HORT; COOK, 2007; ADA, 2005).

“Fat mimetics” sao ingredientes que podem ser distintamente diferentes
sob o ponto de vista de estrutura quimica das gorduras, utilizados para
substituir uma ou mais funcgdes fisicas e sensoriais da gordura no alimento.
Esses compostos normalmente sdo os derivados de proteinas, como Simpless
® Dairy-Lo® ou de carboidratos, como as gomas (pectina, xantana, carragena),
celulose, inulina, entre outros (ARANCIBIA; COSTELL; BAYARRI, 2011;
HORT; COOK, 2007).

A inulina é um exemplo de “fat mimetic’, utilizado para imitar as
propriedades funcionais e sensoriais de gordura, além de melhorar a qualidade
nutricional dos produtos com teor calérico reduzido. Quando aplicado como
substituto de gordura, fornece um paladar semelhante a gordura e textura
semelhante aos produtos convencionais (GUVE et al.,, 2005). As suas
propriedades miméticas tém sido atribuidas a sua capacidade de se ligar a
agua e formar uma rede de gel e, com isso, melhorando a cremosidade de
alguns alimentos (FRANCK, 2002, 2008; AKALIN; ERISIR, 2008).

Os “fats mimetics” de base proteica, como WPCs, favorecem a
solubilidade, a viscosidade, emulsificacdo e aeracdo em sorvetes (EMAM-
DJOME et al., 2008). O Simpless é um produto comercial derivado do soro do
leite, que se apresenta em forma de microparticulas com boa dispersao em
agua. O Simpless® combinado com inulina em sorvetes com baixo teor de
gordura e sem adicdo de gordura foi estudado por Aykan, Sezgin e Guzel-
Seydim (2008). Esses pesquisadores observaram melhoria da textura e menor
velocidade de derretimento em relagdo a formulacdo controle com 4,7% de
gordura lactea. No entanto, foi observada uma correlacdo negativa entre a
quantidade de solidos totais na mistura de sorvete e o overrun (%).
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8. Sorvetes como carreadores de culturas probiéticas e ingredientes
prebioticos.

O sorvete é o produto muito apreciado por diferentes grupos de
consumidores, incluindo adultos, criangas e idosos (MOHAMMADI, et al., 2011;
CRUZ et al., 2009). Por apresentar baixa temperatura de estocagem e pH mais
elevado, a sua utilizagdo para incorporacdo de microrganismos probioticos
favorece uma maior manutencao da viabilidade das cepas probibticas frente
aos tradicionais lacteos fermentados (TURGUT; CAKMAKCI, 2009;
MOHAMMADI, et al.,, 2011). Em temperatura de manutencdo do produto
congelado, o sorvete apresenta caracteristicas fisico-quimicas mais estaveis,
com menor impacto sobre a viabilidade de cepas probidticas durante o
armazenamento e, consequentemente, maior tempo de vida de prateleira em
relacdo aos produtos refrigerados (BASYIGIT; KULEASAN; KARAHAN, 2006).

Além disso, a composicao do sorvete, que inclui proteina do leite,
gordura e lactose, entre outros componentes, favorece a multiplicagdo e/ou
manutencdo de células probibticas e pode atuar, também, como crioprotetor
durante o congelamento. Por essa sua caracteristica peculiar, pode, ainda,
atuar como a protecao fisica das células probiéticas durante a passagem pelo
trato gastrointestinal (CRUZ et al., 2011).

No entanto, perdas de células probidticas inevitdvelmente ocorrem
durante as diferentes fases do processamento do sorvete e podem ser
minimizadas (MOHAMMADI, et al., 2011; ABGHARI; SHEIKH-ZEINODDIN;
SOLEIMANIAN-ZAD, 2011).

Apesar das inUmeras vantagens que determinam o sorvete como uma
matriz interessante para incorporacao de culturas probiédticas, a composicao de
um sorvete tradicional apresenta concentracées elevadas de gordura de leite
entre 10 a 16% e de agucar 10 a 16% (GOFF; HARTELL, 2006) o que torna o
produto bastante calérico. No entanto, o sorvete costuma ser considerado um
alimento nutritivo, por apresentar em sua formulacao leite e, algumas vezes,
frutas, representando fonte de proteinas, vitaminas e minerais. E a adicao de
culturas probibdticas em sorvetes, além de agregar valor ao produto, pode
proporcionar um produto com apelo funcional (CRUZ et al., 2011).
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Entretanto, para atender o publico que buscam uma dieta com restringéo
de calorias novas tecnologias tém sido empregadas na melhoria da qualidade
nutricional dos alimentos industrializados. No caso dos sorvetes, séo utilizados
ingredientes com beneficios voltados a saude na substituicio de gordura e
acucares, que oferecam, além de reducao de calorias, uma matriz favoravel
para adicao de compostos funcionais (ALAMPRESE, et. al., 2002; AKALIN, et
al., 2007).

Normalmente, esses alimentos sdo formulados com substitutos de
gorduras, empregando-se ingredientes como a inulina e o WPC, por atuarem
como excelentes propriedades de emulsificacdo e agente textura (AKALIN et
al., 2007; FRANCK, 2008) no desenvolvimento de alimentos light com
aceitabilidade similar ou superior aos produtos tradicionais.

A estabilidade probidtica em formulacdes de sorvetes com restricdo de
gorduras e agucares podem ser verificados em alguns trabalhos, como os dos
pesquisadores Magarifios et al. (2007) e Harami (2008). Os sorvetes
probidticos fermentados (AKALIN; ERISIR, 2008) e os sorvetes probibticos
adicionados de Lactobacillus johnsonii Lal e formulados com diferentes niveis
de acucares e gordura (ALAMPRESE et al., 2005) apresentaram viabilidade
probidtica satisfatéria durante o periodo de armazenamento de 240 dias a
-28°C. Adicionalmente, os sorvetes probidticos com cepas de Lactobacillus
acidophilus, L. agilis e L. rhamnosus de origem humana revelaram viabilidade
dos probidticos, a qual ndo foi alterada durante o armazenamento do produto
por até 6 meses, (p <0,05%), independentemente da presenca de acucar ou
aspartame em sua formulacdao (ALAMPRESE et al., 2005).
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CAPITULO 2

RESUMO

Sobrevivéncia das cepas probiéticas incorporadas em sorvete de graviola
com baixo teor de gordura, no produto durante o seu armazenamento e

quando submetido a condi¢c6es gastrointestinais simuladas in vitro.

O efeito da adicéo de inulina (I) e da substituicdo parcial da gordura do leite (G)
pelo concentrado de proteina de soro de leite (WPC) sobre a viabilidade de
Lactobacillus acidophilus NCFM e Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19
em sorvetes de graviola (Annona muricata L.) com baixo teor de gorduras e
sobre a sobrevivéncia dos probidticos no sorvete submetido a condicdes
gastrointestinal simulada in vitro foi investigado. Elevada viabilidade probiotica
foi observada para todas as formulacdes, com populacées acima de 8,0 UFC/g,
sem diferirem significativamente ao longo do armazenamento de 112 dias (p>
0,05). Em geral, quando comparada com a cultura recentemente preparada, a
matriz do sorvete favoreceu a sobrevivéncia das cepas probiodticas ao estresse
gastrointestinal simulado in vitro. Adicionalmente, a resisténcia de B. animalis
subsp. lactis HNO19 aos sucos gastrointestinais artificiais foi maior em relacao
a L. acidophilus NCFM, uma vez que as populagcdes de NCFM e de HNO19
diminuiram, respectivamente, cerca de 1,2 log UFC/g e de 5,2 log UFC/g
durante todo o armazenamento de 112 dias. O efeito protetor da inulina e/ou
WPC na resisténcia de L. acidophilus aos sucos gastrointestinais artificiais foi
observado ao 56° dia e para B. animalis subsp. lactis ao 2° dia de
armazenamento (p <0,05). A utilizagdo de WPC ou do prebidtico inulina pode
ser vantajosa para o desenvolvimento de sorvetes simbi6ticos com baixo teor
de gordura, uma vez que a presenca desses ingredientes desempenharam um
papel importante na protecao dos probiéticos contra sucos gastrointestinais.

Palavras-chave: Lactobacillus, Bifidobacterium, Prebibtico, Inulina, Resisténcia

gastrointestinal in vitro, Graviola (Annona muricata L.), Sorvete reduzido de

gorduras.
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ABSTRACT

Survival of probiotic strains in low-fat graviola ice-cream during storage
and under in vitro simulated gastrointestinal conditions

The effect of the addition of inulin (I) and the partial substitution of the milk fat
(MF) by whey protein concentrate (WPC) on Lactobacillus acidophilus (NCFM)
and Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 viability and on probiotic
survival under in vitro simulated gastrointestinal conditions in low- fat graviola
ice-creams was investigated. High probiotic viability was

observed for all formulations, with means populations above 8.0 CFU/g and did
not differ significantly throughout storage 112 days (p > 0.05). In general, when
compared to a freshly prepared culture, the ice-cream matrix favoured the
survival of both probiotic strains to simulated gastrointestinal stress.
Additionally, the B. animalis subsp. lactis HNO019 resistance to the artificial
gastrointestinal juices was higher than for L. acidophilus NCFM, since the
HNO19 and NCFM populations decreased approximately 5.2 log CFU/g and 1.2
log CFU/g, respectively, throughout storage. The protective effect of WPC
or/and WPC + | on the L. acidophilus resistance to artificial gastrointestinal
juices was observed on the 56 day and for B. animalis subsp. lactis on the 2
day of storage (p< 0.05). The use of WPC or inulin may be advantageous in the
development of low-fat synbiotic ice-creams, since the presence of these
ingredients played an important role in probiotic protection against
gastrointestinal juices

Keywords: Lactobacillus, Bifidobacterium, Prebi6tic, Inulin, Survival

gastrointestinal in vitro, Graviola (Annona muricata L.), Low fat ice-cream.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o interesse dos consumidores por uma alimentacéao
equilibrada tem incentivado o desenvolvimento por novos alimentos nutritivos e
que contenham propriedades funcionais que contribuam para o bem estar do
individuo. Nessa categoria o sorvete surge como uma excelente alternativa de
veiculo alimentar para a incorporacdo de microrganismos probibticos e de
ingredientes prebidticos, uma vez que & um produto muito apreciado por
criangas, jovens, adultos e idosos (CRUZ et. al., 2009; MOHAMMADI et al.,
2011). Adicionalmente, quando formulado com baixo teor de gordura, tende a
ser mais atraente do que os sorvetes tradicionais por ser beneficamente mais
saudavel.

Comparado ao leite fermentado, o sorvete favorece maior viabilidade de
células probidticas durante a producdo e, especialmente, durante o
armazenamento (TURGUT; CAKMAKCI, 2009; MOHAMMADI et al., 2011).
Essa vantagem pode ser atribuida ao seu pH, préximo a neutralidade, o qual
possibilita uma melhor sobrevivéncia desses microrganismos. Por ser um
produto congelado, o sorvete acaba tornando-se mais estavel frente aos
produtos refrigerados, tais como iogurtes e leites fermentados. Desta forma,
pode garantir uma maior taxa de sobrevivéncia microbiana por longos periodos
de armazenamento (HAYNES; PLAYNE, 2002; BASYIGIT; KULEASAN;
KARAHAN, 2006; CRUZ et al., 2011). No entanto, perdas de células
probidticas podem ocorrer durante a fase do processamento desse produto e,
especialmente, apos a sua passagem pelo trato gastrointestinal - TGI.

Os testes de resisténcia gastrointetinais simulados in vitro contribuem
para o conhecimento de cepas probibticas, permitindo a selecdo de novas
estirpes com maior capacidade de colonizar o intestino (CHAMPANHE;
GARDNER, 2005). Esses testes, embora ndo sejam inteiramente adequados
para predizer a funcionalidade dos microrganismos probiéticos no corpo
humano (FAO / WHO, 2006; PINTO et al., 2006), apresentam-se como uma
excelente ferramenta para a avaliacdo da acao protetora do alimento na
sobrevivéncia das cepas probiéticas aos sucos gastrointestinais (SANDERS;
MARCO, 2010; SCHILLINGER; GUIGAS; HOLZAPFEL, 2005). Varios
trabalhos tém relatado que os probidticos, quando incorporados em alimentos
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lacteos, resistem melhor a passagem pelo TGl (LAHTINEN et al.,, 2012;
WALLER et al., 2011).

Como estratégia para a obtencao de maiores taxas de sobrevivéncia de
cepas probidticas durante a passagem pelo trato gastrointestinal, tem sido
sugerida a coadministracao dos probiéticos com ingredientes prebidticos (SU et
al., 2007; MARTINEZ et al.,, 2011). Quando existe um sinergismo entre
microrganismos probidticos e ingredientes prebiéticos em um produto
alimenticio, definimos esse como alimento simbidtico.

A inulina é um prebidtico de cadeia mais longa (DP), constituida de
10-60 unidades de mondémeros de frutose. Ja a oligofrutose representa um
subgrupo da inulina, apresentando DP < 10 (LAPARRA; SANZ, 2010;
SANGEETHA; RAMESH; PRAPULLA, 2005). Devido a sua estrutura basica
(ligacbes B(2—1)), a inulina e a oligofrutose sao resistentes a hidrolise pelas
enzimas digestivas humana (SAAD, 2006; FRANCK, 2008). Desta forma,
podem contribuir na protecao fisica dos probiéticos ao estresse conferido pelas
condi¢des gastrointestinais (principalmente resultantes da acado dos extratos
biliares e do baixo pH gastrico) (SANDERS; MARCQOS, 2010).

Além de contribuir com mudangas desejaveis sobre a composicao
quimica e com fatores nutricionais, o concentrado protéico do soro de leite,
ingrediente amplamente utilizado como substituto de gordura, aparentemente
contribui positivamente para a resisténcia dos microrganismos probibticos as
condi¢des adversas durante a passagem pelo sistema gastrointestinal (BURITI;
CASTRO; SAAD, 2010; MOHAMMADI et al., 2011).

O efeito protetor dos WPCs é semelhante aos dos produtos lacteos, uma
vez que, em virtude de sua composicdo, podem atuar como tampodes,
possibilitando a manutencao do pH do meio e, desta forma, favorecer a
sobrevivéncia de células probidticas em quantidades mais adequadas para
resultar em beneficio ao hospedeiro (AKALIN et al., 2007; RANADHEERA;
BAINES; ADAMS, 2010).

Nas sobremesas congeladas, incluindo os sorvetes, as frutas séo
utilizadas como saborizantes naturais, (GOFF; HARTELL, 2013), sendo vistas
como ingredientes saudaveis, fontes de vitaminas, minerais entre outros
componentes nutricionalmente benéficos ao consumidor. O sabor Unico da

graviola (Annona muricata L.) permite que seus produtos processados tenham
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potencial para competir no mercado internacional (FRANCO; JANZANTTI,
2005).

Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da
substituicao parcial da gordura do leite por WPC e a adigdo do prebiotico do
tipo inulina sobre a viabilidade de Lactobacillus acidophilus NCFM e
Bifidobacterium lactis HNO19 em sorvete light com polpa de fruta de graviola
(Annona muricata L.) e sobre a sobrevivéncia dos probi6ticos ao transito

gastrointestinal - TGl simulado in vitro durante os 112 dias de armazenamento.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Planejamento experimental

Para o desenvolvimento do sorvete funcional com polpa de fruta tropical
de graviola (Annona muricata L.) e com baixo teor de gordura, foi utilizado um
delineamento experimental 22, constituido por dois fatores — o concentrado
proteico de soro de leite (WPC) como substituto parcial da gordura do leite € o
prebidtico inulina, em dois niveis (presenca ou auséncia) para producao de
quatro formulagdes: F1-controle (- inulina, - WPC); F2 (+ Inulina, - WPC); F3
(- inulina, + WPC) e F4 (+ inulina, + WPC). Para o desenvolvimento do sorvete
funcional, foi utilizado o delineamento experimental descrito na Tabela 1.
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Tabela 1. Delineamento experimental e proporcées definidas para os
constituintes das 4 formulagdes do sorvete funcional com baixo teor de gordura
e as quantidades codificadas em auséncia [-1] ou presenca [+1] dos fatores
(inulina e o substituto parcial da gordura lactea -WPC) e os respectivos valores

reais.

Quantidade de cada ingrediente em 100 g de sorvete
Constituintes

F1 F2* F3 F4*
Inulina 0,00 [-1] 6,00 [+1] 0,00 [-1] 6,00 [+1]
WPC 0,00 [-1] 0,00 [-1] 1,50 [+1] 1,50 [+1]
Gordura lactea 3,00 3,00 1,50** 1,50**
Probiéticos™** 0,08 0,08 0,08 0,08

* formulacdes simbioticas com a presenga [+1] de 6% de prebiotico (inulina).
** substituicao parcial da gordura lactea (1,5%) pelo WPC

*kk

cepas probidticas (Lactobacillus acidophilus NCFM e Bifidobacterium animalis subsp. lactis
HNO019)

Cada formulagao foi produzida em triplicata e calculada com base na
porcdo diaria estabelecida para o sorvete, que corresponde a 60 ml ou 130 g
do produto (ANVISA, 2003).

As combinacdes de ingredientes e aditivos alimentares para a obtencao
de 4 kg de cada formulacéo do sorvete de graviola (F1 a F4) estdo descritas na
Tabela 2.
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Tabela 2. Ingredientes e respectivas proporcoes (%) e variaveis estudadas na

producéo dos sorvetes (F1 a F4).

Ingredientes (%) Sorvetes
F1 F2 F3 F4

Fixos
Polpa de graviola ' 20,00 20,00 20,00 20,00
Leite em pé desnatado 2 8,00 8,00 8,00 8,00
Sacarose 3 7,00 7,00 7,00 7,00
Glicose # 3,00 3,00 3,00 3,00
Emulsificante Emustab 5 0,50 0,50 0,50 0,50
Aroma de graviola © 0,08 0,08 0,08 0,08
Goma guar ’ 0,08 0,08 0,08 0,08
Goma xantana 8 0,08 0,08 0,08 0,08
Goma carragena ° 0,03 0,03 0,03 0,03
Lactobacillus acidophilus NCFM 10 0,08 0,08 0,08 0,08
Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 ' 0,08 0,08 0,08 0,08
Agua 49,07 42,07 53,57 47,57
Variaveis
Creme de leite (25% gordura lactea) * 12,00 12,00 6,00 6,00
WPC ** 0,00 0,00 1,50 1,50
Inulina *** 0,00 6,00 0,00 6,00
Total 100,00 100,00 100,00 100,00

(Annona muricata L., IceFruit-Maisa, Tatui-SP, Brasi); 2 Leite Molico, Nestlé, Aragatuba - SP,
Brasil; 8 AglUcar Unidao, Coopersucar, Limeira-SP, Brasil; 4+ NUTRE, Sao Paulo-SP, Brasil;
SEmulsificante (monoglicerideos de acidos graxos destilados, monoestearato de sorbitana,
polioxietileno de monoestearato de sorbitana, Duas Rodas, Jaragua do Sul-SC, Brasil; ¢ Givaudan
(Genebra, Suica); 78° DuPont Danisco, Redhill, Reino Unido; 10! Culturas probidticas liofilizadas
DVS (Direct Set Vat, DuPont Danisco, Redhill, Reino Unido); * 12% e 6% de creme de leite
esterilizado (Nestlé, Aragatuba - SP, Brasil) contendo 25% de gordura lactea, contribui
respectivamente, com 3% e 1,5% de gordura lactea nas formulagdes acima; **
proteico de soro do leite - WPC (Simplesse ®, CPKelco, Limeira-SP, Brasil); ** fibra prebittica

inulina Beneo ® GR - (ORAFTI, Oreye — Bélgica).

concentrado
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2.2 Elaboracao dos sorvetes

2.2.1 Preparo do in6culo

A producao dos sorvetes iniciou-se com o preparo do pré-inoculo. Para
isso, foram reconstituidas porcdées de 40 mL de leite, de acordo com as
instrucdes do fabricante (20 g do leite em pd desnatado / 200 mL de agua
filtrada). Essas porcdes foram esterilizadas em autoclave (121°C/ 15 minutos)
e, posteriormente, inoculadas com 0,08% de cada cultura probi6tica liofilizadas
DVS (Direct Set Vat) - Lactobacillus acidophilus NCFM e Bifidobacterium
animalis subsp. lactis HNO19 (DuPont Danisco, Redhill, Reino Unido) para a

ativacao, com incubacao a 37 °C durante 120 minutos.

2.2.2 Producao dos sorvetes

O preparo da calda iniciou-se com a mistura dos ingredientes liquidos,
seguida da adicao da parte dos ingredientes sélidos. Durante o processamento,
para evitar a formacao de grumos, as gomas (xantana, guar e carragena) foram
previamente misturadas com uma parte do acucar antes de serem adicionadas
a parte liquida da mistura. Em seguida, cada formulacao foi transferida para o
misturador Geiger UMMSK-12 (Geiger, Pinhais, Brasil) para agitacdo e
aquecimento a 50°C, por 30 segundos (Figura 1). Quando a mistura atingiu
40°C, foi adicionado o leite em pé desnatado, o restante do agulcar e a fibra
prebidtica inulina, seguida de mistura por mais 2 minutos (Figura 1).
Posteriormente, os outros ingredientes foram adicionados a mistura: o creme
de leite, o substituto da gordura (WPC) e a glicose, seguido de uma nova
mistura no misturador Geiser (UMMSK-12) por 20 minutos (Figura 1). Nesta
fase, ocorreu a reducao dos glébulos de gordura, com a finalidade de melhorar
as caracteristicas do corpo do sorvete (Figura 1). Para atender as normas
sanitarias exigidas pela ANVISA para o consumo de gelado comestivel, a
mistura do sorvete foi pasteurizada a 85°C por 25 segundos. Depois do
processo de pasteurizacao, a mistura foi resfriada até 37°C, para a adicao dos
pré-inoculos com as culturas probidticas (L. acidophilus NCFM e B. animalis
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subsp. lactis HN0O19). Por dltimo, quando a mistura atingiu a temperatura

ambiente, foi adicionada a polpa da fruta (previamente pasteurizada), o

emulsificante e o aromatizante (flavour de graviola). A massa final foi misturada

por mais 15 minutos no misturador Geiger (UMMSK-12) e refrigerada a 4°C,

para a maturacao entre 20-22h. Apds o processo de maturagdo, a mistura

refrigerada foi transferida para a produtora de sorvete (Skymsen BSK-16) e

batida durante 15 minutos. Nessa etapa ocorreu a cristalizacdo parcial do

sorvete (temp. -3 a -4°C) com a incorporagao de ar (overrun).

O sorvete parcialmente congelado foi embalado em potes plasticos de

55 ml para alimentos (Tries Aditivos Plasticos, S&do Paulo, Brasil), selados em

seladora (Delgo Nr 1968, Delgo Metalurgica, Cotia, Brasil) e, finalmente,

armazenados por 112 dias a -18 + 3°C em congelador (Metalfrio, mod. VF50R,

Sao Paulo, Brasil).

MISTURA DOS INGREDIENTES

!

HOMOGENEIZACAO 2 40°C '

!

PASTEURIZACAO
85 °C por 25s

!

ADICAO DO INOCULO
NA MISTURA A 37°C

HNO19 + NCFM
Incubados a 380 C
por 2h

!

ADICAO NA MISTURA FINAL
Polpa de fruta + flavorizante +
emulsificante

!

MATURACAO
a4°C por 20-22h 2

!

AERAGAO E CONGELAMENTO PARCIAL
Sorvete semi-solido temp. -3 & -4 °C por 15 min. 3

!

ENVASE E AMARZENAMENTO
a -182.C por até 112 dias *°°

" Misturador Geiser UMMSK-12

2 Refrigerador Metalfrio (VB43R)

3 Produtora para sorvete Skymsen BSK-16

4 Potes de plasticos (Tries Aditivos Plasticos,
Sao Paulo, Brasil).

5 Seladora (Delgo Nr 1968, Delgo Metallrgica,
Cotia, Brasil).

8 Freezer Vertical (Metalfrio, mod. VF50R, Sao
Paulo, Brasil).

Figura 1. Fluxograma com as principais etapas do processamento das formulagdes do sorvete

de graviola.
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2.3 Periodo de amostragem

As diferentes formulacdes de sorvete (F1 a F4) foram produzidas em
triplicata e armazenadas em congelador a -18+3°C. Amostras dessas
producgdes foram utilizadas para determinacado do pH, viabilidade probidtica no
produto e a resisténcia dos probidticos as condigcdes gastrointestinais
simuladas in vitro. Essas andlises foram realizadas, em duplicata, apds 2, 28,
56, 84 e 112 dias de armazenamento. Para verificar os efeitos do
processamento sobre as populagdes de L. acidophilus NCFM e B. animalis
subsp. lactis HNO19 também foi analisada a viabilidade probi6tica durante a
elaboracdo do produto — dia zero (corresponde ao produto antes do
batimento/congelamento, isto é, a calda maturada).

2.4 Determinacao de pH e da viabilidade probiética

Decorridos os dias de armazenamento descritos no item 2.3, os valores
de pH dos sorvetes foram determinados com um medidor de pH Orion modelo
Three Stars (Thermofisher Scientific, Waltham, MA, EUA), equipado com
eletrodo de penetracao para alimentos solidos e semi-sélidos modelo 2A04 GF
(Analyser, Sao Paulo, Brasil).

Para a determinacao da viabilidade probidtica, por¢cées de 25 g de cada
sorvete foram recolhidas em condicoes assépticas e homogeneizadas com 225
ml de agua peptonada 0,1% (w/v), utilizando um homogeneizador Bag Mixer
400 (Interscience, St. Nom, Franca). Em seguida, foram feitas as diluicbes
decimais seriadas da amostra inicial (10') e 1 mL de cada diluicio das
amostras foi semeado em profundidade (pour plate) em meio de cultivo
especifico para cada microrganismo.

A contagem das populagdes de Lactobacillus acidophilus NCFM foi
realizada pela semeadura de cada aliquota em placas estéreis, com posterior
adicdo de agar De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) formulado com a substituicéo
de glicose por maltose (Difco, Le Pont de Claix, Franga), de acordo com o
International Dairy Federation (IDF, 1995), apés 48 horas de incubacao (em
aerobiose) a 37°C. Para a determinacao das populagées do Bifidobacterium
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animalis subsp. lactis HNO19, aliquotas das mesmas diluicbes foram
transferidas para placas de Petri estéreis, com posterior adicdo de agar MRS-
LP, formulado com agar MRS (Oxoid), suplementado com propionato de sodio
(3,0 g/ L, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e cloreto de litio (2,0 g/ L; Merck,
Darmstadt, Alemanha) e, posteriormente, incubadas a 37°C, durante 72 horas,
sob condi¢cdes anaerdbicas (Sistema de anaerobiose Anaerogen, Oxoid),
conforme descrito por Lapierre, Undeland e Cox (1992) e Vinderola e
Reinheimer (1999, 2000).

2.5 Sobrevivéncia das culturas probidticas submetidas as condicoes
gastrointestinais simuladas in vitro.

2.5.1 Preparacao das culturas probiéticas frescas

As culturas frescas de L. acidophilus NCFM e B. animalis subsp. lactis
HNO19 (Dupont Danisco) foram semeadas em caldo MRS (Oxoid), a 37°C, por
18 horas, respectivamente, em condigdes aerébicas e anaerdbicas
(Anaerogen, Oxoid). Posteriormente, as células probioticas foram suspensas
por centrifugacdo (Sorvall Instruments modelo RC 5C, Wilmington, EUA) a
10.000 rpm, em temperatura de 4°C, durante 10 minutos e, posteriomente,
ressuspensas em solucao estéril de NaCl 0,5% (w/v). As células ressuspensas
foram submetidas ao teste do ensaio in vitro e utilizadas como controle, com o
objetivo de avaliar a protecdo conferida pelas diferentes formulacbes do
sorvete de graviola sobre a sobrevivéncia de L. acidophilus NCFM e B. animalis
subsp. lactis HNO19 as condi¢gdes gastrointestinais simuladas in vitro, conforme
descrito no item 2.5.2.
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2.5.2 Determinacao da resisténcia dos probidticos durante a passagem
pelo trato gastrointestinal simulado in vitro

A avaliacao da resisténcia dos probiéticos as condicées gastrointestinais
— TGl simuladas in vitro foi realizada de acordo com o método descrito por
Liserre, Ré e Franco (2007) e adaptado por Buriti, Castro e Saad (2010), com o
ajuste de pH para 2,5 na fase gastrica e com outras modificacdes necessarias
especificas para o produto avaliado e descritas a seguir.

Para todos os periodos de amostragem (descritos anteriormente), 10 ml
de cada amostra do sorvete foram diluidos em NaCl 0,85% (w /v) e transferidos
para frascos estéreis (4 etapas do ensaio in vitro x triplicata de amostras,
totalizando 12 frascos para cada periodo de armazenamento) e,
posteriormente, submetidos ao ensaio in vitro. O mesmo procedimento foi
realizado para a determinacdao de resisténcia das culturas frescas de
L. acidophilus NCFM e B. animalis subsp. lactis HNO19.

A fase gastrica (2h) do teste in vitro foi realizada com o ajuste de pH
entre 2,41-2,70, por adicdo de HCI (1N) e solugcbes enzimaticas: 0,1 mL de
pepsina (Pepsin from Porcine Stomach Mucosa, Sigma-Aldrich Co., LTD. St.
Louis, MO, EUA) e de 0,01 mL de lipase (Amano Lipase from Penicillium
camemberti, Aldrich Chemical Company Inc., Milwaukee, EUA). Essas
solugdes foram previamente diluidas em NaCl 0,85% (w/v) e adicionadas nas
amostras para alcancar, respectivamente, as seguintes concentragées: 3 g/ L
e 1 mg / L. Posteriormente, as amostras foram incubadas a 37°C, mantendo-se
a agitacao de 150 rpm por duas horas, em banho metabélico (Dubnoff MA-095,
Marconi, Piracicaba, Brasil).

Decorridas as duas horas do ensaio, agora na fase entérica I, as
mesmas amostras foram ajustadas para o intervalo de pH entre 5,00 - 5,57
com a adicao de bile (Bovine Bile, Sigma, Aldrich) e pancreatina (Pancreatin
from Porcine Pancreas, Sigma-Aldrich), previamente dissolvidas em solucao
alcalina, pH 12 (150 ml de NaOH 1N e 14 g de POsH2Na.2H20 para 1 L de H20
destilada), com as respectivas concentracées de 10 g/ L e 0,1 ¢g/L, e
novamente incubadas a 37°C, mantendo-se sob agitacdo de 150 rpm por mais
duas horas.
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Para a préxima etapa, que consistiu na fase entérica Il, elevou-se o pH
das amostras para o intervalo entre 7,01-7,38, com a adicdo de bile e
pancreatina, também previamente diluidas, conforme descrito para a fase
entérica |. Essas amostras foram, mais uma vez, incubadas por mais 2 horas a
37°C, mantendo-se sob agitacdo de 150 rpm, até a finalizacdo das 6 horas do
ensaio in vitro.

A contagem de L. acidophilus (NCFM) e de B. animalis subsp. lactis
(HNO19) sobreviventes as fases TGl simuladas in vitro foi realizada com as
aliquotas das diluicbes das amostras, ap6s 0, 2, 4 e 6h que, em seguida, foram
semeadas em agar MRS modificado, com substituicdo da glicose por maltose
(IDF, 1995) e agar MRS-LP (LAPIERRE et al., 1992; VINDEROLA;
REINHEIMER, 1999, 2000), conforme descrito anteriormente, no item 2.4.

2.6 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em media + desvio padréo. As
comparacdes entre os periodos de armazenamento para cada formulacao e
entre as formulacbes para os diferentes periodos de armazenamento foram
realizadas através de analises de variancia (ANOVA), seguidos do teste de
médias de Tukey, apds a confirmacdo da homogeneidade de variancias. A
homogeneidade de variancias entre as formulagdes e os diferentes periodos de
armazenamento (dias) foi avaliada através do teste de Levene. Nos casos de
heterogeneidade de variancias, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, seguido do procedimento de comparacdo multipla de Dunn, para as
formulacdes, e o teste de Friedman, para os periodos de armazenamento. O
software estatistico utilizado na analise foi o XLSTAT 2013 (Addinsoft, USA) e

o nivel de confianga adotado nas analises foi de 95%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Valores de pH e viabilidade probioética

Os valores de pH obtidos para as diferentes formulacées do sorvete
durante todo armazenamento (112 dias), estdo apresentados na Tabela 3. O
dia zero corresponde ao produto antes do batimento/congelamento, isto é, a
calda maturada. Os dias posteriores avaliados correspondem ao sorvete
congelado e armazenado em congelador a -18 + 3°C.

Tabela 3. Valores de pH (Médias + desvio padrdao para n=6), durante a
producado e o armazenamento dos sorvetes por até 112 dias a -18 £ 3°C.

Sorvetes
Dias*
F1 F2 F3 F4

5,53 + 0,05 5,65 + 0,06 B2 5,88 + 0,042 5,72 + 0,03 B2

5,54 £ 0,06 5,69 +0,1382 5,85 + 0,072 5,67 £ 0,04 B2
28 5,46 £ 0,148 5,59 + 0,02 82 5,84 + 0,05 5,70 + 0,03 82
56 5,52 +0,13¢ 5,63 + 0,088 581 + 0,05 5,68 + 0,05 B2
84 5,50 £0,10¢ 5,64 + 0,04 B2 5,84 £ 0,072 5,72 £ 0,04 B2
112 5,53 +0.10¢ 5,62 + 0,02 B¢ 5,87 + 0,052 5,72 £ 0,04 B2

* Dias correspondem aos periodos de armazenamento das diferentes formulagdes do sorvete de graviola mantidas a -18 oC

ABGC | etras mailsculas sobrescritas distintas em uma mesma linha indicam diferencas
significativas (p<0,05) entre os diferentes sorvetes estudados no mesmo periodo de
armazenamento. 2 Letra mindscula sobrescrita em uma mesma coluna indica que ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) entre os diferentes periodos estudados para um mesmo
sorvete. F1-controle (- inulina, - WPC); F2 (+ Inulina, - WPC); F3 ( - inulina, + WPC) e F4 (+
inulina, + WPC).

As diferentes formulagcbes do sorvete de graviola apresentaram valores
médios de pH entre 5,46 - 5,88, sem manifestar diferencas significativas ao
longo do armazenamento (p<0,05). Em produtos probidticos congelados, a
estabilidade do pH durante o armazenamento é esperada, uma vez que a
multiplicacdo e o metabolismo desses microrganismos presentes no alimento

sdo reduzidas, impossibilitando uma possivel pds acidificacdo do produto

65



durante a vida de prateleira (MARSHALL, 2001). Semelhantemente, os
pesquisadores Nousia, Androulakis e Fletouris (2011) também observaram o
mesmo comportamento para os sorvetes formulados com Lactobacillus
acidophilus LMGP-21381 mantidos congelados entre -15°C e -25°C, por até 45
semanas (p>0,05). Nesse sentido, como nenhuma das formulacées do sorvete
funcional reduzido de gordura passou pela etapa de fermentagdo, a
incorporacdo da polpa de graviola (pH 3,62+0,04) pode ter influenciado nos
valores de pH observados das formulagdes do sorvete funcional.

Ao avaliar a influéncia da adi¢ao de inulina (l) e da substituicdo parcial
da gordura lactea (G) pelo concentrado proteico de soro de leite (WPC) sobre o
pH dos diferentes sorvetes de graviola, observou-se que as formulacdes F3 e
F4 obtiveram as maiores médias de pH (p<0,05). Possivelmente, essas
variagdes de pH entre os tratamentos sdo decorrentes do teor de sélidos de
origem nao-lipidica, com destaque para a adicdo do WPC. O mesmo
comportamento foi observado nas musses simbiéticos de goiaba desenvolvidas
por Buriti, Castro e Saad (2010). As musses com adicdo de 4% de WPC
mantidas no congelador (-18°C) apresentaram médias de pH significativamente
maiores em relagdo aos demais tratamentos (p<0,05). Segundo Antunes,
Casetto e Bolini (2005), a presenca de proteinas e fosfatos no WPC pode
resultar no aumento da capacidade de tamponamento no meio na qual foi
adicionado o ingrediente proteico. Esse fato explicaria as médias de pH
observadas nos sorvetes adicionados de WPC desse estudo.

A viabilidade do microrganismo probi6tico em um produto probibtico é
um pré-requisito essencial para a sua funcionalidade no organismo (BASYIGIT;
KULEASAN; KARAHAN, 2006; NOUSIA; ANDROULAKIS; FLETOURIS, 2011)
e deve ser mantida desde a fabricacao do produto (KOMATSU; BURITI; SAAD,
2008). No entanto, durante o processamento do sorvete e, principalmente, na
etapa de congelamento simultdnea a incorporacdo de ar (overrun) podera
ocorrer uma reducao de até 1 log UFC/g na populacao probiética no produto
(CRUZ et al., 2011; MOHAMMADI et al., 2011).

Nesse sentido, no presente trabalho, foi avaliada a viabilidade probidtica
das diferentes formulagdes (F1 a F4) na etapa de congelamento do sorvete,
que correspondeu ao dia zero 0 (durante a producao dos sorvetes). Nessa
etapa, as populacdes de L. acidophilus NCFM e de B. animalis subsp. lactis

66



HNO19 apresentaram, respectivamente, um declinio de até 0,27 e 0,24 log
UFC/g entre as formulacdes do sorvete de graviola Tabela 4.

Um pequeno declinio na contagem bacteriana durante o processamento
de sorvetes probiéticos também foi observado por Abghari, Sheikh-Zeinoddin e
Soleimanian-Zad (2011). Os sorvetes ndo fermentados e adicionados de cepas
de Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus rhamnosus desenvolvidos pelos
pesquisadores apresentaram, respectivamente, um decréscimo de 0,28 e de
0,33 log UFC/g, ap6s a obtencéo do overrun dos sorvetes. Durante o processo
de batimento/congelamento do sorvete, a incorporacdo de ar no produto pode
resultar em toxicidade para a maioria das cepas de Lactobacillus e,
principalmente, para as cepas de Bifidobacterium spp. (TALWALKAR;
KAILASAPATHY, 2004; CHAMPAGNE; GARDNER, 2005; KAWASAKI et al.,
2006; MORTAZAVIAN; SOHRABVANDI, 2006; CRUZ; FARIA; VAN DENDER,
2007; CRUZ et al., 2009; VASILJEVIC; SHAH, 2008). As referidas bactérias,
habitantes naturais do intestino humano, sao, respectivamente, microaerofilicas
e anaerObicas estritas (TALWALKAR; KAILASAPATHY, 2004). Elas
apresentam reducdo incompleta do oxigénio, com formacédo de metabdlitos
téxicos, como o perdoxido de hidrogénio (CHAMPAGNE; GARDNER, 2005;
CRUZ; FARIA; VAN DENDER, 2007).

Outros autores, como Magarifios et al. (2007), também observaram
reducao da viabilidade probiética apds a etapa de congelamento e aeragdo do
sorvete. As populacdes de L. acidoplilus La-5 e de Bifidobacterium cepa Bb-12
dos sorvetes, desenvolvidos com 4% de gordura, reduziram, respectivamente,
0,6 € 0,75 log UFCA.

No entanto, € importante destacar que durante a producédo do sorvete
podem ocorrer outros fatores, como as tensdes mecanicas, a condensacao de
solutos e a formacgao de cristais de gelo, que também podem ocasionar danos
as células probiéticas (HOMAYOUNI et al., 2008; MOHAMMADI et al., 2011).
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Tabela 4. Viabilidade (média + desvio padrao para n=6) de Lactobacillus
acidophilus NCFM e Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 (log UFC/g)
nas formulacdes de sorvete de graviola estudadas aos diferentes periodos (dias)

de armazenamento -18+3°C.

Sorvetes
Cepa Dias*
F1 F2 F3 F4
0 8,45 +0,04”  8,38+0,03”% 834 +0,108 8,36 + 0,06 782
2 8,31 £0,167% 821 +0,08A%® 8,07 £ 0,274 8,28 + 0,06 A%
NCEM 28 8,21 +0,15%% 816 + 0,11 A 8,17 £ 0,147 826 + 0,04 A%
56 8,22 £0,06%% 8,15+ 0,07 A°° 8,130,134 8,23 + 0,02 Ac
84 8,08 +0,19%° 8,07 £ 0,14 Ac° 8,05 +0,15%% 8,19 + 0,08 Ar°
112 8,12+0.21%  8,02+0,12”8 788 +0,16°% 8,12 £ 0,09 ¢
0 8,38 +0,05% 8,40 + 0,062 8,43 + 0,077 8,35+ 0,077
2 8,24 +0,19% 8,19 £0,094° 8,19 £ 0,077 8,24 + 0,08 A%
HNO19 28 8,15+0,21% 820 +0,064° 8,23 +0,097° 8,19 + 0,06 A
56 8,09 +0,214 819 +0,044° 8,16 £ 0,107 8,18 + 0,057
84 8,02 +0,32%2 8,09 +0,094° 8,09 + 0,08 Atc 8,10 £ 0,04 ¢
112 7,99 £0,34% 8,09 +0,134° 8,01 £0,13%¢ 8,11 £ 0,124

* Dias correspondem aos periodos de armazenamento das diferentes formulagdes do sorvete de graviola mantidas a -18 oC

AB |letras mailsculas sobrescritas distintas em uma mesma linha indicam diferencas
significativas (p<0,05) entre os diferentes sorvetes estudados no mesmo periodo de
armazenamento. 2b¢ Letras minlsculas sobrescritas distintas em uma mesma coluna indicam
diferengas significativas (p<0,05) entre os diferentes periodos estudados para um mesmo
sorvete. F1-controle (- inulina, - WPC); F2 (+ Inulina, - WPC); F3 ( - inulina, + WPC) e F4 (+
inulina, + WPC).

Até o final do armazenamento, a viabilidade de L. acidophilus NCFM e
de B. animalis subsp. lactis HNO19 permaneceu superior a 7,88 log UFC/g nas
diferentes formulagdes de sorvete de graviola, atendendo, desta forma, a
exigéncia da ANVISA, que estabelece para a porcao diaria de um produto
probidtico, uma contagem minima de 8 a 9 log de UFC de células viaveis
(ANVISA, 2008). Desta forma, levando-se em conta que a por¢cdo do sorvete
corresponde a 60 g, o produto desenvolvido pode oferecer em torno de 10 log
UFC por porcao (1 bola) Tabela 4.

A viabilidade probio6tica observada nos sorvetes de graviola foi superior
aos valores obtidos por Akalin e Erisir (2008), em sorvete simbiético com 4% de
gordura e armazenados a -18°C por 90 dias. Esses pesquisadores observaram
uma contagem de 108 UFC/g de La-5 e de Bb-12 ao final de vida de prateleira.
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Confirmando que os sorvetes, inclusive aqueles reduzidos de gordura,
podem ser bons veiculos de culturas probidticas, semelhantemente os
pesquisadores Alamprese et al. (2002) estudaram a influéncia de Lactobacillus
johnsonii Lal em diferentes formulagdes de sorvete probidtico, com variacdes
nas quantidades de acucar (15 a 22%) e de gordura (5 e 10%). Esses autores
observaram elevadas taxas de sobrevivéncia dos probioticos durante o
armazenamento de 8 meses, sem decréscimo significativo na populagéao inicial
de armazenamento de 7 log UFC/g (p >0,05).

Apesar das variagbes medias de viabilidade probidtica observadas ao
longo do armazenamento (p<0,05), a presenca de inulina ou WPC, bem como
a combinacao desses dois ingredientes, nao influenciaram na viabilidade dos
probidticos. Esse fato ocorre em virtude dessas variagcdes nas populacoes de
L. acidophilus NCFM e de B. animalis subsp. lactis HNO19 terem sido bem
inferiores a 0,2 log UFC/g e, portanto, de pouca importancia microbioldgica,

uma vez que € inerente a analise laboratorial realizada.

3.2 Sobrevivéncia de L. acidophilus NCFM e B. animalis subsp. lactis
HNO19 as condi¢coes gastrointestinais simuladas in vitro.

O trabalho proposto também avaliou a resisténcia de Lactobacillus
acidophilus NCFM e de Bifidobacterium lactis HNO19 incorporados as
diferentes formulagdes de sorvete funcional frente as condicdes gastricas e
entéricas simuladas in vitro, durante o armazenamento dos sorvetes a -18£3°C
por até 112 dias. Os resultados obtidos fornecem informagdes importantes
sobre a adicdo do prebidtico inulina e do concentrado proteico (WPC), como
também sobre a possivel interacdo destes na resisténcia dos probidticos
durante a passagem pelo trato gastrointestinal - TGl (Figura 3 e 4).

Para avaliar a influéncia da matriz do sorvete sobre a resisténcia dos
probidticos durante a passagem pelo TGl simulado in vitro, foi realizado
também o teste de resisténcia das culturas frescas de L. acidophilus NCFM e
B. animalis subsp. lactis HNO19 as condicbes da fase gastrica e entéricas
(I e ) simuladas in vitro (Figura 2).
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A fase gastrica consiste em uma primeira barreira a ser superada por
microrganismos probidticos, uma vez que essa fase, que se encontra em baixo
pH, representa um mecanismo de defesa humano contra possiveis patégenos.
Assim, acredita-se que a capacidade dos probibticos resistirem ao ambiente
acido na fase gastrica pode ser atribuida a presenca de gradiente constante
entre o pH extracelular e o pH citoplasmatico. Este, por sua vez, se deve a
presenca da enzima H*-ATPase, a qual é utilizada por esses microrganismos
para manter a homeostase do pH intracelular (CORCORAN et al., 2005). No
entanto, no momento em que o pH interno atinge o valor limite, as fungdes
celulares s&o inibidas e a célula morre (MIWA et al., 2001).

Alguns trabalhos tém atribuido a atividade da enzima H*-ATPase um
mecanismo importante na resposta a tolerancia ao pH baixo em algumas
bactérias laticas (COLLADO; SANZ, 2007; AZCARATE-PERIL et al., 2004;
CHEN et al., 2009).

Nas fases entéricas, a resisténcia dos probidticos esta associada a sua
capacidade em resistir aos acidos e sais biliares. A bile é um detergente
bioldgico que emusifica e solubiliza os lipideos, desempenhando um papel
essencial na digestdo das gorduras. Esta propriedade detergente da bile
também confere uma potente atividade antimicrobiana, capaz de perturbar a
homeostase celular, afetando os fosfolipideos e as proteinas da membrana
plasmatica das bactérias (BEGLEY; HILL; GAHAN, 2006; BOTES; VAN
REENEN; DICKS, 2008). No entanto, alguns géneros bacterianos possuem a
capacidade de produzir hidrolase do grupo dos sais biliares (HBS), uma enzima
necessaria para hidrolizar esses sais (BEGLEY; HILL; GAHAN, 2006).

No ensaio in vitro das culturas frescas, as populagdes de L. acidophilus
NCFM, ao serem submetidas ao estresse acido (pH 2,5) da fase gastrica (2h),
apresentaram uma reducdao média de 5,05 log UFC/mL. Ap6s a adicdo dos
sucos entéricos contendo bile e pancreatina, a reducao de células probioticas
aumentou para 7,2 UFC/mL no final do ensaio (Figura 2). Esses resultados
estdo préximos aos observados pelos pesquisadores Ding e Shah (2007) que,
ao avaliarem a sobrevivéncia de diferentes estirpes probibticas frescas e
encapsuladas, incluindo L. acidophilus NCFM, observaram que a cepa fresca
de L. acidophilus NCFM apresentou uma reducao de até 6,01 log, quando

exposta ao pH 2,0 por 120 minutos. Quando L. acidophilus NCFM foi
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submetida a 3% de bile conjugado e desconjugado (fase entérica), houve uma
reducao de até 4 log, ap6s 4 horas de ensaio in vitro. Dessa forma, outros
autores, como Sanders e Klaenhammer (2001), destacaram que o consumo de
lactobacilos, inclusive de Lactobacillus acidophilus (NCFM), deve ser feito
juntamente com um alimento ou leite, para que favoreca uma maior
sobrevivéncia destes ao TGl in vivo. No entanto, é importante destacar que a
sobrevivéncia de bactérias laticas dentro do estbmago humano deve estar
principalmente relacionada com o pH, o qual pode variar amplamente entre os
individuos.

Submetida ao mesmo ensaio in vitro, a cultura fresca de B. animalis
subsp. lactis HNO19 apresentou uma melhor sobrevivéncia em relacao a
L. acidophilus NCFM. Nas condi¢gdes acidas da fase gastrica (2h), as
populacdes da mesma cepa reduziram, em média, 2,41 log UFC / mL e, ap6s o
final do ensaio in vitro (fase entérica Il, 6h), houve uma reducao total de 5,04
UFC / mL (Figura 2).

A resisténcia da cepa pura de B. animalis subsp. lactis HNO19 as
condicbes de pH &cido e as altas concentracées de bile foi anteriormente
estudada pelos pesquisadores Prasad et al. (1999). Segundo os
pesquisadores, o probidtico apresentou 80% de sobrevivéncia ao ser
submetido ao pH 3,0, com incubacdo por 3 horas. Por outro lado, quando
submetido a 1% de Oxgall (bile bovina) em caldo MRS, teve uma queda de
apenas 0,2 UFC / mL. Esses resultados, assim como aqueles observados no
presente trabalho, sdo surpreendentes, uma vez que a capacidade de superar
o baixo pH durante a fase gastrica tem sido mais associada a lactobacilos do
que bifidobactérias (LO CURTO et al., 2011; CHEN et al., 2009; CORORAN et
al., 2005).

Para os pesquisadores Matsumoto, Ohishi e Benno (2004), algumas
cepas de Bifidobacterium lactis e de Bifidobacterium animalis conseguem
aumentar a sintese de H*-ATPase como resposta adaptativa ao estresse acido,
quando submetidas aos diferentes niveis de pH (3-5), durante 3 horas de
ensaio. Adicionalmente, no estudo de Méatté et al. (2006), os pesquisadores
observaram que a presenca de pepsina na concentracdo de 1,5 a 3 ¢g/L,
utilizada durante a fase gastrica com pH 2,0 e 2,5, auxiliou na sobrevivéncia
das células de B. animalis subsp. lactis E2010, dando suporte ao papel da
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H*-ATPase, através da regeneracdo de ATP necessario para a expulsdo de H*
do interior da célula, mantendo, assim, a homeostase do pH intracelular da
cepa. Diante disso, no presente trabalho, a resisténcia observada para B.
animalis subsp. lactis HNO19 no ensaio in vitro pode ser atribuida a presenca

de pepsina na concentragado de 3g/L, utilizada na etapa gastrica (2h).
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Figura 2 - Sobrevivéncia das culturas frescas de L. acidophilus NCFM e B. animalis subsp.
lactis HNO19 submetidas ao teste de resisténcia gastrointestinal - TGl simulado in vitro.

A matriz alimenticia apresenta-se como um fator de grande importancia
na protecao dos microrganismos probiéticos durante a passagem pelo sistema
gastrointestinal - TGI. Essa protecao pbéde ser observada para os probioticos
adicionados as diferentes formulacbes do sorvete de graviola que
apresentaram uma melhor sobrevivéncia as condicoes adversas do TGl
simulado in vitro (Figuras 3 e 4).

Nos resultados obtidos do ensaio in vitro dos diferentes sorvetes de
graviola, a cepa L. acidophilus NCFM, apd6s adicdo de HCI e pepsina (fase
gastrica, 2h), apresentou uma sobrevivéncia média entre 61,78 e 64,04%. Ja,
quando submetida as fases entéricas | e Il, contendo bile e pancreatina, a sua
sobrevivéncia média final variou entre 40,99 e 45,92% (Tabela 5).

Para a cepa de L. acidophilus NCFM, foi observada uma elevada
sensibilidade a partir da fase gastrica (2h), na qual as populacdoes de
L. acidophilus NCFM reduziram em até 2,83 log UFC/ g (T4, 112° dia de

armazenamento, Figura 3). Em outro trabalho, também foi observada a mesma

72



sensibilidade para a cepa de Lactobacillus acidophilus La-5 durante a fase
gastrica (BURITI; CASTRO; SAAD, 2010). Nas musses de goiaba refrigeradas
e congeladas desenvolvidas por esses pesquisadores, as populacdes de La-5
reduziram pelo menos 3 log na primeira meia hora do ensaio in vitro.
Entretanto, deve ser salientado que o pH da fase gastrica empregada pelos
autores foi de cerca de 2,0, portanto inferior.

Diferentemente, a cepa de Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19
frente as condicbes do TGl in vitro apresentou uma excelente viabilidade
probidtica, com média de sobrevivéncia acima de 96,23% na fase géstrica (2h)
e apos o final do ensaio (6h), mantendo-se com sobrevivéncia média superior a
90,58%. A reducao maxima observada ao longo de todo o ensaio in vitro foi de
apenas 1,2 log UFC/g (F4, 6h, 112° dia de armazenamento) (Tabela 6 e Figura
4).

Corroborando com esses resultados, no estudo de Bedani, Rossi e Saad
(2013) foi observada uma maior resisténcia de Bifidobacterium Bb-12 em
relacdo ao Lactobacillus La-5, quando submetidos as mesmas condicées do
TGl in vitro. Nas formulagdes da bebida de soja fermentada com cultura ABT-4
estudada pelos pesquisadores, a sobrevivéncia da bifidobactéria aos sucos
gastrointestinais artificiais foi maior em relacdo ao lactobacilo, uma vez que as
populacdées de Bb -12 e La- 5 diminuiram, respectivamente, 0,6 log UFC/ g e
3,8 log UFC / g, durante os 28 dias de armazenamento refrigerado do produto.

Embora, no presente trabalho, a cepa de B. animalis subsp. lactis
HNO19 tenha apresentado excelente sobrevivéncia as condi¢des do TGl
simuladas in vitro, € importante destacar que essa resisténcia pode estar
relacionada as caracteristicas intrinsecas do préprio microrganismo ou ao
resultado da acao conjunta com a matriz alimenticia escolhida que, neste caso,
foi 0 sorvete de graviola.

Como podemos observar no trabalho de Ranadheera et al. (2012), as
cepas de La-5 e Bb-12 do sorvete de leite de cabra estudada pelos
pesquisadores, ao serem submetidas ao ensaio in vitro, apresentaram médias
de sobrevivéncia diferentes aos dos trabalhos citados anteriormente. Os
autores relataram que as populacdes de La-5, quando expostas ao pH 2,0 por
180 minutos, tiveram uma reducéo de 3,56 log UFC/g, enquanto que a cepa
Bb-12 reduziu em 2,82 log UFC/g. Ao serem submetidos a 0,3% de sais biliares
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por 240 minutos, esses microrganismos, La-5 e Bb-12, apresentaram,
respectivamente, um declinio de 1,59 e de 2,21 log UFC/g.

A partir dessas observacoes, segundo Buriti, Castro e Saad (2010),
alguns microrganismos, quando submetidos a um estresse inicial (por exemplo:
calor, frio, acidez), as células sobreviventes podem tolerar melhor um ambiente
posterior desfavoravel. Essa adaptacdo do microrganismo ao estresse
adquirido tem sido ultimamente explorada como forma de melhorar a
sobrevivéncia de cepas probibticas, inclusive das bifidobactérias nas condigdes
adversas encontradas durante o processamento tecnolégico ou do trato
gastrointestinal (COLLADO; SANZ, 2006). Diante disso, no presente estudo, o
estresse inicial ocorrido durante o congelamento do sorvete pode também ter
influenciado na resisténcia do Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19

durante o ensaio in vitro.
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Figura 3 (a, b, ¢, d, e). Sobrevivéncia de L. acidophilus NCFM nas formulacdes de sorvete (F1 a F4)
durante o armazenamento -18x3°C por até 112 dias, no produto antes de ser consumido, tempo 0
() e durante as diferentes fases do transito gastrointestinal simulado in vitro: fase gastrica 2h ([])
e condigbes entéricas, 4h ([2]) e 6h (E4). ABC Letras mailsculas distintas sobrescritas indicam
diferencas significativas (p<0,05) entre o0s diferentes sorvetes estudados no mesmo periodo de
armazenamento.2bcd | etras minlsculas distintas sobrescritas indicam diferencas significativas
(p>0,05) entre os diferentes periodos estudados para um mesmo sorvete. F1-controle (- inulina, -
WPC); F2 (+ inulina, - WPC); F3 ( - inulina, + WPC) e F4 (+ inulina, + WPC).
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Figura 4 (a, b, ¢, d, e). Sobrevivéncia de B. animalis subsp. lactis HN0O19 nas formulacdes de
sorvete (F1 a F4) durante o armazenamentode -18+3°.C por até 112 dias, no produto antes de ser
consumido, tempo O (J e durante diferentes fases do trénsito gastrointestinal simulado in vitro: fase
gastrica 2h () e condigbes entéricas, 4h (-] e 6h {&]). ~BC Letras mailsculas distintas sobrescritas
indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os diferentes sorvetes estudados no mesmo periodo
de armazenamento.2bcd | etras mindsculas distintas sobrescritas indicam diferencas significativas
(p>0,05) entre os diferentes periodos estudados para um mesmo sorvete. F1-controle (- inulina,
- WPC); F2 (+ Inulina, - WPC); F3 ( - inulina, + WPC) e F4 (+ inulina, +WPC).
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Tabela 5. Taxa de sobrevivéncia (%) de L. acidophilus NCFM frente as condicdes
gastricas e entéricas simuladas in vitro, incorporados as formulacées de sorvete de
graviola e reduzido de gordura (F1 a F4), durante o armazenamento de 112 dias a
-18+3°C.

Sorvetes
Fase
Dias*
F1 F2 F3 F4

géstrica 2 64,20+ 1,458 66,50 +3,928% 7218+150% 64,33+ 1,935
28  63,36+0,61%® 5865+361C 6387+1664 5962+2665C

(2h) 56 58,78 +0,86°¢ 60,98 +2,04 B8 61,86+2,718 77,43 +2,154a

84  6326+27470 5866+4597 £356+1794° 5494 +2 538

112 60,91 +1,778¢ 67,47 +2,437 5873 +1348 5260 +293Cd
2 4290 +2,8282 4220+3,38B2 4795+1,46% 44,77 + 1,97 ABb

entérica 28  43,38+259% 4298 +2,17A  4345+2007° 43,08 +2,18 A

I (6h) 56  39,08+4,84C 4198+4,8580 4761 +2568® 4941 +1,564

84  40,39+27082 42,01 +3,3078 4527 +2 3940 3808 +0,70 Be

112 39,19+1,1782  4316+0,98% 4534 +320%% 3579+1,13Cc

* Dias correspondem aos periodos de armazenamento das diferentes formulagdes do sorvete de graviola mantidas a -18 oC

AB | etras mailsculas sobrescritas distintas em uma mesma linha indicam diferengas significativas
(p<0,05) entre os diferentes sorvetes estudados no mesmo periodo de armazenamento. 2b¢ Letras
mindsculas sobrescritas distintas em uma mesma coluna indicam diferengas significativas (p<0,05)
entre os diferentes periodos estudados para um mesmo sorvete. F1-controle (- inulina, - WPC); F2
(+ Inulina, - WPC); F3 ( - inulina, + WPC) e F4 (+ inulina, + WPC)

Tabela 6. Taxa de sobrevivéncia (%) de B. animalis subsp. lactis HNO19 frente as
condigdes gastricas e entéricas simuladas in vitro, incorporados as formulacdes de
sorvete de graviola e reduzido de gordura (F1 a F4), durante o armazenamento (dias)
a -18+3°C.

Sorvetes
Fase .
Dias*
F1 F2 F3 F4
2 9701+3607 0767+3787 0669+168% 9567 +2,30
. 28 9564+158B8 9658+1314B 0848+0,957% 0556 +2438a
gastrlca
56 9569+160% 9704+130% 09635+0,92% 9901 +5,114a
(2h) 84  9651+0,79% 9502+178A 9721+176% 9621 +0,65%4
112 9757 +059% 9729+132% 9730+1,92% 9470+ 1,11 Ba
2  8866+1,785% 0068+2537 0276+1,01% 9152+ 1,30A
entérica 28 89,73+0,818° 92,79+1,80% 90,83 + 1,68 A8 92,89 + 1,62 A=
1 (6h) 56  9360+128%0 9205+203% 87,01 +0,898 9574 + 4,23 Aa
84 9577+363% 0335+153A 8804 +2628¢ 9408 + 1,78 Aabd
112 97604807 90,61 +1,748 93,88 +1,70782 84,01 + 0,03 Cc

* Dias correspondem aos periédos de armazenamento das diferentes formulagdes do sorvete de graviola mantidas a -18 oC

AB | etras mailsculas sobrescritas distintas em uma mesma linha indicam diferengas significativas
(p<0,05) entre os diferentes sorvetes estudados no mesmo periodo de armazenamento. @< etras
mindsculas sobrescritas distintas em uma mesma coluna indicam diferengas significativas (p<0,05)
entre os diferentes periodos estudados para um mesmo sorvete. F1-controle (- inulina, - WPC); F2
(+ Inulina, - WPC); F3 ( - inulina, + WPC) e F4 (+ inulina, + WPC).
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Entre as formulacbes estudadas, pdde-se observar, também, o efeito
protetor tanto do prebidtico inulina (I) como do concentrado de proteina de soro
de leite (WPC) e a combinagdo desses ingredientes na sobrevivéncia dos
probidticos as condicdes gastrointestinais - TGl simuladas in vitro, durante os
diferentes periodos de armazenamento (2, 28, 56, 84 e 112 dias) a -18+3°C.

A presenca de inulina (6%) na formulagdo F2 contribuiu com o aumento
significativo da resisténcia de L acidophilus NCFM durante a fase gastrica (2h)
e entérica | (4h), respectivamente, ao 112° e 84° dia de armazenamento do
sorvete simbidtico (p<0,05). O mesmo comportamento foi observado para
B. animalis subsp. lactis HNO19 apds o final do ensaio in vitro (fase entérica ll,
6h), especificamente ao 28° dia de armazenamento (p<0,05) (Figura 3, 4).
A funcionalidade da inulina no aumento da sobrevivéncia dos probiéticos pode
estar relacionada ao seu elevado grau de polimerizag&o por volta de 25 (DP)
com alta capacidade de ligar-se agua disponivel no alimento, formando uma
rede de microcristais resistente as enzimas digestivas humanas (BURITI;
CASTRO; SAAD, 2010; FRANCK, 2008), podendo contribuir, desta forma, na
protecdo fisica dos probidticos ao estresse submetido pelas condicoes
gastrointestinais (SANDERS; MARCOS, 2010).

Ao avaliarmos o efeito do concentrado protéico (WPC) na substituicao
parcial da gordura lactea na formulagdo T3 sobre a resisténcia de
L. acidophilus NCFM no teste in vitro, a presenca do ingrediente protéico
melhorou significamente a sobrevivéncia do Lactobacillus apés a fase entérica
Il (6h) ao 56° e ao 84° dia de armazenamento (p<0,05) (Figura 3). O mesmo
ingrediente também favoreceu a sobrevivéncia do probibtico B. animalis subsp.
lactis HNO19, apds a fase gastrica, particularmente ao 28° E ao 84° dia de
armazenamento (p<0,05) (Figura 4). Segundo alguns autores (AKALIN et al.,
2007; RANADHEERA; BAINES; ADAMS, 2010), a presenca de proteinas e
fosfatos nos concentrados de proteinas atuam como tampdes, permitindo a
manutencdo dos valores de pH no produto e, com isso, a sobrevivéncia de
células probidticas em quantidade mais viaveis ao beneficio do hospedeiro.

A combinagdo dos ingredientes WPC e Inulina na formulagdo F4
aumentou significativamente a sobrevivéncia de L. acidophilus NCFM durante a

fase gastrica (2h) e entérica Il (4h) ao 56°. dia de armazenamento (p<0,05)
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(Figura 3). Para B. animalis subsp. lactis HNO19, a mesma protecao conferida
pela combinagdo dos dois ingredientes foi significativa até 84°. dia de
armazenamento (p<0,05), Figura 4. Semelhamente, o efeito protetor da
combinacdo desses ingredientes foi observado por Souza (2010) em
margarinas probioticas. As formula¢des adicionadas de inulina e concentrado
de caseina (CMP), apresentaram populacdes de B. animalis Bb-12 satisfatérias
pelo menos até o 28° dia de armazenamento. No entanto, no sorvete de
graviola, a adicdo do WPC combinado com a inulina teve um efeito negativo no
ultimo periodo de armazenamento (112 dias), para o qual foi possivel observar
uma reducao de até 0,5 log UFC/g em relagdo ao controle (F1) para
L. acidophilus NCFM e B. animalis subsp. lactis HNO19 (p<0,05). Uma possivel
justificativa para esse comportamento seria a ocorréncia de mudancas
estruturais no produto congelado, devido a uma maior interacdo desses dois
ingredientes (inulina e WPC) no final de vida de prateleira da formulagdo F4
(112° dia), com ocorréncia de injurias fisicas as células probidticas.

Ensaios in vitro podem ser Uteis, a fim de estimar se a bactéria
sobreviveria a passagem pelo TGIl. No entanto, a comprovacao in vivo seria
necessaria. A extrema complexidade dos sistemas vivos associada a
variabilidade de cada individuo ndo conferem aos experimentos in vitro a
evidéncia definitiva na validagdo dos fendbmenos probibticos. Somente
investigagbes in vivo em humanos sado capazes de verificar a eficacia dos
probidticos, o que confere mais confiabilidade ao estudo (O’'MAY;
MACFARLANE et al., 2005).
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4. CONCLUSOES

O presente estudo mostrou que o sorvete probidtico de graviola com
reducao de gordura apresenta elevada potencialidade como produto funcional,
uma vez que as populagdes de L. acidophilus NCFM e de B. animalis subsp.
lactis HNO19 apresentaram viabilidade acima de 10 log/porcéao diaria de 60 g
de sorvete.

A adicao do prebiotico inulina e a subsituicao parcial da gordura lactea
pelo concentrado proteico de soro (WPC), como também a combinacédo desses
dois ingredientes, resultaram em efeitos positivos sobre a sobrevivéncia das
bactérias probidticas durante o ensaio in vitro para a maioria dos periodos de
armazenamento avaliados, com destaque para cepa B. lactis HNO19, que
apresentou sobrevivéncia média acima de 90% até o final do armazenamento
de 112 dias. O sorvete F4, adicionado de 6% de inulina e 1,5% de WPC como
substituto parcial da gordura lactea WPC, foi a formulagdo mais favoravel para
ser utilizada como veiculo das culturas probioticas estudadas, uma vez que, a
combinacao de inulina e WPC pode agregar maior valor nutricional e funcional
ao sorvete probidtico de graviola.
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CAPITULO 3

Caracteristicas fisico-quimicas e aceitacao sensorial dos sorvetes
probioticos e simbidticos de baixo teor de gordura e adicionados de
polpa de fruta de graviola (Annoma muricata L).

RESUMO:

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da substituicdo parcial de
gordura do leite (G) pelo o concentrado proteico de soro de leite (WPC) e a
adicdo da inulina (I) sobre as propriedades fisico-quimicas e sensoriais dos
sorvetes probidticos e simbidticos de graviola (Annoma muricata L). Empregou-
se um planejamento fatorial 22, para a producdo de 4 formulagbes, em
triplicata: F1- controle (- I, - WPC); F2 (+ I, - WPC); F3 (- I, + WPC) e F4 (+ |,
+ WPC) as quais foram armazenadas e avaliadas por até 112 dias a -18+3°C.
A adigao de inulina conduziu ao aumento da dureza instrumental para F2 e F4
no final de armazenamento de 112 dias e para a formulacao F3, apés o 56°.
dia de armazenamento (p<0,05). Os resultados mostraram, também, que a
presenca do WPC e/ ou inulina reduziu a velocidade de derretimento dos
sorvetes ao longo do armazenamento (p<0,05). No teste de aceitabilidade
conduzidos por consumidores, os altos escores médios obtidos (entre 6,8 e
8,0) indicaram que os sorvetes funcionais avaliados foram muito bem aceitos e
que nao diferiram significativamente durante o armazenamento de até 84 dias.
Exceto para F4, a adicado do WPC+ | melhorou a sua aceitabilidade ap6s 56°.
dia de armazenamento (p<0,05). Os resultados obtidos sugerem que a
utilizacdo do WPC como substituto parcial da gordura lactea separadamente ou
combinada com a inulina pode ser vantajosa no desenvolvimento de sorvete
probiético com baixo teor de gordura, uma vez que a presenca desses
ingredientes melhorou as caracteristicas tecnoldgicas e sensoriais do sorvete

funcional reduzido de gordura.

Palavras-chaves: probidticos, prebiotico-, sorvetes, graviola, inulina,
Lactobacillus, Bifidobacterium
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ABSTRACT

Sensory acceptability and relatd pfysical features of probiotic and synbiotic low-
fat graviola ice-creams.

The influence of partial replacement of milk fat (MF) by whey protein
concentrate (WPC) and the addition of the inulin (I) on physical properties and
sensory acceptability of the probiotic and synbiotic graviola ice creams was
investigated. The ice creams with WPC presented lower hardness in the 7" and
112M days of frozen storage (p<0.05). A 22 factorial design was employed and
four formulations were produced, in triplicates: F1-control (- I, - WPC), F2 (+ I,
- WPC), F3 (- I, + WPC), and F4 (+ |, + WPC). Ice-creams were stored at
-18 £ 3 °C and evaluated for up to 112 days.

The addition of inulin led to an incresead hardnes for F2 and F4 at the end of
storage of 112 days and for F3 after 56 days of the storage (p<0.05). The results
also showed that the presence of the WPC and/or inulin reduced the ice-creams
melting rates during the whole storage (p<0.05). The high mean scores
obtained (between 6.8 and 8.0) in the acceptability test indicated that the
functional ice-creams evaluated were very well accepted and they did not differ
significantly throughout storage of up 84 days. Except for F4, the addition of
WPC+I improved the acceptability after the 56" day of frozen storage (p<0.05).
The results suggest that the use of WPC for the partial replacement of milk fat,
separately or combined with inulin, may be advantageous in the development of
low-fat synbiotic ice-cream, since the presence of these ingredients improved
the technological and sensory features of the low- fat functional ice-cream.

Keywords: probiotics, prebiotic, ice-cream, graviola, inulin, Lactobacillus,
Bifidobacterium.
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1. INTRODUCAO

Sorvete apresenta uma estrutura semi-solida constituida por um
complexo sistema coloidal (ALVAREZ; WOLTERS; VODOVOTZ, 2005; XINYI
et al., 2010). E um produto congelado composto por cristais de gelo, bolhas de
ar, glébulos de gordura agregados e parcialmente coalescidos, todos em fases
distintas e cercados por um matriz continua descongelada constituida por
acucares, proteinas, polissacaridos e sais dissolvidos em agua (GOFF, 2002;
GOFF, 2008). Apesar das inumeras vantagens que determinam o sorvete como
uma matriz interessante para incorporacdo de culturas probidticas
(MOHAMMADI et al., 2011; CRUZ et al., 2009) a composicao de um sorvete
tradicional apresenta uma concentracdo elevada de gordura do leite entre 10 a
12% (GOFF; HARTELL, 2006; GOFF; HARTELL, 2013) o que torna o produto
bastante calérico.

Atualmente, existe um grande incentivo para o desenvolvimento de
produtos probidticos com baixo teor de calorias. (AKLIN et al., 2007; FRANCK,
2008). Os ingredientes amplamente utilizados como substitutos de gordura
- 0 concentrado proteico do soro de leite e o prebidtico inulina - podem
contribuir com mudancas desejaveis sobre a composicado quimica e fatores
nutricionais, além de auxiliar na manuntencao de células probiéticas durante a
vida de prateleira do produto (BURITI et al., 2010; MOHAMMADI et al., 2011).

Os substitutos de gordura sdo utilizados para proporcionar algumas ou
todas as propriedades funcionais das gorduras, além de fornecer menos
calorias. Esses ingredientes sdo utilizados em uma variedade de produtos, da
panificacdo as  sobremesas congeladas (AMERICAN  DIETETIC
ASSOCIATION, 2005). A gordura do leite € um ingrediente multifuncional
importante para a formagdo e estabilizacdo da estrutura dos sorvetes
(GRANGER et al., 2005; XINYI et al., 2010) influencia na cremosidade, nas
caracteristicas de textura e auxilia na producdo de propriedades de
derretimento desejaveis para o produto (MARSHALL; GOFF; HARTEL, 2003).

No entanto, a formagédo da estrutura de sorvete é dificultada quando o
teor de gordura é reduzida e os atributos relacionados a qualidade, como
viscosidade, a dureza, a fracdo de derretimento e sabor, sdo afetados (EL-
NAGAR et al., 2002). Quando o teor de gordura é reduzido, muitas vezes este
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componete é substituido por carboidratos e proteinas que podem executar
propriedades funcionais semelhantes as gorduras (BENJAMINS et al., 2009).

Em sorvetes com baixo teor de gordura, a inulina tem sido utilizada
como um substituto de gordura devido a sua capacidade para estabilizar a
estrutura e o sabor (AKALM; KARAGOZLU; UNAL, 2008; AYKAN; SEZGIN;
GUZEL-SEYDIM, 2008; KARACA et al., 2009). Outros ingredientes, como
concentrado protéico de soro (WPC), além de promover o crescimento e
estabilidade das bactérias probibticas em produtos alimentares, melhoram a
sua viabilidade durante o prazo de validade (AKALIN et al., 2007). No entanto,
a funcionalidade desse ingrediente como substituto de gordura dependera da
natureza da suas fracbes proteicas e das suas interacbes com 0s outros
componentes do sorvete. Algumas dessas fracdes proteicas permanecem
dissolvidas na fase aquosa, contribuindo com a estabilidade da estrutura do
produto e, dessa forma, auxiliando na reducdo da recristalizacdo do sorvete
(ROSSA; BURIN; BORDIGNON-LUIZ, 2012; GOFF; HARTELL, 2013;).

De uma forma geral, o sorvete € um produto que agrada o paladar dos
mais diferentes publicos, sendo bem aceitos por criancas, adolescentes e
adultos, inclusive idosos (CRUZ et al., 2009). No entanto, quando formulados
com baixo teor de gordura contendo microrganismos probioticos e ingredientes
prebidticos tendem a ser mais atraentes que os sorvetes tradicionais.

A suplementagcdo de um produto lacteo com a cepa Bifidobacterium
animalis subsp. lactis HNO19 combinada com prebiético pode melhorar a
absorcao de ferro e reduzir estado de anemia em criancas com idade pre-
escolares (1- 4 anos) Sazawal et al. (2010). Adicionalmente, a incorporacao de
Lactobacillus acidophilus NCFM em sorvetes torna-se também interessante,
uma vez, que essa cepa pode influenciar na diminuicdo da resisténcia a
insulina e de marcadores inflamatérios em individuos humanos, conforme
pesquisado por Andreasen et al. (2010).

No entanto, a incorporacao de bactérias probi6ticas numa formulagcéao de
sorvete ndo deve afetar a qualidade final do produto. Nesse sentido, os
parametros fisico- quimicos envolvidos no controlo da qualidade do produto, tal
como a velocidade de derretimento, caracteristicas sensoriais, devem ser o
mesmo ou melhor, quando comparados com um sorvete convencional (Cruz et
al., 2009).
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Nesse sentido, a proposta deste estudo foi avaliar a influéncia da adicéo
do prebidtico inulina e da substituicido parcial da gordura lactea pelo
concentrado de proteinas de soro de leite (WPC) sobre as caracteristicas fisico-
quimicas e sensorias de sorvetes de graviola (Annoma muricata L.) formulados
com Lactobacillus acidophilus NCFM e Bifidobacterium animalis subsp. lactis
HNO19.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Planejamento experimental

Para o desenvolvimento do sorvete funcional com teor reduzido de
gorduras e adicionado de polpa de fruta de graviola, foi realizado um
delineamento fatorial 22, constituidos de 2 fatores (WPC e Inulina), em 2 niveis
(presenca ou auséncia) para as diferentes formulagdes do sorvete de graviola.

Para cada delineamento experimental, foram realizados os ensaios com
todas as possiveis combinacées nos niveis dos fatores (LAWLESS;
HEYMANN, 1999; BARROS NETO et al., 2007), totalizando 3 repeticoes de
cada uma das 4 formulacdes do planejamento experimental, resultando em um
total de 12 producdes do sorvete funcional com polpa de fruta de graviola com
teor reduzido de gordura. Para o desenvolvimento do sorvete funcional, foi
utilizado o delineamento experimental descrito na Tabela 1. Os ingredientes e
suas respectivas quantidades estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 1. Delineamento experimental e proporcées definidas para os
constituintes das 4 formulagdes do sorvete funcional com baixo teor de gordura
e as quantidades codificadas em auséncia [-1] ou presenca [+1] dos fatores
(inulina e o substituto parcial da gordura lactea - WPC) e os respectivos valores

reais.

Quantidade de cada ingrediente em 100 g de sorvete
Constituintes

F1 F2* F3 F4*
Inulina 0,00 [-1] 6,00 [+1] 0,00 [-1] 6,00 [+1]
WPC 0,00 [-1] 0,00 [-1] 1,50 [+1] 1,50 [+1]
Gordura lactea 3,00 3,00 1,50** 1,50**
Probioticos*** 0,08 0,08 0,08 0,08

* formulagdes simbioticas com a presenca [+1] de 6% de prebiotico (inulina).
** substituicao parcial da gordura lactea (1,5%) pelo WPC.

*k%k

culturas probiéticas (Lactobacillus acidophilus NCFM e Bifidobacterium animalis subsp.
lactis HNO19)

As quatro formulagbes foram calculadas com base na porcdo diaria
estabelecida para sorvetes, que corresponde a 60 g ou 130 mL do produto
(ANVISA, 2003). Os ingredientes, como também suas devidas proporcoes,
estdo apresentadas para 100 g do alimento funcional (Tabela 2). A composicéao
basica das diferentes formulacdes desenvolvidas para o sorvete de graviola foi
definida com base na composicdo geral para sorvetes descrita por Goff e
Hartell (2006, 2013) e dos gelados comestiveis simbidticos com baixo teor de
gordura desenvolvidos por Harami (2008).
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Tabela 2. Ingredientes e respectivas propor¢cdes (%) e variaveis estudadas na

producéo dos sorvetes (F1 a F4).

Ingredientes (%) Sorvetes
F1 F2 F3 F4

Fixos
Polpa de graviola ' 20,00 20,00 20,00 20,00
Leite em pé desnatado 2 8,00 8,00 8,00 8,00
Sacarose 3 7,00 7,00 7,00 7,00
Glicose # 3,00 3,00 3,00 3,00
Emulsificante Emustab 5 0,50 0,50 0,50 0,50
Aroma de graviola © 0,08 0,08 0,08 0,08
Goma guar ’ 0,08 0,08 0,08 0,08
Goma xantana 8 0,08 0,08 0,08 0,08
Goma carragena ° 0,03 0,03 0,03 0,03
Lactobacillus acidophilus NCFM 10 0,08 0,08 0,08 0,08
Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 ' 0,08 0,08 0,08 0,08
Agua 49,07 42,07 53,57 47,57
Variaveis
Creme de leite (25% gordura lactea) * 12,00 12,00 6,00 6,00
WPC ** 0,00 0,00 1,50 1,50
Inulina *** 0,00 6,00 0,00 6,00
Total 100,00 100,00 100,00 100,00

" (Annona muricata L., IceFruit-Maisa, Tatui-SP, Brasi); 2 Leite Molico, Nestlé, Aracatuba - SP,
Brasil; 8 AcUcar Unido, Coopersucar, Limeira-SP, Brasil; 4+ NUTRE, Sao Paulo-SP, Brasil;
SEmulsificante (monoglicerideos de acidos graxos destilados, monoestearato de sorbitana,
polioxietileno de monoestearato de sorbitana, Duas Rodas, Jaragua do Sul-SC, Brasil; ® Givaudan
(Genebra, Suica); 78° DuPont Danisco, Redhill, Reino Unido; 0! Culturas probidticas liofilizadas
DVS (Direct Set Vat, DuPont Danisco, Redhill, Reino Unido); * 12% e 6% de creme de leite
esterilizado (Nestlé, Aragatuba - SP, Brasil) contendo 25% de gordura lactea, contribui
respectivamente, com 3% e 1,5% de gordura lactea nas formulagdes acima; **
proteico de soro do leite, WPC (Simplesse ®, CPKelco, Limeira-SP, Brasil); ** fibra prebidtica

inulina Beneo ® GR - (ORAFTI, Oreye — Bélgica).

concentrado
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2.2 Elaboracao dos sorvetes

2.2.1 Preparo do indculo

A producao dos sorvetes iniciou-se com o preparo do pré-inodculo. Para
isso, foram reconstituidas porcdes de 40 mL de leite, de acordo com as
instrucées do fabricante (20 g do leite em pd desnatado / 200 mL de agua
filtrada). Essas porcdes foram esterilizadas em autoclave (121°C/ 15 minutos)
e, posteriormente, inoculadas com 0,08% de cada cultura probittica liofilizadas
DVS (Direct Set Vat) - Lactobacillus acidophilus NCFM e Bifidobacterium
animalis subsp. lactis HNO19 (DuPont Danisco, Redhill, Reino Unido) para a

ativacao, com incubacao a 37°C durante 120 minutos.

2.2.2 Producao do sorvete

Durante o processamento da mistura de cada sorvete, para evitar a
formacgao de grumos, as gomas foram previamente misturadas com uma parte
do acucar, antes de serem adicionadas na parte liquida da mistura. Em
seguida, a mistura foi transferida para o misturador Geiser UMMSK-12 (Geiger,
Pinhais, Brasil) para agitacdo e aquecimento a 50°C, por 30 segundos (Figura
1). Ap6s resfriamento a 40°C, foram adicionados a mistura o leite em pé
desnatado, o restante do acucar, a glicose, WPC e a fibra prebiética inulina,
com posterior mistura por 2 minutos adicionais (Figura 1). Posteriormente, o
creme de leite foi adicionado a mistura, que foi novamente misturada no
misturador Geiger (UMMSK-12), por 20 minutos, para a formacao da emulsao
(Figura 1). Nesta fase, ocorreu a quebra e a reducao dos glébulos de gordura,
com a finalidade de melhorar as caracteristicas do corpo do sorvete (Figura 1).
Para atender as normas sanitdrias exigidas pela ANVISA (2001) para a
elaboragdo de gelado comestivel, a mistura do sorvete foi pasteurizada a
85 °C, por 25 segundos. Depois do processo de pasteurizacao, essa mistura foi
resfriada a 37 °C, para a adicao dos pré-indculos com as culturas probidticas
(L. acidophilus NCFM e B. animalis subsp. lactis HN019). Por ultimo, quando a

mistura atingiu a temperatura ambiente (cerca de 20° C), foram adicionados a
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polpa da fruta (previamente pasteurizada), o emulsificante (Emustab) e o
aromatizante (flavour de graviola). A mistura final foi misturada por mais 15
minutos e refrigerada a 4°C, para a maturacao da calda, por um periodo de 20-
22h. No dia seguinte, a calda maturada foi transferida para a produtora de
sorvete (Skymsen BSK-16) e batida (cristalizacdo) por 15 minutos, para a
incorporacdo de ar e o congelamento rapido a uma temperatura entre -3 ou
-4°C (produto), de maneira a controlar a formacao de cristais de gelo e com
obtencdo do sorvete com uma consisténcia semi-sélida, parcialmente
congelado. Posteriormente, o produto final foi envasado em potes plasticos de
polipropileno préprios para alimentos (diametro de 68 mm, altura de 32 mm,
volume util de 55 mL; Tries Aditivos Plasticos, Sado Paulo, Brasil), os quais
foram selados com tampa de aluminio, em seladora Delgo No. 1968 (Delgo
Metalurgica, Cotia, Brasil). Em seguida, os sorvetes embalados foram
armazenados sob congelamento (-18+3°C) para a realizacdo das analises,

conforme definido nos periodos de amostragem, descritos no item 2.3.

MISTURA DOS INGREDIENTES

!

HOMOGENEIZAGAO a2 40°C

|

PASTEURIZAGCAO
85 °C por 25s

!

ADICAO DO INOCULO HNO19 + NCFM
NA MISTURA A 37°C Incubados 2380 C

2h
1 por

ADICAO NA MISTURA FINAL
Polpa de fruta + flavorizante +

emiilsificante " Misturador Geiser UMMSK-12
2 Refrigerador Metalfrio (VB43R)
1 3 Produtora para sorvete Skymsen BSK-16
4 Potes de plasticos (Tries Aditivos Plasticos,
MATURACAO Sé&o Paulo, Brasil).
4 4°C por 20-22h 2 5 Seladora (Delgo Nr 1968, Delgo Metallrgica,
Cotia, Brasil).
1 8 Freezer Vertical (Metalfrio, mod. VF50R, Sao
Paulo, Brasil).

AERAGAO E CONGELAMENTO PARCIAL
Sorvete semi-solido temp. -3 a -4 °C por 15 min. 3

!

ENVASE E AMARZENAMENTO
a-182.C por até 112 dias *5¢

Figura 1. Fluxograma com as principais etapas do processamento das formulagdes do sorvete
de graviola.
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2.3 Periodo de armazenamento

As formulacdes de sorvete (F1 a F4) foram produzidas em triplicata e
armazenadas no congelador a -18+3° C. Amostras provenientes das producdes
dos sorvetes de graviola foram utilizadas para a determinacado dos parametros
fisico-quimicos (composicao centesimal, perfil lipidico, overrun, taxa de
derretimento, dureza instrumental) e avalicdo sensorial, com 0 monitoramento
prévio dos contaminantes microbioldgicos. As caracteristicas fisico-quimicas
foram avaliadas ap6s 7, 56 e 112 dias de armazenamento e a aceitagéo
sensorial apds decorridos os 7, 28, 56 e 84 dias de estocagem a -18£3°C. Os
rendimentos (% overrun) de cada uma das formulagcbes F1 a F4 foram
determinados durante a producao (dia 0), apdés o congelamento parcial do
produto simultdneo com a incoporacdo de ar. As andlises de composi¢ao
centesimal e de determinacado de perfil lipidico foram realizadas a partir de

amostras liofilizadas conforme descrito no item 2.4.1.

2.4 Avaliacao das caracteristicas fisico-quimicas dos sorvetes

2.4.1 Determinacao da composicao centesimal e calculo do valor
energético total (VET)

Para a determinagdo da composicdo centesimal, as amostras,
inicialmente mantidas a -18+3° C, foram posteriormente submetidas a
liofilizacdo, com excecao das amostras utilizadas para a determinacéo do teor
de sélidos totais. A quantificacdo de soélidos totais foi determinada a partir de 59
de sorvetes ndo liofilizados mantidos a 70°C, em estufa a vacuo (modelo
440/D, Nova Etica, Vargem Grande Paulista, Brasil) de acordo com as normas
do Instituto Adolfo Lutz (2005).

Para determinacdo das outras analises a liofilizacdo das amostras foi
conduzida ap6s o congelamento das amostras a -60°C, em liofilizador Edwards
L4KR Modelo 118 (BOC Edwards, Sao Paulo, Brasil), com o sistema de vacuo

operando com pressdo de 10" mbar e com a temperatura do condensador
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mantida em -40°C. A temperatura final do processo de secagem manteve-se
entre 10 e 15°C.

A partir das amostras liofilizadas foram determinadas as seguintes
analises para a composi¢ao centesimal dos produtos:

o Fragao cinza ou residuo mineral fixo, foi determinada gravimetricamente
pela incineragdo de 5 g de amostra a 550°C (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2005);

J Proteinas foram realizadas através da andlise do conteudo de nitrogénio
total pelo método micro-Kjeldahl, utilizando o fator de converséo 6,37, adaptado
de Association of Official Analytical Chemists (2003 a,b);

. Gorduras totais, determinados através do método de Bligh e Dyer
(1959).
o Carboidratos (incluindo fibras), calculados pela diferenca para se obter

100% da composicao total (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005);

Para o calculo 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 x g proteinas) +
(4 x g carboidratos) + (9 x g lipidios totais) + (1,5 x g de frutanos totais)], para
determinar o valor energético total (VET) médio de cada uma das 4
formulacdes do sorvete funcional (ANVISA, 2003; AUERBACH et al., 2007).

2.4.2 Composicao dos acidos graxos

A partir das amostras liofilizadas, conforme descrito no item 2.4.1, foi
realizado o processo de obtencdo da fracdo lipidica dos sorvetes, com
adaptacao da metodologia de Bligh e Dyer (1959). Apds a obtencéo da fragéao
lipidica, os acidos graxos foram transformados em ésteres metilicos, segundo a
metodologia de Hartman e Lago (1973). A andlise foi realizada em
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cromatdgrafo a gas Varian GC, modelo 430 GC, equipado com injetor
automatico, detector de ionizagdo de chama e o programa “Varian”s Galixie
Chromatography Software (Varian, Midelburgo, Holanda). Foi utilizada coluna
capilar de silica SP-2560 (Sulpeco, USA), com 100 m de comprimento X 0,25
mm de didmetro interno e contendo 0,2 um de polietilenoglicol dentro da
coluna. As condicbes foram: injecao split, razdo de 50:1; temperatura da
coluna: arraste: hélio, em pressao isobarica de 37 psi; velocidade linear de 20
cm/s; gas make-up: hélio a 29 mL/ min; temperatura do injetor: 250°C;
temperatura do detector: 250°C. A composicao qualitativa foi determinada por
comparacao dos tempos de retencédo dos picos com os respectivos padroes de
acidos graxos. Foram coletadas amostras de dois lotes de producao de cada
sorvete. As amostras foram analisadas em triplicata e os valores apresentados

corresponderam as médias * (DP) destes valores.

2.4.3 Incorporacao de ar (overrun)

A proporgdo de ar incorporado a mistura durante o batimento e
congelamento simultdneo € denominada overrun. Essa medigéo foi realizada
durante a elaboracédo do sorvete, com a pesagem inicial da calda (250 mL) e
depois do produto pronto (250 mL) para avaliacao do rendimento do sorvete.
No trabalho realizado, o overrun foi obtido a partir de uma amostra de cada lote

produzido, de acordo com Muse e Hartel (2004), através do seguinte calculo:

Overrun (%) = pcalda — psorvete x 100

psorvete onde p = peso em 250mL
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2.4.4 Fracao de derretimento

A fracdo de derretimento foi avaliada adaptando o método descrito por
Muse e Hartel (2004) e Harami (2008), com a utilizagdo de amostras com
50,0+0,50g de amostras de sorvete de cada lote produzido para as
formulacdes F1-F4.

Durante as anadlises, as amostras armazenadas a -18 * 3°C foram
retiradas do congelador e imediatamente dispostas sobre malha metalica de 5
mm de abertura, acomodada sobre o funil e uma proveta volumétrica graduada
mantidas em estufa para manutencéo da temperatura a 25,0 £ 1,0°C. O tempo
de coleta dos primeiros 10,0 mL do produto drenado foi registrado e, a partir de
entdo, medicdes do volume coletado foram realizadas a cada 3 minutos.

O coeficiente de derretimento foi calculado, considerando-se os volumes
drenados e o periodo de coleta, os quais foram plotados em graficos
bidimensionais, obtendo-se assim, a fracdo de derretimento em mililitros por
minutos (mL/min) a partir do coeficiente de inclinacao da equagédo da reta
obtida (CAVENDER; KERR, 2013).

2.4.5 Determinacao da dureza instrumental

A avaliacdo da dureza instrumental (kgf) dos sorvetes em estudo foi
realizada pelo o teste de corte do produto em texturbmetro TA-XT2 (Stable
Micro Systems, Haslemere, Reino Unido), adaptando-se o método descrito por
Aime et al. (2001) e por (HARAMI, 2008). Para efetuar as medicdes, 0s
sorvetes acondicionados em potes de 250 mL foram retirados do freezer a -18
+ 3°C e transportados do congelador para o analisador de textura (TA-XT2) em
caixa de isopor com gelo envolta das amostras até o momento da analise.
Durante as medicoes de dureza foi utilizado o probe (acessério) Knife Edge
- HDP/BS, indicado pelo manual do equipamento. Para a realizacdo da anélise,
foram adotados os seguintes parametros: velocidades de pré-teste, teste e pos-
teste 2,0, 3,0 e 10 mm/s, respectivamente, para determinacao da forga (kgf)

necessaria para romper a amostra do produto.
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2.5 Seguranca microbiolégica sanitaria dos sorvetes

Para a confirmacdo da seguranca microbiolégica dos sorvetes foram
realizadas as anadlises dos microrganismos indicadores de contaminacao,
conforme a legislacdo vigente para gelados comestiveis e produtos para
gelados comestiveis (ANVISA, 2001). A legislacao estabelece que gelados
comestiveis de base lactea ou nao lactea (a base de agua ou polpa de frutas)
devem ser analisados quanto a presenca de coliformes a 45°C/g, estafilococos
coagulase positivos/g e Salmonella spp./259.

Para a contagem de coliformes, utilizaram-se placas de Petrifim TM (3M
Microbiology, St. Paul, EUA), as quais foram incubadas a 45°C durante 24 h.

A determinacdo de estafilococos coagulase-positivos foi realizada
utilizando-se placas PetrifilmTM Staph, incubadas a 37°C por 24h. Para
identificacdo de contaminacao por Salmonella spp. utilizou-se a metodologia

proposta por Andrews et al. (2001).

2.6 Analise sensorial

A avaliacao sensorial do presente trabalho foi aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, conforme
o oficio: CEP/FCF/136/2010 (ANEXO 1).

A avaliacdo sensorial das quatro formulagdes do sorvete funcional (F1-
F4) foi realizada no Laboratério de Analise Sensorial da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP, ap6s os periodos de armazenamentos descritos no
item 2.3.

Cada sessao de andlise sensorial contou com a presenca de 30
provadores nao treinados que analisaram duas amostras por sessao.
O numero total de consumidores, levando-se em conta todas as sessdes de
analise sensorial realizadas (para todas as amostras, em todos os periodos de
armazenamento) foi de 240 voluntarios. Antes de participarem da andlise
sensorial, os consumidores apo6s estarem devidamente acomodados nas
cabines de analise sensorial do laboratério, foram convidados a ler
atenciosamente o Termo de consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO II),
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contendo a identificacdo da pesquisa e dos responsaveis pela mesma, além de
apresentar os aspectos legais da pesquisa.

Participaram dessa etapa consumidores adultos (provadores nao
treinados), entre funcionarios, bolsistas, estagiarios e visitantes da
Universidade de Sao Paulo. Para a triagem dos consumidores, foram aplicados
0s seguintes critérios de inclusao: ter entre 18 e 60 anos, de ambos 0s sexos;
ser consumidor habitual de produtos lacteos, como sorvetes, leites, iogurtes e
queijos, inclusive de produtos com teores reduzidos de gorduras. Quanto aos
critérios de exclusao, considerou-se: possuir histérico de manifestacdo de
alergia, ter intolerancia algum tipo de alimento, aditivo alimentar ou possuir
doencas crbnicas (como diabetes, hipotiroidismo, hipertiroidismo, hipertensao
ou outras), estar em tratamento médico, estar gripado, resfriado, com
desconforto gastrintestinal ou indisposto e ter entrado em contato, ha menos de
1 hora, com materiais, alimentos ou cosméticos de cheiro forte.

A avaliacdo sensorial foi realizada com aplicacdo do teste de
aceitabilidade, com amostras de aproximadamente 20 g, codificadas com
3 digitos aleatérios. As amostras foram oferecidas aos consumidores
monadicamente para a sua avaliacdo individual. Para esse fim, foi utilizada
uma ficha sensorial (ANEXO Ill) com uma escala heddnica estruturada de 9
pontos (0 = desgostei muitissimo, 5 = ndo gostei nem desgostei, 9 = gostei
muitissimo) para avaliagdo global dos atributos relacionados ao sabor, textura,
aparéncia e aroma (LAWLESS; HEYMANN, 1999; ROUSSEAU, 2004).
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2.7 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos em média + desvio padréo. As
comparacoes entre os periodos de armazenamento para cada formulacao e
entre as formulacbes para os diferentes periodos de armazenamento foram
realizadas através de analises de variancia (ANOVA), seguidos do teste de
médias de Tukey, apds a confirmacdo da homogeneidade de variancias. A
homogeneidade de variancias entre as formulagdes e os diferentes periodos de
armazenamento (dias) foi avaliada através do teste de Levene. Nos casos de
heterogeneidade de variancias, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, seguido do procedimento de comparacdo multipla de Dunn, para as
formulacdes, e o teste de Friedman, para os periodos de armazenamento. O
software estatistico utilizado na analise foi o XLSTAT 2013 (Addinsoft SARL,
New York, USA) e o nivel de confian¢a adotado nas analises foi de 95%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1Caracteristicas fisico-quimicas

3.1.1 Composicao centesimal (%) e valor energético dos sorvetes

A composicdo centesimal e o valor energético (VET) obtidos para as
formulacbes estudadas estdo apresentadas na Tabela 3. As diferencas
encontradas para o teor de umidade (%), carboidratos totais (%) e gorduras (%)
na composi¢cdo centesimal estdo diretamente relacionadas com a formulagao

definida para cada produto.

Tabela 3. Composicao centesimal (%) e valor energético total (VET) em Kcal /100g
(média + desvio-padrao) dos sorvetes funcionais.

Composicao Sorvetes

F1 F2 F3 F4
Umidade 73,12 +0,16 67,39 £ 1,04 72,75 £ 0,09 65,89 £ 0,20
Proteinas 3,19 +0,03 3,51 +0,26 4,04 £ 0,23 4,16 + 0,11
Lipidios totais 2,92 £ 0,11 2,96 £ 0,05 1,69 + 0,05 1,66 + 0,01
Minerais 0,733 £0,037 0,735+ 0,048 0,827 £ 0,003 0,836 £ 0,007
Carboidratos totais * 20,03 £ 0,27 25,41 £1,39** 20,70£0,20 27,45 +0,30**
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Sélidos totais (%)*** 26,88 £ 0,16 32,15+ 1,04 27,25+0,09 34,11 10,20
Valor energético 119,16 £ 0,42 128,48 £ 4,07 114,11 £ 0,62 127,62 £ 0,86
Total

* Carboidratos totais incluindo teor de fibra alimentar totais. ** 5,4g corresponde aos frutanos
presente em 6% de Inulina com grau de pureza de 92%, conforme a informacdo do fabricante
(Orafti) para frutanos (Beneo GR) utilizados nas formulagées F2 e F4. *** Residuo seco apéds a
secagem da amostra na andlise de umidade. F1-controle (- inulina, - WPC); F2 (+ Inulina, -
WPC); F3 ( - inulina, + WPC) e F4 (+ inulina, + WPC).

Em sorvetes convencionais formulados com leite, os teores de soélidos
totais podem variar de 28% a 40% (CLARKE, 2004; GOFF; HARTEL, 2013).
Os sdlidos totais sdo todos os ingredientes retirando-se a agua e a sua
quantidade € definida conforme a composicdo final do sorvete a ser
apresentado ao consumidor. No presente trabalho, foi observado um valor
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significativamente mais elevado do teor de sélidos totais para as formulagdes
F2 e F4 que deve-se a adicao de 6% de inulina (5,4 g de frutanos) (Tabela 3).

Segundo a Portaria n® 27 de 13 de janeiro de 1998 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, os produtos sélidos, prontos para o consumo, contendo
0 maximo de 3 g de gordura/ 100 g de produto, podem ser considerados
alimentos com baixo teor de gordura (ANVISA,1998). Sendo assim, todas as
formulacbes estudadas se enquadram nessa definicdo, por apresentarem
valores de gorduras totais entre 1,66 € 2,96% (Tabela 3).

Nas formulagdées com 1,5% do concentrado proteico WPC (F3 e F4), foi
observado um pequeno aumento no teor de proteina e minerais. A adicao de
6% de inulina (5,4 g de frutanos totais) nas formulacées F2 e F4 aumentou a
quantidade de carboidratos totais e os porcentuais energéticos (VET) para 100
g de sorvete (Tabela 3). A composicao centesimal e o valor energético total
para as porcoes individuais de 60 g dos sorvetes estdo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4. Composicdo em nutrientes e valor energético total (VET) obtido para as
porcdes* de 60 g (média + desvio-padrdo) para cada formulacdo do sorvete

funcional.

Sorvetes

Composicao

F1 F2 F3 Fa
Proteinas 102+0,02  210+0,16 242+ 014 2,50 + 0,07
Lipidios totais ~~ 1,75+0,06 1,77 +0,03 1,01+0,03 1,00 + 0,01
Minerais 0,440 £0,022 0,441 +0,029 0496+0,002 0,502 + 0,004
Carboidratos™ 12,02 +0,16 1525+ 0,83 12,42 + 0,12 16,47 + 0,18***
Valorenergetico oy 5o, 605 77094244  6847+037 76,56 + 0,052

Total (Kcal/60g)

* Porgao diaria estabelecida para o sorvete, que corresponde 60 g ou 130 mL do produto (ANVISA,
2003). ** Carboidratos totais incluindo teor de fibra alimentar totais. *** 3,24 g do total dos
carboidratos correspondem aos frutanos presente em 6% de Inulina com grau de pureza de 92%,
conforme a informacédo do fabricante (Orafti) para frutanos (Beneo GR) utilizados nas formulagcdes
F2 e F4. Fi-controle (- inulina, - WPC); F2 (+ Inulina, - WPC); F3 ( - inulina, + WPC) e F4 (+
inulina; + WPC,).
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Os produtos podem ser desenvolvidos através da substituicdo de
ingredientes (por exemplo, acucar, gordura, sal e certos aditivos) por outros
mais saudaveis que possam oferecer beneficios adicionais, sem modificar a
qualidade inicial do produto (LIU; XU; GUO, 2008).

Neste sentido, os valores energéticos totais (VET) observados para as
porcdes de 60 g dos produtos foram inferiores aos sorvetes tradicionais
disponiveis no mercado (Tabela 4), indicando que a utilizagdo do prebidtico
inulina e do substituto de gordura (WPC) na formulacdo dos sorvetes
probidticos pode melhorar a qualidade nutricional desses alimentos e
transformarem o produto em uma boa fonte de proteinas e de fibras totais.

3.1.2 Composicao em acidos graxos.

Nas Tabelas 5 e 6 estdo enumerados os diferentes acidos graxos

encontrados nas formula¢des do sorvete de graviola e suas proporgdes, em

porcentagem na base integral.

Tabela 5. Composicao qualitativa de acidos graxos presentes em 100 g de

amostra (média * desvio-padrao).

Acidos Graxos Sorvetes
F1 F2 F3 F4

Butirico C4:.0 0,30 £ 0,06 0,47 £0,18 0,26 + 0,03 0,28 £ 0,00
Capréico C6:0 1,56 + 0,02 1,55+ 0,03 1,45+0,18 1,24 + 0,01
Caprilico C8:.0 1,00 + 0,00 0,99 £ 0,02 0,90 +£0,13 0,75 £ 0,00
Céprico C10:0 2,32 £ 0,00 2,23 0,02 1,93 + 0,55 1,29 + 0,01
Ladrico C12:.0 2,76 £ 0,06 2,90 £ 0,39 2,60 + 0,03 2,61 £0,08
Miristico C14:0 11,57 £ 0,12 11,40 + 0,04 10,79 £ 0,22 10,53 + 0,11
Palmitico C16:0 35,05 + 0,01 35,34 + 0,67 35,00 = 0,51 35,55 +0,10
Palmitoléico C16:1 1,29 + 0,05 1,13+ 0,02 0,55 +£0,40 0,09 £0,13
Esteérico C18:0 12,53 + 0,07 12,83 + 0,06 15,46 + 0,09 15,50 + 0,00
Oléico C18:1n9c 29,94 + 0,14 29,77 £ 0,32 29,59 + 0,99 30,67 = 0,05
Linoléico C18:2n6¢c 1,40 £ 0,05 1,28 £ 0,02 1,38 + 0,07 1,31 £ 0,42
a-Linolénico (C18:3n3 0,29 + 0,07 0,13 £0,05 0,13 £0,05 0,19 £ 0,20

F1-controle (- inulina, - WPC); F2 (+ Inulina, - WPC); F3 ( - inulina, + WPC) e F4 (+ inulina,

+ WPC).
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A gordura presente no leite € composta principalmente de acidos graxos
saturados e, em uma menor proporcdo, de acidos graxos poli-insaturados
(CHOO; LEONG; LU, 2010). Os principais acidos graxos saturados
encontrados na gordura do leite € nos produtos lacteos sdo os acidos graxos
de cadeia longa, do tipo palmitico (C 16:0), estearico (C 18:0), oléico (C 18:1) e
miristico (C14:0) (LOTTENBERG, 2009; SANTOS; AQUINO, 2008). Esses
acidos graxos foram predominantes em todas as formulagdes do sorvete
estudado, sendo que o acido graxo palmitico foi encontrado em maior
quantidade (Tabela 5).

A gordura do leite é a Unica gordura de origem animal que apresenta um
conteudo significativo de acidos graxos de cadeia curta: o acido butirico (C 4:0)
e o caproico (C 6:0). Quando livres, esses acidos graxos sao volateis e
conferem aroma caracteristico aos produtos lacteos (SANTOS; AQUINO,
2008). No presente trabalho, os acidos de cadeia curta foram detectados em
todas as formulacbes do sorvete de graviola que, por serem volateis e
parcialmente sollveis em agua, apresentaram teores variaveis de acido butirico
(0,26-0,30%), caprdico (1,241-1,56%) e caprilico (0,75-1,00%).

De modo geral, observou-se uma maior quantidade de acidos graxos
saturados, em relacao aos mono e poli-insaturados, o que é esperado para um
produto de base lactea. A distribuicado dos acidos graxos segundo o grau de
insaturacao pode ser observada na Tabela 6.

Os acidos graxos insaturados sao classificados pelo numero de
insaturacoes presente na sua estrutura quimica, sendo denominados mono-
insaturado quando apresenta uma dupla ligacdo ou poli-insaturados, partir de
duas ou mais insaturacoes.

Esses acidos graxos pertencem a diferentes séries, definidas pela
localizagdo da primeira dupla ligacdo na cadeia de carbono a partir do terminal
metila, identificada pela letra &mega (w). Dessa forma, esses acidos graxos sao
classificados em série w-3, w-6 e w-9 (LOTTENBERG, 2009).

O acido graxo poli-insaturado mais abundante, pertencente a série w-6,
€ o linoleico (C18:2) e o da serie w-3 é o a- linolénico. Esses dois os acidos
graxos sao essenciais ao homem, pois as células dos mamiferos nao tém a
capacidade de inserir uma dupla ligacdo (dessaturar) antes do carbono 9 da
cadeia dos acidos graxos, (LOTTENBERG, 2009).
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Tabela 6. Composicdo qualitativa de acidos graxos (média), agrupados
segundo o grau de insaturacdo, em relacao ao total de acidos graxos presentes

nas diferentes formulacdes do sorvete funcional.

Sorvetes
Grau de saturacao
F1 F2 F3 F4
Saturados 67,09 67,69 68,38 67,75
Mono-insaturados 31,23 30,91 30,14 30,76
Poli-insaturados 1,69 1,40 1,51 1,50

F1-controle (- inulina, - WPC); F2 (+ Inulina, - WPC); F3 ( - inulina, + WPC) e F4 (+ inulina;
+ WPC).

No presente trabalho, as propor¢cées de acidos graxos insaturados
encontradas nas formulacdes do sorvete foram de 30,14 a 31,23 % para o0s
acidos graxos mono-insaturados, oléico (C18:1 n9c) e palmitoléico (C16:1) e de
1,40 a 1,69 % para os acidos graxos poli-insaturados, constituidos pelos acidos
linoléico (C18:2n6c¢) e a-linolénico (C18:3n3), conforme mostrado na Tabela 6.
Essa constatacdo é interessante sob o ponto de vista nutricional, visto que
esses Aacidos graxos sao essenciais e precisam ser obtidos através da
alimentagao.

Os acidos graxos insaturados sao componentes estruturais necessarios
para sintese dos fosfolipidios de membrana e tém um papel importante na
fisiologia das membranas celulares, através de mecanismos como sinalizagao,
transducédo de sinais e proliferacao celular (OLIVEIRA; NUNES-PINHEIRO,
2013). Em humanos, os principais efeitos benéficos associados ao consumo
dos &cidos graxos insaturados tém sido atribuido as suas atividades
cardioprotetoras, na modulacao da resposta inflamatéria na parede das artérias
(arteriosclerose), por reduzir o infiltrado inflamatério e o acumulo de placas
lipidicas ateromatosas, evitando tromboses (SUDHEENDRAN; CHANG;
DECKELBAUM, 2010; CHANG; DECKELBAUM, 2013).
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3.1.3 Valores de rendimento dos sorvetes (overrun)

O overrun é definido como o aumento percentual do volume de sorvete
(produto final) em relacdo a calda ou mistura (produto inicial), ou seja, a
quantidade de ar incorporado durante o processo de batimento e congelamento
simultaneo da calda para obtencdao do sorvete (CRUZ et al.,, 2011). Na
legislacdo brasileira, a incorporacdo de ar (overrun) é denominada como
densidade aparente e, independentemente do tipo de sorvete, deve apresentar
o valor maximo de 450 g/L (ANVISA, 2005).

40
35
30

——>
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Overrrun (%)

F1 F2 F3 F4
Sorvetes

Figura 2. Valores de rendimento (% overrun) dos sorvetes durante a etapa
batimento/congelamento parcial dos sorvetes. F1-controle (- inulina, - WPC); F2 (+ Inulina,
- WPC); F3 (- inulina, + WPC) e F4 (+ inulina, + WPC).

A incorporacdo de ar nos sorvetes proporciona uma textura leve e pode
influenciar nas propriedades fisicas de textura e de derretimento. No entanto, a
qualidade desses parametros nao é influenciada apenas pela a quantidade de
ar incorporado no produto, mas também pela distribuicdo e pelo tamanho das
particulas de ar. Diante da complexidade da estrutura sorvete, a fabricacéo
requer controle cuidadoso, pois inumeros fatores estdo envolvidos no
desenvolvimento do overrun no sorvete (SOFJAN; HARTEL, 2004; XINYI et al.
2010).

No presente trabalho, as porcentagens de overrun (%) das diferentes
formulacbes de sorvete de graviola descritas na Figura 2 foram préximas ao
trabalho de Silva Junior e Lannes (2011), que observaram incorporag¢ao de ar
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entre 35% e 40% em sorvetes formulados com xarope de glicose e gordura de
palma em substituicdo da sacarose e da gordura hidrogenada, e dos resultados
encontrados por Harami (2008) nos gelados comestiveis simbibticos com
Bifidobacterium Bb-12 e L. acidophilus La-5 e reduzidos de gordura que
apresentaram overrun de 46,94 — 59,47 %.

Para Ferraz et al. (2012), os menores niveis de overrun nos sorvetes
incorporados de culturas probibdticos é desejavel para a manutencado de sua
viabilidade durante a vida de prateleira. Nesse trabalho, os autores observaram
uma reducdo de até 2 log UFC/g de L. acidophilus NCFM (DOWARU ™)
adicionado em sorvetes de baunilha elaborados com 60 e 90% de overrun.

No presente trabalho, a formulagcdo F2, com 3% de gordura lactea
combinada com 6% de inulina, apresentou 34,2% de incorporacao de ar
(overrun), portanto significativamente superior aquela da formulagao F3 (1,5%
de gordura lactea + 1,5% de WPC), a qual obteve overrun de 23,5% (p<0,05)
(Figura 2). Semelhantemente, esse comportamento foi observado nos sorvetes
simbidticos desenvolvidos por Akalin e Erisir (2008), que obtiveram a maior
média de incorporacdo de ar (50,6%) para a formulacdo com 4 % de inulina e
de gordura lactea (p<0,05). O mesmo também foi observado por Akaln,
Karag6zIii e Unal (2008) que obtiveram maior overrun (%) no sorvete com teor
de gordura reduzido contendo inulina. Por outro lado, os autores obtiveram o
menor overrun no sorvete com substituicdo da gordura pelo WPI (p <0,05).
Esse comportamento também foi constatado em sorvetes com substituicdo
total da gordura por ingredientes proteicos Litesse e Dairy-Lo, desenvolvidos
por Santos e Silva (2012), que apresentaram overrun abaixo de 25%.

De acordo com Rechsteiner (2009), a substituicdo total ou parcial da
gordura pode resultar em mudancgas indesejaveis no sorvete, como o baixo
overrun. A afirmacao dos autores pode ser explicada com base na constatacao
de Bolliger, Goff e Tharp (2000) e de Goff e Hartel (2013). Segundo os ultimos
autores, a incorporacdo de ar no sorvete é favorecida pela quantidade de
gordura desestabilizada presente na mistura e, consequentemente, com a
formagdo de uma microestrutura interna. A referida microestrutura é formada
por micelas de lipidios capazes de aprisionar as bolhas de ar no produto final,
proporcionando uma textura agradavel e leve ao sorvete (SOFJAN; HARTEL,
2004). Adicionalmente, segundo Stanley, Goff e Smith (1996), a alta
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viscosidade nao favorece a formacdo de espuma no sorvete, mas sim a
estabilidade da estrutura.

Esse fato pode explicar a baixa incorporagdo de ar, significativamente
menor para a formulacdo F3, com 1,5% de gordura lactea (p<0,05). Além
disso, ndo pode ser descartada a importancia do processo de congelamento
utilizado. Segundo Harami (2008), os valores baixos de overrun normalmente
sao atribuidos a producédo do sorvete em congelador em bateladas e ndo em
congelador continuo, o qual, segundo a pesquisadora, seria mais eficiente na
incorporacgao de ar.

3.1.4 Fracao de derretimento dos sorvetes

A aparéncia do sorvete a medida que ele derrete é extremamente
importante na percepgao global do consumidor quanto a qualidade do produto.
Além disso, a observacdao do processo de derretimento pode trazer
informacdes importantes quanto a cremosidade, suavidade e riqueza do
sorvete. Ao avaliar o tempo de derretimento dos primeiros 10 mL de cada
formulacdo do sorvete de graviola, verificou-se que as formulacbes F2
(+ inulina, - WPC) e F4 (+ inulina, + WPC), contendo inulina, foram
significativamente mais resistentes ao inicio do derretimento em relacdo as
formulagcbées F1-controle (- inulina, -WPC) e F3 (- inulina, + WPC) ao longo do
armazenamento (p<0,05), exceto para a formulacdo F4 no 7° dia de
armazenamento (Figura 3).
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Figura 3. Tempo de derretimento (min) dos primeiros 10 mL

dos sorvetes ao longo do armazenamento de 112 dias.
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Na Tabela 7, podemos observar que as formulagcées F2 (+ inulina,
- WPC); F3 (- inulina, + WPC) e F4 (+ inulina, + WPC,) apresentaram menores
taxas de derretimento em relagao a F1-controle (- inulina, - WPC) até o 56° dia
de armazenamento (p<0,05).

Tabela 7 - Velocidade de derretimento (mL/ min) dos sorvetes durante os

periodos de armazenamento (dias) a -18+3° C (media + desvio-padrao).

] Sorvetes
Dias*
F1 F2 F3 F4
7 1,26 +0,07*  1,10+£0,05%  1,16+0,07% 1,13+0,07°5
56 1,24 £0,07 #2 1,09 £ 0,07 B2 1,15+0,04%  1,10+0,04 "
112 1,22+0,07%  1,09+0,21 %8  122+0,09” 1,07 £0,06 52
Média geral 1,24 £ 0,07 1,09 £0,13 1,18 £ 0,07 1,10 £ 0,06

* Dias correspondem aos periodos de armazenamento das diferentes formulagdes de sorvete de graviola mantidas a -18 oC

AB Letras mailsculas distintas sobrescritas em uma mesma linha indicam diferencas
significativas (p<0,05) entre os diferentes sorvetes estudados no mesmo periodo de
armazenamento. 2 Letra mindscula sobrescrita em uma mesma coluna indica que nao houve
diferenca significativa (p>0,05) entre os diferentes periodos estudados para um mesmo
sorvete. F1-controle (- inulina, - WPC); F2 (+ inulina, - WPC); F3 ( - inulina, + WPC) e F4 (+
inulina; + WPC).

As formulacdes F2 e F4, ambas adicionadas de 6% de inulina, tiveram
as menores médias de velocidade de derretimento, respectivamente com 1,09
e 1,10 (mL/min). Esses valores foram significativamente menores em relagéo
aqueles da formulagao F1- controle (p<0,05). No entanto, ao longo de todo
periodo de armazenamento, ndo foram observadas mudangas significativas no
comportamento da velocidade de derretimento para nenhuma das formulacdes
avaliadas (p>0,05).

As alteracdes nos valores de fragcdo de derretimento podem ocorrer
devido a capacidade da inulina de se ligar a agua e a maneira como ela é
incorporada a estrutura fisica do produto durante o processo de congelamento
(EL-NAGAR et al.,, 2002). Esses fatores contribuem para a estabilidade da
estrutura da fase aquosa e, consequentemente, podem aumentar a resisténcia

ao derretimento das formulac¢des adicionadas da fibra alimentar prebiética.
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Esses resultados foram semelhantes aos obtidos por Akin, Akin e
Kirmaci (2007), que observaram que os sorvetes adicionados de 15, 18 e 21%
de sacarose e com 2% de inulina apresentaram maior resisténcia para o
derretimento, em comparacdo aos sorvetes sem ou com adicdo de 1% de
inulina.

Em seguida a F2 e F4, a formulacao F3 (- inulina, + WPC) apresentou
média de taxa de derretimento de 1,18 (mL/ min), sendo significativamente
mais resistente ao derretimento durante os 56 dias de armazenamento em
relacdo a formulacdo F1- controle, com fragdo de derretimento de 1,24 (mL/
min) (p<0,05).

Efeito similar foi observado na avaliacdo do efeito do isolado protéico do
soro de leite (WPI) sobre as propriedades reoldgicas dos sorvetes pesquisados
por Akalm, Karagézlii e Una (2008). Esses pesquisadores observaram que as
formulacbes reduzidas de gordura (6%) e com baixo teor de gordura (3%),
ambas adicionadas de 4% de WPI, apresentaram melhores estabilidades em
relacao a formulacao controle, com 10% de gordura (p<0,05). A adicao de WPI
aumentou a viscosidade, a firmeza do produto e a resisténcia ao derretimento.
Essas caracteristicas podem ser atribuidas a quantidade elevada de fracdes
protéicas de B lactoglobulina (68-75%) presente no ingrediente proteico WPI.
Essa estrutura caracteristica confere ao ingrediente alta capacidade de
formacao de redes protéicas ao se ligarem as moléculas de agua livre
(MARSHALL; GOFF; HARTEL, 2003).

3.1.5 Comportamento do parametro dureza instrumental dos sorvetes

A dureza instrumental mede a resisténcia do sorvete a deformacéao
quando uma forca externa de compressdo é aplicada, com o objetivo de
simular o seu comportamento durante o consumo (LIM et al.,, 2008). O
comportamento de dureza no sorvete é influenciado por varios fatores, que
incluem o ponto de congelamento, a quantidade de soélidos totais, o overrun (%)
e a quantidade e os tipos de estabilizadores utilizados para a formacao do mix
do produto (GOFF; HARTELL, 2013).
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Os resultados de dureza instrumental (kgf) dos sorvetes armazenados a
-18+3° C estdo apresentados na Tabela 8. Alteracdes significativas (p<0,05)
foram observadas na analise de dureza instrumental (kgf) para todos os
sorvetes armazenados por até 112 dias.

Tabela 8. Valores de dureza instrumental (kgf) obtidos para as diferentes
formulacdes do sorvete funcional (média + desvio-padrao), durante os periodos
de armazenamento (dias) a -18+3° C.

Sorvetes
Dias*
F1 F2 F3 F4
7 149,9 + 19,8 B° 166,0 + 15,3 ABP 117,9+12,1 % 1737 +14,1
56 161,1 + 7,08 175,1 + 8,07 166,1 + 13,2782 1767 + 9,9 A0
112 188,7 + 6,7 Ba 191,9 + 11,4 ABa 166,4 + 13,2 Ca 2035+ 13,6 72
Média 166,5 + 20,6 177,7 £ 15,9 150,1 + 26,3 184,7 £+ 18,3

* Dias correspondem aos periodos de armazenamento das diferentes formulagdes de sorvete de graviola mantidas a -18 oC

ABC |etras mailsculas distintas sobrescritas em uma mesma linha indicam diferencas
significativas (p<0,05) entre os diferentes sorvetes estudados no mesmo periodo de
armazenamento. 2P Letras minlUsculas sobrescritas em uma mesma coluna indicam diferencas
significativas (p<0,05) entre os diferentes periodos estudados para um mesmo sorvete. F1-
controle (- inulina, - WPC); F2 (+ inulina, - WPC); F3 ( - inulina, + WPC) e F4 (+ inulina, +
WPC).

As principais modificagcées de textura observadas no sorvete de graviola
durante o armazenamento estdo relacionadas a presenca de inulina nas
formulacdes F2 (+ Inulina, - WPC) e F4 (+ inulina, + WPC), que apresentaram
0s maiores valores de dureza, respectivamente, de 177,5 e 184,7 Kkgf.
A formulagdo F2, com a adicdo apenas de inulina, apresentou maior valor de
dureza instrumental (kgf) em relagdo ao Fi-controle no 56° dia de
armazenamento. Ja a formulagdo F4, com presenca da inulina e WPC, obteve
maior valor de dureza (kgf) para todos os periodos de armazenamento
avaliados (p<0,05). Resultados semelhantes foram observados por El-nagar et
al. (2002) e Alamprese et al. (2002), que relataram aumento da dureza
instrumental nos sorvetes adicionados de inulina, em relacdo aos sorvetes
contendo apenas gordura em concentracdes superiores aquelas com adicao de
prebidtico. Similarmente, também foi observado por Criscio et al. (2010), ao

114



avaliarem a influéncia da inulina, em diferentes concentracdes, sobre diversas
caracteristicas de sorvete. Para as propor¢cdes de inulina acima de 5%, a
dureza do sorvete dos pesquisadores foi aproximadamente o dobro daquela
apresentada pelas formulagdes controle e com 2,5% de inulina. O mesmo foi
observado em sorvetes simbiodticos formulados com leite de cabra e polpa de
fruta de caja, (PAULA, 2012). Segundo a autora, as formulacbes adicionadas
com os probiéticos L. rhamnosus HNOO1 e L. paracasei LBC82, ambas com 5%
de inulina, apresentaram valores de dureza instrumental significativamente
superiores, em relacéo as formulagdes sem adigéo do prebidtico (p<0,05).

De acordo com El-nagar et al. (2002), no momento que a inulina liga-se
a agua, ha uma formacao de uma estrutura insoluvel e semi-rigida, que pode
proporcionar maior dureza ao produto. Desta forma, a inulina pode atuar como
estabilizador da estrutura do sorvete, devido a sua capacidade de ligacado as
moléculas de agua, com a formacdo de uma rede de microcristais de géis no
alimento na qual foi adicionada (AKALIN; ERISIR, 2008; VILLEGAS; COSTELL,
2007).

Nesse sentido, o aumento significativo da dureza instrumental (kgf)
observado nas formulag¢des F2 e F4 (p<0,05) apds 56° dia de armazenamento
pode estar relacionado ao elevado grau de polimerizacdo da inulina, com
menor solubilidade e alta capacidade de formar gel no produto (BURITI;
CASTRO; CASTRO, 2010). No entanto, a insolubilidade da inulina apds a sua
dispersdo no meio aquoso pode reduzir a sua capacidade de se ligar
novamente as moléculas de agua livres que surgem durante as flutuacoes de
temperatura (EL-NAGAR et al., 2002). Nesse sentido, os sorvetes contendo
alto conteudo de cristais de gelo grandes possuem maiores valores de dureza
em relacdo as formulagcbes com menor conteudo destes (MUSE; HARTEL,
2004), pois o tamanho dos cristais de gelo formados pela instabilidade
termodindmica dos sorvetes aumenta a dureza do sorvete. De acordo com
Regand e Goff (2003), Goff e Hartell (2013), as flutuagcdes de temperaturas
podem ocasionar a recristalizacdo do produto durante o armazenamento e,
consequentemente, o aumento gradual do tamanho dos cristais de gelo.

Diferentemente dos resultados apresentados no presente estudo, no
trabalho de Ahmadi et al. (2012), as amostras de frozen iogurte suplementadas

com 4 e 8% de FOS apresentaram valores de dureza significativamente
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menores em relacdo a amostra controle (0% de FOS). De acordo com
observacdes desses autores, a solubilidade do prebidtico FOS na fase aquosa
do sorvete foi eficiente na manutencado do tamanho dos cristais de gelo frente
ao processo de recristalizacdo durante todo o periodo de armazenamento.
Similarmente, esse comportamento foi observado nos valores de dureza
instrumental para a formulacdo F3 com presenca de WPC, que se manteve
estavel apés 56 dias de armazenamento (p>0,05). Para os autores Yilsay,
Yilmaz e Bayizit (2006) e Rossa, Burin e Bordignon-Luiz (2012), a solubilidade
das proteinas do soro do leite na fase descongelada do sorvete pode contribuir
na reducdo do tamanho dos cristais de gelo, devido ao baixo ponto de

congelamento do produto.

4. Parametros microbioldgicos sanitarios

Nao foi detectada a presenca de coliformes a 45°C e de Salmonella
spp., em nenhuma das amostras analisadas. Na determinacdo de
Staphylococcus aureus coagulase-positiva foram detectados contagens
inferiores a 100 UFC/g nas amostras dos sorvetes. Esse valor esta bem abaixo
do valor maximo permitido pela legislacdo nacional vigente para sorvetes e
gelados comestiveis que determina um limite de 5X102 UFC/g (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2001). Sendo assim, as quatro
formulacdes avaliadas do sorvete funcional com polpa de graviola desenvolvido
apresentaram-se de acordo com os padrdes legais vigentes aprovados pelo
Regulamento Técnico sobre os Padrdes Microbiolégicos para Alimentos
estabelecidos pela ANVISA (2001).

5. Aceitacao sensorial dos sorvetes

O desenvolvimento de novos produtos funcionais, ou mesmo
nutricionalmente saudaveis, implica em desafios tecnolégicos para que esse
produto diferenciado apresente aceitacdo sensorial similar ou mesmo superior

aos produtos convencionais.
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Diante disso, diferentes testes sensoriais sdo aplicados durante o
desenvolvimento de alimentos probidticos e/ ou prebidticos, com o objetivo de
buscar informacdes que possam contribuir, de forma efetiva, na obtencao de
produtos alimenticios com qualidade melhorada (CRUZ et al., 2011b;
SAMPAIO; BEHRENS; SILVA, 2011).

Para a avaliacdo da qualidade dos produtos com adicdo de
microrganismos probiéticos ou ingredientes prebidticos, os testes afetivos sédo
0s mais indicados, uma vez que estes testes indicam a aceitagdo do novo
produto no mercado (CRUZ et al., 2010; CRUZ et al., 2011b).

Esse tipo de teste avalia o “estado de afetividade” de um produto, isto é,
0 quanto o produto é aprovado pelos consumidores, através de uma escala
hedbnica que é utilizada para indicar o grau de aceitacdo ou nao aceitacao de
um produto (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 2007).

Para a analise sensorial do sorvete simbidtico de graviola, foi realizado
um teste de aceitabilidade, com escala hedbnica de 9 pontos (escores 1=
desgostei muitissimo; 5 = ndo gostei nem desgostei e 9 = gostei muitissimo).
Dentre os 240 participantes, no total, 56,25 % eram mulheres e 63,75% eram
homens. O resultado da analise esta representado na Tabela 9, na forma de

médias de notas.

Tabela 9. Aceitabilidade sensorial (média = desvio-padrdo) obtida para as
formulacbes do sorvete funcional com polpa de fruta de graviola, durante os

periodos de armazenamento (dias) a -18+3° C.

Sorvetes
Dias* F1 F2 (P F3 F4(p)
7 (o) 7,13 + 1,558 7,97 £ 0,894 7,20 +1,198Ba 7,50 + 0,97 ABa
28 7,07 £ 0,98 A2 7,27 +1,514% 737 +1 334 7,70 £ 0,84 A2
56 (%) 7,03 +1,38B2 7,63 +£0,7278Bb 7 (07 +1,538a 7,97 £ 0,762
84 6,87 + 1,558 6,93 + 15380 7,37 + 1,408 7,97 + 1,254
Média geral 7,03 £ 1,37 7,45 +1.26 7,25 +1,36 7,78 £ 0,98

* Dias correspondem aos periodos de armazenamento das diferentes formulagdes de sorvete de graviola mantidas a -18 oC

AB | etras mailsculas distintas sobrescritas em uma mesma linha indicam diferencgas significativas
(p<0,05) entre os diferentes sorvetes estudados no mesmo periodo de armazenamento. 2° Letras
mindsculas sobrescritas em uma mesma coluna indicam diferencgas significativas (p<0,05) entre os
diferentes periodos estudados para um mesmo sorvete. (™ teste ndo paramétrico utilizado
Kruskall-Wallis). F1-controle (- inulina, - WPC); F2 (+ inulina, - WPC); F3 ( - inulina, + WPC) e
F4 (+ inulina, + WPC).

117



De modo geral, todos os produtos apresentaram valores de
aceitabilidade elevados (gostei regulamente a gostei muito), ao longo do
armazenamento, com médias de notas variando entre 7,03 e 7,97, exceto F1 e
F2 aos 84 dias, quando obtiveram médias de 6,87 e de 6,93, respectivamente,
portanto apenas ligeiramente abaixo de 7,0 (Tabela 9).

A formulagédo F2 (+ inulina, - WPC) apresentou maior aceitabilidade em
relagéo a formulagéo controle F1 (- inulina, - WPC) e que F3 (- inulina, - WPC)
ao 7° dia de armazenamento a -18+3°C (p<0,05). Ao avaliar a sua aceitagao
ao longo do armazenamento, observou-se uma queda significativa nas notas
atribuidas pelos provadores ao 84° dia de armazenamento, quando
comparados ao 7° dia (p<0,05) (Tabela 9). Comportamento semelhante foi
observado para os gelados comestiveis simbioticos desenvolvidos por Harami
(2008). A formulacdo com adigdo de inulina apresentou uma tendéncia a
reducdo de notas a partir 28° de armazenamento. Atribuiu-se esse fato a
capacidade da inulina em auxiliar na inibicdo do crescimento dos cristais de
gelo durante as primeiras semanas de armazenamento, tornando-se ineficaz
apds esse periodo. Desta forma, as variagbes de temperatura durante o
armazenamento podem levar a alteragdées na estrutura formada no sorvete, o
que poderia alterar negativamente a sua aparéncia, sendo este o atribuido com
maior rejeicao para a formulagéo F2, conforme pode ser visto na Figura 5.

Ao compararmos os tratamentos para cada periodo avaliado, o sorvete
F4, formulado com a combinagédo de inulina e WPC, apresentou as melhores
notas de aceitabilidade, em termos de valores absolutos, nos dois ultimos
periodos de avaliacao sensorial (56° e 84° dia de armazenamento), com notas
significativamente superiores as notas atribuidas para a formulacao
F1- controle (p<0,05).

No trabalho de Adapa et al. (2000), sugere-se um bom equilibrio de
gordura, proteina e hidratos de carbono para a producéo de sorvetes reduzidos
de gordura com uma estrutura desejada. Nos sorvetes desenvolvidos por esses
autores, a formulacao com baixo teor de gordura que continha 1,5% de gordura
e substituto de gordura a base de proteinas e de hidratos de carbono teve a
melhor nota de aceitacao sensorial. As evolugdes das notas para cada periodo
de armazenamento avaliado (7, 28, 56 e 84 dias) dos sorvetes funcionais
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reduzido de gordura e adicionados de polpa de fruta de graviola estao
apresentadas nas Figura 4 (a, b, c e d).
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Figura 4. (a, b, ¢, d) Distribuicdo das notas atribuidas para as formula¢des (F1-F4) avaliadas
respectivamente no 7°, 28°% 56° e 84°ia de armazenamento a -18+3 °C. Fi-controle
(- inulina, - WPC); F2 (+ inulina, - WPC); F3 (- inulina, + WPC) e F4 (+ inulina, + WPC).

Aos consumidores, foi solicitado que apontassem uma caracteristica
positiva e uma negativa na amostra avaliada. Os atributos mais citados foram:
sabor, textura, aparéncia, caracteristica da fruta e docura. A partir desses
dados foi construido um gréfico de barras (Figura 5), contendo o numero de

observacdes positivas acima do eixo X e as negativas abaixo deste eixo.
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Figura 5. Frequéncia de citagbes positiva (+) € negativa (-) atribuidas para as caracteristicas
de sabor, textura, aparéncia, sabor caracteristico da fruta e dogura dos diferentes sorvetes
funcionais de graviola (F1 - F4).

O “sabor” e a “textura” foram os atributos mais citados pelos provadores
como caracteristica positiva (+) e negativa (-) nos sorvetes avaliados
(Figura 4). A citagdo desses atributos (sabor e textura) como caracteristica
positiva (+) foi mais frequente nas formulagbes F2 (+ Inulina, - WPC); F3
(- inulina, + WPC) e F4 (+ inulina, + WPC) do que para a formulagdo F1-
controle. O que é esperado, uma vez, que a formulacdo controle apresentou
menor média de aceitabilidade, conforme pode ser visto na Tabela 9. No
entanto, a citagdo da “textura” como caracteristica negativa (-) para essa
formulacéo (F1) pode estar relacionado com o aumento da dureza instrumental
(kgf) observada no final do armazenamento de 112 dias (Tabela 8). As
formulacdes F2 e F4, com presenca de inulina, tiveram as maiores citacdes do
atributo “textura” como caracteristica positiva (+). No entanto, os valores de
dureza instrumental (kgf), significativamente mais elevados (p<0,05) para
essas formulagdes, ndo resultou na rejeicdo desse atributo. Além disso, para
as mesmas formulagdes, o atributo “sabor” foi mais frequentemente citado
como caracteristica positiva (+) do que para as formulacées F1 e F3. Esse fato
pode estar atribuido a presenca do sabor do leite nas formulagbes sem adigcéao
de inulina, com destaque para a formulacao F3, que apresentou maior nimero
de citacdes negativa (-) para o atributo sabor caracteristico da fruta, conforme
pode ser visto na Figura 4. Assim sendo, de forma geral, o prebidtico inulina foi
o ingrediente que teve maior impacto positivo para a aceitacao sensorial dos
sorvetes funcionais.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho mostrou que a adicdo do prebidtico inulina e do
concentrado de proteinas de soro de leite (WPC) como substituto parcial de
gordura lactea foram significativos para a melhoria de alguns parametros fisico-
quimicos e aceitabilidade sensorial dos sorvetes funcionais de graviola com
baixo teor de gordura desenvolvidos. As formula¢gdes com inulina F2 (+ inulina,
- WPC) e F4 (+ inulina, + WPC) tiveram maiores valores de dureza
instrumental, resisténcia ao derretimento e overrun frente a formulacao controle
F1 (- inulina, - WPC). No entanto, o aumento significativo da dureza
instrumental observado principalmente para a formulacado F4 (+ WPC, + inulina)
no final do armazenamento néo interferiu na sua aceitacdo pelos provadores
que atribuiram notas superiores a F4 frente as demais formulagdes, exceto F3.
Em face ao exposto, a formulacdo de sorvete funcional de graviola com teor
reduzido de gordura F4, suplementado com inulina e com WPC (+ inulina,
+ WPC) seria a formulacdo de escolha para um sorvete com excelentes
caracteristicas sensoriais e manutencao da estabilidade dessas caracteristicas

ao longo de seu armazenamento por, pelo menos, 84 dias.
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Anexo I- Controle do pH (média + desvio padrao) durante os testes de sobrevivéncia as condi¢cdes gastricas e entéricas simuladas in
vitro, ap0s 2, 28, 56, 84 e 112 dias de armazenamento a -18+3° C.

Armazenamento Telt:g;)edo Controle de pH do Ensaio In Vitro
(Dias) (horas) F1 F2 F3 F4
Oh 5,56 + 0,01 5,55+ 0,03 5,50 + 0,01 5,59 + 0,05
2 0-2h 2,53 +0,02 2,47 +0,10 2,56 + 0,06 2,56 + 0,02
2-4h 5,00 £ 0,14 5,12 +0,22 5,33+ 0,03 5,57 + 0,03
4-6h 7,08 £ 0,02 7,17 £ 0,06 7,21 £ 0,01 7,25 +0,03
Oh 5,58 + 0,02 5,57 +0,02 5,60 + 0,01 5,47 + 0,03
28 0-2h 2,60 + 0,03 2,51 + 0,01 2,59 + 0,04 2,53 +0,03
2-4h 5,19 £0,03 5,00 +0,14 5,26 + 0,01 5,34 + 0,04
4-6h 7,13 +0,02 7,08 + 0,02 7,23 £ 0,01 7,21 £ 0,01
Oh 5,58 + 0,02 5,58 + 0,03 5,59 + 0,02 5,50 + 0,01
56 0-2h 2,48 + 0,03 2,53 +0,02 2,53 +0,01 2,70 + 0,01
2-4h 5,25+ 0,03 5,12 +0,22 5,36 + 0,02 5,45 + 0,05
4-6h 7,20 + 0,03 7,17 0,06 7,24 + 0,01 7,38 £ 0,01
Oh 5,58 + 0,01 5,61 + 0,01 5,59 + 0,02 5,52 + 0,01
84 0-2h 2,52 +£0,06 2,48 £ 0,07 2,59 +£0,02 2,54 +0,04
2-4h 5,08 + 0,01 5,23 + 0,01 5,21 + 0,04 5,26 + 0,07
4-6h 7,17 £ 0,04 7,03 +0,02 7,19 +0,04 7,27 +0,07
Oh 5,67 + 0,01 5,62 + 0,00 5,68 + 0,01 5,56 + 0,06
112 0-2h 2,51 +0,02 2,54 +0,03 2,56 + 0,05 2,52 +0,09
2-4h 5,36 + 0,05 5,40 + 0,04 5,40 + 0,03 5,32 + 0,09
4-6h 7,29 £ 0,02 7,01 £0,03 7,29 + 0,01 7,19+ 0,03
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Anexo Il- Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas - USP. Protocolo aprovado em reunidao 29/11/2010.
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UNIVERSIDADE DE SAO_ PAULO

PARECER CONSUBSTANCIADO

: Parecer CEP/FCF/136/2010
’ Protocolo CEP/FCF/561
CAAE: 0022.0.018.000-10

| - Identificagdo:

Projeto de Pesquisa: Sorvete simbidtico. Desenvolvimento de produto de
baixa caloria e avaliagdo da resisténcia dos
probidticos ‘in vifro’.

Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Susana Marta Isay Saad

Instituigdo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - FCF-
= USP/SP =

Area Tematica Especial:

Patrocinadores: FAPESP

I - Sumario Geral do Protocolo: ,

A preocupacdo constante com a qualidade de vida faz com que haja especial atengéo &
alimentagéo, possibilitando a incluséo de alimentos com propriedades fuhcionais benéficas
para a saude, tais como os produtos lacteos com ag@o funcional, sejam alimentos
simbioticos e/ou prebiéticos. A adicdo de culturas probidticas e de ingrediente prebiético,
torna o alimentc mais atrativo, potencialmente saudavel, podendo ser apreciado pela
maioria da popuiagéo. :

Neste contexto, o presente frabalho tem por objetivo desenvolver um sorvete simbiético com
polpa de fruta e de baixo teor energético, elaborado com. a adicio de culturas probioticas
(Lactobacillus acidophilus NCFM e Bifidobacterium lactis HN019) e do prebiético inulina.
Serdo realizados delineamentos fatoriais com 4 formulacdes, totalizando 24 ensaios,
avaliando a influéncia do concentrado proteico de soro de leite e da inulina sobre viabilidade
probidtica aos diferentes periodos de armazenamento e sob as condigdes géstriwsbe
entéricas simuladas in vitro, incluindo também a avaliagio da aceitabilidade sensorial do
novo produto. .

Os objetivos do breéente estudo sao: ‘

O projeto apresenta como objetivo geral, desenvolver um sorvete funcional com polpa de
fruta tropical (graviola) € com teor reduzido de calorias (substituicio da gordura lactea efou
sacarose) processado com as culturas probidticas de Lactobacillus acidophilus NCFM e
Bifidobacterium lactis HNO18, e'om’ e sem a presenca do prebidtico inulina.

Para tanto, serdo desenvolvidos objetivos especificos: :

Avaliar o efeito do congelamento (—18£3°C) sobre a sobrevivéncia dos probiéticos e as
caracteristicas tecnologicas Ade cada formulac@o, com objetivo de estabelecer a formulagio

Av. Prof. Lineu Prestes, n® 530, Bloco 13 A - Cidade Universitiria - CEP 05508-800 - S3o Paulo - SP
Fone: (11) - 3091-3622 - Fone / Fax: {11) 3081-3677 - e-mail: cepfci@usp.br
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mais adequada, a fim de se obter um sorvete de baixa caloria com boa viabilidade probiética
e aceitac&o sensorial. '

Verificar a resisténcia in vitro dos probiéticos nos produtos ao longo do seu armazenamento,
as condicdes gastricas e entéricas simuladas e o efeito da adicdo dos ingredi'entes -
gordura lactea, WPC. (concentrado protéico de soro de leite), eduicoranies e prebidtico
(inulina) - sobre essa resisténcia.

Descrigéo da Casuistica: :

Sera realizada a andlise sensorial das formulagées constantes no projeto, tendo a previsdo
de até 1080 voluntarios adultos saudaveis (provadores ndo treinados), podendo ser alunos
de graduagdo e de pos- graduacdo, docentes e funcionarios da Universidade de S3o Paulq
ou ouiros voluntarios que queiram participar do estudo. '

Sera aplicado um questipna’rio'sobre a aceitabilidade do produto elaborado, mencionando-
se 0 nome do individuo que realizara o teste, data e especificacdo da amostra e o grau de
aceitabilidade descrito em uma escala de 1 a S, além da solicitagio da descricdo’ por
extenso das qualidades do produto. ;

Il - Situag3do do Protocolo: APROVADO em reunido de 29/11/2010.
O pesquisador devera: - ;
e Comunicar ao CEP:

o Eventuais modificagdes no projeto aguardando a apreciagio e aprovagio do
CEP;

o A interrupgao do projeto;
e Apresentar relatério parcial em julho/2012 e relatério final em dezembro/2013.

Sao Paulo, 30 de novembro de 2010.

%

Profa.
Coordenadora dg Comité

P;’lg-inaz

L
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Fone: (11) - 3091-3622 - Fone / Fax: (11) 3091-3677 - e-mail: cepfcf@usp.br
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Anexo llI-Termo de consentimento Livre e Esclarecido

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

I - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA

Nome do Provador: .......cccoeceeviiiniienciiniecieenen, Data de Nascimento: ............ Joveeeeiianns Joveveannnn
Documento de Identidade n®:  ...........cccoeeeeiiieeecnneeennen. C)rgﬁo eMiSSOr: .......c..... Sexo: ()M ()F
ENAEIOCO: oottt e s APLO: i
Bairro: ... Cidade: ...oooovveeieeeeeeeeeeeeee, CEP: oo,
Endereco eletrdnico (€-mail): ......cccceeveereeniieenieeieenieeeeeee e Telefone: .....cccooeevveeeiieeiiieeeeeeens

II - DADOS SOBRE A PESQUISA

1. Titulo do Protocolo de Pesquisa: Sorvete simbiético. Desenvolvimento do produto de baixa caloria e
avaliacdo da resisténcia dos probidticos in vitro.

2. Pesquisador: Prof®. Dr*. Susana Marta Isay Saad

3. Cargo/Funcio: docente Departamento da FCF/USP: Departamento de Tecnologia Bioquimico-
Farmacéutica

4. Avaliacdo do Risco da pesquisa: Risco Minimo (X) Risco Médio ( ) Risco Baixo (X)

Risco Maior ( ). 5. Duracdo da Pesquisa: 4 anos (andlise sensorial — 2 anos)

III - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PROVADOR OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

Justificativa, objetivos e procedimentos

Vocé estd sendo convidado para participar da andlise sensorial de um produto semelhante ao
sorvete com polpa de fruta de graviola. Este produto tem como caracteristica, além da presenca de leite
como sua principal matéria prima e microrganismos que contribuem com a func¢do intestinal e/ou
fermentam o produto. O desenvolvimento sorvete de graviola de baixo teor caldrico e com adi¢do de
probidtico e/ou prebidtico é feito pela doutoranda Graziela Leal Sousa, sob orientagdo da Prof*. Dr®
Susana Marta Isay Saad. O produto foi elaborado e acondicionado, de acordo com as Boas Préticas de
Fabricacdo de Alimentos, nos laboratérios do Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica
FCF/USP. Participarao deste estudo no minimo 30 pessoas para cada sessdo (4 formulagdes x 3 periodos
de armazenamento x 2 delineamentos), conforme item 4.4 poderdo participar até 720 voluntdrios adultos
(provadores ndo treinados). Caso vocé tenha interesse em participar, acomode-se junto a uma das cabines
do Laboratério de Analise Sensorial (B16).

O produto a ser avaliado nesta andlise é feito a base de leite. As formulagdes sido constituidas
também por sacarose (aglcar), polpa de graviola, gomas, edulcorantes, aroma e microrganismos que
contribuem com a funcdo intestinal e/ou fermentam o produto (Lactobacillus acidophilus NCFM,
Bifidobacterium HNO019). Todos os ingredientes da formulacdo sdo utilizados em produtos disponiveis
para consumo humano, ou seja, sdo de grau alimenticio.

Para participar desta andlise, vocé: deve ter entre 18 e 60 anos, gostar de produtos lacteos light
em agucar e gordura, tais como sorvetes, bebidas lacteas, iogurtes, sobremesas, e ser consumidor regular
destes produtos. Vocé ndo deve participar se possuir histérico de manifestacado de alergia, intolerincia ou
outro tipo de restricao (como doenga cronica ou tratamento médico com uso de medicamentos que podem
interagir com os ingredientes); ndo deve estar gripado, resfriado ou indisposto ou ter entrado em contato
ha menos de 1 hora com materiais, alimentos ou cosméticos de cheiro forte. Atendendo a essas condi¢cdes
vocé poderd participar da andlise sensorial do produto.

Vocé receberd uma amostra e uma ficha de avaliagdo. A amostra contém aproximadamente 50 g,
apresentada na forma gelado semi-s6lido. Prove a amostra e registre na ficha sua opinido com relag¢do ao

g9

produto de uma maneira geral fazendo um “x” em um lugar na escala de 1 a 9, onde, 1 = desgostei
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muitissimo e 9 = gostei muitissimo. Em seguida, escreva o que vocé mais gostou e 0 que menos gostou na
amostra.
Desconfortos e riscos

Os riscos de sua participagdo neste estudo sdo minimo. Nao foram encontradas evidéncias de
risco ou desconforto relacionado a andlise sensorial em estudos deste tipo. Pelo fato do sorvete de
graviola de baixo teor calérico possuir, em sua composi¢do os microrganismos probidticos e prebioticos
que auxiliam na funcio intestinal e os ingredientes, tais como fibra alimentar e os edulcorantes em
quantidades que sdo reconhecidamente seguros, sendo que os possiveis desconfortos (gases e dores
abdominais) sdo minimos.

Beneficios esperados

Nao h4 nenhum beneficio direto. Porém, vocé contribuird para o desenvolvimento de alimentos
com caracteristicas sensoriais adequadas as expectativas de futuros consumidores.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA

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

Nao haverad remuneragdo financeira aos participantes das andlises sensoriais.

V — INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS
CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Graziela Leal Sousa e Susana Marta Isay Saad.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica.
Av. Prof. Lineu Prestes, 580 CEP 05508-000 Sao Paulo-SP.
Telefone: (11) 3091-2379

VI - OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

VII - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

“Estou ciente do objetivo do teste, sou consumidor de produtos a base de leite e de edulcorantes, ndo
apresento reag@o alérgica ou intolerancia aos ingredientes, tenho entre 18 e 60 anos, ndo tenho nenhuma
doenca cronica (como diabetes, hipotiroidismo, hipertiroidismo, hipertensdo ou outras), ndo estou fazendo
tratamento médico (tomando algum medicamento) e aceito participar dessa andlise.”

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

Sao Paulo, de de

Assinatura do sujeito de pesquisa Assinatura do pesquisador responsavel

Prof®. Dr*. Susana Marta Isay Saad

Comité de Etica em Pesquisa

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Universidade de Sao Paulo

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 — Bloco 13A
CEP 05508-900 Sao Paulo - SP

(11) 3091-3677 - cepfcf@usp.br
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Anexo IV- Modelo da ficha de avaliacdo sensorial utilizada no presente

trabalho.

Ficha para teste de aceitacao — produto semelhante ao sorvete com polpa de fruta de
graviola e com teor reduzido de calorias.

Nome:
Data: /[

Amostra:

Vocé recebeu uma amostra de um produto semelhante ao sorvete com polpa de fruta de
graviola. Por favor, prove a amostra e avalie de maneira geral (aparéncia, sabor e
textura) usando a escala abaixo o seu grau de aceitacio relacionado ao produto.

1 - Desgostei muitissimo

2 - Desgostei muito

3 - Desgostei regularmente

4 - Desgostei ligeiramente

5 - Néo gostei nem desgostei
6 - Gostei ligeiramente

7 - Gostei regularmente

8 - Gostei muito

9 - Gostei muitissimo

Cite a caracteristica que vocé mais gostou na amostra: ©

Cite a caracteristica que vocé menos gostou na amostra: ®

Obrigado pela participacao!
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Anexo V - Ficha do aluno.

Janus - Sistema Administrativo da Pés-Graduagio

Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9133 - 3559562/1 - Graziela Leal Sousa

Email:

Data de Nascimento:
Ceédula de Identidade:
Local de Nascimento:
Nacionalidade:

Graduacao:

Mestrado:

Curso:

Programa:

Area:

Data de Matricula:

inicio da Contagem de Prazo:
Data Limite para o Depésito:

Orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Prorrogagao:

Data de Aprovagdo no Exame de
Qualificagdo:

Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagao da
Banca:

Data de Aprovacdo da Banca:
Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

Historico de Ocorréncias:

glsouza@usp.br
01/12/1978

RG - 29.847.241-7 - SP
Estado do Piaui
Brasileira

Bacharel em Ciéncias dos Alimentos - Escola Superior de Agricultura "Luiz de

Queiroz" - Universidade de SZo Paulo - Sdo Paulo - Brasil - 2006

Mestre em Ciéncia dos Alimentos - Area: Bromatologia - Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas - Universidade de So Paulo - Sdo Paulo - Brasil - 2008

Doutorado

Tecnologia Bioguimico-Farmacéutica
Tecnologia de Alimentos

07/07/2009

07/07/2009

04/11/2013

Prof(a). Dr(a). Susana Marta Isay Saad - 07/07/2009 até o presente. E.Mail:
susaad@usp.br

Inglés, Aprovado em 07/07/2009

120 dias
Periodo de 07/07/2013 a 04/11/2013

Aprovado em 26/08/2011

Ingressou no Doutorado em
07/07/2009

Prorrogacéo em 12/06/2013

Matricula de Acompanhamento em
18/07/2013

Aluno matriculado nas normas vigentes a partir de 01/07/2009
Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 18/07/2013

Impresso em: 02/11/13 18:30:05

Janus - Sistema Administrativo da Pos-Graduagdo
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Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9133 - 3559562/1 - Graziela Leal Sousa

Sigla Nome da Disciplina Inicio Término H(::-;g:-?a Cred. Freq. Conc. Exc. Situacdo
MAE5S755 Meétodos Estatisticos Aplicados as
Ciéncias Biologicas (Instituto de z
6;1 Maternatica e Estatistica - 17/08/2009 04/12/2009 120 0 96 R N Concluida
Universidade de Sao Paulo)
FBA5896 252 o2 "
- JOE£08 S CIcH Ses AlInIOE S oemaeony. 107NN 20 2 100 A N Concluida
6/1 utricéo |
FBA5739 5 g
0 i e 03/03/2010 13/04/2010 30 2 100 A N  Concluida
3/1 uncionais
FBT5781 a4
= Culturas Probidticas: Aplicaghes  04/05/2010 15/06/2010 60 4 @3 C N Concluida
33 ecnoldgicas
FBT5776 g - .
Tépicos Especiais de Tecnologia ”
4;4 Bioquimico-Farmacéutica Ii 16/08/2010 29/08/2010 30 2 83 A N Concluida
Docéncia no Ensino Superior e
EDM5105 Complexidade: Contextos, Matricul
- Formacéo e Praticas (Faculdade de  20/08/2010 30/11/2010 120 0 0 = N o 0;:2
1/1 Educacio - Universidade de S3o ca =
Paulo)
FBT5715 2
Complementos de Matematica &
6;4 Aplicada para Biotecnologia 05/04/2011 31/05/2011 120 8 80 lo] N Concluida
FBT5773 i e i
Topicos Especiais em Tecnologia =
6;2 Bioquimico-Farmacautica 07/04/2011 16/06/2011 30 2 80 A N Concluida
FBA5844 P " - ,
Tépicos em Biotecnologia de o Matricula
2;1 Alimontos: 10/10/2011 16/10/2011 30 0 o] N Sancilads
FBC5800 . .
Temas Avancados em Ciéncias e -
4;1 Tecnologia Farmacautica | 17/10/2011 23/10/2011 30 2 80 A N Concluida
FBT5708 < " <
= Skenclodipltadan Eamacos®: yararons ZorIAIEL A5 3 100 A N Concluida
12 imentos
T — = ————————
Lot s s Créditos
" Créditos minimos exigidos obtidos
i Cxame de Para depésito de tese
qualificagcdo
|[isciplinas: ) 25 25
||[Estagios:
Total: 0 25 25

Créditos Atribuidos a Tese: 167

Conceito a partir de 02/01/1997:
A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T
- Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 18/07/2013
Impresso em: 02/11/13 18:30:05
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Anexo VI- Curriculum lattes.

http://buscatextual.cnpg.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4732814H1
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